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SUMMARY

SUMMARY

Different studies link the metabolic alterations of obesity with imbalances in neuregulin 4 levels. In this
study we hypothesize that signaling of neuregulin isoforms (NRG) produced through ERBB receptors
in human adipose tissue could impact on adipose tissue physiology and insulin sensitivity in obese
patients. To test this hypothesis, we aimed to investigate the possible relationship between neuregulins
and ERBB receptors in adipose tissue and circulating NRG4 with obesity and insulin sensitivity in
humans. The results obtained indicated that NRG4 mRNA was significantly elevated in visceral adipose
tissue (VAT) compared to subcutaneous (SAT), positively correlated with BMI and thermogenic markers
and negatively correlated with adipogenic and inflammatory genes. In SAT, NRG4 was negatively
correlated with insulin resistance and positively correlated with the gene expression of UCP1, UCP3 and
TMEM26, which are browning markers of white adipose tissue. Serum NRG4 levels were positively
correlated with insulin resistance and inflammatory markers. In vitro experiments in HepG2
demonstrated that the administration of recombinant human NRG1 and NRG4 reduced mitochondrial
respiration and the expression of genes related to gluconeogenesis and mitochondrial biogenesis. Next,
we analyzed the association between other neuregulins and ERBB receptors, and we observed a
significant increase in the expression of ERBB2 and ERBB4 in obesity and an association of EGFR and
NRG2 with adipogenic genes regardless of obesity. Indeed, EGFR silencing in human adipocytes
negatively impact adipogenesis, while NRG2 overexpression increases the expression of some
adipogenic genes.

Taken together, the findings obtained indicated that NRG4 in humans could be a marker of beige
adipocytes in adipose tissue, while circulating levels would be associated with insulin resistance
possibly through impaired mitochondrial function. In this study, we also observed the importance of
EGFR and ERBB2 in the physiology of human adipose tissue, confirming the adipogenic role of EGFR
and suggesting NRG2 as a possible endogenous EGFR ligand with a hypothesized role in human
adipogenesis. Current data suggest that EGFR induction in human adipose tissue could ameliorate

obesity-associated adipose tissue dysfunction, while ERBB2 inhibition could exert anti-obesity effects.






RESUMEN

RESUMEN

Diferentes estudios vinculan las alteraciones metabdlicas de la obesidad con desbalances en los niveles
de neuregulina 4. En este estudio hipotetizamos que la sefnalizacion de las isoformas de neuregulina
(NRG) producida a través de receptores ERBB en tejido adiposo humano podria impactar en su fisiologia
y en la sensibilidad a la insulina en pacientes obesos. Para probar esta hipdtesis, hemos planteado
investigar la posible relacion entre las neuregulinas y los receptores ERBB en tejido adiposo y la NRG4
circulante con la obesidad y sensibilidad a la insulina en humanos. Los resultados obtenidos indicaron
que NRG4 ARNm estaba significativamente elevada en tejido adiposo visceral (VAT) comparado con
subcutaneo (SAT), se correlacion6 positivamente con el IMC y marcadores termogénicos y
negativamente con genes adipogénicos e inflamatorios. En SAT, NRG4 se correlacion6 negativamente
con resistencia a la insulina y positivamente con la expresion génica de UCP1, UCP3 y TMEM26 que son
marcadores de “browning” del tejido adiposo blanco. Los niveles de NRG4 sérica se correlacionaban
positivamente con resistencia a la insulina y marcadores inflamatorios. Experimentos in vitro en HepG2
demostraron que la administracion de NRG1 y NRG4 humana recombinante reducia la respiracion
mitocondrial y la expresion de genes relacionados con la gluconeogénesis y la biogénesis mitocondrial.
Cuando analizamos la asociacion entre otras neuregulinas y los receptores ERBB, observamos un
incremento significativo en la expresion de ERBB2 y ERBB4 en obesidad y una asociacion de EGFR y
NRG2 con genes adipogénicos independientemente de la obesidad. De hecho, el silenciamiento de EGFR
en adipocitos humanos impacta negativamente en la adipogenesis, mientras que la sobreexpresion de
NRG2 incrementa la expresion de algunos genes adipogénicos.

En conjunto, los hallazgos obtenidos indicaron que en humanos NRG4 podria ser un marcador de
adipocitos beige en tejido adiposo, mientras que los niveles circulantes se asociarian a resistencia a la
insulina posiblemente a través del deterioro de la funcion mitocondrial. En este estudio también
observamos la importancia de EGFR y ERBB2 en la fisiologia del tejido adiposo humano, confirmando
el papel adipogénico de EGFR y sugiriendo la NRG2 como un posible ligando EGFR endogeno con un
papel hipotético en la adipogénesis humana. Los datos actuales sugieren que la induccion de EGFR en
el tejido adiposo humano podria mejorar la disfuncion del tejido adiposo asociada a la obesidad,

mientras que la inhibicion de ERBB2 podria ejercer efectos contra la obesidad.






RESUM

RESUM

Diferents estudis vinculen les alteracions metaboliques de l'obesitat amb desequilibris en els nivells de
neuregulina 4. En aquest estudi hipotetitzem que la senyalitzacio de les isoformes de neuregulina (NRG)
produida a través de receptors ERBB en teixit adipds huma, podria impactar en la seva fisiologia i en
sensibilitat a la insulina en pacients obesos. Per provar aquesta hipotesi, hem plantejat investigar la
possible relacio entre les neuregulines i els receptors ERBB en teixit adipos i la NRG4 circulant amb
l'obesitat i la sensibilitat a la insulina en humans. Els resultats obtinguts van indicar que NRG4 estava
significativament elevada en teixit adipds visceral (VAT) comparat amb subcutani (SAT), es va
correlacionar positivament amb U'IMC i marcadors termogenics i negativament amb gens adipogénics i
inflamatoris. A SAT, NRG4 es va correlacionar negativament amb resisténcia a la insulina i positivament
amb l'expressio genica dUCP1, UCP3 i TMEM26 que son marcadors de “browning” del teixit adipos
blanc. Els nivells de NRG4 sérica es correlacionaven positivament amb resisténcia a la insulina i
marcadors inflamatoris. Experiments in vitro a HepG2 van demostrar que l'administracié de NRG1 i
NRG4 humana recombinant redueix la respiracio mitocondrial i U'expressio de gens relacionats amb la
gluconeogenesi i la biogenesi mitocondrial. Quan analitzem l'associacio entre altres neuregulines i els
receptors ERBB, observem un increment significatiu en U'expressio dERBB2 i ERBB4 en obesitat i una
associacié dEGFR i NRG2 amb gens adipogenics independentment de l'obesitat. De fet, el silenciament
d'EGFR en adipocits humans impacta negativament en l'adipogénesi, mentre que la sobreexpressio de
NRG2 incrementa l'expressio d'alguns gens adipogenics.

En conjunt, les troballes obtingudes van indicar que en humans, NRG4 podria ser un marcador
d'adipocits beige en teixit adipds, mentre que els nivells circulants s'associarien a resisténcia a la insulina
possiblement a través del deteriorament de la funcié mitocondrial. En aquest estudi també observem la
importancia d'EGFR i ERBB2 en la fisiologia del teixit adipés huma, confirmant el paper adipogenic
d'EGFR i suggerint la NRG2 com un possible lligant EGFR endogen amb un paper hipotétic en
ladipogenesi humana. Les dades actuals suggereixen que la induccié d'EGFR al teixit adipés huma
podria millorar la disfuncid del teixit adipos associada a l'obesitat, mentre que la inhibici6 d'ERBB2

podria exercir efectes contra l'obesitat.
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INTRODUCCION

1. OBESIDAD

1.1 Enfoque global de la obesidad

La obesidad es un problema de salud publica creciente en todo el mundo, una enfermedad epidémica
del siglo XXI en los paises desarrollados (Figura 1). Se estima que alrededor de 1500 millones de
adultos en el mundo padecen sobrepeso y entre estos, 200 millones de hombres y 300 millones de
mujeres tienen obesidad. La prevalencia de padecer obesidad es mayor en las mujeres y aumenta con
la edad y destacar que en ciertos paises, la tasa de obesidad ha superado el 50% de la poblacion (en

Qatar, Tonga, Kuwait, Kiribati, Micronesia, Libiay Samoa).

a Percentage of adults defined as obese, 1975

Nodata 0 5 10 15 20 25 30 35 =40%
== [ T T | = T — ]

Nodata 0 5 10 15 20 25 30 35 >40%
— s

Figura 1: Datos sobre la obesidad a nivel mundial segiin la O.M.S.. Representa la prevalencia de obesidad en los diferentes paises del
mundo segtn una escala de colores. Porcentaje de adultos definidos como obesos por pais en 1975 (parte a) y 2014 (parte b). El numero de
adultos con obesidad aumenté sustancialmente entre 1975y 2014
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Los datos mas preocupantes los encontramos en la poblacion mas joven, ya que desde 1980 esta

aumentando la tasa de sobrepeso y obesidad en nifos y adolescentes; en paises desarrollados
alrededor del 25% y en paises en vias de desarrollo alrededor del 13%L Un exceso de ingesta

energética?, baja actividad fisica3, aumento del tiempo frente a la pantalla¢ y otros factores

contribuyen a esta gran problematica (Figura 2)

L |.1:a'|
cism and m"f.a '
Metab activity

Tk anergy expRndnus
in Cmii—

[ EAUTE af 1

Oweraating Low energy expenditure Physical inactivity
= Socio-cultural = Aneing = Sorla-culiural
= Lack of knowledge = SiEx = Phnsical challenges
* Pear presssre * Cenetics and = [hronlc tatigue
= Uncontrolled eating epigenealics = Muscle pain
* Hunger s Meuroendocrine factors * Jaknt pxain
* Ernptional eating * Prandial thermogenesis = Lo fitness level
= Snacking = Brown lat = Emational barriers
# Lack of sleap = Sarcopenia = Workplace
= Medicatlons » Micrabiota = Medications
* Medications

Figura 2: Factores que pueden influir en el balance energético positivo cronico, por lo tanto, causando posteriormente la
obesidad. El aumento de peso puede resultar de una combinacién de mayor ingesta de energia, baja actividad fisica y reduccion

del gasto de energia (Sharma, A. M. & Padwal, R. Obesity is a sign - overeating is a symptom: an aetiological
framework for the assessment and management of obesity. Obes. Rev. 11, 362-370 (2010)

El sobrepeso y la obesidad se padecen cuando existe un exceso de acumulacion de grasa que puede
acarrear otras enfermedades cronicas que son factores de riesgo para la salud, como son la diabetes,
la hipertension arterial, las enfermedades cardiovasculares, apnea del sueiio, el cancer y en otra esfera
se encuentran los trastornos mentales o estados depresivos de diferente magnitud derivados de un
elevado peso. Esta relacion provoca un aumento en la mortalidad de las personas obesas. Se estimd
que la obesidad esta asociada con 3,4 millones de muertes.

La obesidad también se asocia con desempleo, desventajas sociales y reduccién de la productividad
socioeconomica, por lo que cada vez mas, va creando carga econdmica al pais. Hasta ahora, las
estrategias de prevencion y tratamiento de la obesidad, tanto a nivel individual como poblacional, no
han tenido éxito a largo plazo. El estilo de vida e intervenciones conductuales destinadas a reducir la
ingesta de calorias y aumentar el gasto de energia tienen una eficacia limitada debido a efectos

hormonales y metabolicos complejos y persistentes.
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Controlar la obesidad es dificil, es complicado conseguir una pérdida de peso y aln mas sostenerla
en el tiempo. Cuando los cambios en el estilo de vida no consiguen alcanzar el objetivo, se anaden
medicamentos, sin embargo, la mayoria de estos medicamentos no han sido aprobados para su uso
a largo plazo, suelen provocar la pérdida de un 10% del peso y dejan de producir efecto. Ademas, la
interrupcion de estos medicamentos lleva a recuperar el peso en la mayoria de los pacientes, por lo
que un cambio en el estilo de vida es imprescindible. Reducir la carga de la obesidad requiere

enfoques que combinen intervenciones individuales con cambios en el ambiente y en la sociedad.

1.2, Definicion de obesidad

La obesidad es una epidemia mundial asociada a un mayor riesgo de diabetes tipo 2, enfermedades
cardiovasculares y varios tipos de cancer y es el resultado de un balance energético positivo que se
produce cuando la ingesta de energia es superior a la que se gasta y provoca una excesiva expansion

y disfuncion del tejido adiposo blancos.

La disfuncion del tejido adiposo asociada a la obesidad se caracteriza por una acumulacion y
almacenamiento excesivo de carbohidratos y lipidos en el cuerpo (a nivel regional, global o ambos),
generando nuevos adipocitos y provocando un aumento de marcadores de senescencia e inflamacion
celular y es en consecuencia, un contribuyente a la progresion de la resistencia a la insulina y otros
trastornos metabolicos asociados con la obesidad como la hiperglucemia y la dislipidemia¢7:8

La obesidad se define por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una enfermedad
caracterizada por una acumulacion anormal o excesiva de tejido adiposo perjudicial para la salud y
que incluye tanto un exceso de grasa corporal total (que puede estimado en adultos mediante el indice
de Masa Corporal (IMC)) (Tabla 1), como una distribucion anormal y localizada alrededor de la
regién abdominal (que puede ser identificada mediante el indice Cintura - Cadera (ICM)) de la grasa.
El primer organismo mundial a considerar la obesidad una enfermedad fue la American Medical

Association en 2013.

EL IMC, también conocido como Indice de Quetelet (Lambert AJ Quetelet, 1796-1874), es el parametro
antropométrico mas ampliamente utilizado para determinar el sobrepeso y la obesidad en poblacion
adulta 9. Estrechamente relacionado con el porcentaje de grasa corporal, se determina mediante la
formula IMC = peso / (altura) 2, donde el peso en kilogramos se divide por el cuadrado de la altura

en metros.

10
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La utilizacidn del BMI para clasificar el estado de obesidad se basa en asociaciones epidemiologicas

entre este indice y la morbilidad y mortalidad que lleva asociadas 10

Clasificacion IMC (kg/m2) Riesgo Asociado a la salud
Normo Peso 18.5-24.9 PROMEDIO

Exceso de Peso >25 LIGERAMENTE AUMENTADO
Sobrepeso o Pre Obeso 25-29.9 LIGERAMENTE AUMENTADO

Obesidad Grado | o moderada 30 - 34.9 AUMENTO MODERADO
Obesidad Grado Il o severa 35-39.9 AUMENTO SEVERO
Obesidad Grado Ill o morbida = 40 AUMENTO MUY SEVERO

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad segun la OMS

Se acepta como clasificacion para el grado de obesidad, ya que la forma de obtenerlo es rapida,
sencilla, no invasiva y economica, se relaciona con el porcentaje de grasa corporal y se ha demostrado
una estrecha relacion con los problemas de salud asociados a la obesidad. Segin Picot J y
colaboradores, el riesgo de mortalidad global aumenta en un 50% para un IMC de 30 en comparacion
a un individuo normo peso y se duplica a partir de un IMC de 35, siguiendo a partir de ahi una
relacion lineal 1

La OMS define el sobrepeso en adultos con un IMC igual o superior a 25 kg / m2, y la obesidad con
un IMC igual o superior a 30 kg / m2 (OMS, 2008).

La obesidad mdrbida es el diagndstico clinico que se aplica a aquellos pacientes que presentan un
peso corporal de mas de 45 kg por encima de su peso ideal en funcion de la edad, altura, constitucion

y sexo, o un valor de IMC igual o mayor a 40 kg / m2.

1.3. Etiopatogenia de la obesidad

La obesidad es una enfermedad multifactorial y multisistémica caracterizada por el crecimiento
anormal y desproporcionado de los depositos de grasa corporal. En su etiologia se mezclan factores,
tanto genéticos como ambientales, que condicionan un desequilibrio entre almacenamiento y
consumo caldrico, favorable al primero. El excedente de calorias ingeridas, en relacion a las
necesidades, son transformadas y almacenadas en forma de tejido adiposo dando lugar a obesidad,

cuando esta acumulacion se convierte excesiva y supone un riesgo para la salud (Figura 3).

11



INTRODUCCION

| Benshcisl sdipokines
= FGEZ L stbmslating hepatic gluconetanasls
= Loptia: suppresing food intake, prometing lipohas
& iefiponmc v imulin wrmsising, srponessing bepafic glucows
emiiput, mntbinflammatony atsd anti-Rlsrotk

|

f c1 L% AN e
irpio ; Healthy - k] - Jul : el .. X R
« Physical activity A T _ T ) PETSE h!ait:v.-
o Thasmiognneidy \‘ } - - = __'H',|_|r||_||.|'.|| .} —"‘“h":‘_l w1 obeskty
gtf vevinl
Pﬂlllun::ulal Adipocyles
Intaks preadipocyte
s High fats T e aried ] vl
* High sisgar =¥} | T flcose and ligads |
Ftirosis Hypuaia | Netromis Incincialation
Mutrlent and calore excess 2 - | Eenopic Nipid
= *'.-"T\"‘“ dpsition d
{ Y L Metabolicall
§ f Adlipose Tistu y
Lk |h-’:.1|l.!|\l, { Lo -.-I : unh-&all.hlp
Stn i ,_,|_-.5:K|:|"‘—-'_.": i~ dinlunction i .‘_-:'.I_ y aiashty

Hyprertropley Mac risphare
Maeoph

Infamamation

Figura 3: Mecanismos de la expansion del TA

A pesar que la base sea este desbalance energético, la etiopatogenia de la obesidad es mucho mas
compleja. Existe un gran numero de estudios que sugieren que la patogenia de la obesidad va mas
alla del desbalance energético.

Exceptuando un 1% de los casos en los que la obesidad puede ser explicada por una patologia de base
(enfermedades endocrinologicas como el sindrome de Cushing, enfermedades neuroldgicas o
alteraciones genéticas como el sindrome De Prader-Willi, o secundaria a farmacos, entre otros), en el
99% de los casos, la obesidad presenta un origen multifactorial entre factores intrinsecos: genéticos,
fisiologicos y metabolicos, y factores extrinsecos: patrones culturales y sociales afines a cada

individuo

1.4, Comorbilidades asociadas a la obesidad

La obesidad como el sobrepeso estan ligadas a enfermedades crénicas, no sélo en relacién con las
enfermedades cardiovasculares, sino también con otros problemas frecuentes como la

dislipidemia20.21, hipertension arterial, insulino-resistencia y diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Estos

factores estan intimamente asociados al tejido adiposo y a su distribucion corporal.
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1.41  Sindrome Metabdlico

El denominado sindrome metabolico (SM) se caracteriza por un conjunto de factores de riesgo para
la salud que incluyen una excesiva acumulacion de grasa visceral (u obesidad central), desérdenes
en las concentraciones de lipidos circulantes, dislipidemia y hipertrigliceridemia que a nivel hepatico
provoca esteato hepatitis no alcohdlica (EHNA), hipertension arterial'3 jresistencia a la insulina, un
estado protrombdtico cronico (caracterizado por una elevada concentracion de fibrindgeno y otros
factores plasmaticos de coagulacion), un estado inflamatorio sostenido (definido por las altas
concentraciones de proteina C-reactiva, IL-6 y TNF-a, entre otras citocinas, no vinculadas a ninguna
causa local o inflamacion aguda) y el desarrollo de algunos tipos de cancer como el de colon, mama,
pancreas, vesicula biliar o endometrio entre otros'415

El sindrome metabdlico lleva el problema de la obesidad a su maximo exponente y la consecuencia
previsible es, entre otros, la DM2, graves problemas cardiovasculares y la muerte prematura.

Un aumento en la produccion de mediadores pro inflamatorios y moléculas del sistema inmune por
parte del tejido adiposo hipertrofico y disfuncional del sujeto obeso parece ser la clave para explicar
estas asociaciones 1

Los pacientes con SM comUnmente tienen una gran acumulacion de grasa en el higado y resistencia
a lainsulina (IR) hepatica. El higado es responsable de dos de los componentes clave mas
probablemente relacionados con SM: aumento de glucosa plasmatica en ayunas y de VLDL (very low
density lipoprotein), lipoproteina de muy baja densidad que transporta triglicéridos a los tejidos 17,18
Ademas, el higado graso puede liberar al mismo tiempo muchos otros biomarcadores de riesgo
cardiovascular, como la proteina C reactiva (PCR), el fibrindgeno y factores de coagulacion 19, por lo

tanto, el higado es un determinante clave de los trastornos metabolicos que conducen a SM.

142  Diabetes Mellitus tipo 2

Por otro lado, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), también conocida como diabetes no insulino
dependiente, es una enfermedad crénica considerada la pandemia del siglo XXI. Se trata de una
patologia mucho mas comudn que la de tipo 1, y supone del 80% al 90% de los casos de diabetes. En
general, comienza a partir de los 40 anos (conocida como la diabetes del adulto)?2 y en la década de

los 50 a los 60 se instaura de manera gradual.
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Se prevé que estas cifras de prevalencia e incidencia aumenten en los préximos anos por
circunstancias relacionadas con el progresivo envejecimiento de
la poblacion, el incremento de las tasas de obesidad, seguimiento de dietas no saludables, vida

sedentaria y la progresiva urbanizacion e industrializacion

La Diabetes tipo 2 se caracteriza por una alteracion del metabolismo de los hidratos de carbono,
grasas Yy proteinas, bien por falta de secrecion de insulina o por disminucion de la sensibilidad tisular
a esta hormona. Como consecuencia, los pacientes sufren un estado de hiperglucemia continuo. Este
aumento de glucemia produce pérdida de glucosa por la orina (glucosuria), deshidratacion vy si se
trata de una hiperglucemia crénica provoca lesiones tisulares, incrementando el riesgo de infarto de
miocardio, ictus, retinopatia y ceguera, asi como isquemia y gangrena de las extremidades 23

Los criterios diagnosticos de esta enfermedad, seglin la American Diabetes Association (ADA) 2022,
son valores de glucosa plasmatica en ayunas > 126 mg/ml, valores de HbA1c > 6,5 %, proteina que
refleja las glucemias correspondientes a los 3 meses previos) y/o una glucemia plasmatica a las 2
horas del test de sobrecarga oral a la glucosa > 200 mg/ml.

La diabetes es la cuarta causa de muerte en la mayoria de los paises desarrollados, pero también es
una nueva epidemia para los paises en via de desarrollo y aquellas naciones recientemente
industrializadas. Los informes de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) y de la Federacion
Internacional de la Diabetes revelan un aumento notable del niUmero total de personas que padecen
diabetes en todo el mundo en la Ultima década. Mientras la cifra era de 285 millones de personas en
2010, esta alcanzod los 463 millones (o el 8,3 %) en 2019, siendo uno de cada 11 adultos los que padece

diabetes en el mundo, cifra que se ha duplicado desde finales del siglo pasado.

1.4.3 Resistencia a la Insulina.

La insulina es una hormona polipeptidica, sintetizada y secretada por las células B pancreaticas
localizadas en los islotes de Langerhans que desempena un papel predominante en el metabolismo
de la glucosa. Esta hormona tiene como los principales 6rganos diana?s

- El higado, donde favorece la captacion de la glucosa, la sintesis de glucogeno en el periodo

postpandrial e inhibe la gluconeogénesis.

- El musculo esquelético, tejido que promueve la captacion de glucosa y la sintesis de

glucogeno.
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- El tejido adiposo donde favorece la captacion de la glucosa e inhibe la lipolisis. Ademas, la
insulina potencia la trasformacion del exceso de glucosa en triacilgliceroles, estimulando la

diferenciacion de los preadipocitos 2.

Generalmente, la resistencia a la insulina en la DM2 esta asociada a la obesidad (mas de un 90% de
diabéticos sufren obesidad, sobretodo abdominal), lo que supone un factor de riego para la misma24.
Esta alteracion esta intimamente asociada a la pérdida de sensibilidad de muchos tejidos del cuerpo
a la accion de esta hormona, o lo que es lo mismo, una falta de respuesta biologica a niveles normales
de insulina, sobre todo en los tejidos insulino-dependientes como es el higado, tejido adiposo y
musculo. En sus primeras fases, debido a la falta de efecto de la insulina, el pancreas comienza a
producir mas insulina para conseguir mantener los niveles de glucosa en sangre estables
(hiperinsulinemia compensadora). Esta hiperinsulinemia facilita la ganancia de peso en grasa
(lipogénesis), lo que unido al sedentarismo y otros factores acaban provocando unos niveles de
glucosa en sangre elevados. Esto probablemente genera una retroalimentacion positiva (“circulo
vicioso”), ya que al aumentar los niveles de glucosa aumentan los niveles de insulina y esto a su vez
aumenta la resistencia a ésta, llevando a un fracaso pancreatico, donde las células B comienzan a
deteriorarse lo que conlleva una menor capacidad de secrecion insulinica 11,12, 25, La etiologia de esta
disfuncion aln no esta establecida, varios estudios consideran que existe un componente genético de

caracter poligénico.

Si el exceso de peso (principalmente el que se acumula en la cintura), la falta de ejercicio y la
alimentacion no se corrigen, la resistencia a la insulina puede ir aumentando hasta producir una
Diabetes Mellitus (tipo 2), definida como: valores de glucemia igual o mayores a 126 mg/dL en
ayunas (o igual o mayores de 200 mg/dl tras una sobrecarga oral de glucosa, o en cualquier momento
en presencia de sintomas); o de hemoglobina glicosilada igual o mayor a 6,5%. No obstante, la falta
de ejercicio y la mala alimentacién son los responsables de un aumento en la incidencia de
enfermedades relacionadas con ésta?. La OMS ha calculado que en los ultimas dos décadas se ha

triplicado el niUmero de personas afectadas por la resistencia a la insulina.
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2. TEJIDO ADIPOSO

21 Definicion tejido adiposo

El tejido adiposo (TA) es un tejido conjuntivo especializado en el almacenamiento de lipidos. Se
puede considerar como un tejido conectivo un tanto atipico puesto que posee muy poca matriz
extracelular. Su origen embrionario son las células mesenquimaticas derivadas del mesodermo, las
cuales dan también lugar al resto de tejidos conectivos. El tejido adiposo esta presente en todos los
mamiferos y en algunas especies de animales no mamiferos. Su capacidad para almacenar lipidos
depende de sus células, los adipocitos, que pueden contener en su citoplasma grandes gotas de grasa.
La grasa es un buen almacén de energia puesto que tiene aproximadamente el doble de densidad
caldrica que los azucares o las proteinas. Estos almacenes se emplean para proporcionar moléculas
energéticas a otros tejidos o para generar directamente calor. Los adipocitos se agrupan
estrechamente y en gran numero para formar el tejido adiposo, aunque también se pueden encontrar

dispersos en el tejido conectivo laxo.

Otra forma de almacenamiento de energia se realiza en el higado y musculo en forma de glucogeno.
La glucosa es la fuente principal de combustible para nuestras células. Cuando el cuerpo no necesita
usar la glucosa para generar energia, la almacena en el higado y los mUsculos en forma de glucdgeno.
La funcion principal del glucdgeno hepatico es la de mantener la concentracion de glucosa en sangre,
por lo que, ante una demanada de glucosa por parte de otros o6rganos o tejidos, el higado
descompondra el glucogeno en glucosa para cubrir requerimientos metabolicos. Esta sintesis de
glucdgeno, en particular el glucégeno hepatico, esta regulado por mecanismos hormonales; la
adrenalina y glucagon estimula la glucogenolisis y la insulina estimula la glucogenogénesis, por lo
que la glucemia estara regulada fundamentalmente por el higado, seran sus reservas y su capacidad
de sintesis o hidrolisis los que mantendran la homeostasis glucémica. Hasta la mitad del siglo XX se
pensaba que el tejido adiposo solo participaba en el almacenaje energetico, y por ello no atrajo mayor
interés. En la actualidad, se sabe que no sélo almacena energia, sind que también controla el
metabolismo corporal a través de la liberacion de hormonas, citocinas, proteinas, lipidos especificos

y mi-ARNs.
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El tejido adiposo se clasifica en diferentes tipos: el formado por grasa blanca (o unilocular), cuyos

adipocitos presentan una gran gota de lipidos, y el formado por grasa parda (o multilocular).

El color blanco (a veces amarillento) o pardo se refiere al color de la grasa en su estado fresco. Ambos

tipos de grasa tienen caracteristicas particulares (Figura 4).

Principales diferencias entre grasa blanca y grasa parda

Carateristicas Grasa blanca Grasa parda
I Sucutanea, abdominal, inguinal, perirrenal, Interescapular (bebés), axilar, perineal,

Localizacién principal retroperitoneal, gonadal, en torno a 6rganos, paravertebral, cervical, dispersa en
otros lugares de modo disperso arterias y alrededor de 6rganos

Color Blanca, amarillenta, marfil Marron, rojo variable a rosada

Vascularizaciéon Vascularizada Muy vascularizada

Inervacion Sistema nervioso simpatico y parasimpético Sistema nervioso simpatico
(inervacion media) (muy inervada)

Organizacion tisular Muy empaquetada en I6bulos pequeiios Organizacion lobular
Esférico, oval, 25 a 200 um, unilocular Poligonal, 15-60 pm, multilocular

o con una sola gota de grasa, n(cleo aplanado, con muchas gotas de grasa, ntcleo

Adipocito semilunar y excéntrico, citoplasma muy delgado,  redondeado a ovalado, citoplasma
mitocondrias escasas, cantidad normal de reticulo  abundante, abundantes mitocondrias,
endoplasmatico. poco reticulo endoplasmatico.

Presencia de células inmunes  Abundantes Escasas

Figura 4. Principales diferencias entre la grasa blanca y la grasa parda (modificado de Fruhbeck et al., 2009).

El origen de los diferentes tipos de adipocitos quiza sea uno de sus aspectos menos conocidos.
Aunque los dos tipos de grasa derivan de células madre mesenquimaticas, lo hacen a partir de
poblaciones diferentes. De hecho, la grasa parda comparte progenitor con las células musculares, no asi

la blanca (Figura 5)'18
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Figura 5. Diferenciacion de la célula madre mesenquimal a diferentes tipos celulares. Estudios recientes apoyan la teoria de que no
existe un precursor comdn para los preadipocitos blancos y marrones. Los preadipocitos marrones presentan una « firma miogénica

».Sin embargo, los adipocitos marrones inmersos en masas del TAB parece que provienen de un precursor diferente que los
localizados en las masas del TAM. Estos adipocitos inmersos en el TAB con expresion de UCP-1 se han denominado «adipocitos

beige » y son especialmente sensibles a la hormona irisinal%7

En la mayoria de las especies, el almacén de lipidos tiene lugar en el tejido adiposo blanco (TAB). En
humanos, se encuentra disperso en el organismo. A nivel intraabdominal encontramos los mayores
depositos alrededor del omento (omental), del intestino (mesentérico) y de las areas perirrenales
(retroperitoneal) y a nivel subcutaneo, la grasa se localiza sobretodo a nivel de las nalgas, los muslos
y abdomen. Pero ademas de estos depositos mayoritarios existen otras areas en el organismo donde
encontramos TAB, distinguiendo depodsitos a nivel pericardial, perivascular o periarterial,
periarticular, retro-orbital, intramuscular, médula 6sea y cara. Actualmente se sabe que las diversas

localizaciones del TAB tiene caracteristicas metabolicas y endocrinas diferentes.

El tejido adiposo marron (TAM), a diferencia del TAB, sdlo lo encontramos en mamiferos. En
humanos encontramos TAM en el feto y en el recién nacido localizado a nivel axilar, cervical,
perirrenal y periadrenal y en humanos adultos se encuentra principalmente en la region paracervical,

supraclavicular y paravertebral (Figura 6)
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Distribucidn del Tejido Adiposo Blanco. Marrdn y Beige

. Tejido Adipose Marrdn D Tejido Adiposo Beige D Tejido Adiposo Blanco

CUELLO GRASA INTRATORACICA

SUPRACLAVICULAR ' ‘ Grasa epicardica y extrapericirdica

GRASA VISCERAL
F‘AR;\?CIRT!'IA = = Grasa retroperitoneal
PERICARDICA Grasa epiplon mesentérice
GRASA SUBCUTANEA
SUPRARENAL ' Grasa Abdominal

Grasa glitea

Grasa Femoral

D Tejido Adipose Blanco
. Tejido Adipose Marron

D Tejido Adiposo Beige

Figura 6. Distribucion de TAB'y TAM en el cuerpo humano. La acumulacion de TAM se encuentra alrededor de la cintura y caderas, brazos
y piernas, y presenta el mayor porcentaje de tejido adiposo en el cuerpo humano. El TAB subcutdneo incluye depdsitos que se encuentran
entre los musculos anteriores del cuello; en la pared abdominal anterior y en la zona inguinal. El TAB perivascular se puede encontrar
alrededor de la aorta, la arteria cardtida comin y la arteria braquiocefalica; en la grasa pericdrdica anterior y alrededor de la arteria coronaria
epicdrdica. TAB también se puede encontrar alrededor de rifion, gldndula suprarrenal, pdncreas e higado *°.

Se ha observado que la cantidad de TAM disminuye con la edad y se correlaciona inversamente con
el IMC. El porcentaje de personas jovenes en los que se encuentra TAM es mas elevado que en
personas de edad avanzada, aunque su actividad disminuye en jovenes con sobrepeso u obesos 119
Estos estudios parecen evidenciar definitvamente que el TAM tiene un papel en el metabolismo

energético de humanos adultos y el hecho de que se encuentre en menor cantidad en individuos con

sobrepeso u obesos podria apuntar a una nueva diana para el tratamiento de la obesidad

2.2 Composicion del tejido adiposo

El tejido adiposo se caracteriza por una marcada heterogeneidad celular: entre sus componentes
celulares, se encuentran adipocitos, preadipocitos, fibroblastos, células endoteliales, células madre
mesenquimales (CMM) capaces de diferenciarse en varios tipos celulares, células reguladoras T,
macrofagos?8.29, etc. En general, el tejido aiposo (TA) esta compuesto por aproximadamente un tercio

de adipocitos maduros, mientras que el resto es una combinacion de diferentes tipos celulares.
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23 Tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco o unilocular que forma la grasa blanca esta presente en todos los mamiferos
y es el tejido graso predominante. Las células que forman este tejido, los adipocitos, son células
redondeadas muy grandes, de mas de 100 _m de diametro, que poseen una sola y gran gota de grasa,
la cual ocupa practicamente todo el citoplasma, de ahi el nombre de unilocular. Tanto el nlcleo como
el resto de los componentes citoplasmaticos ocupan un fino espacio periférico, proximo a la

membrana plasmatica (Figura 7y 8)
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Figura 7. Tejido adiposo blanco tefiido con tricrémico de Masson. Figura 8. Imagen adipocito blanco
(Fuente: Atlas de histologia vegetal y animal)

Es frecuente observar en animales bien alimentados, adipocitos que presentan numerosas gotas de
grasa, dispersos entre otros que son claramente uniloculares. Todas esas gotitas de grasa se
condensaran en una sola cuando el adipocito madure. Es decir, los adipocitos de la grasa blanca
pueden pasar por un periodo multilocular durante su fase de diferenciacion. También, en mucha
menor cantidad, se pueden observar adipocitos denominados beige, posiblemente derivados de los
propios adipocitos blancos, con las mismas caracteristicas que los adipocitos de grasa parda.

EL TAB es el principal tejido de almacén de energia del organismo, ademas de atribuirsele la funcion
de aislamiento y proteccion mecanica para algunos organos vitales. Los adipocitos maduros del TAB
muestran el perfil de expresion requerido para la sintesis de triacilgliceroles, captacion de glucosa y
lipogénesis, asi como de lipdlisis. Este fenotipo permite que cuando el aporte de energia al organismo
es excesivo y/o el gasto energético disminuye, el exceso de energia se deposite eficientemente en el

TAB en forma de triacilgliceroles.
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Por otro lado, frente a una situacion de escasez de ingesta energética y/o incremento del gasto
energético el TAB moviliza los depdsitos de lipidos liberando acidos grasos y glicerol que a través de
la sangre son transportados a los tejidos, donde seran oxidados para obtener energia.

El TAB tradicionalmente ha sido considerado un tejido poco activo, pero hoy se sabe que es altamente
dinamico sintetizando y secretando numerosos factores, no solo lipidicos sino también proteicos, que
intervienen en la regulacion de un amplio rango de procesos fisioldgicos y metabdlicos.

A pesar de que a finales de la década de los ochenta ya se describe que el TAB secreta hormonas
esteroideas, no es hasta 1994 —con el descubrimiento de la leptina, factor saciante sintetizado
predominantemente por el TAB— que se reconoce a este tejido como 6rgano endocrino.
Posteriormente se han identificado numerosos factores liberados por el TAB con funciones
autocrinas, paracrinas y endocrinas.

De las numerosas sustancias secretadas por el TAB, los acidos grasos son cuantitativamente las
moléculas mas importantes y son liberados en periodos de balance energético negativo, como en el
ayuno. Otras moléculas de naturaleza lipidica son también secretadas por el TAB, incluyendo
prostanoides —sintetizados por el propio tejido—, colesterol y retinol —que se almacenan para ser
liberados posteriormente— y hormonas esteroideas (esteroides sexuales y glucocorticoides), que en
el TAB pueden experimentar transformaciones de formas inactivas a activas o viceversa, con un
importante papel autocrino y paracrino. Aparte de sustancias de naturaleza lipidica, el tejido adiposo
secreta un nimero considerable de factores proteicos (se han descrito mas de 50) que se designan bajo

la denominacion comdn de adipocinas.

De forma estricta, el término «adipocina» deberia utilizarse para designar las proteinas que son
sintetizadas y secretadas por el adipocito. Sin embargo, de forma genérica se utiliza para referirse a
las proteinas sintetizadas y secretadas por el TAB en su conjunto, aunque su sintesis principal sea a
cargo de otros tipos celulares presentes en el tejido, como los macrofagos infiltrados, localizadas en
la fraccion del estroma vascular de tejido adiposo. En el TAB la abundancia de macrofagos esta
relacionada con su tamano, y existe una correlacion directa entre el tamano del TAB y el nUmero de
macrdéfagos infiltrados en este tejido, de forma que en el TAB de individuos obesos existe una mayor
cantidad de macrofagos que en el de individuos con normopeso?3t

Estos macrofagos son los principales responsables de la secrecidon de citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-4, IL-13 y MCP-1), muchas de ellas relacionadas con el sistema

inmunitario.
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La inflamacion crénica presente en la obesidad, junto con la mayor infiltracion de macroéfagos en el
TAB, indica la existencia de una relacion estrecha entre el sistema inmunitario y la obesidad. (Tabla
2).

Las adipocinas son muy diversas en cuanto a la estructura quimica y a la funcion fisioldgica. Incluyen
proteinas que intervienen en la regulacion de la ingesta y del balance energético (leptina), en la
regulacion de la presion sanguinea (angiotensindgeno), en la hemostasia vascular (PAI-1), en el
metabolismo lipidico (RBP-4, IL-1), en la homeostasis glucidica (adiponectina, resistina, visfatina), en
la angiogénesis (VEGF, proteina sefalizadora implicada en la vasculogénesis y en la angiogénesis),
asi como factores de crecimiento (TGFB) y proteinas de fase aguda y respuesta al estrés
(haptoglobulina, a1-acid glycoprotein) que se encuentran en higado%.

Una de las citoquinas de mayor relevancia secretada por el tejido adiposo blanco es la adiponectina,
proteina cuya concentracion plasmatica esta reducida en individuos obesos y diabéticos y sus niveles
estan inversamente relacionados con la resistencia a la insulina. Esta implicada en el metabolismo
energético, estimula la oxidacion de acidos grasos, reduce los triglicéridos plasmaticos y mejora el
metabolismo de la glucosa mediante aumento de la sensibilidad a la insulina. La IL-6 y el TNF-a son
citoquinas proinflamatorias que pueden contribuir a la resistencia a la insulina y a la inflamacion
sistémica. La resistina es un aparente biomarcador de inflamacion y un mediador potencial de las
enfermedades metabdlicas asociadas a la obesidad. La leptina es conocida como la hormona
supresora del apetito. La secrecion de angiotensindgeno puede contribuir a una hipertension arterial.

Por Ultimo, la secrecion de PAI-1 podria promover un estado protrombatico.

Como ya se ha senalado, son muchas las adipocinas que se han descrito, con un amplio e importante
papel regulador a distintos niveles fisioldgicos. En la Figura 9 y Tabla 2 se enumeran algunas de las
adipocinas y su principal funcion. Cabe sefnalar que esta funcion endocrina no es exclusiva del TAB,

ya que muchos de estos factores son también sintetizados por el TAM.

22



INTRODUCCION

Metabolismo energético

Control de la ingesta

Homeostasis glucidica y "msa Metabolismo lipidico
sensibilidad a la insulina IL1/L1Ra RBP4
Adiponectina ECTP
Resistina IL1/IL1Ra
Visfatina
TNFa \
IL1/IL1Ra
) Factores de crecimiento
Hemostasia vascular &— : . TAB TGFp
PAI NGF
/ \ Angiogénesis
Presion sanguinea T VEGF
EENENENI0R0 Inmunidad
Factores pro y anti-inflamatorios
L1 IL10
L6 L4
IL8 IL1Ra
IL18
MCP1
TNFa

Figura 9. Procesos fisiologicos y metabdlicos regulados por el TAB mediante la secrecion de adipocinas.CETP: proteina transferidora de ésteres
de colesterol; IL1: interleucina-1; IL1Ra: antagonista del receptor de la interleucina-1; IL4: interleucina-4; IL6: interleucina-6; IL8:
interleucina-8; IL10: interleucina- 10; IL18: interleucina-18; MCP-1: proteina quimioatrayente de monocitos-1; NGF: factor de crecimiento
nervioso; NPY: neuropéptido Y; RBP-4: proteina ligadora de retinol-4; TGF8: factor de crecimiento transformante 8; TNFa: factor de necrosis
tumoral alfa; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular (Esteve Rafols M. Tejido adiposo: heterogeneidad celular y
diversidad funcional. Endocrinol Nutr. 2013. http://dx.doi.org/10.1016/j.endonu.2013.03.011)

Adipocina Funcion

Leptina Control de la ingesta, deposicion de grasa, inflamacion

Neuropéptido Y (NPY) Proliferacion de preadipocitos

Adiponectina Sensibilidad a la insulina, inflamacion

Resistina Sensibilidad a la insulina, inflamacion

Visfatina Sensibilidad a la insulina, inflamacion

Omentina Sensibilidad a la insulina

Vaspina Sensibilidad a la insulina

Apelina Homeostasis vascular (vasodilatacion), ;sensibilidad a la
insulina?

Adipsina Inflamacion

Proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP) Metabolismo lipidico

Lipoproteina lipasa (LPL) Metabolismo lipidico

Lipasa sensible a las hormonas (HSL) Metabolismo lipidico

Apolipoproteina E (ApoE) Metabolismo lipidico

Proteina ligadora de retinol-4 (RBP-4) Metabolismo lipidico

Angiotensinégeno Homeostasis vascular

Angiotensina Il Homeostasis vascular

Enzima convertidora de angiotensina (ACE) Homeostasis vascular

Inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1) Homeostasis vascular

Interleucinas (IL-18, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, Infl ion; la IL-1B también interviene en el metabolismo

IL-18) energético, en la sensibilidad a la insulina y en el control de la

ingesta

Proteina C reactiva (CRP) Inflamacion

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) Infl ibilidad a la insuli

Proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1)
Molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1)

Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
Factor de crecimiento transformante beta (TGFB)

Factor de crecimiento insulinico de tipo 1 (IGF-1)
Factor de crecimiento nervioso (NGF)

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)
Prostaglandina E2

Prostaglandina 12

Incorporacion de macréfagos al tejido
Activacion de macrofagos
Angiogénesis

Migracion y
tisular
Metabolismo lipidico, sensibilidad a la insulina
Crecimiento y diferenciacion tisular
Proliferacion y diferenciacion, angiogénesis
asis vascular, infl
asis vascular, i

on celular, crecimi y diferenciacion

TABLA 2. Adipocinas secretadas por el tejido adiposo blanco y funcién fisioldgica (Esteve Rafols M. Tejido adiposo: heterogeneidad celular y
diversidad funcional. Endocrinol Nutr. 2013. http://dx.doi.org/10.1016/j.endonu.2013.03.01)
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Hemos visto que las adipoquinas 6 adipocitoquinas son proteinas metabolicamente activas y
desempenan una funcion muy importante en la regulacion de procesos metabolicos y que la mayoria
éstas pueden ser sintetizadas por cualquiera de los componentes celulares del tejido adiposo:
adipocitos, preadipocitos, células del sistema inmune, células endoteliales y fibroblastos, aunque
algunas son productos especificos de un solo tipo celular. Estos productos de secrecion pueden tener
efectos locales (actividad autocrina), influir en la fisiologia de drganos adyacentes como son corazon,
vasos sanguineos u otros (efecto paracrino) o en dérganos muy distantes, via sanguinea (efecto
endocrino). El perfil secretor en condiciones fisiologicas normales tendria un efecto de homeostasis
metabolica (Figura 9)%. A través de estas sefales, se coordina informacion sobre reservas energéticas,
apetito, gasto energético, sensibilidad a hormonas claves del metabolismo como la insulina, entre
otras. De esta manera, se integran funciones del tejido adiposo con otros drganos como pancreas, tubo
digestivo, higado y cerebro. Sin embargo, en condiciones de obesidad este perfil secretor se modifica,

estableciendo una comunicacion alterada entre los diferentes organos.

24 Tejido adiposo marrén

En 1551 Conrad Gesner, al describir el tejido interescapular de marmota, observé que la grasa parda
constituia un tejido distinto al tejido adiposo blanco (TAB) [Gesner et al., 1551]. Si bien hasta 1817 se
pensé que formaba parte del timo y que tenia una funcién endocrina, posteriormente se generalizo
la idea de que era un tejido graso modificado cuya funcion se limitaba a ser un depésito de grasa. A
principios de siglo se retomo la creencia de un papel endocrino del tejido, pero no fue hasta principios

de los 60 cuando se demostré su funcion termogénica [revision Trayhurn & Nicholls, 1986].

Erige 2y

= -,

2018 Centraly

o Figura '1'041 Adipocitos marrones. Células grasc}s con coloracién oscura debido a su gran contenido en MITOCONDRIAS.
Contienen muchas gotas o vacuolas lipidicas pequefias. Almacenan lipidos que las mitocondrias pueden convertir directamente en energia en forma de calor.
(Fuente: Atlas de histologia vegetal y animal)
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La célula predominante en este tejido es el adipocito pardo. Los adipocitos de la grasa parda se
organizan en ldbulos separados por tejido conectivo y se caracterizan por presentar en su citoplasma
un nucleo localizado en posicion central y numerosos depositos multiloculares de triglicéridos.
Contiene un elevado nimero de mitocondrias con una membrana interna muy desarrollada, y esto
es lo que confiere al tejido su elevada capacidad respiratoria (Figura 10).

El resto de organulos del adipocito pardo quedan reducidos a un pequeno espacio citoplasmico, y
aunque existen muchos ribosomas libres, el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi de estas
células son practicamente inexistentes [Afzelius, 1970].

Cuando el tejido se inactiva, los depdsitos de triglicéridos se expanden y funden hasta formar una
Unica gota lipidica que pasa a abarcar gran parte del citoplasma. Este tejido tiene una alta irrigacion
sanguinea, que junto con el elevado nimero de mitocondrias que poseen los adipocitos, proporcionan
un color marrén o pardo. De ahi el nombre de grasa parda.

El tejido adiposo pardo no tiene como misién almacenar grasa como reserva energética metabolica,
sino que esta grasa se emplea para generar calor, confirmandose que el TAM tiene la funcion

fisiologica de metabolizar los acidos grasos produciendo calor.

Esta funcion especifica del TAM esta sustentada por la elevada proporcion en sus mitocondrias de la
UnCoupling Protein-1 (UCP-1), proteina que cortocircuita el acoplamiento de la cadena respiratoria
a la ATP sintetasa, permitiendo de esta forma la produccién de calor.

En la mayoria de los mamiferos la grasa parda es abundante en el periodo perinatal y va
desapareciendo durante el crecimiento hasta quedar localizada en unas pocas zonas del cuerpo de
los adultos. Las diferencias funcionales y el equilibrio entre el TAB y el TAM contribuyen al

mantenimiento del balance energético del organismo.

25 Teiido adiposo brite (beige)

Recientemente se ha descubierto un tercer tipo de grasa: beige o brite (brown in white), que es
inducido en depdsitos localizados de grasa blanca, sin embargo, expresa UCP1 y otros marcadores
termogénicos tipicos de la grasa parda, teniendo caracteristicas anatomicas y funcionales intermedias
entre un adipocito blanco y uno pardo, por lo tanto, tiene capacidad termogénica aunque en menor

medida que los adipocitos marrones (Figura 11).
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0 Mitocondria
O Gota lipidica
Q Nucleo

Adipocito blanco Adipocito marrén Adipocito beige
UCP1- UCP1+ UCP1+
Unilocular Multilocular Paucilocular
Pocas mitocondrias Muchas mitocondrias Muchas mitocondrias
Reserva energética Funcion termogénica Funcién termogénica

Figura 11. Tipos de adipocitos. Dibujo representativo de los 3 tipos de adipocitos o células grasas. El adipocito blanco es el tipo
mayoritario, actla como reserva energética, y se caracteriza por tener una Unica vacuola lipidica muy grande (unilocular) y poca
densidad mitocondrial. En cambio, el adipocito marrén es multilocular, posee muchas mitocondrias ricas en UCP1 y es el
principal responsable de la termogénesis Por Ultimo, el adipocito beige es un tipo celular inducible, que soélo se genera en
respuesta a la estimulacion B-adrenérgica. Presenta muchas vacuolas lipidicas de mediano tamafio (paucilocular), un namero
alto de mitocondrias ricas en UCP1, y juega también un papel muy relevante en la termogénesis

Estos sitios de tejido adiposo similar al pardo se localizan donde normalmente se esperaria encontrar
TAB y se ven influenciados por la activacion cronica de receptores adrenérgicos de tipo B3 o por
exposicion prolongada al frio, la cual inicia procesos de activacion termogénica.

Los depositos lipidicos de los adipocitos beige han sido descritos como pauciloculares, ya que tienen
un deposito intermedio entre unilocular y multilocular; ademas, a diferencia de los adipocitos pardos,
los adipocitos beige expresan niveles mas bajos de UCP-1 que solo aumentan si la exposicion al frio
es cronica o ante la estimulacion por catecolaminas. Se ha demostrado en modelos animales que los
adipocitos blancos pueden sufrir un proceso de adaptacion para pasar a ser adipocitos similares a los
pardos, con depdsitos lipidicos multiloculares y funcion termogénica sobre todo en depdsitos
supraclaviculares. Se puede producir la transformacion de adipocito blanco en beige y viceversa,
que dependera de sefales como frio, ejercicio fisico, activacion del sistema nervioso simpatico
(SNS), entre otros. La transdiferenciacion del adipocito blanco en beige se conoce como

browning?7.

2.6 Diferenciacion de adipocitos o adipogénesis

La adipogénesis es el proceso por el cual una célula madre mesenquimal (CMM) se diferencia a

células adipocitas.
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La primera etapa se caracteriza por el compromiso de la CMM a un preadipocito y la segunda,
precedida por una expansion clonal mitotica, es la diferenciacion del preadipocito a una célual
adipocita. Muchos eventos contribuyen al compromiso de una CMM al linaje de las célulasadipocitas,
incluyendo la coordinacion de una red compleja de factores de transcripcion, cofactores y productos

intermedios de senalizacion de numerosas vias (Figura 12).

Células madre mesenquimales (CMM)
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Figura 12. Diferenciacion de CMM hacia todos los posibles tipos celulares especializados (Caplan Al, Bruder SP. Mesenchymal stem
cells: build-ing blocks for molecular medicine in the 21st century. Trends Mol Med, 2001; 7: 259-64)

Los preadipocitos son células de tamaino pequeno de morfologia parecida al fibroblasto que tras la
estimulacion adecuada, van a derivar en adipocitos maduros. La masa de tejido adiposo en el adulto
viene determinada por el incremento del tamano de los adipocitos (hipertrofia) hasta un determinado
punto y del incremento del nimero de adipocitos (hiperplasia). El volumen de adipoctos refleja el
balance entre lipogénesis y lipolisis, mientras que su numero es reflejo del equilibrio entre
proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis de los preadipocitos.
El proceso de diferenciacion de preadipocitos a adipocitos se ha estudiado ampliamente en diversos
modelos celulares murinos de preadipocitos blancos (3T3-L1, 3T3-F442A) y lineas inmortales de
preadipocitos marrones?’. Asi, en el proceso de transicion de preadipocito a adipocito maduro se
describe 4 estadios. En primer lugar, se da una parada de la proliferacion inducida mediante una
inhibicién por contacto indicando que se ha llegado a la confluencia, y a partir de este momento el

preadipocito esta comprometido a diferenciarse en adipocito.
27



INTRODUCCION

Sigue una expansion clonal que se induce por senales hormonales y que esta representada por unas
cuantas divisiones mitoticas con la finalidad de sincronizar el ciclo celular. Se describe un estadio de
diferenciacion temprana, donde la division celular se detiene y se empiezan expresar genes

caracteristicos de adipocito, iniciandose la acumulacion de lipidos.

Finalmente, la morfologia tipica de adipocito se alcanza con la fase de diferenciacion terminal,
induciéndose la transcripcion de genes tipicos de adipocitos maduros (Figura 13).

La coordinacion de estos estadios se encuentra bajo el control de una compleja cascada transcripcional
de factores reguladores en la que juegan un papel fundamental el receptor nuclear PPARf y diversos
miembros de la familia de factores de transcripcion C/EBP%. Se ha demostrado que PPARf es
necesario para la diferenciacion de los adipocitos y también para el mantenimiento de la
diferenciacion. Cuando se silencia PPARf en adipocitos 3T3-L1 ya diferenciados, se induce
desdiferenciacion con pérdida de lipidos y disminucion de la expresion de los marcadores de
adipocitos maduros®. De las 2 isoformas de PPART, es PPARf2 la que se expresa preferentemente en
el tejido adiposo®. La familia de factores de transcripcion C/EBP incluye 5 miembros: C/EBPa,
C/EBPB, C/EBP6, C/EBPf y CHOP. Se ha observado una expresion secuencial de estos factores
durante la diferenciacién adipocitaria, de forma que se requiere la expresion temprana de C/EBPB y
C/EBP6, los cuales van a promover la expresion de C/EBPa y PPARf, esenciales para la

diferenciacion total de los adipocitos%.

La expresion de C/EBPB parece ser, pues, fundamental en los primeros estadios de diferenciacion;
asi, animales deficientes en C/EBPB muestran una masa reducida de tejido adiposo0. En contraste,
C/EBPa se requiere para la adipogénesis junto con PPARF, aunque éste Ultimo parece ser dominante

en el proceso 101 (Figura 13).
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Figura 13. Diferenciacion de preadipocitos a adipocitos.A) Esquema del proceso de transicion de preadipocito

a adipocito maduro indicando los diferentes estadios.B) Modelo secuencial del control transcripcional durante

la adipogénesis (Esteve Rafols M. Tejido adiposo: heterogeneidad celular y diversidad funcional. Endocrinol
Nutr. 2013. http://dx.doi.org/10.1016/j.endonu.2013.03.011)

El conocimiento del proceso de diferenciacion de preadipocitos a adipocitos es, pues, esencial para
poder dar respuesta a problemas como la obesidad. Se ha observado que preadipocitos procedentes
del TAB de diferentes localizaciones corporales muestran caracteristicas especificas cuando estos son
cultivados in vitro. En humanos se ha descrito que los preadipocitos procedentes de TAB subcutaneo
abdominal muestran mayor capacidad de proliferacion, diferenciacion y menor susceptibilidad a la
apoptosis que preadipocitos cuyo origen es TAB omental!02.103 permitiendo diferenciar una poblacion
de preadipocitos de proliferacion rapida y otros de proliferacion lenta.

La presencia de dos subpoblaciones de preadipocitos con caracteristicas diferentes, pero con
capacidad de diferenciarse podria constituir un mecanismo mediante el cual se explicaria la
plasticidad en el desarrollo del tejido adiposo, pudiéndose regular la abundancia de cada
subpoblacion en respuesta a estimulos concretos, por ejemplo, a citocinas proinflamatorias.

Tanto en humanos como en roedores se ha observado que con la edad los depdsitos de TAM van
siendo reemplazados por TAB.

También en determinadas situaciones, como estimulacidon adrenérgica o exposicion al frio, se

incrementa el nUmero de adipocitos marrones inmersos en el TAB 104,105,106

29



INTRODUCCION

Existe, pues, una marcada plasticidad entre el TAB y el TAM que induce a pensar en la posibilidad
que entre la heterogeneidad de las células del estroma vascular del TAB existan también
preadipocitos determinados a diferenciarse en adipocitos marrones.

El control del nUmero de cada uno de estas poblaciones y de su diferenciacion especifica podria
proporcionar nuevos tratamientos para la obesidad y sus complicaciones.

Estudios recientes muestran que los adipocitos marrones que aparecen inmersos en el TAB, tanto en
roedores como en el caso de los humanos, tienen caracteristicas diferentes a los adipocitos marrones de
localizaciones tipicas de TAM. De esta forma, parece ser que existirian 2 tipos distintos de TAM.Por
un lado tendriamos el TAM clasico, cuyos adipocitos tendrian una «firma miogénica» (Myf-5-
lineage), y por otro lado las células positivas para UCP-1 que emergen en las masas de TAB y que no
tienen una firma miogénica. Este segundo tipo de adipocitos marrones muestran un perfil de
expresion muy parecido a los adipocitos blancos con una expresion de UCP-1 basal baja, pero
responden al estimulo B-adrenérgico incrementando la expresion de UCP-1 igual que los adipocitos
marrones. A estas células brown-like inmersas en el TAB sin marca miogénica se las ha denominado

«adipocitos beige» y son especialmente sensibles a la hormona irisina 17 (Figura 5)

27 Tejido adiposo y obesidad: el papel de las citoquinas.

La creciente incidencia de alteraciones metabolicas asociadas al desarrollo de obesidad y diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) ha sido de gran interés para el estudio de las contribuciones endocrinas del
tejido adiposo.

Conforme avanza el entendimiento de las funciones del tejido adiposo, se ha reconocido que este
tejido no tiene funciones homogéneas, sino variadas en funcion de su composicion histoldgica,
capacidad de almacenamiento graso, localizacion corporal y su papel en la regulacion de la
homeostasis metabdlica del organismo. Asimismo, se ha comprendido que las diferencias existentes
en la distribucion del tejido adiposo correlacionan con riesgo cardiometabdlico de manera diferencial
y explican la correlaciéon de la disfuncion del tejido adiposo con la aparicion de enfermedades
metabodlicas y cardiovasculares.

Dado el acelerado acimulo de conocimientos sobre metabolismo humano en afos recientes, el papel del
tejido adiposo en la regulacion sistémica de la homeostasis de nutrientes y energia en la fisiologia normal
va obteniendo mayor claridad.
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En la actualidad, se postula que la actividad de las hormonas producidas por el tejido adiposo, las
adipocinas, interacttan con sefiales hormonales provenientes de otros tejidos endocrinos y nerviosos que
mantienen un sistema de comunicacién que informa del estado nutricional del individuo al sistema
nervioso y tejidos periféricos para regular la homeostasis energética del organismo.

El tejido adiposo de los pacientes obesos se caracteriza por una hipertrofia e hiperplasia de los
adipocitos y por cambios en sus funciones metabolicas; esta demostrado que el tejido adiposo es el
mayor productor de adipoquinas inflamatorias en estas condiciones. Estas adipoquinas inflamatorias
(TNFx, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1) incrementadas en TA en paciente obeso, contribuyen en gran medida
a los trastornos metabolicos de estos pacientes potenciando la resistencia a la insulina.

Una de las principales citoquinas producidas por el tejido adiposo es la adiponectina, liberada al
torrente circulatorio a elevadas concentraciones y nexo de union entre obesidad, resistencia a la
insulina y enfermedades cardiovasculares. Regula el metabolismo energético del organismo al
estimular la oxidacion de acidos grasos, reducir los triglicéridos plasmaticos y mejorar el
metabolismo de la glucosa mediante un aumento de la sensibilidad a la insulina

Las adipoquinas ¢ adipocitoquinas son proteinas metabolicamente activas y desempefan una
funcion muy importante en la regulacion de procesos metabolicos La mayoria de las adipoquinas
pueden ser sintetizadas por cualquiera de los componentes celulares del tejido adiposo: adipocitos,
preadipocitos, células del sistema inmune, células endoteliales y fibroblastos, aunque algunas son
productos especificos de un solo tipo celular. A través de las sefales producidas por las adipoquinas,
se coordina informacion sobre reservas energéticas, apetito, gasto energético, sensibilidad a
hormonas claves del metabolismo como la insulina, entre otras. De esta manera, se integran funciones
del tejido adiposo con otros drganos como pancreas, tubo digestivo, higado y cerebro. Sin embargo,
en condiciones de obesidad este perfil secretor se modifica, estableciendo una comunicacion alterada
entre los diferentes organos.

A la funcién endocrina del TAB, contribuyen, ademas de los adipocitos, otras células presentes en el
mismo, como los macrofagos. Los adipocitos maduros constituyen la fuente principal de leptina y de
adiponectina; los macréfagos proporcionan practicamente la totalidad de TNFay de resistina.

Las células del estroma y las vasculares sintetizan: interleuquinas, prostaglandina E2 y factor de

crecimiento endotelial (EGF)
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Estas sustancias son responsables de las interacciones entre el tejido adiposo, el muscular, la corteza
adrenal y los sistemas nerviosos central y simpatico. Participan en el control del balance energético
del organismo, la sensibilidad a la insulina, la regulacion de la presion arterial, la respuesta inmune,

angiogénesis, hemostasis y metabolismo lipidico.

3. RESISTENCIA A LA INSULINA

La via de accidn de la insulina comienza con la union de la hormona a su receptor en la superficie
celular, seguida por la autofosforilacion del receptor en varios de sus residuos de tirosina3°.
Posteriormente el modo de accion intracelular de la insulina es mediado a través de dos vias
principales: la via de la fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K)- AKT/Proteina Kinasa B (PKB) y la via de
la Proteina Kinasa activada por mitogeno-Ras (MAPK). La via PI3K-AK/PKB es importante para la
mayoria de las acciones metabdlicas de la insulina (aumento del transporte de glucosa al interior de
las células, aumento de la sintesis de glucogeno, mayor lipogénesis, menor gluconeogénesis y menor
lipolisis)2¢. El sustrato IRS-1, que es fosforilado por el receptor autofosforilado de la insulina, activa
la PI3K uniéndose a su dominio SH2. La PI3K activada genera fosfatidil inositol 3, 4, 5 trifosfato (IP3),
un segundo mensajero lipidico, que activa varias serina/treonina Kinasas dependientes de IP3,

incluyendo la AKT/PKB.

La via de la MAPK media las acciones mitogénicas de la insulina (proliferacion, diferenciaciony

supervivencia celular)3'.32 (Figura 14)
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FIGURA 14: Via de sefalizacion de la insulina La union de la insulina al Rl inicia la
cascada de senalizacion IRB/IRS-1/PI3K/Akt modulando la exocitosis del GLUT4. La
via mitogénica sefaliza a través del eje IRB/Grb2/Ras/Mek/Erk (Modificada de
Saltiel & Kahn, 2001)

En el musculo esquelético, la insulina incrementa el transporte de glucosa, permitiendo la entrada de
glucosa y la sintesis de glucdgeno. En el higado, la insulina promueve la sintesis de glucogeno y la
lipogénesis de novo mientras que inhibe la gluconeogénesis. En el tejido adiposo esta hormona

suprime la lipolisis y promueve la captacion de glucosa y la lipogenesis 33,34,35

Se conoce como insulino-resistencia (IR) la condicion patofisiologica de una respuesta reducida a la
insulina en diferentes tejidos u 6rganos: higado, musculo esquelético, tejido adiposo entre otros 36 Todos
los procesos estimulados por la insulina se ven disminuidos y todos los procesos que son inhibidos

por esta hormona resultan aumentados en el estado de IR.

El desorden metabolico mas comun del tejido adiposo es la obesidad, definida como un indice de
masa corporal (IMC) mayor o igual a 30 kg/m2. El desbalance energético entre una mayor ingesta
energética y un menor gasto energético a largo plazo llevan al adipocito a presentar una respuesta de

hiperplasia y de hipertrofia con el consiguiente aumento de tejido adiposo 37
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Los adipocitos en estado de obesidad, presentan una alteracion en su funcion, particularmente de su
funcion endocrina 3438 El tejido adiposo en individuos obesos y en modelos animales de la obesidad
esta infiltrado por un gran nimero de macrdéfagos, de células T CD8+ proinflamatorias y se observa

un cambio hacia una mayor relacion de linfocitos CD8+/CD4+ 39,40

La infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo resulta del influjo de los monocitos, principalmente
atraidos por la proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1) producida por parte de los
adipocitos disfuncionales 4142 Ademas de un numero aumentado de macrofagos en el TA, la obesidad
induce un cambio fenotipico en estas células, pues pasan de un estado M2 anti-inflamatorio a un

estado M1 pro-inflamatorio#. La citoquina TNF-a promueve este cambio en los macrofagos 44.

Los adipocitos disfuncionales y especialmente los macrofagos M1 presentan una produccién
aumentada de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-1B) que ocasionan un estado
inflamatorio crénico de bajo grado y que se caracteriza por niveles locales y sistémicos aumentados
de citoquinas proinflamatorias 44647 Los macréfagos M1 son los que secretan principalmente las
citoquinas pro-inflamatorias. El contenido de macrdfagos del tejido adiposo se correlaciona
positivamente con el tamano del adipocito y con la masa corporal (estando ambas variables
aumentadas en la obesidad) y la expresion de citoquinas pro-inflamatorias deriva principalmente de
los macrofagos y secundariamente de los adipocitos3'. En este reclutamiento y activacion de los

macrdéfagos participan también linfocitos efectores CD8+ y CD4+TH148,

La citoquina TNF-a es una potente hormona proinflamatoria producida principalmente por
macrofagos residentes en el tejido adiposo y en menor grado por los adipocitos. En humanos el nivel
de esta hormona es mayor en el plasma y en el TA de individuos obesos y los niveles circulantes
disminuyen con la pérdida de peso 449. TNF-a induce resistencia a la insulina (IR) atenuando la
fosforilacion de IRS-1 en el musculo esquelético y en el TA%. Esta hormona también estimula la
lipolisis y la secrecion de los acidos grasos por parte del TA y también disminuye los niveles de la
adiponectina, una hormona que mantiene la sensibilidad a la insulina. La adiponectina aumenta la

entrada y la oxidacion de los acidos grasos en el musculo e inhibe la gluconeogénesis hepatica .
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El estado inflamatorio adipocitico con un patrén de citoquinas pro-inflamatorias causa un aumento
de la lipolisis adipocitica y un nivel aumentado de acidos grasos libres (AGL) en sangre. El principal
causante de este efecto es el TNF-a, que suprime la expresion de la perilipina, una proteina que evita
la lipolisis a nivel del adipocitos%.5!. En el estado de IR, causado por la obesidad, disminuye la
activacion de la enzima lipoprotein-lipasa por parte de la insulina, por lo que los remanentes de

quilomicrones y de VLDL quedan con niveles mayores de triglicéridos al retornar al higado#2,52,

La combinacion de unos remanentes ricos en triglicéridos y un mayor nivel de acidos grasos
circulantes ocasiona que al higado retorne una mayor cantidad de acidos grasos de lo habitual. Todo
ello favorece la acumulacion de lipidos a nivel hepatico. Entonces los TAG acumulados y también
utilizados en la sintesis de VLDL provienen de tres fuentes: remanentes de VLDL y de quilomicrones,

lipogénesis hepatica y acidos grasos sanguineos.

Las tres fuentes se incrementan en la IR dando lugar a una mayor produccion de VLDL del tipo
VLDL1, mas cargada de TAG33. A pesar de la mayor produccion de VLDL hepatica, ante una mayor
cantidad de TAG, siempre se acumula grasa a nivel hepatico y este fendmeno ocurriendo en forma
cronica lleva a la aparicion del higado graso no alcoholico. Este trastorno va desde la simple
acumulacion de TAG en los hepatocitos hasta el desarrollo de la forma mas desarrollada de cirrosis
con posible progresion a cancer hepatocelular y muerte, pasando por la esteatosis con inflamacion

lobulillar y la fibrosis 54,55,56,
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Figura 15: El tejido adiposo blanco e inflamacion: consecuencias endocrino-metabdlicas. AGL: acido graso libre; CRP: proteina C
reactiva; DMT2: diabetes mellitus de tipo 2; EHGNA: enfermedad de higado graso no alcohdlica; IR: insulinorresistencia; JUNK:
Janus kinase; NF-nB: NF kappa B; PHG: produccion de glucosa hepatica; RE: reticulo endoplasmatico; SNA: esteatohepatitis no

alcohdlica.Fuente: Adaptado de: Cusi K. Current Diabetes Reports. 2010;10:306.

4. RECEPTORES HER/ERBB

La familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (ERBB o HER) tiene un papel crucial en
el desarrollo, proliferacion y diferenciacion celular, estando presente en todos los organismos
multicelulares8®%, En condiciones fisiologicas, la activacion de estos receptores celulares esta
controlada por sus ligandos, que son miembros de la familia del EGF (factor de crecimiento
epidérmico)7t

Los receptores EGFR son proteinas transmembrana glicosiladas que pertenecen a la subclase | de
receptores tirosina quinasa (RTKs)6869.82, Los miembros de esta familia de receptores son: EGFR,

ERBB1 o HER1; Neu, ERBB2 o HER2; ERBB3 o HER3; y, ERBB4 o HER4.

36



INTRODUCCION

EL EGFR, fue el primer miembro de la familia de receptores HER que se describid. Se identificé como
una proteina de membrana que se fosforilaba en presencia de EGF57:58, promoviendo la proliferacion
de las células epiteliales5®-

El aislamiento y caracterizacion del cDNA que codifica este receptor permitio relacionarlo con la
tumorigénesis, al comprobar que el oncogén aviar v-erbB, correspondia en realidad a una version
mutada del EGFR 82,83, Un ano después, se describid la secuencia de otro posible RTK amplificado en
carcinomas mamarios humanos y que presentaba una gran homologia con EGFR y v-erbB, el cual se
denomind HER284,85,

Posteriormente, se describieron ERBB3/HER38y ERBB4/HER487, que también se encuentran

relacionados con procesos tumorogénicos.

4.1.  Estructuray activacion

Los receptores ErbB, como la mayoria de los RTKs, son glicoproteinas de membrana que presentan
una estructura compuesta por tres modulos: una region extracelular (a la que se une el ligando), una
region transmembrana y una larga cola citoplasmatica (que contiene el dominio quinasa seguido de
secuencias reguladoras no cataliticas con residuos de tirosina fosforilables)?! (Figura 16)

La activacion de los receptores ErbB se da por dimerizacion, tras la union del ligando
o por la sobreexpresion del receptor. La dimerizacion puede ocurrir entre dos receptores
idénticos (homodimerizacion) o entre diferentes miembros de la familia (heterodimerizacion),

particularmente EGFR, ErbB 3 y ErbB 4 con ErbB 260

B
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FIGURA 16: Representacion esquematica de los receptores HER y descripcion de los ligandos de la familia del EGF

con que interaccionan?*!
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4.2 Ligandos de los receptors ErbB

Los ligandos de los receptores ErbB presentan una regién comun, denominada dominio EGF, que da
nombre a esta familia de ligandos¢'. El dominio EGF esta formado por 40 a 50 aminoacidos,
incluyendo seis cisteinas que establecen tres puentes disulfuro entre si62.63.64, Se ha descrito que este
dominio seria suficiente para la activacion de los receptores ErbB 61.¢5 .En mamiferos, se conocen hasta
40 ligandos de la familia del EGF, que se diferencian en funcion de su afinidad por los distintos
receptores ErbB ¢6.67 ,Los ligandos EGF, TGFa (factor de crecimiento transformacion de tipo alfa) y AREG
(anfiregulina) se unen especificamente a EGFR.

La BTC (betacelulina), el HBEGF (factor de crecimiento similar a EGF de unioén a heparina), la EREG
(epiregulina) y el EPGN (epigen mitdgeno epitelial) muestran afinidad dual por EGFR
y ErbB4. La NRG1 (neuregulina 1) y NRG2 tienen capacidad de union a ErbB3 vy ErbB4,
en cuanto que la NRG3 y NRG4, se unen a ErbB4. Especificamente a ErbB3se une el
ligando CSPG5 (proteoglicano 5 condroitin sulfato) o caleb (Figura 13).

Los distintos ligandos van a promover patrones especificos de fosforilacion de
los receptores HER, lo que a su vez dicta la duracion de la senalizacion y las respuestas
celulares 67.70,71

No se conoce ligando especifico para el receptor ErbB2 y ErbB3 no tiene accion catalitica, por lo que

su actividad quinasa dependera de la heterodimerizacion con otros receptores

4.3. Senalizacion Neuregulina-Receptor

La afinidad de unién de la neuregulina a ErbB3 aumenta con la presencia de ErbB21%%- Ademas,
cuando se coexpresa con ErbB3 o ErbB4, la neurregulina induce la fosforilacion de tirosina del
receptor ErbB2 62.92,93,94, Este es el resultado de la heterodimerizacion de ErbB2 con ErbB3 o ErbB4 y
posterior fosforilacion cruzada del receptor.

La activacion de los receptores HER permite su interaccion con diferentes moléculas adaptadoras que
desencadena una red de cascadas de sefnalizacion intracelularsé

Las dos rutas de senalizacion principales activadas por todos los receptores HER son la via de PI3K
(fosfatidilinositol 3-quinasa) y las vias de MAPKs (proteinas quinasa activadas por mitdgeno) 6991,

implicadas en proliferacion, supervivencia celular y diferenciacion (Figura 17)
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Figura 17: Esquema de las principales vias de sefalizacion y sus efectos bioldgicos??

4.4 ErbB2, EGFR y adipogenesis

La expresion del receptor EGF se ha estudiado en los Ultimos afnos principalmente por estar
involucrado en la proliferacion y progresion maligna. EGF es el componente mas potente para llegar
al crecimiento exponencial necesario para alcanzar la confluencia e iniciar la diferenciacion
adipocitaria.

Estudios in vitro con preadipocitos de raton infoman que la activacion de ErbB estimula la
adipogénesis y otros que la inhiben. Hay 2 estudios que reconcilian estas observaciones; Adachi et
Al225 en el que postulan que la activacion del receptor EGFR puede tener ambos efectos y depende
del estado de diferenciacion del adipocito y los resultados del estudio de Harrington et Al226, en el
que observan estimulacion de adipogenesis a bajas concentraciones de EGFR e inhibicion a
concentraciones altas. Estudios en muestras humanas refuerzan la observacion que la activacion de
EGFR puede provocar ambos efectos, estimulacion e inhibicion.

En el estudio llevado a cabo por Rogers et al205, la expresion de ErbB1 en tejido adiposo subcutaneo

estaba disminuido en pacientes obesos con resistencia a insulina.
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La inhibicion de la actividad quinasa de ErbB1 impide la adipogenesis de adipocitos in vitro
indicando que ErbB1 juega un papel importante en el mantenimiento de la funcion del tejido adiposo
en pacientes con sensibilidad a la insulina. Se postula que mas que una expansion del TA, el problema
radica en la disfuncionalidad del mismo. La correlacion observada de ErbB1 y PPART, hace pensar
que al verse inhibida la cascada

de diferenciacion adipocitaria, la falta de esterificacion de AG por parte de adipocitos maduros hace
que se acumule en otros organos provocando con el tiempo, esta resistencia a la insulina. Ademas,
PPARf es un factor de transcripcion relacionado con la sensibilidad a la insulina y el metabolismo
de glucosa, por lo que a menor expresion, mayor RI.

En otros estudios in vitro, se ha observado, que la expresion de Erbb2 esta 10 veces aumentada
durante la proliferacion celular pero inhibida durante la diferenciacion?2!. Estos resultados estan en
linea con las observaciones de Adachi et Al225, en que se postulaba que la expresion del receptor
depende del estado de diferenciacion del adipocito.

Otras observaciones de estudios realizados por Pagano et al?27 revelan que el heterodimero formado
por ErbB1 y ErbB2 tras unién de ligando, al inhibirse la actividad quinasa con tirfostinas, se vio una
disminucion en la proliferacion adipocitaria y aumento de la actividad adipogenica, lo que apunta a

un posible papel en la adipogenesis228.229,

5. NEUREGULINAS

Las neuregulinas (NRGs) pertenecen al grupo de factores de crecimiento polipeptidicos
de la familia del EGF, que participan en diversos procesos fisiologicos como el desarrollo
del corazdn y del sistema nervioso 61,72,73,74,75,76,

Las NRGs actiian uniéndose a la region extracelular de los receptores HER, particularmente HER3 y
HER4 77,78, Tras la unidn de la NRG, los receptores dimerizan, especialmente con HER2 77,7879, y esto
activa una compleja red de senalizacion intracelulard. Las NRGs se identificaron por primera vez
entre los anos 1992 y 1993. Dos grupos que trabajaban en la busqueda de un ligando para HER2
aislaron la NRG del medio de cultivo de células de cancer de mama, siendo capaz de activar
HER262,81,92,

Posteriormente se descubrio que la NRG no era un ligando de HER2, pero promovia su fosforilacion

tras unirse a HER3 o HER464.81,
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En estos mismos anos, otros grupos identificaron la NRG como un factor que estimulo la proliferacion
de células de Schwann'10,111y que proporciona la estimulacion de la sintesis de los receptores de la
acetilcolina, principal neurotransmisor en el desarrollo de sinapsis neuromusculares’4.

Se han descrito cuatro genes que codifican para NRG, y, a partir de estos, mediante splicing
alternativo del mRNA se generan mas de 32 isoformas diferentes de esta proteina en mamiferos.
Todas las isoformas de las NRGs presentan un dominio EGF capaz de interaccionar con los receptores
HER y, la mayoria de ellas, son sintetizadas como formas unidas a la membrana, denominadas
genéricamente proNRG74112,113 (Figura14)
Ademas de sus distintas estructuras y secuencias de aminoacidos de cada dominio, las multiples
isoformas de NRG presentan diferencias en su distribucion tisular, potencia, especificidad de receptor
y funcién biologica.

Las proteinas codificadas por los genes NRG1 y NRG2 son capaces de unirse y activar a los receptores
HER3 y HER4 14 mientras que las formas codificadas por NRG3 y NRG4 actuan Unicamente como

ligandos del receptor HER4 115,
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FIGURA 18: Estructura de las diferentes neuregulinas. Estructura de la neuregulina (NRG) y unidn a los receptores ErbB. Los
productos del gen NRG comparten una firma caracteristica para el factor de crecimiento epidérmico (EGF) dominio, que se
encuentra en la region extracelular que diferencia a esta subfamilia de otros miembros dela familia EGF. Todos los miembros
de la familia EGF son ligandos de los receptores ErbB, aunque con distintas especificidades y afinidades, siendo ErbB3 y ErbB4
los receptores de union a NRG. Las isoformas de NRG-1 se hanclasificado en los tipos I-VI sobre la base de las diferencias en la
region distal NH2-terminal. Por lo tanto, las isoformas inicialmente conocidas como actividad inductora del receptor de
acetilcolina, heregulina,y el factor dediferenciacion Neu pertenecen a las isoformas de tipo I, que tienen un dominio similar a
la inmunoglobulina; Elfactor de crecimiento glial pertenece a las isoformas tipo Il,que tienen un dominio kringle; y el factor
derivado de los nervios sensoriales y motores pertenece a las isoformas de tipo lll, que tienen un dominio rico en cisteina.
Estructural variaciones en el sitio COOH-terminal del dominio EGF y en el sitio enlazador (1, 2, 3 y 4), asi como enla longitud de
la region intracelular (a, by c), determine su identificacion nominativa (es decir, NRG-1 1a). HB-EGF, factor de crecimiento
similar a EGF que se une a heparina(Imagen extraida de Guma et al., 2010)

El gen NRG1 fue el primero de la familia que se describio, consta de 21 exones localizados
en el brazocorto del cromosoma 8 (8p22-p11)116.117, Las isoformas de NRG1 han sido las
mas ampliamente estudiadas y caracterizadas debido a su importancia en el correcto

desarrollo embrionario y a su implicacion en diferentes procesos patologicos 72,73,118,119,120,

En la mayoria de los casos, la NRG2 es una proteina transmembrana que se encuentra
expresada enneuronas del sistema nervioso central y en el corazon, aunque se han detectado
formas solubles'4122, Su gen humano consta de 12 exones localizados en el brazo largo del

cromosoma 5 (5q23-q33)123.
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Esta implicada en la induccion de la proliferacion y en el control de la diferenciacion celular 124,125
pero ya se ha descrito su capacidad de inhibicion de células endoteliales a través de un mecanismo
independiente del dominio EGF y de receptores HER 126, Presentan el dominio inmunoglobulina y, a
pesar de tener una estructura basica similar a la NRG1, éstas presentan importantes diferencias en su

secuencia de aminoacidos’s.

El gen que codifica la NRG3 se localiza en la region q22-q23 del cromosoma 1027, Se han descritos
tres isoformas de la NRG3, que presentan poca homologia con las demas proteinas de la familia,
excepto en la region yuxtamembrana. La NRG3 ha sido implicada en trastornos neuropsiquiatricos
como esquizofrenia y de desarrollos cognitivos'?8129, NRG3 promueve la morfogénesis mamaria

temprana y actla durante la especificacion celular, teniendo implicacion en el cancer de mama?30,

La NRG4 es codificada por el gen que se identifico en el brazo corto del cromosoma 15 (15q23-q24) y
es la forma menos homologa cuando se comparan los cuatro genes''. En ratones, se ha demostrado
que el tejido adiposo marron (TAM) controla la lipogénesis hepatica a través de la secrecion de NRG4,
y que ratones deficientes de NRG4 con alto contenido de grasa corporal, aumentaron ain mas su

peso, asi como exhibieron una exacerbacion de la resistencia a la insulina y esteatosis hepatica 132,133,

5.1 Estudios previos con Neuregulinas
Hemos visto que las neuregulinas son miembros de la gran familia de proteinas de factores de
crecimiento epidérmico (EGF), codificadas por cuatro genes diferentes (NRG1-4) que codifican
multiples isoformas caracterizadas por la presencia de un dominio similar a EGF que media su
actividad bioldgica a través de la union a los receptores. tirosina quinasa ErbB3 y ErbB4 134135, En los
ltimos anos se ha investigado el papel de las neuregulinas en el balance energético, el metabolismo

de la glucosa y los lipidos, y suimplicacion en el sindrome metabélico.

5.1.1 Experimentos in vitro

En las células del musculo esquelético, la administracion de neuregulina recombinante
estimuldé la captacion de glucosa en las células musculares’3 en un mecanismo alternativo

independiente de la insulina, activando las vias PI3K, PDK1 y PKCzeta.
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Estudios en miocitos cultivados indicaron que la NRG1 promovié la glucosa y oxidacion depalmitato,
potenciando la capacidad oxidativa mitochondrial en el musculo, aumentando la
mitocondriogénesis y en consecuencia, mejorando la sensibilidad a la insulina’?. NRG participa en
la activacion del transporte de la glucosa y su metabolismo induce capacidad oxidativa y sensibilidad
a la insulina en el musculo 138. NRG1 es liberado por el mUsculo durante la contraccion y su rapido
efecto aumenta la captacion de glucosa muscular es esencial para preservar el glucogeno y el ATP
contenido durante el ejercicio 39 Este efecto parece ser local ya que un episodio agudo de ejercicio no
cambia los niveles en suero de NRG-1 durante 30 min de ejercicio’0 .Se ha demostrado que los
receptores ErbB se expresan en los miocitos esqueléticos, siendo NRG1 clave para el desarrollo del
musculo esquelético, la miogénesis y la regulacion del metabolismo muscular al estimular la
utilizacion de glucosa?36,137,141,142,143 y en la proliferacion de cardiomiocitos durante la regeneracion

cardiaca'#.

En el higado, la neurregulina 1 (Nrg1) y la neurregulina 4 (Nrg4) redujeron la gluconeogénesis
y la lipogénesis y aumentaron la oxidacion de acidos grasos, mejorando la sensibilidad sistémica a la
insulina y la tolerancia a la glucosa'32142,145,146,147 De hecho, la via de sefalizacion Nrg4/ErbB4 protege
a los hepatocitos de la muerte celular inducida por estrés, evitando la progresion de esteatosis a
esteatohepatitis'48. Ademas, se ha visto que la administracion intraperitoneal de un recombinante
bioactivo .
NRG1 también tiene efectos agudos incrementando la utilizacion de glucosa hepatica de una manera
independiente de la insulina, lo que permite mejorar la respuesta a una prueba de tolerancia a la
glucosa en ratas 4. Este efecto se ve afectado en las ratas diabéticas grasas debido a la pérdida parcial

de la expresion de ErbB3 en el higado.

En células de cincer de mama humano, la unién de NRG1 a ERBB4 activa SREBP-2 y
condujo a una mayor expresion de genes relacionados con la biosintesis de colesterol y la captacion
de LDL™0, Un estudio reciente demostré que la eliminacion de ErbB4 acelerd el desarrollo de
obesidad, dislipidemia, esteatosis hepatica, hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia a la

insulina después de 24 semanas con una dieta baja en grasas's!.

Resultados previos en tejido adiposo, se ha observado que la administracion de Nrg4 (un
ligando especifico para ErbB4 involucrado en el crecimiento de neuritas) en adipocitos murinos de la

linea 3T3-L1 inhibi¢ la lipogénesis e indujo el pardeamiento y la captacion de glucosa, pero no
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ejercio ningun efecto sobre la adipogénesis y la lipdlisis'32.La Nrg4, es altamente expresada en el tejido
adiposo, enriquecida en grasa parda y marcadamente aumentada durante la diferenciacion de
adipocitos. De hecho, Nrg4 ha sido propuesto como un marcador de la actividad del tejido adiposo
marron (TAM) en ratones, siendo altamente expresado en la actividad TAM inducida por frio y el
pardeamiento del tejido adiposo blanco (TAB)32.152, NRG4 se expreso en adipocitos marrones
completamente diferenciados, pero no en preadipocitos, y aumento durante la diferenciacion de
adipocitos marrones 132,152. Los experimentos in vitro mostraron que NRG4 derivado de adipocitos
marrones podria promover el crecimiento de neuritas en el tejido adiposo, aumentando la inervacion
simpatica, mejorando la actividad de TAM y el oscurecimiento de TAB'52,

La modulacion de la actividad del tejido adiposo marrén y el oscurecimiento del tejido adiposo
blanco se ha propuesto como una estrategia terapéutica prometedora en el tratamiento de los
trastornos metabolicos asociados a la obesidad'07,147,153,154,155 con la intencion de mejorar la sensibilidad
a lainsulina’54155y la esteatosis hepatica entre otros.

Sin embargo, Wang et al. (2014) informaron que a pesar de la abundante expresion de Nrg4 en
TAM, parece prescindible para la respuesta de hipotermia inducida por frio, siendo Ucp1 y Dio2
inducidos en un grado similar por la exposicion al frio en ratones WT y NRG4KO. Estos hallazgos

indicaron que Nrg4 podria no participar directamente en la termogénesis de TAM.

La obesidad inducida por la dieta condujo a una disminucidn significativa de la expresion del gen
Nrg4 en TAB pero no en TAM32146,157en ratones. Un estudio reciente también mostré que la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) inducida por la dieta resulté en una reduccion significativa de
Nrg4 tanto en TAM como en TAB 148,

Estos estudios realizados en ratones sugirieron que el Nrg4 derivado del tejido adiposo podria ejercer
efectos positivos sobre los trastornos metabolicos asociados a la obesidad, mejorando la glucosa,
tolerancia y sensibilidad a la insulina y atenuando la inflamacién del tejido adiposo y del higado
132,146,156, Hasta la elaboraboracion de esta tesis, solo un estudio en humanos ha investigado los niveles
de ARNm de NRG4 en el tejido adiposo en asociacion con la masa de grasa corporal, el contenido de

lipidos en el higado y la tolerancia a la glucosa?32.
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Figura 19. Acciones protectoras de la neurregulina sobre diferentes tejidos. La neurregulina, actuando localmente o
como un factor endocrino, protege contra el estrés metabolico y la inflamacion de una manera que esta estrechamente
relacionada con la funcion mitocondrial'®.

Los efectos de la secrecion de neuregulina 4 (NRG4) de adipocitos marrones y blancos en tejidos diana
se muestra en Figura 16. NRG4 tiene mayor expresion en los adipocitos marrones en comparacion
con los blancos. NRG4 podria, de forma autocrina/paracrina, regular la funcion del tejido adiposo.
La secrecion de NRG4 de los adipocitos puede estimular el crecimiento de neuritas de neuronas
simpaticas, que a su vez pueden contribuir a la activacion del tejido adiposo pardo (BAT) a través de
la liberacion de catecolaminas inducida por frio (o por otros estimulos).

La secrecion de NRG4 inhibe la lipogénesis hepatica de novo y la expresion de genes implicados en
la lipogénesis en el higado NRG4 podria facilitar la induccion de beige/brite a partir de adipocitos
blancos. Lo mas probable es que NRG4 ejerza su efecto sobre otras células y tejidos diana que

expresan receptores ErbB/HER.
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La figura fue modificada de Pfeifer'®9 y se basa en datos de Wang et al'32, Rosell et al.'52, Guo et al.170

y Pellegrinelli et al. 171,
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Figura 20: Efectos de la secrecion de neurregulina 4 (NRG4) de adipocitos marrones y blancos en tejidos diana.
(Figura modificada de Pfeifer'6? y se basa en datos de Wang et al'32, Rosell et al.'32, Guo et al.'70y Pellegrinelli et al!7")

5.1.2 Experimentos NRG circulante

NRG actla localmente de manera forma auto y/o paracrina. Sin embargo, NRG también esta
presente en la sangre, y se ha propuesto como un biomarcador para patologias cardiovasculares y
uso terapéutico’s”.158, al proteger las células de la degeneracion e inducir proliferacion.

La Diabetes Mellitus Tipo2 se caracteriza por hiperglucemia, una condicion causada por la resistencia
a lainsulina en los tejidos diana de esta hormona, es decir, en masculo, higado y tejido adiposo. Un
informe reciente (Wang, 2014), indica que una isoforma de NRG, NRG-4, se expresa y se secreta en
gran parte por TAM y TAB, mostrando una expresion reducida en la obesidad humana como
consecuencia de niveles de citocinas proinflamatorias aumentadas que inhiben su expresion. NRG-4
tiene efectos distales sobre el metabolismo hepatico, reduciendo la lipogénesis y protegiendo contra

la resistencia a la insulina inducida por la dieta.
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Por lo tanto, en lugar de un factor de crecimiento local, la neuregulina aparece como factor endocrino,
probablemente como adipocina, y una expresion y funcidon alterada tienen consecuencias
metabolicas que pueden conducir a la manifestacion de la obesidad y el tipo 2 diabetes.

La administracion de neuregulina recombinante en ratas grasas diabéticas Zucker mejord la
tolerancia a la glucosa a través de la activacion de la via de sefnalizacion ErbB3/PI3K/PKB en el
higado, pero no en el mdsculo'®. Ademas, un estudio reciente demostro que se requiere NRG4 para
la captacion de glucosa inducida por insulina en células 3T3-L1 de ratén'¢. La regulacion a la baja
inducida por NRG4 o ErbB4 provocé resistencia a la insulina y esteatosis hepatica en ratones
alimentados con una dieta alta en grasas’32.161,162,163 |0 que respalda la importancia de la sefalizacion de
NRG4-ErbB4 en la prevencion de trastornos metabdlicos asociados con la obesidad.

En humanos, la asociacion entre NRG4 y la resistencia a la insulina asociada a la obesidad y la
esteatosis hepatica es menos clara y controvertida. Algunos estudios demostraron una asociacion
inversa entre la concentracion de NRG4 circulante y las caracteristicas del sindrome metabélico o la
presencia de enfermedad del higado graso no alcohodlico'¢4165, Otras investigaciones informaron
niveles elevados de NRG4 en pacientes con diabetes tipo 2, tolerancia alterada a la glucosa u obesidad
166,167,168, Chen et al analizaron NRG4 sérico en 310 sujetos (83 con tolerancia normal a la glucosa, 129
con prediabetes y 96 con diabetes tipo 2). El NRG4 circulante aumento significativamente en los
grupos de prediabéticos y diabéticos'¢s.

Kurek Eken et al también describieron niveles séricos elevados de NRG4 en mujeres con diabetes
mellitus gestacional en asociacion con un IMC elevado, glucosa a las 2 h de una prueba de tolerancia
oral a la glucosa y HOMA-IR'¢7, Kang et al también encontraron niveles séricos elevados de NRG4 en
participantes con sobrepeso (IMC medio 27+4,02 kg/m2) y diabetes tipo 2 en comparacion con
participantes sin obesidad (IMC medio 24,1+2,65 kg/m2). De manera consistente, un metanalisis
reciente, en el que se incluyeron siete estudios, concluyé que el NRG4 circulante se asocio con

alteraciones en el metabolismo de la glucosa y la obesidad’ss.

6. CONSIDERACIONES ETICAS

Los estudios se han realizado siguiendo las recomendaciones del Comité Etico del Hospital de Girona
“Dr Josep Trueta”. Los protocolos fueron aprobados por el Comité Etico del Hospital de Girona “Dr
Josep Trueta”. Todos los sujetos dieron su consentimiento informado por escrito de acuerdo con la

Declaracion de Helsinki, después de que se les explicara el proposito del estudio.
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7. HIPOTESIS

Las NRGs son factores de crecimiento que, en su mayoria, son sintetizadas como formas
transmembrana, que pueden ser procesadas, liberandose las formas solubles activas. Estas proteinas
actuan uniéndose a los receptores ErbBs desencadenando la activacion de diversas vias de
senalizacion intracelular. Segun las evidencias de estudios en ratones la NRG4 tiene efectos postivos

en la prevencion de trastornos metabdlicos asociados a obesidad.
La hipotesis de este trabajo: la expresion de las isoformas de neuregulina (NRG) en tejido adiposo
mejora su fisiologia y se asocia a sensibilidad a la insulina en pacientes obesos. Por tanto, la expresion

de NRG a través de receptores ErbB modula el balance energético, el metabolismo de glucosa y

lipidos.

8.  OBJETIVOS

Para probar esta hipotesis, se plantean los siguientes objetivos:

> Investigar la relacion potencial entre NRG4 en tejido adiposo humano y marcadores de

adipocitos marrén/beige, obesidad y sensibilidad a la insulina

> Investigar la posible relacion entre el NRG4 circulante y los trastornos metabélicos asociados

a la obesidad en sujetos no diabéticos con una amplia gama de adiposidad

> Investigar la expresion de receptores ErbB y neuregulinas en tejido adiposo subcutaneo y

visceral humano en relacion con la obesidad y la resistencia a la insulina
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El objetivo de este estudio ha sido:

> Investigar la relacion potencial entre NRG4 en tejido adiposo humano y
marcadores de adipocitos marron/beige, obesidad y sensibilidad a la insulina
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Background: Nrg4 expression has been linked to brown adipose tissue activity and
browning of white adipocytes in mice. Here, we aimed to investigate whether these
observations could be translated to humans by investigating NRG4 mRNA and markers
of brown/beige adipocytes in human visceral (VAT) and subcutaneous adipose tissue
(SAT). We also studied the possible association of NRG4 with insulin action.

Methods: SAT and VAT NRG4 and markers of brown/beige (UCP1, UCP3, and
TMEM26)-related gene expression were analyzed in two independent cohorts (n = 331
and n = 59). Insulin resistance/sensitivity was measured using HOMAR and glucose
infusion rate during euglycemic hyperinsulinemic clamp.

Results: In both cohort 1 and cohort 2, NRG4 and thermogenic/beige-related gene
expression were significantly increased in VAT compared to SAT. Adipogenic-related
genes followed an opposite pattern. In cohort 1, VAT NRG4 gene expression was
positively correlated with BMI and expression of UCP1, UCP3, TMEM26, and negatively
with adipogenic (FASN, PPARG, and SLC2A4)- and inflammatory (/L6 and IL8)-related
genes. In SAT, NRG4 gene expression was negatively correlated with HOMARr and
positively with UCP1 and TMEM26 gene expression. Multiple linear regression analysis
revealed that expression of TMEM26 gene was the best predictor of NRG4 gene
expression in both VAT and SAT. Specifically, NRG4 and TMEM26 gene expression was
significantly increased in VAT, but not in SAT stromal vascular fraction cells (p < 0.001).
In cohort 2, the significant association between NRG4 and TMEMZ26 gene expression in
both VAT and SAT was confirmed, and SAT NRG4 gene expression also was positively
correlated with insulin action and the expression of UCP1.

Conclusion: Current findings suggest NRG4 gene expression as a novel marker of
beige adipocytes in human adipose tissue.

Keywords: obesity, neuregulin 4, browning, adipose tissue, insulin sensitivity
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INTRODUCTION

The modulation of brown adipose tissue activity and browning
of white adipose tissue has been proposed as a promising
therapeutic strategy in the treatment of obesity-associated
metabolic disturbances (Wu et al., 2012; Bartelt and Heeren,
2014; Hepler et al., 2017; Rabhi et al., 2018; Zhang S. et al., 2018),
with the intention of improving insulin sensitivity (Hepler et al.,
2017; Rabhi et al., 2018) and hepatic steatosis (Huang et al., 2017),
among others.

Several studies pointed to neuregulins as an important family
of ligands that regulate diverse aspects of glucose and lipid
metabolism and energy balance. In skeletal muscle cells,
recombinant neuregulin administration stimulated glucose
uptake in muscle cells (Suarez et al., 2001) in an alternative
insulin-independent mechanism, activating PI3K, PDK1, and
PKCzeta pathways (Canto et al., 2004), and promoted glucose and
palmitate oxidation, enhancing mitochondrial oxidative capacity
(Canto et al., 2007). In liver, neuregulin 1 (Nrgl) and neuregulin
4 (Nrg4) reduced gluconeogenesis and lipogenesis and increased
fatty acid oxidation, improving systemic insulin sensitivity and
glucose tolerance (Wang et al., 2014; Ennequin et al., 2015; Ma
et al., 2016; Chen et al., 2017; Zhang P. et al., 2018). In fact, the
Nrg4/ErbB4 signaling pathway protects hepatocytes from stress-
induced cell death, preventing the steatosis to steatohepatitis
progression (Guo et al., 2017). In human breast cancer cells,
NRG1 binding to ERBB4 activates SREBP-2 and led to increased
expression of LDL uptake- and cholesterol biosynthesis-related
genes (Haskins et al., 2015). A recent study demonstrated that
ErbB4 deletion accelerated the development of obesity,
dyslipidemia, hepatic steatosis, hyperglycemia, hyperinsulinemia
and insulin resistance after 24 week on a medium-fat diet (Zeng
et al., 2018). Nrg4, a specific ligand for ErbB4 involved in neurite
growth, administration in 3T3-L1 adipocytes inhibited
lipogenesis and induced browning and glucose uptake, but did
not exert any effects on adipogenesis and lipolysis (Zenget
al., 2018). In fact, Nrgd has been proposed as a marker of
brown adipose tissue (BAT) activity in mice, being highly
expressed in cold-induced BAT activity and white adipose tissue
(WAT) browning (Rosell et al., 2014; Wang et al., 2014). NRG4
was expressed in fully differentiated brown adipocytes, but not
in preadipocytes, and increased during brown adipocyte
differentiation (Rosell et al., 2014; Wang et al., 2014). In vitro
experiments showed that brown adipocytes-derived NRG4 might
promote the growth of neurites in adipose tissue, increasing
sympathetic innervation, enhancing BAT activity and browning
of WAT (Rosell et al., 2014). However, Wang et al. (2014)
reported that despite the abundant expression of Nrg4 in BAT, it
seems dispensable for cold-induced hypothermia response, being
Ucpl and Dio2 induced to similar extent by cold exposure in WT
and NRG4KO mice. These findings indicated that Nrg4 did not
directly participate in BAT thermogenesis.

Diet-induced obesity led to a significant decreased Nrg4
gene expression in WAT but not BAT (Wang et al., 2014; Ma
et al., 2016; Chen et al.,, 2017) in mice. A recent study also
showed that diet-induced non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
resulted in a significant reduced Nrg4 in both BAT and WAT

Neuregulin 4 and Human Beige Adipocytes

(Guo et al., 2017). These studies suggested that adipose tissue-
derived Nrg4 could exert positive effects on obesity associated
metabolic disturbances (Wang et al., 2014; Ma et al., 2016;
Chen et al., 2017; Guo et al., 2017), improving glucose tolerance
and insulin sensitivity and attenuating adipose tissue and liver
inflammation (Wang et al., 2014; Ma et al., 2016; Chen et al., 2017;
Guo et al., 2017).

In humans, only one study investigates NRG4 mRNA levels
in adipose tissue in association with body fat mass, liver lipid
content and glucose tolerance (Wang et al., 2014), but no
previous studies investigated the relationship between NRG4
and markers of adipose tissue browning in human adipose
tissue. Since previous mice studies demonstrated that NRG4 was
a marker of BAT activity and browning of WAT (Rosellet al.,
2014; Wang et al., 2014; Ma et al., 2016; Chen et al., 2017), in
the present study we aimed to investigate the potential
relationship between human adipose tissue NRG4 and markers
of brown/beige adipocytes. Furthermore, the impact of adipose
tissue NRG4 on human obesity and insulin sensitivity was also
evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Human Adipose Tissue Samples

In cohort 1, a group of 331 [155 visceral (VAT) and
176 subcutaneous (SAT) adipose tissues] (Cohort 1) from
participants with normal body weight and different degreesof
obesity, with body mass index (BMI) within 20 and
68 kg/m?, were analyzed. In a second cohort of morbidly obese

(BMI > 35 kg/m?) subjects with different degrees of insulin
action [measured using hyperinsulinemic-euglycemic clamp
(Moreno-Navarrete et al., 2013)], VAT (n = 34) and SAT (n =
25) samples (Cohort 2) were studied. Altogether these subjects
were recruited at the Endocrinology Service of the Hospital of
Girona “Dr Josep Trueta.” All subjects were

of Caucasian origin and reported that their body weight had
been stable for at least 3 months before the study. Subjects were
studied in the post-absorptive state. BMI was calculatedas
weight (in kg) divided by height (in m) squared. They hadno
systemic disease other than obesity and all were free of any
infections in the previous month before the study. Liver diseases
(specifically tumoral disease and HCV infection) and thyroid
dysfunction were specifically excluded by biochemical work-up.
Samples and data from patients included in this study were
partially provided by the FATBANK platform promoted by the
CIBEROBN and coordinated by the IDIBGI Biobank (Biobank
IDIBGI, B.0000872), integrated in the Spanish National Biobanks
Network and they were processed following standard operating
procedures with the appropriate approval of the Ethics, External
Scientific and FATBANK Internal Scientific Committees.

Ethics Statement

This study was carried out in accordance with the
recommendations of the ethical committee of the Hospital of
Girona “Dr Josep Trueta.” The protocol was approved by the
ethical committee of the Hospital of Girona “Dr Josep Trueta.”
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All subjects gave written informed consent in accordance with
the Declaration of Helsinki, after the purpose of the study was
explained to them.

AT samples were obtained from SAT and VAT depots during
elective surgical procedures (cholecystectomy, surgery of
abdominal hernia and gastric bypass surgery). Adipose tissue
samples were washed, fragmented and immediately flash-frozen
in liquid nitrogen before being stored at —80°C.

The isolation of adipocyte and stromal vascular fraction cells
(SVF) was performed from 17 SAT and 20 VAT non-frozen
adipose tissue samples. These samples were washed three to
four times with phosphate-buffered saline (PBS) and suspended
in an equal volume of PBS supplemented with 1% penicillin-
streptomycin and 0.1% collagenase type | prewarmed to 37°C.
The tissue was placed in a shaking water bath at 37°C with
continuous agitation for 60 min and centrifuged for 5 min at
400 g at room temperature. The supernatant, containing mature
adipocytes, was recollected. The pellet was identified as the SVF.
Isolated mature adipocytes and SVF stored at —80°C for gene
expression analysis.

Analytical Methods

Serum glucose concentrations were measured in duplicate by
the glucose oxidase method using a Beckman glucose analyser Il
(Beckman Instruments, Brea, CA, United States). Intraassay and
interassay coefficients of variation were less than 4% for all
these tests. HDL cholesterol was quantified by a
homogeneous enzymatic colorimetric assay  through the
cholesterol esterase/cholesterol oxidase/peroxidase reaction
(Cobas HDLC3). Total serum triglycerides were measured by an
enzymatic, colorimetric method with glycerol phosphate oxidase
and peroxidase (Cobas TRIGL). We used a Roche Hitachi Cobas
¢ 711 instrument to perform the determinations.

RNA Expression

RNA purification was performed using the RNeasy Lipid Tissue
Mini Kit (QIAGEN, Izasa SA, Barcelona, Spain) and the integrity
was checked by the Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, United States). Gene expression was assessed by
real time PCR using a LightCycler® 480 Real-Time PCR System

(Roche Diagnostics SL, Barcelona, Spain), using TagMan® and
SYBR green technology suitable for relative genetic expression
quantification. The RT-PCR reaction was performed in a final
volume of 12 ul. The cycle program consisted of an initial
denaturing of 10 min at 95 C then 40 cycles of 15 s denaturizing

phase at 95 C and 1 min annealing and extension phase at 60 °C.
A threshold cycle (Ct value) was obtained for each amplification

curve and a ACt value was first calculated by subtracting the Ct
value for human cyclophilin A (PPIA) RNA from the Ct value
for each sample. Fold changes compared with the endogenous
control were then determined by calculating 274, so that gene
expression results are expressed as expression ratio relative to
PPIA gene expression according to the manufacturer’s guidelines.
PPIA Ct values in both SAT and VAT were comparable (23.48
+ 0.81 in SAT vs. 23.49 + 1.28 in VAT, p = 0.9,

n = 152). Primer/probe sets used were: neuregulin 4 (NRG4,
Hs00163592 m1), fatty acid synthase (FASN, Hs00188012_m1),

Neuregulin 4 and Human Beige Adipocytes

peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARG,
Hs00234592_m1), solute carrier family 2 (facilitated glucose
transporter), member 4 (SLC2A4 or GLUT4, Hs00168966_m1),
perilipin 1 (PLIN1, Hs00160173_m1), PPARG coactivator 1 alpha
(PPARGC1A, Hs00173304_m1), uncoupling protein

1 (UCP1, Hs01084772_m1), uncoupling protein 3 (UCP3,
Hs01106052_m1), transmembrane protein 26 (TMEM26,
Hs00415619_m1), interleukin 6 (/L6, Hs00174131_m1), C-X-
C motif chemokine ligand 8 (CXCL8 or also named ILS,
Hs00174103_m1), and peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)
(4333763, PPIA as endogenous control).

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using the SPSS 12.0 software.
Unless otherwise stated, descriptive results of continuous
variables are expressed as mean and SD for Gaussian variables
or median and interquartile range for non-Gaussian variables.
Parameters that did not fulfill normal distribution criteria were
log transformed to improve symmetry for subsequent analyses.
The relation between variables was analyzed by simple correlation
(using Spearman’s and Pearson’s tests) and multiple linear
regression analyses. ANOVA and unpaired Student’s t-tests were
used to compare clinical variables and gene expression relative to
obesity and type 2 diabetes (T2D).

RESULTS

Representative Ct values of analyzed genes were shown in
Table 1.

Cohort 1

Anthropometric and clinical data from cohort 1 were detailed in
Table 2. Similar to thermogenic/beige-related gene expression,
NRG4 was significantly increased in VAT compared to SAT,
whereas adipogenesis-related genes followed an opposite gene
expression pattern (Figure 1A). In cohort 1, VAT NRG4 gene
expression was significantly increased in participants with obesity
(Table 2), but no significant differences were found between
non-diabetic obese and obese participants with T2D (Table 2).

TABLE 1 | Representative Ct values of analyzed genes.

Mean + SD
PPIA 23.22 + 0.25
FASN 25.91 + 1.83
PPARG 29.49 + 0.85
SLC2A4 27.71 + 0.53
PLIN1 22.78 + 0.49
PPARGC1A 30.86 + 0.71
UCP1 36.82 + 0.91
UCP3 34.11 + 0.65
TMEM26 34.16 + 0.95
IL6 31.81 + 2.28
IL8 30.89 + 1.92
NRG4 35.57 + 0.99
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TABLE 2 | Anthropometric and clinical characteristics according to obesity and T2D in cohort 1.

Non-obese Obese Obese + T2D P

N 54 88 34

Age (years) 47.4 + 10.1 45.6 + 10.5 47.2 £ 9.5 0.5
BMI (kg/m?) 254 + 3.8 43.9+ 7.4 44.7 + 4.1* <0.0001
Fasting glucose (mg/dl)? 86 (80-94) 93 (84-100.5) 126 (93.5-169.5)* <0.0001
HOMAR (n = 56)° 1.18 (0.79-1.76) 2.06 (1.44-3.39) 5.59 (3.93-7.05)"* 0.001
Total-cholesterol (mg/dl)? 199 (174-219) 193 (167.5-218.7) 182 (166-214) 0.5
HDL-cholesterol (mg/dl)? 64.5 (50.7-77.5) 55 (45.5-62.6) 50.1 (42-62)" 0.04
LDL-cholesterol (mg/dl)® 114.5 (88.7-135.5) 116.8 (97.5-134.7) 101.5 (89.5-137.7) 0.5
Fasting triglycerides (mg/dl)? 79.5 (57.7-101.2) 98 (75-132) 136 (89.5-164.5)"* <0.0001
VAT NRG4 (RU) x10-% 1.26 (0.217-4.11) 3.59 (2.24-5.56)" 4.58 (2.54-6.52)" 0.001
SAT NRG4 (RU) x10732 0.141 (0.061-0.239) 0.168 (0.095-0.381) 0.083 (0.057-0.155) 0.2

VAT, visceral adipose tissue; SAT, subcutaneous adipose tissue; T2D, type 2 diabetes; HOMAr, homeostasis model assessment — insulin resistance index; RU, relative

gene expression units.
aMedian and interquartile range.

‘p < 0.05 compared to non-obese participants after performing Bonferroni post hoc test.

#p < 0.05 compared to obese participants after performing Bonferroni post hoc test.

Bold values mean that p-value reached statistical significance.

No significant differences were observed on SAT NRG4 gene
expression according to obesity or T2D. In VAT, NRG4 gene
expression was positively correlated with BMI, and negatively
correlated with adipogenic-related genes (FASN, PPARG, and
SLC2A4) (Table 3). Interestingly, NRG4 gene expression was
significantly positively associated with expression of brown/beige
adipocyte activity-related (UCP1, UCP3, and TMEMZ26) and
negatively with inflammatory-related (/L6 and IL8) genes
(Table 3 and Figure 2A). In SAT, NRG4 gene expression was
negatively correlated with HOMA and positively with UCP1
and TMEM26 gene expression (Table 3 and Figure 2B).

In multiple linear regression analysis, TMEM26 (B = 0.58,p
< 0.0001; model adjusted R?> = 0.37, p < 0.0001), UCP3 (f
= 0.24, p = 0.03; model adjusted R?> = 0.13, p = 0.001), IL6(f
-0.32, p = 0.01; model adjusted R* = 0.16, p = 0.001), IL8(p
=-0.36, p = 0.008; model adjusted R?=0.17, p < 0.0001), FASN
(p = -0.42, p = 0.001, model adjusted R? = 0.12, p = 0.001)and
PPARG (f = —-0.38, p = 0.005; model adjusted R?> = 0.11,p =
0.008) significantly contributed to the variance of NRG4 gene
expression in VAT after controlling for BMI. In SAT, TMEM26

(B =0.77, p < 0.0001; model adjusted R* = 0.61, p < 0.0001)
significantly contributed to the variance of NRG4 gene expression
after controlling for BMI. Multiple linear regression analysis
revealed that expression of TMEM26 gene was the best predictor of
NRG4 gene expression in both VAT and SAT.

In addition, correlations between UCP1, a specific marker
of brown adipocytes, and clinical and metabolic parameters
were also explored. No significant correlation between SAT or
VAT UCP1 gene expression and BMI, fasting glucose, HOMA,
total-, LDL- and HDL-cholesterol, and fasting triglycerides were
observed. VAT, but not SAT, UCP1 was positively correlated with
SLC2A4 (r = 0.43, p < 0.0001), PPARGCIA (r = 0.36, p = 0.001)
and UCP3 (r =0.31, p = 0.005) gene expression.

In adipose tissue fractions, NRG4 and TMEM26, but not UCP1,
gene expression was significantly increased in visceral SVFs
compared to visceral adipocytes, subcutaneous SVFs and
subcutaneous adipocytes (Figure 2C).

Cohort 2

To examine the findings replication of cohort 1 excluding the
effects of obesity, an independent cohort (cohort 2) composed
of morbidly subjects with different degrees of insulin action has
been analyzed. Anthropometric and clinical data from cohort
2 were detailed in Table 4. Similar to cohort 1, NRG4 and
thermogenic/beige- related gene expression was increased in
VAT (Figure 1B). No significant differences on SAT or VAT
NRG4 gene expression according to glucose tolerance or T2D
were found. VAT NRG4 gene expression were associated with
expression of TMEMZ26 gene (Table 5), and SAT NRG4 with
insulin sensitivity (M) and expression of SLC2A4, UCP1 and
TMEM_26 genes (Table 5).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study showing
a significant relationship between NRG4 and TMEMZ26 gene
expression in human adipose tissue. Interestingly, this association
was found in both VAT and SAT, and validated in a second
independent cohort. TMEM26 has been described as a specific
marker of brite/beige adipocytes (Wu et al., 2012; Torriani et al.,
2016; Finlin et al., 2017). We also found positive associations
among NRG4 and markers of thermogenic activity (characteristic
of both brown and beige adipocytes) such as expressionof
UCP1 and UCP3 genes. In addition, VAT NRG4 geneexpression
was negatively correlated with expression of white
lipogenic/adipogenic (FASN and PPARG)- and inflammatory (/L6
and IL8)-related genes, even after controlling for BMI. Since
beige adipocytes have less lipogenic capacity compared towhite
adipocytes (Aziz et al.,, 2017; Zuriaga et al., 2017), and
browning/beiging of adipose tissue protected against visceral
adipose tissue inflammation (Wu et al., 2017; Gonzalez-Hurtado
et al., 2018), the negative association between NRG4 and white
adipogenic/inflammatory genes reinforced NRG4 as a marker of
beige adipocytes. In fact, these correlations were only observed
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FIGURE 1 | (A,B) Comparison of NRG4, UCP1, TMEM26, PPARGC1A, FASN, PPARG, and PLIN1 gene expression in paired VAT and SAT in cohort 1 (n = 132) (A)
and cohort 2 (n = 20) (B). *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 compared to gene expression in VAT.

TABLE 3 | Correlation between NRG4 gene expression and anthropometric and clinical characteristics and selected gene expression in SAT (n = 176) and VAT (n = 155)

from cohort 1.

VAT SAT

r P r P
Age (years) -0.02 0.7 0.11 0.2
BMI (kg/m?) 0.28 <0.0001 0.06 0.5
Fasting glucose (mg/dl) 0.17 0.03 0.01 0.8
HOMAR (n = 56) 0.17 0.3 -0.32 0.02
Total cholesterol (mg/dl) -0.10 0.2 0.11 0.2
HDL cholesterol (mg/dl) -0.01 0.9 0.15 0.1
LDL cholesterol (mg/dl) -0.09 0.3 0.08 0.4
Fasting triglycerides (mg/dl) 0.05 0.5 -0.09 0.3
FASN (RU) -0.37 <0.0001 -0.05 0.6
PPARG (RU) -0.39 <0.0001 0.05 0.6
SLC2A4 (RU) -0.33 0.002 0.12 0.2
PLINT (RU) -0.15 0.1 -0.10 0.4
PPARGC1A (RU) 0.06 0.5 0.18 0.05
UCP1(RU) 0.30 0.005 0.30 0.001
UCP3 (RU) 0.29 0.005 0.13 0.1
TMEM26 (RU) 0.77 <0.0001 0.56 <0.0001
IL6 (RU) -0.45 <0.0001 0.06 0.5
IL8 (RU) -0.36 0.001 -0.05 0.6

Bold values mean that p-value reached statistical significance.
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adipose tissue fractions (SVF and adipocytes) in both SAT (n = 17) and VAT (n = 20). **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared to gene expression in VAT SVF cells.

TABLE 4 | Anthropometric and clinical characteristics according to glucose tolerance in cohort 2.

NGT

IGT T2D P
11 10 13

Age (years) 41.6 + 4.1 50 + 8.5" 51.5+7.5" 0.004
BMI (kg/m?) 46.3 + 8.7 47.8 + 3.2 44.7 + 8.1 0.6
Fasting glucose (mg/dl)? 90 (83-98) 102.5 (96-107) 121 (100.5-132)* 0.003
M [mg/(kg.min)]? 4.35(2.21-6.28) 3.41 (1.92-5.21) 2.79 (1.68-4.31) 0.6
Total-cholesterol (mg/dI)? 182 (163-221) 207 (184.5-252) 179 (162-209) 0.07
HDL-cholesterol (mg/dl)? 49 (40-58) 45 (34.5-55.5) 46 (40.5-49.5) 0.5
LDL-cholesterol (mg/dl)? 105 (95-129) 147 (110.7-176.2) 108 (84.5-133) 0.03
Fasting triglycerides (mg/dl)® 99 (68-134) 141.5 (66.7-190.7) 139 (87.5-183) 0.4
VAT NRG4 (RU) x107% 4.04 (1.11-6.08) 2.97 (0.141-5.92) 3.37 (2.14-6.17) 0.4
SAT NRG4 (RU) x10-% 0.172 (0.072-0.287) 0.099 (0.081-0.129) 0.131 (0.039-0.182) 0.4

VAT, visceral adipose tissue; SAT, subcutaneous adipose tissue; NGT, normal glucose tolerance; IGT, impaired glucose tolerance; T2D, type 2 diabetes; M, insulin
sensitivity obtained from hyperinsulinemic-euglycemic clamp; RU, relative gene expression units.
2Median and interquartile range.

‘p < 0.05 compared to NGT participants after performing Bonferroni post hoc test.
Bold values mean that p-value reached statistical significance.

in the samples with the highest correlation between NRG4 and

TMEM26 (r = 0.77, p < 0.0001). However, the correlations
between VAT NRG4 and UCP1, UCP3, lipogenic/adipogenic -

and inflammatory-related gene expression were not replicated in
morbidly obese participants (cohort 2). Further studies in human
adipose tissue should be required to validate these correlations.
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TABLE 5 | Correlation between NRG4 gene expression and anthropometric and clinical characteristics and selected gene expression in SAT (n = 25) and VAT (n = 34)

from cohort 2.

VAT SAT
r P r P
Age (years) -0.07 0.7 -0.17 0.4
BMI (kg/m?) 0.06 0.7 -0.08 0.7
Fasting glucose (mg/dl) 0.13 0.4 -0.21 0.3
M [mg/(kg.min)] -0.03 0.9 0.43 0.04
Total cholesterol (mg/dl) -0.23 0.2 -0.22 0.3
HDL cholesterol (mg/dl) 0.07 0.7 0.11 0.5
LDL cholesterol (mg/dl) -0.07 0.7 -0.27 0.2
Fasting triglycerides (mg/dl) -0.14 0.4 -0.14 0.5
FASN (RU) 0.05 0.8 0.13 0.6
PPARG (RU) -0.09 0.6 0.17 0.4
SLC2A4 (RU) -0.09 0.6 0.49 0.01
PLINT (RU) 0.04 0.8 -0.15 0.5
PPARGC1A (RU) 0.37 0.1 0.04 0.8
UCP1(RU) 0.29 0.1 0.43 0.04
UCP3(RU) 0.13 0.6 0.03 0.8
TMEM26 (RU) 0.56 0.002 0.51 0.01
IL6 (RU) 0.03 0.9 -0.10 0.6

Bold values mean that p-value reached statistical significance.

Furthermore, in both cohort 1 and 2, similar to beige
adipocytes-related genes (TMEM26), NRG4 gene expression
was significantly more expressed in VAT, whereas, as expected
adipogenic-related genes were more expressed in SAT (Sauma et
al., 2007; Moreno-Navarrete et al., 2016; Zuriaga et al., 2017).
Contrary to mice, increased pattern of browning gene expression
in human VAT compared to SAT has been reported (Zuriaga
et al., 2017). Interestingly, NRG4 and TMEM26 gene expression
was enriched in SVFs from VAT compared to SVFs from SAT
or adipocytes from VAT or SAT. This finding points to a specific
population of beige precursor cells in VAT, characterized by
increased NRG4 and TMEMZ26 gene expression, and could
explain the increased expression of beige/browning-related genes
observed in this fat depot (current data and Zuriaga et al.,2017).
Reinforcing this idea, previous studies demonstrated that
TMEM26 gene expression was also increased in SVF and
decreased in the late stages of beige adipocyte differentiation, and
indicated its abundance in the precursors of beige adipocytes (Lee
et al.,, 2015; Garcia et al., 2016).

Altogether these findings indicated NRG4 as an additional
marker of beige adipocytes in human adipose tissue, and
suggested a possible role of this factor in the development of
beige adipocytes in human fat depots. Supporting this hypothesis,
Rosell et al. (2014) suggested that NRG4 might promote the
growth of neurites in adipose tissue, increasing sympathetic
innervation and in consequence, enhancing browning of WAT.
Regarding the possible role of NRG4 on thermogenic activity,
Wang et al. (2014) demonstrated in Nrg4 deficient mice that
Nrg4 did not directly participate in BAT thermogenesis, but Ma
et al. (2016) showed that Nrg4 overexpression enhanced BAT
activity with an increase of ~1°C body temperature, and BAT
and iWAT thermogenic gene expression. These studies supported
a possible role of NRG4 in beiging of human adipose tissue, but

contradictory data in relation to its thermogenic activity. Further
functional studies in human adipose tissue should be required to
confirm the possible role of NRG4 in this process.

Another interesting finding of current study was the
positive association between SAT NRG4 gene expression and
insulin sensitivity. In a previous study, SAT and VAT NRG4 was
significantly decreased in patients with impaired glucose
tolerance (IGT) and T2D (Wang et al., 2014), but this study did
not evaluate insulin sensitivity. Even tough, no significant
differences were found in relation to IGT or T2D, probably due
to the relatively low number of adipose tissue samplescompared
to the previous study (n = 642) (Wang et al., 2014). The current
study showed a positive association between SAT NRG4 and
insulin sensitivity in both cohort 1 and cohort2, evaluated
by two different methods (HOMAR in cohort
1 and hyperinsulinemic-euglycemic clamp in cohort 2). In
agreement with these findings, mice studies demonstrated that
liver and adipose tissue Nrg4 overexpression improved insulin
sensitivity and glucose tolerance and prevented HFD-induced
hyperinsulinemia (Ma et al., 2016). In fact, two recent studies
(Lopez-Soldado et al., 2016; Zhang P. et al., 2018) demonstrated
that recombinant neuregulin administration improved glucose
tolerance in both control and diabetic rats by enhancing hepatic
glucose utilization (Lopez-Soldado et al., 2016) and insulin
sensitivity in high fat-fed mice (Zhang P. et al., 2018).

On the other hand, contrary to previous study that
demonstrated that SAT NRG4 was negatively correlated with
body fat mass (Wang et al.,, 2014), in the current study no
significant association was found between SAT NRG4 and BMI.
In cohort 1, VAT NRG4 gene expression was increased in obese
compared to non-obese participants, and positively correlated
with BMI, but in cohort 2, VAT NRG4 gene expression was not
correlated with BMI. Of note, similar NRG4 gene expression
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values were observed comparing obese participants from cohort
1vs. those from cohort 2. Strikingly, the positive effects of diet-
induced weight loss reducing body fat mass werenot associated
with expression of brown/beige-related genes (Barquissau et al.,
2018). However, additional studies will be necessary to clarify
the relationship between human adipose tissue NRG4 and
obesity.

A significant limitation of current study was the absence of
VAT or SAT NRG4 protein analysis by scarce availability of
adipose tissue lysates for protein in the same tissue samples used
for RNA analysis. Similar to this, NRG4 protein analysis wasnot
evaluated in recent relevant studies that demonstrated the
importance of NRG4 in adipose tissue (Wang et al., 2014; Chen
et al., 2017; Guo et al., 2017; Nugroho et al., 2018; Pellegrinelli
et al., 2018). Thus, additional studies should be performed to
investigate if NRG4 protein follows the same pattern of mRNA
expression in human adipose tissue. Interestingly and consistent
with current findings, increased NRG4 mRNA and protein release
in human beige adipogenesis of mural-like mesenchymalstem
cell was more recently reported (Su et al., 2018), indicatingthat
NRG4 gene expression were correlated with NRG4 protein levels
and supporting NRG4 participation in beige adipocyte
differentiation. However, it is important to note that expression
of NRG4 and brown/beige adipose tissue markers (UCP1, UCP3,
and TMEM26) were extremely low, suggesting that browning of
white adipose tissue in humans may have less relevance than in
mice.

In conclusion, all these observations suggest NRG4 gene
expression as a novel marker of beige adipocytes in human
adipose tissue.
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Serum neuregulin 4 is negatively
correlated with insulin sensitivity
In humans and impairs
mitochondrial respiration in
HepG2 cells
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Neuregulin 4 (NRG4) has been described to improve metabolic disturbances linked
to obesity status in rodent models. The findings in humans are controversial. We
aimed to investigate circulating NRG4 in association with insulin action in humans
and the possible mechanisms involved. Insulin sensitivity (euglycemic
hyperinsulinemic clamp) and serum NRG4 concentration (ELISA) were analysed
in subjects with a wide range of adiposity (n = 89). In vitro experiments with human
HepG2 cell line were also performed. Serum NRG4 was negatively correlated with
insulin sensitivity (r= -0.25, p = 0.02) and positively with the inflammatory marker
high-sensitivity C reative protein (hsCRP). In fact, multivariant linear regression
analyses showed that insulin sensitivity contributed to BMI-, age-, sex-, and
hsCRP-adjusted 7.2% of the variance in serum NRG4 (p = 0.01). No significant
associations were found with adiposity measures (BMI, waist circumference or fat
mass), plasma lipids (HDL-, LDL-cholesterol, or fasting triglycerides) or markers of
liver injury. Cultured hepatocyte HepG2 treated with human recombinant NRG4 had
an impact on hepatocyte metabolism, leading to decreased gluconeogenic- and
mitochondrial biogenesis-related gene expression, and reduced mitochondrial
respiration, without effects on expression of lipid metabolism-related genes.
Similar but more pronounced effects were found after neuregulin
1 administration. In conclusion, sustained higher serum levels of neuregulin-4,
observed in insulin resistant patients may have deleterious effects on metabolic
and mitochondrial function in hepatocytes. However, findings from in vitro
experiments should be confirmed in human primary hepatocytes.
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Introduction

Neuregulins are members of the large epidermal growth
factors (EGF) family of proteins, encrypted by four different
genes (NRG1-4) that encode multiple isoforms characterized by
the presence of an EGF-like domain that mediates their
biological activity through binding to the receptors tyrosine
kinase ErbB3 and ErbB4 (Meyer et al., 1997; Guma et al., 2020).
The role of neuregulins in energy balance, glucose and lipid
metabolism, and their implication in metabolic syndrome,
have been investigated in recent years. ErbB receptors have
been demonstrated to be expressed in skeletal myocytes, with
NRG1 being key to skeletal muscle development, myogenesis,
and regulation of muscle metabolism by stimulating glucose
utilization (Sudrez et al., 2001; Cant6 et al., 2007; Caillaud et al.,
2016; Ennequin et al., 2017; Heim et al., 2020), and in the
proliferation of cardiomyocytes during heart regeneration
(Honkoop et al., 2019). Recombinant neuregulin administration
in Zucker diabetic fatty rats enhanced glucose tolerance
through the activation of the ErbB3/PI3K/PKB signalling
pathway in liver, but notin muscle (Lépez-Soldado et al., 2016).
In addition, a recent study demonstrated that NRG4 is
required for insulin-induced glucose uptake in mouse 3T3-
L1 cells (Diaz-Sdez et al.,, 2021). NRG4 or ErbB4-induced
downregulation led to insulin resistance and hepaticsteatosis
in high-fat diet-fed mice (Wang et al., 2014; Zenget al., 2018;
Wangetal., 2019a; Zhu et al., 2020), supporting the importance
of NRG4-ErbB4 signalling in the prevention of obesity-
associated metabolic disturbances.

In humans, the association between NRG4 and obesity-

associated insulin resistance and liver steatosis is less clear and
controversial. Some studies demonstrated an inverse
association between circulating NRG4 concentration and
characteristics of the metabolic syndrome or the presence of
non-alcoholic fatty liver disease (Dai et al., 2015; Wanget
al., 2019b). Other investigations reported increased levels of NRG4
in patients with type 2 diabetes, altered glucose tolerance or
obesity (Kang et al., 2016; Chen et al., 2017a; Kurek Eken et al.,
2018). Chen et al. (2017a) analysed serum NRG4 in 310
subjects (83 with normal glucose tolerance,
129 with prediabetes and 96 with type 2 diabetes). Circulating
NRG4 was significantly increased in the prediabetic and
diabetic groups. Kurek Eken et al. (2018) also described
increased serum NRG4 levels in women with gestational
diabetes mellitus in association with increased BMI, glucose at
2-h of an oral glucose tolertance test andHOMA-IR. Kang et al.
(2016) also found increased serum levels of NRG4 in
participants with overweight (mean BMI27 + 4.02 kg/m?) and
type 2 diabetes compared to participants
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without obesity (mean BMI 24.1 + 2.65 kg/m?2). Consistently, a
recent meta-analysis, in which seven studies were included,
concluded that circulating NRG4 was associated with
alterations in glucose metabolism and obesity (Wang et al,,
2019c).

No study has evaluated, to our knowledge, serum NRG4 in
association with gold standard measures of insulin action
(euglycemic  hyperinsulinemic clamp) or its possible
mechanisms in human cells. In the present study, we aimed
to investigate the potential relationship between circulating
NRG4 and obesity-associated metabolic disturbances in non-
diabetic subjects with a wide range of adiposity. We also
evaluated the metabolic impact of neuregulins and the effects
of NRG1 and NRG4 on palmitate-treated hepatocytes of the
human HepGz2 cell line.

Methods
Participants recruitment

From January 2016 to October 2017, a cross-sectional case-
control study was undertaken in the Endocrinology
Department of Josep Trueta University Hospital. We included
89 consecutive subjects, 55 with obesity (BMI1=30 kg/m?)
participants, and 34 without obesity
(BMI<30 kg/m?) similar in age (age range of 28-66 years)
and sex distribution. Exclusion criteria were type 2 diabetes,
clinically significant hepatic, neurological, or other major
systemic disease, including malignancy, infection in the
previous month, an elevated serum creatinine concentration,
acute major cardiovascular event in the previous 6 months,
acute illnesses and current evidence of high grade chronic
inflammatory or infective diseases, serious chronic illness, >20
g ethanol intake/day, or use of medications that might
interfere with insulin action. Liver and thyroid dysfunction
were specifically excluded by biochemical work-up. Samples
and data from patients included in this study were provided by
the FATBANK platform promoted by the CIBEROBN and
coordinated by the IDIBGI Biobank (Biobanc IDIBGI,
B.0000872), integrated in the Spanish National Biobanks
Network and they were processed following standard
operating procedures with the appropriate approval of the
Ethics, External Scientific and FATBANK Internal Scientific
Committees. To ensure blinding in outcome analyses, all
samples were codified.

The institutional review board—Ethics Committee and the
Committee for Clinical Research (CEIC) of Dr. Josep Trueta
University Hospital (Girona, Spain) approved the study protocol
and informed written consent was obtained from all participants.
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Anthropometric measurements and
analytical methods

BMI was calculated as the weight in kilograms divided by
height in meters squared. The waists of participants were
measured with a soft tape midway between the lowest rib
and the iliac crest, and hip circumference was measured at the
widest part of the gluteal region. Body composition was
assessed using a dual energy X-ray absorptiometry (DEXA, GE
lunar, Madison, Wisconsin). Serum glucose concentrations
were measured in duplicate by the glucose oxidase method
using a Beckman glucose analyzer Il (Beckman Instruments,
Brea, California). Glycated haemoglobin (HbA1c) was measured
by the high- performance liquid chromatography method
(autoanalyser Jokoh HS-10, Bio-Rad, Muenchen, Germany).
HDL- cholesterol was quantified following precipitation with
polyethylene glycol at room temperature. The Friedewald
formula was used to calculate the concentration of LDL-
cholesterol. Total serum triglycerides were measured through
the reaction of glycerol-phosphate-oxidase and peroxidase on
a Hitachi 917 instrument (Roche, Mannheim, Germany). High-
sensitivity (hs) C-reactive protein (ultrasensitive assay; 110
Beckman, Fullerton, CA), alanine aminotransferase (ALT),
aspartate aminotransferase (ASP) and gamma glutamyl
transferase (GGT) were determined by a routine laboratory
test. Serum neuregulin 4 (NRG4) concentrations were
measured using and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kits (Aviscera Bioscences, Santa Clara, CA). This assay
has been shown to be highly sensitive to human NRG4 with a
sensitivity of 0.25 ng/ml. Intra- and inter-assay variations were
both less than 10%.

Hyperinsulinemic-euglycemic clamp

Insulin action was determined using the hyperinsulinemic-
euglycemic clamp. After an overnight fast, two catheters were
inserted into an antecubital vein, one for each arm, used to
administer constant infusions of glucose and insulin and to
obtain arterialized venous blood samples. A 2-h
hyperinsulinemic-euglycemic clamp was initiated by a two-step
primed infusion of insulin (80 mU/m2/min for 5 min, 60
mU/m2/min for 5 min) immediately followed by acontinuous
infusion of insulin at a rate of 40 mU/m?2/min (regular insulin
[Actrapid; Novo Nordisk, Plainsboro, NJ]). Glucose infusion
began at minute four at an initial perfusion rate of 2 mg/kg/min
being then adjusted to maintain plasma
glucose concentration at 88.3-99.1 mg/dl. Blood samples were
collected every 5 min for determination of plasma glucose and
insulin. Insulin sensitivity was assessed as the mean glucose
infusion rate during the last 40 min. In the stationary
equilibrium, the amount of glucose administered (M) equals
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the glucose taken by the body tissues and is a measure of overall
insulin sensitivity.

In vitro experiments

Human hepatoma HepG2 cells were purchased from
American Type Culture Collection (ATCC) and cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented

with 10% fetal bovine serum (Gibco), 100 units ml-1 penicillin
and streptomycin, 1% glutamine and 1% sodium pyruvate, at

37°C and 5% CO; atmosphere. Palmitic acid (PA) was prepared
as follows: 27.84 mg of PA (Sigma, San Luis, MO) were dissolved
in 1 ml sterile water to make a 100 mM stock solution. Bovine
serum albumin (BSA, 5%) was prepared in serum-free DMEM.
100 mM PA stock solution and 5% BSA were mixed for at least
1 h at 40°C to obtain a 5 mM solution. Cells were treated with PA
500 uM in combination with each of the neuregulin, human
recombinant NRG4 (Cat no RKQ8WWG1, Reprokine Ltd.,
Rehobot, Israel) and NRG1 (Cat no 396-HB, R&D Systems, Inc.,
MN, United States) at 50 ng/ml during 48 h. The functionality
of the dose and incubation period of these proteins was based
on the validation performed in a previous study (Diaz-Sdez et
al., 2021). BSA supplemented medium was used as control when
necessary. All experimental conditions were performed in four
biological replicates in two independent experiments. After
treatment, cells were washed with phosphate buffered saline
and collected with Qiazol for RNA purification.

Gene expression analysis

RNA purification, gene expression procedures and analyses
were performed, as previously described (Ortega et al., 2015).
Briefly, RNA purification was performed using RNeasy Lipid
Tissue Mini Kit (QlAgen, Izasa SA, Barcelona, Spain) and the
integrity was checked by Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA). Gene expression was assessed by real time PCR
using a LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche
Diagnostics SL, Barcelona, Spain), using TaqMan® and SYBR
green technology suitable for relative genetic expression
quantification. The RT-PCR reaction was performed in a final
volume of 12 ul. The cycle program consisted of an initial denaturing
of 10 min at 95°C then 40 cycles of 15 s denaturizing phase at 95°C
and 1 min annealing and extension phase at 60°C. A threshold cycle
(Ct value) was obtained for each amplification curveand then a ACt
was first calculated by subtracting the Ct value for human
cyclophilin A (PPIA) RNA from the Ct value for each sample. Fold
changes compared with the endogenous control were then
determined by calculating 2-2%, so that gene expression resultsare
expressed as expression ratio relative to PPIA gene expression

according to the manufacturer’s guidelines. TagqMan® primer/probe
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sets (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, United States) used
were as follows: Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)
(4333763, PPIA as endogenous control), phosphoenol pyruvate
carboxykinase 1 (PEPCK or PCK1, Hs0159918_m1), glucose-6-
phosphatase (G6PC, Hs00609178_m1), glucose transporter 2 or
solute carrier family two member 2 (GLUT2 or SLC2A2,
Hs01096908_m1). CD36 molecule (CD36, Hs00169627_m1),
acyl-CoA synthetase long chain family member 1 (ACSLI,
Hs00960561_m1), stearoyl-Coenzyme A desaturase 1 (SCD1,
Hs01682761_m1), PPARg coactivator one alpha (PPARGCIA,
Hs00173304_m1), nuclear respiratory factor 1 (NRF1,
Hs00192316_m1), glucose transporter 4 or solute carrier family
two member 4 (GLUT4 or SLC2A4, Hs00168966_m1) and fatty acid
synthase (FASN, Hs01005622_m1).

Mitochondrial respiration

Mitochondrial respiratory function was assessed in HepG2
treated with PA in combination with either NRG1 or NRG4
by means of a Seahorse XFp Extracellular Flux Analyzer
(Seahorse Bioscience, Agilent Technologies) using SeahorseXFp

Cell MitoStress Test Kit according to manufacturer’s
instructions. This assay determines basal respiration, ATP
production, H+ (proton) leak, and spare

respiratory capacity. Basal respiration shows energy demand of
the cell under baseline conditions. ATP production shows ATP
synthesized by the mitochondria. Proton leak is the remaining
basal respiration not coupled to ATP productionand can be a
sign of mitochondrial damage. Maximal respiration shows the
maximum rate of respiration that the cell can achieve. Spare
respiratory capacity indicates the capability of the cell to
respond to an energy demand andcan be an indicator of cell
fitness or flexibility. Cells werecultured for 48 h, followed by 60
min of culture with XF base medium supplemented with 1 mM
pyruvate, 2 mM glutamine, and 10 mM glucose in a CO; free

incubator. Oxygen consumption rate (OCR) was then
normalized to the total protein content, determined by
PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo  Fisher
Scientific, Wilmington, DE).
Statistical analyses

Statistical analyses were performed using SPSS

12.0 software. Unless otherwise stated, descriptive results of
continuous variables are expressed as mean and SD for
Gaussian variables or median and interquartile range.
Normality analysis was conducted using the Kolmogorov-
Smirnov test. Unpaired t-test was used to compare serumNRG4
concentration according to obesity. The correlation between
variables was analyzed using simple correlation
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FIGURE 1

Bivariate correlation between serum NRG4 levels and insulin
sensitivity in all participants (N = 89).

analyses (Pearson’s and Spearman’s test) and multiple
regression analysis. In vitro experiments were analysed using
non-parametric Mann-Whitney test. Levels of statistical
significance were set at p < 0.05.

Results

Serum NRG4 associations with metabolic
traits and insulin resistance

Serum NRG4 was negatively correlated with insulin
sensitivity (M) (Figure 1) and positively with the inflammatory
marker hsCRP (Table 1). Multivariant linear regression analyses
showed that insulin sensitivity contributed to 7.2% of the
variance in serum NRG4 after controlling for BMI,age, sex and
hsCRP (p = 0.01) (Table 2).

No significant associations were observed between serum
NRG4 levels and adiposity measures (BMI, waist circumference
or fat mass), plasma lipids (HDL, LDL-cholesterol, and fasting
triglycerides), or markers of liver injuty (AST, ALT, GGT) (Table
1).

Human recombinant NRG4 and
NRG1 reduce expression of
gluconeogenic- and mitochondrial
biogenesis-related genes in palmitate-
treated HepG2 cells

Recombinant NRG1 administration was performed to test

if the putative effects of NRG4 on HepG2 were specific or
similar to other neuregulins. Both human recombinant
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TABLE 1 Anthropometric and clinical characteristics according to obesity and correlations between serum NRG4 and these parameters.

Non obese Obese p r p*
N (men/women) 9/25 16/39
Age (years) 49.0 £ 10.3 44.4 +10.6 0.04 -0.10 0.32
Body mass index (kg/m2) 24.6+2.7 44.2+73 <0.0001 0.15 0.13
Waist circumference (cm) 88.7+9.4 126.9+ 14.3 <0.0001 0.11 0.30
BI fat mass (%) 25.2 £ 6.0 440+ 5.0 <0.0001 0.14 0.17
Cholesterol (mg/dl) 209.2 + 48.4 195.5 + 44.0 0.17 0.01 0.87
HDL (mg/dl) 69.6 + 22.0 50.2+12.8 <0.0001 -0.13 0.19
LDL (mg/dl) 126.4 +39.6 122.4+ 35.6 0.62 0.06 0.52
Triglycerides (mg/dl)? 93.8 (60.7-107) 116.1 (69-142) 0.05 0.16 0.11
ASP (U/L) 22.0+6.0 202+7.1 0.24 0.13 0.20
ALT (U/L) 21.3+9.1 253+ 14.7 0.15 0.09 0.38
GGT (U/L) 32.2 (11.5-32.5) 28.7 (18-32) 0.62 0.19 0.06
Glucose (mg/dI) 95.6 + 12.3 95.6+ 11.6 0.98 0.09 0.37
Glycated haemoglobin (%) 54+0.2 55+0.3 0.19 0.16 0.11
M [mg/(kg min)] 9.8+3.8 44+25 <0.0001 -0.25 0.02
hsCRP (mg/dl)> 1.4 (0.51-1.74) 8.2(2.6-10.5) <0.0001 0.21 0.04
NRG4 (ng/ml)? 2.33 (0.79-3.6) 3.4 (0.95-4.5) 0.13 — —

®Median and interquartile range. Bold values mean that p-value reached statistical significance. p* indicated the p-value of correlations.

TABLE 2 Multiple linear regression analysis to predict the impact of
insulin sensitivity on serum NRG4 after controlling for BMI, age,
sex, and hsCRP.

NRG4 (ng/ml)

p t p
Age (years) -0.070 -0.63 0.5
Gender 0.013 0.11 0.9
BMI (kg/m?) 0.044 0.26 0.8
hsCRP (mg/dI) 0.066 0.54 0.6
M [mg/(kg min)] -0.289 -2.65 0.01
Adjusted R? 0.072 (7.2%)
ANOVA P 0.01

Bold values mean that p-value reached statistical significance.

NRG4 or NRG1 administration resulted in decreased
gluconeogenic- and mitochondrial biogenesis-related gene
expression, being more pronounced these effects after NRG1
administration in palmitate-treated HepG2 cells(Figures 2, 3).

After vehicle (BSA), no significant effects of human
recombinant NRG4 on gluconeogenic (PEPCK, G6PC, GLUT2,
GLUT4)-, lipid metabolism (CD36, ACSL1, FASN, SCD1)- and
mitochondrial biogenesis (PPARGC1A, NRF1)- related gene
expression were found (Figure 2). Humanrecombinant NRG1
led to decreased G6PC, GLUT2 and PPARGCIA mRNA levels
(Figure 3).

Frontiers in Physiology

Human recombinant NRG4 and
NRG1 attenuate mitochondrial respiration
in palmitate-treated HepG2 cells

After 24 h-palmitate administration, NRG4 administration
led to reduced basal and maximal respiration, without significant
effects on oxygen consumption for ATP production and proton
leak and on spare respiratory capacity (Figure 2).NRG1
administration led to reduced basal and maximal respiration,
proton leak and spare respiratory capacity (Figure 3).

Discussion

In the current study we found that serum NRG4 was
positively associated with insulin resistance and hsCRP (a
marker of chronic low-level inflammation), but not with
dyslipidemia or markers of liver injury in subjects without type
2 diabetes. Importantly, the relationship of NRG4 with insulin
sensitivity remained significant after controlling for age, BMI,
sex and hsCRP. In line with the current study, increased levels
of serum NRG4 in insulin resistance- associated diseases, such
as type 2 diabetes (Kang et al., 2016; Chen et al.,, 2017a;
Kurek Eken et al.,, 2018; Wang et al., 2019c; Kocak et al.,
2019) and polycystic ovarysyndrome (Kurek Eken et al., 2019;
Cao and Hu, 2021) have been reported. In contrast, a recent
study described low levels of NRG4 in patients with type 2
diabetes in association to microalbuminuria (Kocak et al.,
2020),
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suggesting NRG4 as a putative marker of microvascular
dysfunction. Increased levels of NRG4 in situations of altered
glucose tolerance or early diabetes (Kang et al., 2016; Chen
et al.,, 2017a; Kurek Eken et al., 2018; Wang et al., 2019c;

Kocak et al., 2019), but decreased in those
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patients with advanced diabetes (as reflects increased
microalbuminuria) (Kocak et al., 2020), suggest that NRG4
levels might depend on the evolution and stage of
development of diabetes. Taking into account the importance
of NRG4 in insulin-induced glucose uptake

frontiersin.org



Martinez et al.

(Diaz-Saez et al., 2021), a possible compensatory role of NRG4
in the maintenance of insulin action and glucose metabolism in
situations of early diabetes is possible. However, additional
interventional studies should be performed to clarify the
relevance of increased serum NRG4 in early diabetes.

Controversial findings from previous studies (Dai et al., 2015;
Kang et al., 2016; Chen et al., 2017a; Kurek Eken et al., 2018)
together with current observations suggest that NRG4 does not
exert in humans the benefitial effects previously demonstrated in
mice (Wang et al., 2014; Chen et al., 2017b). To further evaluate
the possible mechanisms involved, in vitro experiments in the
HepG2 cell line were performed. These experiments revealed
that, after 24 h-palmitate administration, human recombinant
NRG4 did not alter lipid metabolism-related gene expression. In
contrast to previous findings in mice (Wang et al., 2014; Chen
etal., 2017b; Wang et al., 2019a), NRG4 impacted negatively on
hepatocyte catabolism, attenuating the expression of
gluconeogenesis- and mitochondrial biogenesis-related genes and
slightly decreasing mitochondrial respiration. Of note, these
effects were even more pronounced after human recombinant
NRG1 administration, indicating that both NRG4 and NRG1
impacts negatively on gluconeogenesis and mitochondrial
respiration in human hepatocytes exposed to palmitate. In line
with these findings, previous studies in mice demonstrated that
recombinant NRG1 administration attenuated hepatic
gluconeogenesis (Arai et al.,, 2017; Zhanget al., 2018). The
negative effects of NRG1 and NRG4 on mitochondrial
biogenesis and respiration and the absence of impact on
expression of lipid metabolism-related genes suggest that
neuregulins did not prevent lipid accumulation in human
hepatocytes as observed in mice (Wang et al., 2014; Chen et al.,
2017b; Wang et al., 2019a; Zhu et al., 2020; Yang et al., 2021). The
lack of protein-based data is a limitation of these experiments.
While gene expression analysis at mRNA level is a suitable
surrogate to characterize the effect of exogenous factors on
gluconeogenesis, lipogenesis and other metabolic pathways in
HepG2 cells (Patel et al., 2016; Hasei et al., 2021; Wang et al.,
2022), these data should be validated at protein level in additional
experiments. Even though, HepG2 cells due to their proliferative
capacity are very useful for exploratory in vitro experiments
(Patel et al., 2016; Hasei et al., 2021; Wang et al., 2022), is
important to note that compared to primary hepatocytes, these
cells display altered expression and activation of EGFR and
enhanced glycolytic pathway. To overcome these experimental
limitations and confirm current findings, further experiments in
human primary hepatocytes should be required.

The benefitial impact of NRG4 on metabolism observed in
mice might be explained by the direct effects of NRG4 on adipose
tissue, increasing sympathetic innervations, and the
enhancement of BAT activity and browning of WAT (Rosell
etal.,, 2014; Comas et al., 2019), but not on liver metabolism. In
fact, while in mice the activation of BAT and the promotion of
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WAT browning ameliorate insulin sensitivity, liver steatosis and
glucose tolerance in obesogenic conditions (Wang et al., 2015;
Kimura et al., 2021), the impact of WAT browning on obesity or
insulin resistance in humans is less relevant (Barquissau et al.,
2018; Comas et al., 2019).

To sum up, NRG4 is negatively associated with insulin
sensitivity in humans and contributes to reduce mitochondrial
respiration in HepG2 hepatocytes.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

7eywords: Objective: To investigate the potential role of EGFR, ErbBs receptors and neuregulins in human adipose tissue
EGFR physiology in obesity.

Neuregulins Methods: Gene expression analysis in human subcutaneous (SAT) and visceral (VAT) adipose tissue in three
Ad!pose t'ss,”e independent cohorts [two cross-sectional (N = 150, N = 87) and one longitudinal (n = 25)], and in vitro gene
g‘:)'p??fnes's knockdown and overexpression experiments were performed.

es|

Results: While both SAT and VAT ERBB2 and ERBB4 mRNA increased in obesity, SAT EGFR mRNA was negatively
correlated with insulin resistance, but did not change in obesity. Of note, both SAT and VAT EGFR mRNA were
significantly associated with adipogenesis and increased during human adipocyte differentiation. /n vitro ex-
periments revealed that EGFR, but not ERBB2 and ERBB4, gene knockdown in preadipocytes and in fully
differentiated human adipocytes resulted in decreased expression of adipogenic-related genes. ERBB2 gene
knockdown also reduced gene expression of fatty acid synthase in fully differentiated adipocytes. In addition,
neuregulin 2 (NRG2) mRNA was associated with expression of adipogenic genes in human adipose tissue and
adipocytes, and its overexpression increased expression of EGFR and relevant adipogenic genes.

Conclusions: This study demonstrates the association between adipose tissue ERBB2 and obesity, confirms the
relevance of EGFR on human adipogenesis, and suggests a possible adipogenic role of NRG2.

1. Introdugtion

Obesity is a worldwide epidemic associated to increased risk of type
2 diabetes, cardiovascular diseases, and several types of cancer, and it is
the result of a positive balance that causes an excessive expansion and
dysfunction of white adipose tissue [1]. Obesity-associated adipose tis-
sue dysfunction is characterized by reduced capacity to store excess of

carbohydrates and lipids and generate new adipocytes and increased
markers of cellular senescence and inflammation, and in consequence, is
a relevant contributor to the progression of insulin resistance and other
obesity-associated metabolic disturbances, such as hyperglycemia and
dyslipidemia [2-4].

Searching new relevant factors in human adipose tissue physiology, a
recent study reported that epidermal growth factor receptor (EGFR)

* Correspondence to: Department of Diabetes, Endocrinology and Nutrition (UDEN), Biomedical Research Institute of Girona ‘Dr Josep Trueta’, Hospital of Girona

“‘Dr Josep Trueta’, Carretera de Franga s/n, 17007 Girona, Spain.

** Correspondence to: Section of Nutrition, Eumetabolism and Health, Biomedical Research Institute of Girona ‘Dr Josep Trueta’, C/ Dr.Castany s/n, 17190 Salt,

Spain.

E-mail addresses: jmfreal@idibgi.org (J.M. Fernandez-Real), jmoreno@idibgi.org (J.M. Moreno-Navarrete).

! These authors have contributed equally to this work.

https://doi.org/10.1016/j.biopha.2022.113972

Available online 9 November 2022
0753-3322/0 2022 The Authors.
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Published by Elsevier Masson SAS. This is an open access article under the CC BT-NC-ND license






J. Latorre et al.

expression in subcutaneous adipose tissue was decreased in obese par-
ticipants with insulin resistance, and positively correlated with expres-
sion of some adipogenic genes [5]. In contrast, erbB2 receptor tyrosine
kinase 2 (ErbB2) expression was not associated to obesity, insulin
resistance and adipogenesis. The cohort size (only 32 women) is the
main weakness of this study [5]. However, previous in vitro studies re-
ported contradictory data in relation to the possible role of these re-
ceptors in adipogenesis [6-10].

Whereas some studies reported that EGFR and ErbB2 mRNA and
protein levels decreased during 3T3-L1 adipogenesis [6] and the erbB2
blockage using tyrphostins stimulated 3T3-L1 adipocyte differentiation
under adipogenic conditions [7], other studies in the same cells found
increased levels of these receptors in adipocyte and during adipogenesis,
pointing to a possible role in adipogenesis [8,9]. In human adipose-
derived stem cells (ASC), EGFR and ErbB2 expression and ac- tivity were
significantly attenuated when adipocyte differentiation was induced,
and ErbB2 inhibition increased intracellular lipid accumula- tion, but the
joint inhibition of both EGFR and ErbB2 partially preventedthese effects
[10].

Neuregulins, which include four members NRG1, NRG2, NRG3 and
NRG4, are ligands for receptor tyrosine kinases of the ErbB family [11].
In mice, positive effects on NRG4-ErbB signaling in adipose tissue
through the preservation of its vasculature [12,13] and the induction of
thermogenesis [14,15] were reported. In humans, NRG4 gene expres-
sion in both subcutaneous and visceral adipose tissue was positively
correlated with markers of adipose tissue browning, but negatively with
adipogenesis [16], and decreased in subjects with obesity [17]. In vitro
experiments also demonstrated that Nrg4 administration in 3T3-L1 ad-
ipocytes induced expression of browning-related genes and glucose
uptake, without any effects on adipogenesis [18]. To the best of our
knowledge other neuregulins (such as neuregulin 1, 2 and 3) and their
correlations with ERBBs receptors at the expression level have not been
examined in adipose tissue.

To clarify the potential role of EGFR and ErbB2 on human adipo-
genesis and on human adipose tissue physiology and to study the po-
tential role of other ErbBs receptors and neuregulins in this tissue, here
we aimed to investigate expression of ErbB receptors and neuregulins in
human subcutaneous and visceral adipose tissue according to obesity
and insulin resistance in two cross-sectional cohorts and, longitudinally,
after 2- years bariatric surgery-induced weight loss. In addition, the
impact of siRNA-induced gene knockdown on EGFR and ErbB2 inhuman
preadipocyte and adipocyte, as well as the effects caused by neuregulin
2 (NRG2) overexpression were also tested.

2. Materia1s and Methods
2.1. Subjects’ recruitment for adipose tissue samples

2.1.1. Cross-sectional studies

In cohort 1 and cohort 2, visceral (VAT) and subcutaneous (SAT)
adipose tissues from 150 and 87 participants with normal body weight
and different degrees of obesity, with body mass index (BMI) within 20
and 68 kg/m?, were analyzed. All participants were recruited at the
Endocrinology Service of the Hospital of Girona ‘Dr Josep Trueta'. All
subjects were of Caucasian origin and reported that their body weight
had been stable for at least 3 months before the study. Subjects were
studied in the post-absorptive state. BMI was calculated as weight (in kg)
divided by height (in m) squared. They had no systemic disease other
than obesity and all were free of any infections in the previous month
before the study. Liver diseases (specifically tumoral disease and HCV
infection) and thyroid dysfunction were specifically excluded by
biochemical work-up.

2.2. Interventional studies

In cohort 3, twenty-five Caucasian obese (BMI= 43.7 =+ 4.6 kg/m?,
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age=47 + 9 years [mean + SD]) subjects, who underwent bariatric
surgery thought Roux-en-T gastric bypass in Hospital of Girona ‘Dr
Josep Trueta’ were part of a previous study [ 19]. Inclusion criteria were
age between 30 and 60 years, BMI > 35 kg/m? and ability to understand
the study protocol. Exclusion criteria were use of medications able to
interfere with insulin action and history of a chronic systemic disease.
Adipose tissue samples from the SAT depot were obtained during bar-
iatric surgery. Postoperative samples of SAT were obtained by subcu-
taneous biopsy at the mesogastric level after 2 years from surgery.
Fasting blood samples were obtained at the same day of the biopsy.

All these studies were carried out in accordance with the recom-
mendations of the ethical committee of the Hospital of Girona ‘Dr Josep
Trueta’. The protocol was approved by the ethical committee of the
Hospital of Girona ‘Dr Josep Trueta’. All subjects gave written informed
consent in accordance with the Declaration of Helsinki, after the purpose
of the study was explained to them. Samples and data from patients
included in this study were partially provided by the FATBAN7 platform
promoted by the CIBEROBN and coordinated by the IDIBGI Biobank
(Biobank IDIBGI, B.0000872), integrated in the Spanish National Bio-
banks Network and they were processed following standard operating
procedures with the appropriate approval of the Ethics, External Sci-
entific and FATBANK Internal Scientific Committees.

2.3. Adipose tissue collection and handling

Adipose tissue samples were obtained from SAT and VAT depots
during elective surgical procedures (cholecystectomy, surgery of
abdominal hernia and gastric bypass surgery). Both SAT and VAT
samples were collected from the abdomen, following standard proced-
ures. Samples of adipose tissue were immediately transported to the
laboratory (5-10 min). The handling of tissue was carried out under
strictly aseptic conditions. Adipose tissue samples were washed in
phosphate-buffered saline (PBS), cut off with forceps and scalpel into
small pieces (100 mg), and immediately flash-frozen in liquid nitrogen
before stored at — 80°C. The isolation of adipocyte and stromal vascular
fraction cells (SVF) was performed from 16 SAT and 20 VAT non-frozen
adipose tissue samples. These samples were washed three to four times
with PBS and suspended in an equal volume of PBS supplemented with
1% penicillin-streptomycin and 0.1% collagenase type I prewarmed to
37 °C. The tissue was placed in a shaking water bath at 37 °C with
continuous agitation for 60 min and centrifuged for 5 min at 400 g at
room temperature. The supernatant, containing mature adipocytes, was
recollected. The pellet was identified as the SVF. Isolated mature adi-

pocytes and SVF stored at — 80°C for gene expression analysis.

2.4. Analytical methods

Serum glucose concentrations were measured in duplicate by the
glucose oxidase method using a Beckman glucose analyser II (Beckman
Instruments, Brea, California). Glycosylated haemoglobin (HbA1c) was
measured by the high-performance liquid chromatography method (Bio-
Rad, Muenchen, Germany, and autoanalyser Jokoh HS-10, respectively).
Intra- and inter-assay coefficients of variation were less than 4% for all
these tests. Serum insulin was measured in duplicate by RIA (Medgenix
Diagnostics, Fleunes, Belgium). The intra-assay coefficient of variation
was 5.2% at a concentration of 10 mU/I and 3.4% at 130 mU/I. The
interassay coefficients of variation were 6.9% and 4.5% at 14 and 89
mU/I, respectively. HOMA-IR was calculated using the following for-
mula: [Insulin (mU/I) x Glucose mmol/I]/22.5. Roche Hitachi Cobas c711
instrument (Roche, Barcelona, Spain) was used to do HDL cholesterol
and total serum triglycerides determinations. HDL choles- terol was
quantified by a homogeneous enzymatic colorimetric assay through the
cholesterol esterase / cholesterol oxidase / peroxidase re- action (Cobas
HDLC3). Serum fasting triglycerides were measured by anenzymatic,
colorimetric method with glycerol phosphate oxidase and peroxidase
(Cobas TRIGL). LDL cholesterol was calculated using the



J. Latorre et al.

Friedewald formula.
2.5. Experiments in mouse primary immortalised preadipocytes

Primary preadipocytes were isolated from WT, Erbb2 and Erbb4 Flox
c57BL/6 mice. These animals were maintained by the animal facility
from the Faculty of Biology of the Barcelona University. Before the
extraction, mice were under anaesthetic treatment with isoflurane. After
that, the animals were sacrificed and the inguinal adipose tissue from 4
to 8 weeks-old mice was extracted. The tissue was then placed in a plate
with PBS and 1% (v/v) antibiotic-antimycotic. Then, in a type IIA cell
culture cabin, the tissue was rinsed 3 times with PBS. Afterwards, me-
chanical lysis was performed using stile scissors. When the mixture was
homogeneous, enzymatic digestion was carried out with the digestion
solution. The enzymatic digestion was performed at 120 rpm in a shaker
(126 Shaker, New BrunswickTM) at 37 °C for 15 min. After that, the
digested mix was filtered with a 40 #m cell strainer. Collagenase activity
was inhibited by adding fresh primary preadipocyte growth media.
Finally, the cell suspension was centrifuged at 1600 rpm for 10 min and
the supernatant was discarded. The pellet containing preadipocytes was
then resuspended in primary preadipocyte growth media and the cells
were seeded in 6-well plates. Specifically, the cells obtained from 3 mice
were seeded per 6-well plate. Primary preadipocytes were kept at 37 °C
and 7% CO2 with primary preadipocyte growth media. The media was
replaced every 2 days. Cells were rinsed with PBS during the first media
change to clean cellular debris. Afterwards, primary preadipocytes were
immortalised. Primary preadipocytes were immortalised by retroviral
transfection with the MLV retrovirus. The viral genome contains the
gene sequence of the thermosensitive large T antigen from the SV40
virus. In addition, the retroviral genome also incorporates the puro-
mycin resistance gene to facilitate immortalised cell selection. The
expression of the large T antigen in preadipocytes is double conditional
to avoid interference with the adipogenic differentiation. First, the pu-
romycin resistance and the expression of the large T antigen are under
the promotor of the IFNy. Thus, the IFNy is supplemented in the growth
media of immortalised preadipocytes, allowing the expression of the
large T antigen during the proliferative state. In addition, the large T
antigen contains a mutation that makes it thermosensitive at 37 °C.
Therefore, the large T antigen is only stable at temperatures below 37 °C
and thus, primary immortalised preadipocytes are kept at 33 °C during
the proliferation stage. To induce adipogenesis, the IFNy is removed and
the temperature is increased to 37 °C, which allow the cells to enter to a
non-proliferative state. Erbb2 Flox (iFlox Erbb2) and Erbb4 Flox (iFlox
Erbb4) primary immortalised preadipocytes were transduced with Scr-
GFP and Cre-GFP adenoviral particles to remove the Erbb2 and Erbb4
gene respectively. To this end, primary immortalised preadipocytes
were transduced with 300 11 of serum-free growth media containing the
adenoviral particles supplemented with 0.2% (w/v) BSA and 1%
antibiotic-antimycotic. The MOI used to delete the gene expression of
Erbb2 and Erbb4 was optimised in this study as it can be seen in Fig-
ures 45, 46. It was determined to use 250 MOI to delete the expression of
these genes and preserve the adipogenic capabilities of the pre-
adipocytes. The transduction had a length of 3 h and it was done at 37 °C.
Afterwards, the transduction media was replaced with primary immor-
talised preadipocyte growth media for 72 h. Primary immortalised
preadipocytes were differentiated to adipocytes by changing the growth
media with primary immortalised adipocyte differentiation media [FBS
(10%), insulin (1 rg/ml), IBMX (0.5 mM), Dexamethasone (0.25 HM),
Rosiglitazone (2.5 uM)] for 72 h. After that, the first differentiation
media was changed for primary immortalised adipocyte media 2 [FBS
(10%), insulin (1 rg/ml)] for 24 h. Finally, the second differentiation
media was substituted with primary immortalised adipocyte media 3
[FBS (10%), insulin (0.5 ng/ml)] for 72 h.
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2.6. Differentiation of human preadipocytes

Isolated human subcutaneous (sc) and visceral (v) preadipocytes
(Zen-Bio Inc., Research Triangle Park, NC) were plated on T-75 cell
culture flasks and cultured at 37 C and 5% CO2 in DMEM/nutrient mix
F-12 medium (1:1, vol/vol) supplemented with 10 U/ml penicillin/
streptomycin, 10% fetal bovine serum (FBS), 1% HEPES, and 1%
glutamine (all from GIBCO, Invitrogen S.A, Barcelona, Spain). One week
later, the expanded human sc and v preadipocytes were cultured
(~40,000 cells/cm?2) in 12-well plates with preadipocytes medium (Zen-
Bio) composed of DMEM/nutrient mix F-12 medium (1:1, vol/vol),
HEPES, FBS, penicillin, and streptomycin in a humidified 37 C incubator
with 5% CO2. Twenty-four hours after plating, cells were checked for
complete confluence (d 0), and differentiation was induced using dif-
ferentiation medium (Zen-Bio) composed of preadipocytes medium,
human insulin, dexamethasone, isobutylmethylxanthine, and PPAR;
agonists (rosiglitazone). After 7 day (d7), differentiation medium was
replaced with fresh adipocyte medium (Zen-Bio) composed of DMEM/
nutrient mix F-12 medium (1:1, vol/vol), HEPES, FBS, biotin, panto-
thenate, human insulin, dexamethasone, penicillin, streptomycin, and
amphotericin. Negative control (nondifferentiated cell) was performed
with preadipocyte medium during all differentiation process. Fourteen
days after the initiation of differentiation, cells appeared rounded with
large lipid droplets apparent in the cytoplasm. Cells were then consid-
ered mature adipocytes, harvested, and stored at — 80°C for RNA/pro-
tein purification. For time course experiment, Cells were harvested and
stored at — 80°C for RNA/protein purification at day 0, 5, 7, 9, 12 and
14. At the end of each experiment, cells were harvested, and pellets and

supernatants were stored at — 80 °C. All in vitro experiments were per-
formed in three or four independent replicates.

2.7. Forward siRNA transfections in primary human preadipocytes and
adipocytes

Primary human subcutaneous preadipocytes (Zen-Bio Inc., Research
Triangle Park, NC) were forward transfected with siRNAs either during
the differentiation process (at day 0 and day 4) or at the end of differ-
entiation (at day 11). Briefly, the esiRNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
against ERBB2 and EGFR and Lipofectamine RNAIMAX (Life Technol-
ogies, Darmstadt, Germany) were diluted separately with Opti-MEM I
Reduced Serum Medium (Life Technologies, Darmstadt, Germany) and
mixed by pipetting afterwards. The esiRNA-RNAIMAX complexes were
left to incubate for 20 min at room temperature and subsequently added
on the top of the adherent cells drop-wise. The final concentration of
Lipofectamine RNAIMAX and esiRNAs were 1.6 rl/cm2 and 70 nM,
respectively, in 12-well cell culture plates, and the final amount of
medium per well was 1 ml. Transfection conditions included silencing of
either ERBB2 or EGFR. Adipocytes were harvested at day 7 and at day 14
of differentiation, meaning 72 h after transfection without changing cell
culture medium. Transfection efficiency was assessed by real-time PCR
and western-blot. The MISSION® esiRNAs (Sigma-Aldrich) used were
human ERBB2 (EHU078751) and human EGFR (EHU076761). The
MISSION® siRNA Universal Negative Control #1 (Sigma-Aldrich,
SIC001) was used as control in all experiments.

2.8. Overexpression of NRG2 gene experiment

ORF expression clone for NRG2 (217EX-W0006-M90-GS) and nega-
tive empty control vector for pReceiver-M90 (217EX-NEG-M90) were
obtained from Genecopoeia ((Tebu-bio, Spain). Human subcutaneous
preadipocytes were transfected with either NRG2 overexpression
plasmid or control plasmid, using Fugene® Transfection Reagent
(Promega, WI, USA) at ratio 1:3 following manufacturer's instructions.
Plasmid transfection was performed in different stages of adipocyte
differentiation: 0-14 days, 0-7 days, 7-14 days. Culture medium
replacement after transfection was not necessary. Overexpression
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efficiency of NRG2 was checked by qPCR. Lipid droplet (LDs) area was
quantified with Fiji software [20]. The area occupied by lipid droplets
was selected and quantified using threshold plugin, after sharpening
pixel intensity of lipid droplets. Values obtained were expressed as the
lipid droplet count with respect to total image.

HEK293T cell line were treated using ORF expression clone for NRG2
or negative control using the same protocol as in adipocytes, and effi-
ciency of transfection was checked both by gPCR and ELISA after 48 h of
transfection. Intracellular NRG2 was measured using the Human
Neuregulin-2 (NRG2) ELISA kit (Cat n°: CSB-EL016078HU, CUSABIO,
Houston. TX, USA).

2.9. RNA expression

RNA purification, primer/probe sets, gene expression procedures
and analyses were performed, as previously described [19]. Briefly, RNA
purification was performed using RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (QIAgen,
Izasa SA, Barcelona, Spain) and the integrity was checked by Agilent
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). Gene expression was
assessed by real time PCR using a LightCycler® 480 Real-Time PCR
System (Roche Diagnostics SL, Barcelona, Spain), using TagMan® and
STBRgreen technology suitable for relative genetic expression quanti-
fication. The RT-PCR reaction was performed in a final volume of 12 ul.
The cycle program consisted of an initial denaturing of 10 min at 95 °C
then 40 cycles of 15 s denaturizing phase at 95 °C and 1 min annealing
and extension phase at 60 °C. A threshold cycle (Ct value) was obtained
for each amplification curve and then a A Ct was first calculated by
subtracting the Ct value for human cyclophilin A (PPIA) RNA from the Ct
value for each sample. Fold changes compared with the endogenous
control were then determined by calculating 2=, so that gene
expression results are expressed as expression ratio relative to PPIA gene
expression according to the manufacturer's guidelines. TagMan® pri-
mer/probe sets (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) used
were as follows: Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) (4333763,
PPIA as endogenous control), epidermal growth factor receptor (EGFR,
Hs01076090_m1), erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (ERBB2,
Hs01001580_m1), erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (ERBB3,
Hs00176538_m1), erb-b2 receptor tyrosine kinase 4 (ERBB4,
Hs00955525_m1), neuregulin 1 (NRG1, Hs01101538_m1), neuregulin 2
(NRG2, Hs00993399_m1), neuregulin 3 (NRG3, Hs01377907_m1),
neuregulin 4 (NRG4, Hs00945534_m1), adiponectin (ADIPOQ, Hs0060
5917_m1), peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARG,
Hs00234592_m1), fatty acid synthase (FASN, Hs00188012_m1), acetyl-
CoA carboxylase alpha (ACACA, Hs00167385_m1), solute carrierfamily
2 member 4 (SLC2A4, Hs00168966_m1), diacylglycerol O-acyl-
transferase 1 (DGAT1, Hs00201385_m1) Leptin (LEP, Hs00174877_m1),
interleukin 6 (interferon, beta 2) (IL6, Hs00985639_m1), tumor necrosis
factor (TNF, Hs00174128_m1), interleukin 8 (/IL8, Hs00174103_m1),
fatty acid binding protein 4, adipocyte (FABP4, Hs01086177_m1). Per-
ilipin 1 (PLINT) and cell death inducing DFFA like effector ¢ (CIDEC or
FSP27) were analysed by STBRgreen technology using the following
primer sets: PLINT (forward: 5-aagttgaagcttgaggagcgagg-3” and reverse:
5'-gctcgegatgggaacgcetga-3") and CIDEC/FSP27 (forward: 5-gaggtccaacg
cagtccagcetg-3” and reverse: 5'-gtacgcactgacacatgectggag-3).

2.10. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using SPSS 12.0 software. The
relation between variables was analyzed by simple correlation (Spear-
man's test) and multiple regression analyses in a stepwise manner. One
factor ANOVA with post-hoc Bonferroni test, paired t-test and unpaired
t-test were used to compare expression of ERBB-related genes in human
cohorts according to obesity and after bariatric surgery-induced weight
loss. Nonparametric test (Mann Whitney test) was used to analyze in

vitro experiments. Levels of statistical significance were set at p < 0.05.
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3. Results

3.1. Increased SAT and VAT ERBB2 and ERBB4 gene expression in
obesity

Both SAT and VAT EGFR, ERBB2, ERBB3 and ERBB4 gene expression
were analyzed in two independent cohorts.

In cohort 1, SAT ERBB2 mRNA levels were increased in obese par-
ticipants, whereas no significant changes were found for the other genes
(EGFR, ERBB3 and ERBB4) (Table 1). SAT ERBB2 mRNA was positively
correlated with BMI, fat mass, fasting glucose, but negatively with age
and HDL-cholesterol (Table 1). In multiple linear regression analysis, the
associations between SAT ERBB2 and fat mass, fasting glucose and HDL-
cholesterol were lost after controlling for age and BMI. SAT ERBB3
mMRNA was negatively correlated to BMI and fat mass (Table 1). In VAT,
increased EGFR, ERBB2 and ERBB4 mRNA levels were found in associ-
ation to obesity (Table 1). Of note, both VAT EGFR, ERBB2, ERBB3 and
ERBB4 mRNA were positively correlated with adiposity measures (BMI
and fat mass) and hyperglycemia (fasting glucose) (Table 1). Again, that
these associations were lost after adjusting for age and BMI.

Most of these findings were replicated in an independent cohort
(cohort 2). In this cohort, both SAT and VAT ERBB2 and VAT ERBB4
mRNA were also increased in obese participants (Table 2). In SAT,
ERBB2 mRNA was positively correlated with BMI and fasting glucose and
ERBB4 mRNA with HDL-cholesterol (Table 2). In contrast, SAT ERBB3
mMRNA was negatively correlated with BMI, fasting glucose, HbA1lc and
fasting triglycerides, and EGFR with HbAlc (Table 2). In VAT, both
ERBB2 and ERBB4 mRNA were positively correlated with BMI, fasting
glucose and HbA1c (Table 2). In addition, VAT ERBB4 mRNA was also
positively correlated with fasting triglycerides andnegatively with HDL-
cholesterol (Table 2). Similar to in cohort 1, all these associations also
were lost after controlling for age and BMI.

3.2. SAT EGFR gene expression was negatively correlated to insulin
resistance and HbA1c

In a subgroup of participants from each cohort, insulin resistance was
calculated by HOMA-IR in cohort 1 (n = 35. Table 1) and cohort 2 (n =
52, Table 2). In both cohort 1 and cohort 2, SAT EGFR mRNA was
negatively correlated with HOMA-IR (Table 1 and Table 2). In line with
these data, EGFR mRNA was negatively correlated with HbA1lc (Table
2).

These data indicated that ERBB2 and ERBB4 mRNA were increased
in obesity, without any associations with insulin resistance, hypergly-
cemia or dyslipemia. In addition and similar to previous study[5], SAT
EGFR mRNA, which did not change according to obesity, was negatively
correlated with insulin resistance.

Considering the impact of obesity and insulin resistance in adipose
tissue physiology, next, we explored the possible role of ERBB family-
related genes in both SAT and VAT, analysing gene expression markers
of adipose tissue function (adipogenesis-, lipogenesis-, glucoseuptake-
and lipid droplet development-related genes) and dysfunction (leptin
and inflammation).

3.3. Adipose tissue EGFR gene expression was associated to adipogenesis
independently of obesity

Of note, both SAT and VAT EGFR mRNA were positively correlated
with expression of some adipogenic genes (including ADIPOQ, SLC2A4,
FSP27, PLIN and PPARG) in cohort 1 and cohort 2 (Fig. 1). After
multivariate regression analysis, most of these associations were main-
tained after adjusting for age and BMI.

In cohort 1, VAT EGFR contributed to age- and BMI-adjusted ADIPOQ
(B =0.34,t=23,p=0.03), FSP27 (B =0.29, t = 3.1, p = 0.003), but
not LEP (B =0.08, t=0.6, p=0.5 mRNA variance. SAT EGFR
contributed to age- and BMI-adjusted ADIPOQ (B = 0.35, t= 3.6,
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Table 1
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Anthropometric, clinical parameters and ERBB receptors according to obesity in cohort 1. Bivariate correlations (Spearman correlations) among ERBB receptors and

metabolic parameters in all participants in cohort 1.

Non-obese Obese P
N 44 106
Age (years) 47.4 = 10.9 44,7 + 10.1 0.1
BMI (kg/m?) 25.3 + 3.3 453+ 7.4 < 0.0001
Fat mass (%) 329 +6.5 57.1 + 10.4 < 0.0001
Waist circumference (cm) 86.6 + 10.6 1249 + 18.5 < 0.0001
Fasting glucose (mg/dl) 90.4 = 17.6 108.5 + 41.3 0.006
HOMA-IR 1.6 (1.3-5.5) 3.4 (1.5-5.4) 0.5
(n = 35) (n=4) (n=31)
HDL-cholesterol (mg/dl) 60.7 + 22.5 56.8 + 35.2 0.5
Fasting triglycerides (mg/dl) 92.5 + 42,1 127.7 = 89.1 0.02
SAT EGFR mRNA (RU) 0.054 + 0.02 0.053 + 0.01 0.9
SAT ERBB2 mRNA (RU) 0.014 = 0.006 0.020 + 0.007 < 0.0001
SAT ERBB3 mRNA (RU) 0.00045 + 0.0003 0.00051 + 0.0004 0.6
SAT ERBB4 mRNA (RU) 0.0046 + 0.002 0.0048 + 0.003 0.8
SAT NRG1 mRNA (RU) 0.00014 + 0.0001 0.00024 + 0.0002 0.02
SAT NRG2 mRNA (RU) 0.0064 + 0.002 0.0062 + 0.002 0.8
VAT EGFR mRNA (RU) 0.042 + 0.02 0.049 + 0.01 0.02
VAT ERBB2 mRNA (RU) 0.017 = 0.008 0.028 + 0.01 < 0.0001
VAT ERBB3 mRNA (RU) 0.0019 + 0.002 0.0022 + 0.001 0.4
VAT ERBB4 mRNA (RU) 0.0035 + 0.002 0.0065 + 0.003 < 0.0001
VAT NRG1 mRNA (RU) 0.00046 + 0.0005 0.00051 + 0.0005 0.7
VAT NRG2 mRNA (RU) 0.0041 + 0.002 0.0053 + 0.004 0.06
EGFR (RU) ERBB2 (RU) ERBB3 (RU) ERBB4 (RU)
SAT r P r P r P r P
Age (years) -0.15 0.07 -0.26 0.001 -0.06 0.5 0.12 0.1
BMI (kg/m?) -0.02 0.8 0.35 < 0.0001 -0.23 0.004 0.01 0.9
Fat mass (%) -0.02 0.8 0.31 < 0.0001 -0.17 0.04 0.13 0.1
Fasting glucose (mg/dl) -0.07 0.4 0.21 0.01 -0.02 0.8 0.05 0.5
HOMA-IR -0.37 0.03 0.32 0.06 0.14 0.4 -0.06 0.7
HDL-cholesterol (mg/dl) -0.06 0.5 -0.17 0.04 0.04 0.6 0.14 0.1
Fasting triglycerides (mg/dl) -0.15 0.07 0.12 0.1 -0.07 0.4 -0.01 0.9
EGFR (RU) ERBB2 (RU) ERBB3 (RU) ERBB4 (RU)
VAT r P r P r P r P
Age (years) 0.15 0.06 -0.04 0.6 -0.07 0.4 -0.11 0.2
BMI (kg/m?) 0.12 0.1 0.43 < 0.0001 0.27 0.001 0.41 < 0.0001
Fat mass (%) 0.23 0.005 0.49 < 0.0001 0.31 < 0.0001 0.42 < 0.0001
Fasting glucose (mg/dl) 0.18 0.03 0.25 0.003 0.22 0.007 0.20 0.01
HOMA-IR 0.12 0.5 0.19 0.3 0.20 0.3 0.23 0.2
HDL-cholesterol (mg/dl) -0.06 0.5 -0.12 0.1 -0.10 0.2 0.02 0.8
Fasting triglycerides (mg/dl) 0.09 0.3 0.11 0.2 -0.01 0.8 0.01 0.9

p < 0.0001), FSP27 (B = 0.21,t = 2.1, p = 0.03) and SLC244 (B = 0.24,

t = 2.1, p = 0.04) mRNA variance.
In cohort 2, VAT EGFR contributed to age- and BMI-adjusted ADIPOQ

(B =0.58,t=6.7, p <0.0001), SLC2A4 (B =0.39, t = 3.3, p = 0.002),
FSP27 (B = 0.54,t = 4.4, p < 0.0001) and PLIN (B = 0.59,t = 4.7,

p < 0.0001) mRNA variance. SAT EGFR contributed to age- and BMI-
adjusted ADIPOQ (B = 0.45, t=4.3, p < 0.0001), but not PPARG (B
=0.12, t = 0.8, p = 0.4) mRNA variance.

3.4. The association between expression of adipose tissue-related genes
and ERBB2, ERBB3 and ERBB4 mRNA levels mostly depend on obesity

3.4.1. ERBB2 mRNA

In cohort 1, both SAT and VAT ERBB2 mRNA mRNA were negatively
correlated with some adipogenic gene expression, such as SLC2A4,

FASN, ACACA and positively with TNF and LEP genes. Strikingly, ERBB2
mRNA also were negatively correlated with proinflamatory cytokines
(IL6 and IL8) (Fig. 1A-B). Otherwise, after multivariate regression
analysis, only the negative association between ERBB2 mRNA and
expression of lipogenesis-related genes were maintained in both SAT
[FASN (B =—0.18, t=—1.9, p=0.04) and ACACA (B = —0.30,
t=—29, p=0.004)] and VAT [FASN (B =-—-0.22, t=-28,
p = 0.005), ACACA (B = —0.23,t = —2.5, p = 0.01)] after adjusting by
age and BML.

However, in cohort 2, the negative correlations between adipose
tissue ERBB2 mRNA and expression of lipogenesis-related genes were
lost after adjusting by age and BMI.

3.4.2. ERBB3 mRNA

In cohort 1, SAT ERBB3 was negatively correlated with FSP27 and
LEP mRNA, and VAT ERBB3 negatively with PPARG, SLC2A4, FASN,
FSP27, IL6 and IL8 mRNA levels (Fig. 1A-B). SAT ERBB3 mRNA
contributed to age- and BMI-adjusted FSP27 (B = —0.28, t=—2.9,

p = 0.004) and LEP (B = —0.29, t = —3.2, p = 0.002) mRNA variance.
VAT ERBB3 mRNA contributed to age- and BMI-adjusted SLC2A4 (B

=—0.21,t = —2.1,p = 0.04), FASN (B = —0.14,t = —2.1, p = 0.04),PPARG
B =-—0.27, t=-—19, p=0.05), but not FSP27 (B =0.05t=0.5

p=05), IL6 (B =-—0.13, t=—1.3, p=0.2) and IL8

(B =—0.17, t = —1.5, p = 0.1) mRNA variance.

In cohort 2, SAT ERBB3 was positively correlated with FASN and
SLC2A4 mRNA, and VAT ERBB3 positively with PLIN, but negatively
with ADIPOQ (Fig. 1C-D). SAT ERBB3 mRNA did not contribute to age-
and BMI-adjusted FASN (B = —0.03,t = —0.33, p = 0.7) and SLC244 (B
= 0.01, t = 0.05, p = 0.9) mRNA variance. VAT ERBB3 mRNA did not
contribute to age- and BMI-adjusted ADIPOQ (B = —0.17, t=—1.6,p
=0.1) and PLINT (B = 0.04, t = 0.25, p = 0.8) mRNA variance.

3.4.3. ERBB4 mRNA

In cohort 1, no significant associations between SAT ERBB4 and
adipogenic/inflammatory mRNAs were observed, whereas VAT ERBB4
was negatively correlated with SLC2A4, FASN, FSP27, ILé and IL8, but
positively with TNF mRNA (Fig. 1A-B). VAT ERBB4 mRNA contributed
to age- and BMI-adjusted FASN (B = —0.19, t = —2.5, p = 0.01), IL8
(B =—040,t=—-3.3,p=0.002),IL6 (B =—0.22,t=—19, p = 0.05),
but not SLC2A4 (B =0.08, t=0.61, p=0.5), FSP27 (B = —0.05,
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Anthropometric, clinical parameters and ERBB receptors according to obesity in cohort 2. Bivariate correlations (Spearman correlations) among ERBB receptors and
metabolic parameters in all participants in cohort 2.

Non-obese Obese P

N 28 59
Age (years) 48.2 + 7.9 47.5 + 8.7 0.7

BMI (kg/m?) 23.9 + 3.3 44,4 + 6.5 < 0.0001
Fasting glucose (mg/dl) 88.8 + 7.7 105.8 + 35.4 0.01
HOMA-IR (n = 52) - 3.7 (1.9-5.1) -

HbA1c (%) 5.4+ 0.2 59 + 1.1 0.04
HDL-cholesterol (mg/dl) 57.2 + 18.6 47.6 + 11.6 0.004
Fasting triglycerides (mg/dl) 99.3 + 55.9 124.5 + 53.3 0.04
SAT EGFR mRNA (RU) 0.055 + 0.019 0.057 + 0.019 0.5

SAT ERBB2 mRNA (RU) 0.013 + 0.004 0.022 + 0.011 < 0.0001
SAT ERBB3 mRNA (RU) 0.00054 =+ 0.0003 0.00029 + 0.0003 0.07
SAT ERBB4 mRNA (RU) 0.0052 + 0.003 0.0066 + 0.004 0.07
SAT NRG1 mRNA (RU) 0.00012 + 0.0001 0.00025 + 0.0002 0.2

SAT NRG2 mRNA (RU) 0.0059 + 0.002 0.0062 + 0.002 0.7

VAT EGFR mRNA (RU) 0.042 + 0.018 0.047 + 0.017 0.3

VAT ERBB2 mRNA (RU) 0.015 + 0.006 0.028 + 0.022 0.004
VAT ERBB3 mRNA (RU) 0.0021 + 0.002 0.0017 + 0.001 0.5

VAT ERBB4 mRNA (RU) 0.0027 + 0.001 0.0069 + 0.003 < 0.0001
VAT NRG1T mRNA (RU) 0.00023 =+ 0.0002 0.00042 + 0.0004 0.06
VAT NRG2 mRNA (RU) 0.0039 + 0.002 0.0058 + 0.002 0.001

EGFR (RU) ERBB2 (RU) ERBB3 (RU) ERBB4 (RU)

SAT r P r P r P r

Age (years) -0.08 0.5 -0.12 0.3 -0.19 0.08 -0.04
BMI (kg/mz) 0.07 0.5 0.55 < 0.0001 -0.54 < 0.0001 0.19
Fasting glucose (mg/dl) -0.12 0.3 0.23 0.04 -0.39 < 0.0001 0.06
HOMA-IR -0.31 0.02 -0.12 0.4 -0.39 0.004 0.01
HbA1lc (%) -0.26 0.03 0.17 0.1 -0.41 < 0.0001 0.08
HDL-cholesterol (mg/dl) 0.13 0.2 -0.22 0.05 0.17 0.1 0.25
Fasting triglycerides (mg/dl) -0.09 0.4 0.33 0.003 -0.28 0.01 0.01

EGFR (RU) ERBB2 (RU) ERBB3 (RU) ERBB4 (RU)

VAT r P r P r P r

Age (years) 0.08 0.4 -0.04 0.7 -0.07 0.5 -0.16
BMI (kg/mz) -0.01 0.9 0.33 0.002 0.10 0.3 0.53
Fasting glucose (mg/dl) 0.11 0.3 0.33 0.002 0.17 0.1 0.28
HOMA-IR -0.14 0.3 -0.06 0.7 -0.03 0.8 -0.13
HbA1c (%) 0.15 0.2 0.23 0.04 0.14 0.2 0.21
HDL-cholesterol (mg/dl) 0.05 0.6 -0.07 0.5 0.01 0.9 -0.22
Fasting triglycerides (mg/dl) -0.07 0.5 0.11 0.3 0.09 0.4 0.27

0.7
0.08
0.6
0.9
0.5
0.03
0.9

0.1

< 0.0001
0.01

0.05
0.04
0.01

(B =039, t=3.7, p<0.0001), SLC2A4 (B =0.34, t = 2.6, p = 0.01),
but not PLIN (B = 0.24, t = 1.6, p = 0.1) mRNA variance. Otherwise, the
associations between VAT ERBB4 and FASN (B = —0.08, t = —0.8,
p = 0.4) or ADIPOQ (B = —0.09, t = —0.8, p = 0.4) mRNA were lost after
controlling for age and BMI.

t=—0.57, p=0.5) and TNF (B =—0.08, t=—0.8, p = 0.4) mRNA
variance.

In cohort 2, SAT ERBB4 was positively correlated with PPARG,
ADIPOQ, SLC2A4 and PLINT mRNA, whereas VAT ERBB4 negatively with
ADIPOQ and FASN (Fig. 1C-D). SAT ERBB4 mRNA contributed to age-

and BMI-adjusted PPARG (B = 0.30, t = 2.2, p = 0.03), ADIPOQ
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rig. 1. Bivariate correlations (Spearman correlations) among expression of ERBB receptors-related genes and adipogenic and proinflammatory mRNA levels in SAT
and VAT from cohort 1 (A-B) and cohort 2 (C-D). The intensity of blue colour indicates the degree of positive correlations, and the intensity of red colour the same for

negative correlations. *p < 0.05 and * *p < 0.01.
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3.5. Impact of bariatric-surgery induced weight loss on ERBB receptors

Confirming the association between AT ERBB2 and ERBB4 and
obesity, SAT ERBB2 and ERBB4 mRNA levels were significantly
decreased after 2 years-bariatric surgery-induced weight loss in corre-
lation with the percent change in BMI, whereas no significant changes
were found in SAT EGFR and ERBB3 mRNA levels (Fig. 2A-B).

The most consistent findings from these cross-sectional and longi-
tudinal cohorts were that EGFR and ERBB2 were the most abundant
ERBB receptors in human adipose tissue, being ERBB2 (and ERBB4)
associated to obesity and EGFR associated to expression of adipogenesis-
related genes.

3.6. ERBB receptors in adipose tissue cells

Of note in both SAT and VAT, EGFR mRNA were increased in adi-
pocytes compared to SVF (Fig. 3A), In SAT, no significant differences in
SVF or adipocyte ERBB2 and ERBB3 mRNA were found (Fig. 3B-C). In
VAT, ERBB2 and ERBB3 mRNA were increased in SVF (Fig. 3B-C). SAT,
but not VAT, ERBB4 mRNA were increased in adipocytes (Fig. 3D). In
addition, both EGFR, ERBB2 and ERBB4 increased during human sub-
cutaneous and visceral adipocyte differentiation, whereas ERBB3 tended
to decrease (Fig. 3E-H).

3.7. Functional experiments in mouse primary preadipocytes

Taking into account the association between ERBB2 and ERBB4 gene
expression and obesity, and to further investigate the relevance of these
receptors in the generation of new adipocytes, experiments in mouse
primary preadipocytes with Erbb2 and Erbb4 gene depletion were per-
formed. These experiments revealed that Erbb2 gene depletion, but not

Erbb4, blunted adipocyte differentiation, inhibiting the intracellular
lipid accumulation and expression of adipogenic genes (Figure S1A-C).

Considering that ERBB4 was expressed at low levels in human adi-
pose tissue, the contradictory associations between ERBB4 mRNA and
expression of adipogenesis-related genes in each cohort, and that Erbb4
depletion in mouse primary preadipocytes did not impact on these genes
(Figure S1C), functional gene knockdown (KD) in vitro experiments in
human cells were only focused in EGFR and ERBB2 genes.

Biomedicine & Pharmacotherapy 156 (2022) 113972
3.8. Impact of EGFR and ERBB2 gene 7D on early stage of human
adipocyte differentiation

EGFR gene KD during early stage of adipocyte differentiation in
human subcutaneous preadipocytes resulted in decreased adipogenic
(ADIPOQ, FABP4, DGAT1 and FASN) gene expression (Fig. 4A). Other-
wise, ERBB2 gene KD only decreased DGAT1 mRNA levels (Fig. 4A).

3.9. Impact of EGFR and ERBB2 gene 7D on fully differentiated human
adipocytes

In fully differentiated human subcutaneous adipocytes, EGFR gene
KD also led to decreased ADIPOQ, FABP4, FASN and DGAT1 mRNA levels
(Fig. 4B), and ERBB2 gene KD decreased FASN mRNA, DGAT1 andFABP4
(Fig. 4B).

These experiments supported the relevance of EGFR in human adi-
pogenesis and suggest that even though ERBB2 did not seem relevant
during human adipocyte differentiation, this receptor might be required
for adipocyte physiology.

3.10. NRG2 might mediate EGFR-associated adipogenic effects

Next, in the search for putative EGFR ligands that may enhance
human adipose tissue adipogenesis, neuregulins were investigated.
However, a previous study reported a negative association between VAT
neuregulin 4 (NRG4) mRNA levels and expression of adipogenic genes in
VAT, without any correlations in SAT[16]. Thus, in the present study
other neuregulins (NRG1, NRG2 and NRG3) were analysed. In both SAT
and VAT, very low NRG1 mRNA levels were detected. Similar to NRG4,
VAT NRG1 mRNA was negatively correlated with adipogenic gene
expression, including ADIPOQ, FASN and SLC2A4 (Figure S2A), but no
significant correlations between NRG 1 and adipogenic genes were found
in SAT. Of interest, NRG2 was significantly increased compared to NRG1
and NRG4 mRNA levels (Fig. 5A-B) and positively correlated with
adipogenesis-related gene expression (Fig. 5C-J). In line with these as-
sociations, during human subcutaneous and visceral adipocyte differ-
entiation, NRG2 mRNA was significantly increased at day 5, remaining
induced until the end of the process (Figure S2B), whereas NRG1 mRNA
was significantly attenuated (Figure S2C). NRG3 mRNA were not

A
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rig- 2. A) Longitudinal changes in BMI and SAT EGFR, ERBB2, ERBB3 and ERBB4 mRNA levels after 2 year-bariatric surgery-induced weight loss intervention. B)
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rig. 4. A-B) Impact of EGFR and ERBB2 gene knockdown on expression of adipogenic (ADIPOQ, DGAT1, FABP4, FASN) genes in humans subcutaneous preadipocytes

during adipocyte differentiation (A) and in fully differentiated subcutaneous adipocytes (B). *p < 0.05, * *p < 0.01 and * **p < 0.001 compared to siRNA_C. Black bars
indicate siRNA_C, dark grey bars siRNA_ERBB2 and light grey bars siRNA_EGFR.

detected in human adipose tissue, preadipocytes or fully differentiated
adipocytes. These data suggest that NRG2 might play a possible role in
human adipocyte differentiation.

3.11. The impact of NRG2 gene overexpression on human adipocyte
differentiation

To study the possible role of NRG2 induction in adipocyte

differentiation, the impact of NRG2 gene overexpression was evaluated
at different stages of human adipocyte differentiation, including early
stage (from day 0-7), late stage (from day 7-14) and during all the
process (day 0-14). NRG2 gene overexpression at day 0 slightly
decreased expression of some adipogenic genes at day 7 (including
PPARG and FASN genes; Figure S3A-B) and day 14 (including ADIPOQ,
SLC2A4, PPARG, DGAT1 and FASN genes; Figure S3C-D), without
resulting in significant differences in lipid droplet counts (Figure S3E
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and Figure S4). However, the induction of NRG2 gene overexpression at
day 7 resulted in increased markers of adipocyte differentiation,
including expression of relevant adipogenic genes (CEBPA and FABP4),
and increased number of lipid droplets (Fig. 6A-C and Figure S5) at the
end of adipocyte differentiation process. However, while transfected
cells displayed a very high increase in NRG2Z mRNA levels, the
improvement in adipogenesis was rather more restrained, leading us to
question whether NRG2 mRNA was properly translated to protein.

In HEK293 cell line, we confirmed the very significant increase in
NRG2 mRNA levels in transfected cells, whereas only slightly increased
intracellular NRG2 protein, indicating that the increased NRG2 mRNA
levels were not proportional to intracellular NRG2 protein levels
(Figure S6).

4. Disgussion

Current study provides several evidences supporting an important
role for EGFR in human adipogenesis:

i) In two independent cohorts, human adipose tissue EGFR gene
expression was significantly correlated with expression of adi-
pogenic genes in both SAT and VAT.

ii) In adipose tissue cell fraction, EGFR gene expression was signif-
icantly increased in adipocytes compared to SVF.

iii) In human subcutaneous and visceral preadipocytes, EGFR gene
expression increased during first stage of adipocyte differentia-
tion, achieving maximal levels at the end of the process.

iv) In human subcutaneous preadipocytes, EGFR gene knockdown
resulted in decreased expression of adipogenic (ADIPOQ, DGAT1,
FABP4 and FASN) genes during adipocyte differentiation.

v) In fully differentiated human subcutaneous adipocytes, EGFR
gene knockdown also resulted in decreased expression of adipo-
genic genes.

In line with these findings, a previous study in 32 women with
different degrees of obesity and insulin resistance reported that subcu-
taneous adipose tissue EGFR protein levels were positively correlated
with expression of some adipogenic genes, and that pharmacological
inhibition of EGFR reduced expression of adipogenic genes in human
preadipocytes after adipocyte differentiation induction [5]. Similar to
this study [5], SAT EGFR gene expression was negatively correlate with
insulin resistance (HOMArR). Taking into account the importance of
adipose tissue function on insulin sensitivity [2-4], current data led us to
suggest that adipose tissue EGFR might a useful therapeutic target to
improve insulin resistance through the enhancing of adipose tissue
adipogenesis. It is important to note that impaired adipogenesis led to
decreased adiponectin production (an adipokine with insulin-sensitizing
effects [21]), reduced cellular capacity to store excess energy by
decreasing the rates of fatty acid uptake and esterification [22], and
enhanced adipose tissue inflammation [23]. All these changes conse-
quently promote an insulin resistance phenotype [24].

Another important finding of current study was the association be-
tween ERBB2 mRNA and obesity. This association has been shown in
two independent cross-sectional cohorts and longitudinally after bar-
iatric surgery-induced weight loss. Consistent with these findings, pre-
vious studies reported increased serum HER2 levels, which were the
soluble form of ERBB2 protein, in human obesity and insulin resistance
[25,26]. Since serum HER2 levels reflects tumor ERBB2 overexpression
in oncology patients [27], current data led us to postulate that the as-
sociation between serum HER2 and obesity might come from increased
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rig. 6. A-D) Impact of day 7-induced NRG2 gene overexpression on NRG2 (A), adipogenic (ADIPOQ, CEBPA, FABP4, SLC2A4, PPARG, DGAT1, FASN) (B), EGFR and
ERBB2 (C) gene expression, and on lipid droplet counts (D) at day 14. *p < 0.05 and * **p < 0.001 compared to control.

ERBB2 expression in adipose tissue. Adipose tissue ERBB2 was also
positively correlated with fasting glucose, and negatively with lipogenic
genes, but most of these correlations were lost after adjusting by age and
BMI. In fact, ERBB2 gene knockdown did not impact on adipogenic
genes (except for DGAT1) during human adipocyte differentiation, but
in fully differentiated adipocytes it led to decreased mRNA levels of the
major lipogenic enzyme fatty acid synthase (FASN). These data indicate
that ERBB2 might support de novo lipogenesis in differentiated adipo-
cytes, but it was not required for an optimal differentiation of adipo-
cytes, as previously reported [5]. Strengthening these findings, previous
studies demonstrated the bidirectional relationship between ERBB2 and
lipogenesis in cancer cells [28], showing that the pharmacological or
genetic inhibition of this receptor reduced FASN expression, and that the
specific inhibition of FASN attenuated ERBB2 signaling [28-31]. How-
ever, it is important to note that the total depletion of Erbb2 gene in
mouse primary preadipocytes blunted adipocyte differentiation, indi-
cating that at least a minimal level of ErbB2 might be required to sustain
adipose tissue adipogenesis and expansion.

Otherwise, even though ERBB3 and ERBB4 gene expression were
associated with expression of some adipogenic and inflammatory genes, the
loss of most of these associations after adjusting for age and BMI, the
disparity between cohorts and the very low mRNA levels detected sug-
gest that these receptors are of little relevance in adipose tissue physi-
ology. In fact, Erbb4 depletion un mouse primary preadipocytes did not
impact on adipogenic gene expression (current study). In line with this,
previous studies also reported very low ERBB3 and ERBB4 mRNA levels
in 3T3-L1 cells [6] and human adipose tissue [5]. The different associ-
ations observed in VAT from cohort 1 between expression of ERBB4 and
IL6/IL8 (negative) and between ERBB4 and TNF (positive) might be
explained by their covariance with other metabolic factors. Interest-
ingly, while the association between VAT ERBB4 and TNF gene
expression was no longer significant after adjusting by age and BMI, the
negative correlation between VAT ERBB4 and ILé/IL8 expression
remained statistically significant. Supporting these associations, ErbB4
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deletion in mice resulted in increased adipose tissue inflammation [18],
while the expression of NRG4, a specific ligand for ERBB4, was nega-
tively correlated with IL6 and IL8 gene expression in VAT [16], and Nrg4
gene knockdown in 3T3-L1 adipocytes also enhanced the expression of
proinflammatory cytokines [32].

In addition, exploring neuregulins as some putative endogenous
EGFR ligands in adipose tissue that promote adipogenic pathway, we
found that NRG2 might be an optimal candidate. Compared to other
detected neuregulins in adipose tissue (NRG1 and NRG4), increased
NRG2 mRNA levels were found. SAT and VAT NRG2 mRNA levels were
positively correlated with adipogenic genes and increased during
adipocyte differentiation, whereas NRG1 (current study) and NRG4 [16]
negatively correlated with adipogenesis. To the best of our knowledge
this is the first study reporting NRG2 expression in adipose tissue and its
association with adipogenesis. The overexpression of NRG2 gene in the
late stage of adipocyte differentiation (but not in preadipocytes) slightly
increased expression of some adipogenesis-related genes, CEBPA and
FABP4, and the number of intracellular lipid droplets, supporting a
possible role of NRG2 on the maintenance of adipogenesis, but not in the
induction of adipocyte differentiation.

Taken together, this study demonstrates the importance of EGFR and
ERBB2 in human adipose tissue physiology, showing the association
between adipose tissue ERBB2 and obesity, confirming the adipogenic
role of EGFR and suggesting neuregulin 2 as a possible endogenous
EGFR ligand with a hypothetical role in human adipogenesis.
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Han sido muchos los estudios realizados con la gran familia de neuregulinas desde su
descubrimiento en 1990. Varios estudios han senalado a las neurregulinas como una importante
familia de ligandos que regulan diversos aspectos del metabolismo de la glucosa, lipidos y el balance
energético. En las células del musculo esquelético, la administracion de neurregulina recombinante
estimulo la captacion de glucosa en las células musculares’3 en un mecanismo alternativo
independiente de la insulina, activando las vias PI3K, PDK1 y PKCzeta'?y promovid la glucosa y
oxidacién de palmitato, potenciando la capacidad oxidativa mitocondrial’3”. En el higado, la
neuregulina 1 (Nrg1) y la neuregulina 4 (Nrg4) redujeron la gluconeogénesis y la lipogénesis y
aumentaron la oxidacion de acidos grasos, mejorando la sensibilidad sistémica a la insulina y la
tolerancia a la glucosa 132,145,146,147,172_ De hecho, la via de sefalizacion Nrg4/ErbB4 protege a los
hepatocitos de la muerte celular inducida por estrés, evitando la progresion de esteatosis a
esteatohepatitis'?. En células de cancer de mama humano, la union de NRG1 a ERBB4 activa SREBP-
2 y condujo a una mayor expresion de genes relacionados con la biosintesis de colesterol y la
captacion de LDL'73.Un estudio reciente demostro que la eliminacion de ErbB4 acelerd el desarrollo
de obesidad, dislipidemia, esteatosis hepatica, hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina después de 24 semanas con una dieta baja en grasas'¢2. Nrg4, un ligando especifico para
ErbB4 involucrado en el crecimiento de neuritas, la administracion en adipocitos 3T3-L1 inhibio la
lipogénesis e indujo el pardeamiento y la captacion de glucosa, pero no ejercié ningin efecto sobre la
adipogénesis y la lipdlisis'é2, De hecho, Nrg4 ha sido propuesto como un marcador de la actividad
del tejido adiposo marron (BAT) en ratones, siendo altamente expresado en la actividad BAT
inducida por frioy el pardeamiento del tejido adiposo blanco (WAT)132,152
Los experimentos in vitro mostraron que NRG4 derivado de adipocitos marrones podria promover
el crecimiento de neuritas en el tejido adiposo, aumentando la inervacion simpatica, mejorando la
actividad de BAT y el oscurecimiento de WAT52, Sin embargo, Wang et al. (2014)'32 informaron que
a pesar de la abundante expresion de Nrg4 en BAT, parece prescindible para la respuesta de
hipotermia inducida por frio, siendo UCP1 y DIO2 inducidos en un grado similar por la exposicion
al frio en ratones WT y NRG4KO. Estos hallazgos indicaron que Nrg4 no participd directamente en
la termogénesis de BAT.

La obesidad inducida por la dieta condujo a una disminucion significativa de la expresion del gen
Nrg4 en WAT pero no en BAT132.146,172 en ratones. Un estudio reciente también mostro que la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) inducida por la dieta resultd en una reduccion significativa
de Nrg4 tanto en BAT como en WAT170
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Estos estudios sugirieron que el Nrg4 derivado del tejido adiposo podria ejercer efectos positivos
sobre los trastornos metabolicos asociados a la obesidad 132,146,170,172. mejorando la tolerancia a la
glucosa, sensibilidad a la insulina y atenuando la inflamacion del tejido adiposo y del
higad0132,146,198,170,172

En humanos, sdlo un estudio ha investigado los niveles de ARNm de NRG4 en el tejido adiposo en
asociacion con la masa de grasa corporal, el contenido de lipidos en el higado y la tolerancia a la
glucosa’3?, pero ningun estudio previo ha investigado la relacion entre NRG4 y los marcadores del
oscurecimiento del tejido adiposo humano. La modulacion de la actividad del tejido adiposo marrén
y el oscurecimiento del tejido adiposo blanco se ha propuesto como una estrategia terapéutica
prometedora en el tratamiento de los trastornos metabdlicos asociados a la obesidad!07.174,175,176con la

intencion de mejorar la sensibilidad a la insulina'76.177y la esteatosis hepatica 178 entre otros.

Ante todos estos resultados obtenidos in vitro y la escasa infomacion obtenida hasta el momento en
muestras humanas, nos hemos propuesto estudiar el rol de neuregulinas en la fisiologia del tejido

adiposo humano asociado con la obesidad aportando conocimiento sobre:

1. La relacion potencial entre el tejido adiposo humano NRG4 y marcadores browning

2. Rol de NRG4 en tejido adiposo de pacientes con diferentes grados de obesidad y la
sensibilidad a la insulina y su Valor clinico como biomarcadores de diagnostico / prondstico en
enfermedades metabdlicas

4, Efectos biologicos de NRG1 y NRG4 en hepatocitos humanos

5. Expresion y senalizacion de las diferentes neuregulinas 1, 2 y 3 y sus correlaciones con la
expresion de los receptores ErbB en tejido adiposo subcutaneo y visceral humano con diferentes
grados de obesidad y resistencia a la insulina.

b. Impacto de la eliminacién de genes inducida por siRNA en EGFR y ErbB2 en
preadipocitos y adipocitos humanos, asi como los efectos causados por la sobreexpresion de

neurregulina 2 (NRG2).
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Nuestro primer objetivo ha sido evaluar el impacto de la expresion de NRG4 en tejido adiposo
humano con diferentes grados de obesidad y de sensibilidad a la insulina y estudiar la relacion
potencial con otros marcadores de adipocitos marrones/beige implicados en la actividad del TAM y
pardeamiento del TAB.

Para ello, hemos estudiado el ARNm de NRG4 y marcadores de browning en adipocitos de grasa
visceral (VAT) y en grasa subcutanea (SAT) humana, asi como la asociacion de NRG4 con la actividad
insulinica en tejido adiposo de pacientes con diferentes grados de obesidad y sensibilidad a la insulina
recogidas en 2 estudios transversales previos durante procedimientos quirdrgicos electivos
(colecistectomia, cirugia de hernia abdominal y cirugia de bypass gastrico).

En la cohorte 1, se incluyeron 331 participantes con peso corporal normal y diferentes grados de
obesidad, con indice de masa corporal (IMC) dentro de 20 y 68 kg/m2. Se obtuvo 155 muestras de
tejido adiposo visceral (VAT) y 176 muestras de tejido adiposo subcutaneo (SAT)

En la cohorte 2 se incluyeron 59 pacientes obesos (IMC > 35 kg/m2) con diferentes grados de accion
de la insulina [medida con pinza hiperinsulinémica-euglucémica'”®. Se obtuvo 34 muestras de tejido
adiposo visceral (VAT) y 25 muestras de tejido adiposo subcutaneo (SAT)

Los resultados obtenidos muestran una relacion significativa entre la expresion génica de NRG4 y
TMEM26 (descrito como marcador especifico de browning!07.180,181) en tejido adiposo humano.
Curiosamente, esta asociacion se encontro tanto en el VAT como en el SAT y se validé en una segunda
cohorte independiente. También encontramos asociaciones positivas entre NRG4 y marcadores de
actividad termogénica (caracteristica de los adipocitos tanto marrones como beige) como la expresion
de los genes UCP1 y UCP3. Ademas, la expresion del gen VAT NRG4 se correlaciono negativamente
con la expresion de genes relacionados con lipogénicos/adipogénicos (FASN y PPARG) e
inflamatorios (IL6 e IL8), incluso después de controlar el IMC.

Dado que los adipocitos beige tienen menor capacidad lipogénica en comparacion con los adipocitos
blancos'82183, y el browning del tejido adiposo esta protegido contra la inflamacion del tejido adiposo
visceral84185  |a asociacion negativa entre NRG4 y genes adipogénicos/inflamatorios reforzé a NRG4
como marcador de adipocitos beige. De hecho, estas correlaciones solo se observaron en las muestras
con mayor correlacion entre NRG4 y TMEM26 (r = 0,77, p < 0,0001).

Sin embargo, las correlaciones entre VAT NRG4 y UCP1, UCP3, lipogénico/adipogénico y la
expresion génica relacionada con la inflamacion no se replicé en los participantes con obesidad
morbida (cohorte 2). Se requieren mas estudios en tejido adiposo humano para validar estas

correlaciones.
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Tanto en la cohorte 1 como en la 2, de manera similar a los genes relacionados con los adipocitos beige
(TMEM26), la expresion del gen NRG4 se expreso significativamente mas en VAT, mientras que,
como se esperaba, los genes relacionados con adipocitos se expresaron mas en SAT183,186,187 A
diferencia de los ratones, se ha observado un aumento del patron de expresion del gen de
pardeamiento en VAT humano en comparacion con SAT83. Curiosamente, la expresion génica de
NRG4 y TMEM26 se enriquecio en SVF de VAT en comparacion con SVF de SAT o adipocitos de VAT
0 SAT. Este hallazgo apunta a una poblacion especifica de células precursoras de color beige en VAT,
caracterizadas por una mayor expresion de los genes NRG4 y TMEM26, y podria explicar el aumento
de la expresion de genes relacionados con el color beige/pardeamiento observados en este depdsito
de grasa datos actuales y Zuriaga et al., 201718, Reforzando esta idea, estudios previos demostraron
que la expresion del gen TMEM26 también aumento en SVF y disminuyd en las Gltimas etapas de la
diferenciacion de los adipocitos beige, e indicaron su abundancia en los precursores de los adipocitos
beige18s,189,

En conjunto, estos hallazgos indicaron que NRG4 es un marcador adicional de adipocitos beige en
tejido adiposo humano y sugirien un posible papel de este factor en el desarrollo de adipocitos beige
en depositos de grasa humana. Apoyando esta hipdtesis, Rosell et al. (2014) sugirieron que NRG4
podria promover el crecimiento de neuritas en el tejido adiposo, aumentando la inervacion simpatica
y, en consecuencia, mejorando el pardeamiento de WAT. Con respecto al posible papel de NRG4 en
la actividad termogénica, Wang et al. (2014) demostraron en ratones deficientes en Nrg4, que ésta no
participaba directamente en la termogénesis de BAT, pero Ma et al. (2016) demostraron que la
sobreexpresion de Nrg4 mejor6 la actividad de BAT con un aumento de 1-C en la temperatura
corporal, y la expresion del gen termogénico BAT y WAT.

Estos estudios apoyaron la idea de un posible papel de NRG4 en el pardeamiento del tejido adiposo
humano, pero con datos contradictorios en relacion a su actividad termogénica. Se requieren mas
estudios funcionales en tejido adiposo humano para confirmar el posible papel de NRG4 en este
proceso.

Otro hallazgo interesante del estudio actual fue la asociacion positiva entre la expresion del gen SAT
NRG4 y la sensibilidad a la insulina tanto en la cohorte 1 como en la cohorte 2, evaluada por dos
métodos diferentes (HOMAIR en la cohorte 1 CLAMP en la cohorte 2). En un estudio anterior en
humanos, SAT y VAT NRG4 se redujeron significativamente en pacientes con intolerancia a la

glucosa (IGT) y T2D32 pero este estudio no evaluo la sensibilidad a la insulina.
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Aun asi, no se encontraron diferencias significativas en relacion con IGT o T2D, probablemente
debido al nimero relativamente bajo de muestras de tejido adiposo en comparacion con el estudio
anterior (n = 642)132

De acuerdo con estos hallazgos, los estudios en ratones demostraron que la sobreexpresion de Nrg4
en el higado y el tejido adiposo mejord la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa y
previno la hiperinsulinemia inducida por HFD'72, Cabe destacar dos estudios recientes'#7.159en que se
demostroé que la administracion de neurregulina recombinante mejoro6 la tolerancia a la glucosa en
ratas de control y diabéticas al mejorar la utilizacion de glucosa hepatica'> y sensibilidad a la insulina
en ratones alimentados con alto contenido de grasas'’.

Por otro lado, contrariamente a estudios previos que demostraron que SAT NRG4 se correlaciono
negativamente con la masa grasa corporal’32, en el presente estudio no se encontré una asociacion
significativa entre SAT NRG4 y el IMC. En la cohorte 1, la expresion del gen VAT NRG4 aumentd en
los participantes obesos en comparacion con los no obesos, y se correlacion6 positivamente con el
IMC, pero en la cohorte 2, la expresion del gen VAT NRG4 no se correlaciono con el IMC.

Es de destacar que se observaron valores similares en la expresion del gen NRG4 comparando
participantes obesos de la cohorte 1 frente a los de la cohorte 2. Sorprendentemente, los efectos
positivos de la reduccion de la masa grasa corporal inducida por la dieta no se asociaron con la
expresion de genes relacionados con el marron/beige?%. Sin embargo, seran necesarios estudios
adicionales para aclarar la relacion entre el tejido adiposo humano NRG4 y la obesidad.

Una limitacion significativa del estudio actual fue la ausencia de analisis de proteinas VAT o SAT
NRG4 debido a la escasa disponibilidad de lisados de tejido adiposo para proteinas en las mismas
muestras de tejido utilizadas para el analisis de ARN. De manera similar, el analisis de la proteina
NRG4 no se evalud en estudios relevantes recientes que demostraron la importancia de NRG4 en el
tejido adiposo132.146,170,171,191

Por lo tanto, se deben realizar estudios adicionales para investigar si la proteina NRG4 sigue el mismo
patron de expresion de ARNm en el tejido adiposo humano. Curiosamente y de acuerdo con los
hallazgos actuales, se ha reportado mas recientemente un aumento de la liberacion de proteina y
ARNm de NRG4 en la adipogénesis beige humana de células madre mesenquimales'??, lo que indica
que la expresion del gen NRG4 se correlaciond con los niveles de proteina NRG4 y apoya la

participacion de NRG4 en la diferenciacion de adipocitos beige.
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Sin embargo, es importante tener en cuenta que la expresion de NRG4 y marcadores de tejido adiposo
marron/beige (UCP1, UCP3 y TMEM26) fue extremadamente baja, lo que sugiere que el

oscurecimiento del tejido adiposo blanco en humanos puede tener menos relevancia que en ratones.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que muestra una relacion significativa entre la
expresion de NRG4 y TMEM26 en tejido adiposo humano y como conclusion final podemos afirmar
que todas estas observaciones sugieren la expresion del gen NRG4 como un nuevo marcador de
browning en el tejido adiposo humano.

Tras estos resultados, el siguiente objetivo fue investigar la relacion entre la NRG4 circulante
y las alteraciones metabdlicas asociadas con la obesidad en sujetos no diabéticos con una amplia
gamma de adiposidad.
Los resultados obtenidos indicaron que la NRG4 sérica se asocid positivamente con la resistencia a la
insulina y la PCRhs (un marcador de inflamaciéon cronica de bajo nivel), pero no con lipidos
plasmaticos (HDL, LDL-colesterol y triglicéridos en ayunas) o marcadores de dano hepatico (AST,
ALT, GGT) en sujetos sin diabetes tipo 2. El analisis de regresion lineal multivariante mostré que la
sensibilidad a la insulina contribuyé al IMC, la edad, el sexo y la PCR ajustada en un 7,2 % de la
varianza en el NRG4 sérico, por lo que la relacion de NRG4 con la resistencia a la insulina siguio
siendo significativa después de controlarla por estos factores. En linea con estos resultados, se ha
encontrado niveles séricos de NRG4 aumentados en enfermedades asociadas a la resistencia a la
insulina, como la diabetes tipo 2 146,164167,168,193 y el sindrome de ovario poliquistico’9419.
Contrariamente, esta asociacion resultd negativa en trastornos metabolicos asociados con la obesidad,
como la enfermedad del higado graso no alcoholico'60.165.198 y en un estudio reciente se ha descrito
también niveles bajos de NRG4 en pacientes con diabetes tipo 2 en asociacion con microalbuminuria
197 sugiriendo que NRG4 puede ser un marcador de disfuncion microvascular en pacientes con
diabetes mellitus. Se ha descrito niveles elevados de NRG4 en situaciones de tolerancia a la glucosa
alterada o diabetes temprana?35142,143,197,198  pero niveles de NRG4 disminuidos en aquellos pacientes
con diabetes avanzada (como refleja el aumento de la microalbuminuria), lo que nos llevo a especular
que los niveles de NRG4 podria depender de la evolucion y etapa de desarrollo de la diabetes.
Teniendo en cuenta la importancia de NRG4 en la captacion de glucosa inducida por insulina'eo,
podria sugerirse un posible papel compensatorio de NRG4 en el mantenimiento de la accion de la

insulina y el metabolismo de la glucosa en situaciones
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de diabetes temprana. Sin embargo, se deben realizar estudios de intervencion adicionales para

aclarar la relevancia del aumento de NRG4 en suero en la diabetes temprana.

Los hallazgos controvertidos de estudios previos?65.167,168,169 junto con las observaciones actuales
sugieren que NRG4 no ejerce en humanos los efectos beneficiosos demostrados previamente en
ratones?3z 146,

Para evaluar mas a fondo los posibles mecanismos involucrados, se realizaron experimentos in vitro
en la linea celular HepG2 tratada con palmitato para estudiar el impacto/efecto de tratamiento con
NRG1 y NRG4. Estos experimentos revelaron que, después de 24 horas de administracion de
palmitato, el NRG4 humano recombinante no alteré la expresion génica relacionada con el
metabolismo de los lipidos

En contraste con hallazgos previos en ratones'32 146,161 NRG4 impactd negativamente en el
catabolismo de los hepatocitos, atenuando la expresion de genes relacionados con la gluconeogénesis
y la biogénesis mitocondrial y disminuyendo ligeramente la respiracion mitocondrial.

Es de destacar que estos efectos fueron alin mas pronunciados después de la administracion de NRG1
recombinante humano, lo que indica que tanto NRG4 como NRG1 tienen un impacto negativo en la
gluconeogénesis y la respiracion mitocondrial en hepatocitos humanos expuestos a palmitato.

En base a estos resultados, sugerimos que los niveles plasmaticos mas altos sostenidos de NRG4,
observados en pacientes resistentes a la insulina, pueden tener efectos nocivos sobre la funcion
metabolica y mitocondrial en los hepatocitos. Se ha discutido sobre la utilizacion de los tratamientos
con NRG4/NRG1, péptidos con poca vida media y sobre la determinacion de las dosis utilizadas de
NRG4. Para la funcionalidad de la dosis y el periodo de incubacion de los tratamientos, nos hemos
basado en la validacion de estudios previos. Otro aspecto dicutido ha sido sobre la experimentacion
con NRG1. Hemos querido realizar este tratamiento para estudiar si el efecto de NRG4 en células
HepG2 era especifico o similar a otras neuregulinas

De acuerdo con estos hallazgos, estudios previos en ratones demostraron que la administracion de
NRG1 recombinante atenud la gluconeogénesis hepatica'47.200, Los efectos negativos de NRG1 y
NRG4 sobre la biogénesis mitocondrial y la respiracion y la ausencia de impacto sobre la expresion
de genes relacionados con el metabolismo de los lipidos sugieren que las NRG no impidieron la

acumulacion de lipidos en los hepatocitos humanos como se observé en ratones?32,146,161,163,201
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Sin embargo, es importante tener en cuenta que, en comparacion con los hepatocitos primarios, las
células HepG2 mostraron una expresion y activacion alteradas de EGFR (receptores de NRG) y una
via glucolitica mejorada. Para superar estas limitaciones experimentales, se deberia replicar este
experimento en en hepatocitos primarios humanos.

El impacto beneficioso de NRG4 en el metabolismo observado en ratones podria explicarse por sus
efectos directos de NRG4 en el tejido adiposo, el aumento de la inervacién simpatica y la mejora de
la actividad de BAT y el oscurecimiento de WAT 152,202 pero no en el metabolismo hepatico.

De hecho, mientras que en ratones la activacion de BAT y el pardeamiento de WAT mejoran la
sensibilidad a la insulina, la esteatosis hepatica y la tolerancia a la glucosa en condiciones de obesidad
203,204 e| impacto del pardeamiento WAT sobre la obesidad o la resistencia a la insulina en humanos
es menos relevante 190,202

Concluimos tras estos estudios que NRG4 se asocia negativamente con la sensibilidad a la insulina
en humanos posiblemente a través del deterioro de la funcion mitocondrial, al menos en hepatocitos
hepG2

Estos hallazgos son contrarios a estudios previos donde se destaca los mdltiples beneficios
metabdlicos de NRG4 en humanos y modelos de ratones con obesidad, diabetes y NAFDL.

Una de las oportunidades de este trabajo ha sido investigar por primera vez, el papel de NRG4
circulante en asociacion con la accidn de la insulina en humanos y explorar los posibles mecanismos.
Una de las debilidades del estudio ha sido la utilizacion de este tipo celular de hepatocitos (HepG2).
Esta bien documentado que existe sobreexpresion del receptor ErbB2 en células de carcinoma
hepatocelular y existen varios estudios donde se demuestra que esta linea celular es mucho mas
glicolitica que en hepatocitos normales. Las células HepG2 estan restringidas a la ruta OXPHOS
mitocondrial, lo que sugiere nuevamente que no es un buen modelo para estudios funcionales/de
respiracion mitocondrial. Para superar esta limitacion, estudios adicionales de validacion tendrian
que ser realizados en cultivo de hepatocitos prirmarios de origen humano.

Dado que las neuregulinas, que incluyen 4 miembros (NRG1-NRG4), son ligandos de la familia de
receptores tirosinquinasa (ErbB), y en la busqueda de nuevos factores relevantes en la fisiologia del
tejido adiposo humano, nos planteamos investigar la expresion de los receptores ErbB vy las
neurregulinas en células subcutaneas y viscerales de tejido adiposo humano segin obesidad y
resistencia a la insulina en dos cohortes transversales y uno longitudinal, después de 2 anos de

pérdida de peso inducida por cirugia bariatrica.
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Ademas, también se probo el impacto de la eliminacion de genes inducida por siRNA en EGFR y
ErbB2 en preadipocitos y adipocitos humanos, asi como los efectos causados por la sobreexpresion
de neurregulina 2 (NRG2). Por lo que sabemos hasta ahora, no se ha examinado el papel de NRG2 y
sus correlaciones con los receptores ERBB a nivel de expresion en tejido adiposo humano.

Para ello, se recogieron muestras de tejido adiposo visceral y subcutaneo en 3 cohortes de pacientes
con diferentes grados de obedidad (dos transversales (N=150, N=87) y uno longitudinal (n = 25)) y
se realizaron experimentos de eliminacion y sobreexpresion de genes in vitro.

Los resultados obtenidos proporcionan varias evidencias que respaldan un papel importante para

EGFR en la adipogénesis humana:

1. Laexpression de EGFR en SAT esta correlacionada negativamente con resistencia a la insulina
y Hb1Ac

2. Laexpresion de EGFR en tejido adiposo esta asociado a la adipogénesis independientemente
de la obesidad. En dos cohortes independientes, la expresion del gen EGFR en tejido adiposo
humano se correlacioné significativamente con la expresion de genes adipogénicos tanto en
SAT como en VAT.

3. En la fraccion de células de tejido adiposo, la expresion del gen EGFR aumento
significativamente en los adipocitos en comparacion con SVF.

4, En preadipocitos subcutaneos y viscerales humanos, la expresion del gen EGFR aument6
durante la primera etapa de diferenciacion de los adipocitos, alcanzando niveles maximos al
final del proceso.

5. En los preadipocitos subcutaneos humanos, la eliminacion del gen EGFR result6 en una
disminucion de la expresion de los genes adipogénicos (ADIPOQ, DGAT1, FABP4 y FASN)
durante la diferenciacion de los adipocitos.

6. En adipocitos subcutaneos humanos completamente diferenciados, la eliminacion del gen

EGFR, también resulté en una disminucion de la expresion de genes adipogénicos

De acuerdo con estos hallazgos, un estudio previo en 32 mujeres con diferentes grados de obesidad
y resistencia a la insulina informd que los niveles de proteina EGFR en tejido adiposo subcutaneo se
correlacionaron positivamente con la expresion de algunos genes adipogénicos y que la inhibicion
farmacologica de EGFR redujo la expresion de genes adipogénicos en preadipocitos humanos

después de la induccion de la diferenciacion de adipocitos 205.
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Similar a nuestro estudio, la expresion del gen SAT EGFR se correlaciond negativamente con la
resistencia a la insulina (HOMAIR)205, Teniendo en cuenta la importancia de la funcion del tejido
adiposo en la sensibilidad a la insulina206,207,208 |os datos actuales nos llevaron a sugerir que la
activacion de EGFR del tejido adiposo podria ser un objetivo terapéutico (til para mejorar la
resistencia a la insulina mediante la mejora de la adipogénesis del tejido adiposo. Es importante
destacar que una disfuncion en adipogenesis conlleva un descenso en la produccion de adiponectina
(adipoquina con efecto sensibilizante a la insulina2® disminuye la capacidad para almacenar el exceso
de energia al disminuir la captacion y esterificacion de acidos grasos?!0y produce inflamacion del

tejido adiposo?'l. Todos estos cambios promocionan el fenotipo de resistencia a insulina2'2

Otro hallazgo importante del estudio actual fue la asociacidon entre el ARNm de ERBB2 y la obesidad.
Esta asociacion se ha demostrado en dos cohortes transversales independientes y longitudinales
después de la pérdida de peso inducida por cirugia bariatrica. De acuerdo con estos hallazgos,
estudios previos informaron un aumento de los niveles séricos de HER2213.214, Dado que los niveles
séricos de HER2 reflejan la sobreexpresion de ERBB2 tumoral en pacientes oncoldgicos?!5, los datos
actuales nos llevaron a postular que la asociacion entre el HER2 sérico y la obesidad podria provenir
de una mayor expresion de ERBB2 en el tejido adiposo.

El ERBB2 del tejido adiposo también se correlaciono positivamente con la glucosa en ayunas y
negativamente con los genes lipogénicos, pero la mayoria de estas correlaciones se perdieron después
de ajustar por edad e IMC. De hecho, la eliminacion del gen ERBB2 no tuvo impacto en los genes
adipogénicos (excepto DGAT1) durante la diferenciacion de los adipocitos humanos, pero en los
adipocitos completamente diferenciados condujo a una disminucion de los niveles de ARNm de la
principal enzima lipogénica, la acido graso sintasa (FASN). Estos datos indican que ERBB2 podria
respaldar la lipogénesis de novo en adipocitos diferenciados, pero no fue necesario para una
diferenciacion dptima de adipocitos, como se informé anteriormente 205,

Reforzando estos hallazgos, estudios previos demostraron la relacion bidireccional entre ERBB2 y la
lipogénesis en células cancerosas?'6 mostrando que la inhibicion farmacoldgica o genética de éste
receptor redujo la expresion de FASN y que la inhibicion especifica de FASN reduce la sefalizacion
de ERBB2216,217218,219_ Sin embargo, es importante tener en cuenta que el silenciamiento total del gen
Erbb2 en los preadipocitos primarios de raton frend la diferenciacion de los adipocitos, lo que indica
que al menos un nivel minimo de ErbB2 podria ser necesario para sostener la adipogénesis y

expansion del tejido adiposo.
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Por lo demas, aunque la expresion de los genes ERBB3 y ERBB4 se asocio con la expresion de algunos
genes adipogénicos e inflamatorios, la pérdida de la mayoria de estas asociaciones después de ajustar
por edad e IMC, la disparidad entre cohortes y los niveles muy bajos de ARNm detectados sugieren
que estos receptores son de poca relevancia en la fisiologia del tejido adiposo.

De hecho, observamos en nuestro estudio que el silenciamiento de Erbb4 en preadipocitos primarios
de raton no tuvo impacto en la expresion de genes adipogénicos. De acuerdo con esto, estudios
previos también informaron niveles muy bajos de ARNm de ERBB3 y ERBB4 en células 3T3-L1221y en

tejido adiposo humano205,

Las diferentes asociaciones observadas en VAT de la cohorte 1 entre la expresion de ERBB4 e IL6/1L8
(negativa) y entre ERBB4 y TNF (positiva) podrian explicarse por su covarianza con otros factores
metabdlicos. Curiosamente, aunque la asociacion entre VAT ERBB4 y la expresion génica de TNF ya
no fue significativa después de ajustar por edad e IMC, la correlacion negativa entre VAT ERBB4 y la
expresion de IL6/1L8 siguid siendo estadisticamente significativa. Apoyando estas asociaciones, la
eliminacion de ErbB4 en ratones resultdé en un aumento de la inflamacion del tejido adiposo?22
mientras que la expresion de NRG4, un ligando especifico para ERBB4, se correlacioné negativamente
con la expresion de los genes IL6 e IL8 en VAT223y la caida del gen Nrg4 en Los adipocitos 3T3-L1
también mejoraron la expresion de citocinas proinflamatorias220.

Ademas, al explorar las neurregulinas como algunos ligandos EGFR enddgenos en el tejido adiposo
que promueven la via adipogénica, encontramos que NRG2 podria ser un candidato 6ptimo. En
comparacion con otras neurregulinas detectadas en tejido adiposo (NRG1 y NRG4), se encontraron
niveles elevados de ARNm de NRG2.

Los niveles de ARNm de SAT y VAT NRG2 se correlacionaron positivamente con los genes
adipogénicos y aumentaron durante la diferenciacion de los adipocitos, mientras que NRG1 (estudio
actual) y NRG4223 se correlacionaron negativamente con la adipogénesis. Hasta donde sabemos, este
es el primer estudio que informa la expresion de NRG2 en tejido adiposo y su asociacion con la
adipogénesis. La sobreexpresion del gen NRG2 en la etapa tardia de la diferenciacion de los
adipocitos (pero no en los preadipocitos) aumento ligeramente la expresion de algunos genes
relacionados con la adipogénesis, CEBPA y FABP4, y el nimero de gotas de lipidos intracelulares, lo
que respalda un posible papel de NRG2 en el mantenimiento de adipogénesis, pero no en la induccion

de la diferenciacion de adipocitos.
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Tomados en conjunto, este estudio demuestra la importancia de EGFR y ERBB2 en la fisiologia del
tejido adiposo humano, mostrando la asociacion entre el tejido adiposo ERBB2 y la obesidad,
confirmando el papel adipogénico de EGFR y sugiriendo la neurregulina 2 como un posible ligando

EGFR enddgeno con un papel hipotético en la adipogénesis humana.

Los hallazgos de estos estudios nos permiten proponer, por primera vez en humanos, funciones
relevantes de las diferentes neuregulinas en la fisiologia del tejido adiposo asociado en el contexto
de la obesidad. Por ejemplo, hemos descrito que la NRG4 podria estar involucrada en el desarrollo
de adipocitos beige en depositos de grasa humana, proponiendola como marcador browning en
tejido adiposo humano, y que la activacion de EGFR mediante el ligando NRG2, podria participar
en la adipogénesis y mejorar la disfuncion del tejido adiposo asociada a la obesidad.

A nivel circulante, hemos confirmado por primera vez en humanos, que NRG4 esta asociada
negativamente a la sensibilidad a la insulina, probablemente por un deterioro en la funcion
mitocondrial. Esta explicacion vendria respaldada por las observaciones obtenidas de experimentos
realizados in vitro con células HepG2, en que observamos los efectos negativos de NRG1 y NRG4

sobre la biogénesis mitocondrial y la respiracion.
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1. La expresion del gen NRG4 podria ser un nuevo marcador de browning en el tejido

adiposo humano.

2. Los niveles de NRG4 en suero se correlacionan negativamente con la sensibilidad a la
insulina en humanos y la administracion de NRG4 reduce la respiracion mitocondrial en los

hepatocitos HepG2 humanos.

3. Lainduccién de EGFR y neuregulina 2 en el tejido adiposo humano podria mejorar la
disfuncion del tejido adiposo asociada a la obesidad, mientras que la inhibicién de ErbB2

podria ejercer efectos antiobesogénicos.
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