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Resum

L'adiponectina és una proteina secretada pel teixit adipds que té propietats
insulinosensibilitzants i anti-arteriosclerotiques. Diversos autors han descrit que pot ser
considerada com a nexe d'unid entre el teixit adipds, la resisténcia a la insulina i la malaltia
cardiovascular. A més a més, se sap que tant les hormones tiroidals com |'osteocalcina
(OC) de l'os i la sintasa soluble d’acids grassos (FASN soluble), juguen un paper important
en la regulacié de I'hnomeostasi energética de |'organisme.

En aquest treball s'estudiara I'adiponectina d’alt pes molecular (APM) com a
molécula clau en la interaccié entre el metabolisme energetic, I'eix tiroidal i el
metabolisme ossi en I'edat pediatrica.

Amb aquesta finalitat, s'ha dissenyat un estudi clinic descriptiu transversal en una
mostra de nens sans de 6 a 9 anys d'edat (n = 234; 113 nens i 121 nenes), provinents de la
poblacié general i reclutats en diversos centres d'atencié primaria de la provincia de I'Alt
Emporda. A tots ells se'ls va realitzar un examen clinic i antropomeétric. També es va
obtenir una mostra de sang en deju que es va utilitzar per realitzar una analitica general i
quantificar els marcadors de I'estudi, que inclouen: I'adiponectina d'APM, les hormones
tiroidals (TSH i T4), diversos marcadors ossis (entre altres, la OC total i descarboxilada), la
vitamina D i la FASN soluble. Addicionalment, es van obtenir biopsies de teixit adipds
visceral de 6 nens sans (3 nens i 3 nenes) que es van sotmetre a una intervencié quirurgica
programada per causes externes a |'estudi. Aquest teixit adipds es va utilitzar en estudis ex
vivo per analitzar la regulacié de l'adiponectina per les hormones tiroidals.

Els resultats derivats d’aquest estudi mostren una associacid positiva de
I'adiponectina d’alt pes molecular amb la T4 lliure i la FASN soluble i negativa amb la OC

carboxilada (OCc).



Concentracions més baixes de T4, dins dels rangs fisioldogics de normalitat,
s’associen amb un perfil metabolic més desfavorable, amb una disminucié de
I'adiponectina d’APM i un increment tant de resisténcia a la insulina (HOMA-IR) com de
grassa visceral en nenes sanes. Els estudis ex vivo mostren la capacitat de les hormones
tiroidals per regular la secrecié de I'adiponectina total i d’APM.

Per altra banda, les diferents formes de carboxilacid de I'osteocalcina es
relacionen, de manera depenent del pes corporal, amb marcadors del metabolisme
energétic. Concretament, un augment del percentatge d’OC descarboxilada (OCdc), es
relaciona amb una major secrecié d’insulina (HOMA-Beta), mentre que I'augment de OCc
es relaciona negativament amb I'adiponectina d’APM.

Aixi mateix, existeix una relacié positiva entre la FASN soluble i I'adiponectina
d’APM. Aquesta relacié podria ser explicada per I'augment d’activitat AMPK que, en
resposta a I'adiponectina d’APM, estimularia la secreciéd de FASN del citosol. Finalment,
s’observa una relacié negativa entre FASN soluble i la OC total i descarboxilada, i positiva
amb marcadors de remodelacié oOssia (relacié CTX-fosfatasa alcalina). Aquestes
associacions son més importants en individus amb una concentracié baixa de vitamina D,
fet que suggereix que lI'augment de FASN soluble i d’adiponectina d’APM es puguin
relacionar amb un perfil metabolic ossi més desfavorable.

Aquests resultats aporten noves evidencies de I'important paper de I'adiponectina
d'APM com a marcador biologic de la regulacié comuna entre el teixit adipos, I’eix tiroidal i

el metabolisme ossi en edat pediatrica.



Resumen

La adiponectina es una proteina secretada por el tejido adiposo que posee
propiedades insulinosensibilizantes y anti-arterioscleréticas. Diversos autores han descrito
qgue puede ser considerada como nexo de union entre tejido adiposo, resistencia a la
insulina y enfermedad cardiovascular. Ademas, es conocido que tanto las hormonas
tiroideas como la osteocalcina (OC) del hueso vy la sintasa soluble de acidos grasos (FASN
soluble) juegan un papel importante en la regulacién de la homeostasis energética del
organismo.

En este trabajo se estudiara la adiponectina de alto peso molecular (APM) como
molécula clave en la interaccion entre el metabolismo energético, el eje tiroideo y el
metabolismo dseo en la edad pediatrica.

Para tal fin, se ha disefiado un estudio clinico descriptivo transversal en una
muestra de nifios sanos de 6 a 9 afos de edad (n=234; 113 nifios y 121 nifias),
provenientes de la poblacidn general y reclutados en diversos centros de atencion
primaria de la provincia de I’Alt Emporda. A todos ellos se les realizé un examen clinico y
antropomeétrico. Se obtuvo, ademas, una muestra de sangre en ayunas que se utilizé para
realizar una analitica general y cuantificar los marcadores de estudio, que incluyeron: la
adiponectina de APM, las hormonas tiroideas (TSH y T4), diversos marcadores dseos (entre
otros la OC total y descarboxilada), la vitamina D y la FASN soluble. Adicionalmente, se
obtuvieron biopsias de tejido adiposo visceral de 6 nifios sanos (3 nifios y 3 nifas) que se
sometieron a una intervencién quirdrgica programada por causas externas al estudio. Este
tejido adiposo se utilizé en estudios ex vivo para analizar la regulacién de la adiponectina

por las hormonas tiroideas.



Los resultados derivados de este estudio muestran una asociacion positiva de la
adiponectina de APM con la T4 libre y la FASN soluble y negativa con la OC carboxilada
(OCc).

Concentraciones mas bajas de T4, dentro del rango fisioldgico de normalidad, se
asocian a un perfil metabdlico mas desfavorable, con una disminuciéon de la adiponectina
de APM, y un incremento tanto de resistencia a la insulina (HOMA-IR) como de grasa
visceral en nifias sanas. Los estudios ex vivo muestran la capacidad de las hormonas
tiroideas para regular la secrecion de la adiponectina total y de APM.

Por otra parte, las diferentes formas de carboxilacion de la osteocalcina se
relacionan, de manera dependiente del peso corporal, con marcadores del metabolismo
energético. Concretamente, un aumento del porcentaje de OC descarboxilada (OCdc), se
relaciona con una mayor secrecién de insulina (HOMA-Beta), mientras que el aumento de
la OCc se relaciona negativamente con la adiponectina de APM.

Asimismo, existe una relacidn positiva entre la FASN soluble y la adiponectina de
APM. Esta relacidon podria ser explicada por el aumento de actividad AMPK que, en
respuesta a la adiponectina de APM, estimularia la excrecién de FASN del citosol.
Finalmente, se observa una relacion negativa entre FASN soluble y la OC total y
descarboxilada, y positiva con marcadores de remodelacidon dsea (relacion CTX-fosfatasa
alcalina). Estas asociaciones son mds importantes en individuos con concentraciones bajas
de vitamina D, hecho que sugiere que el aumento de FASN soluble y de adiponectina de
APM se pueda relacionar con un perfil metabdlico éseo desfavorable.

Estos resultados aportan nuevas evidencias del importante papel de la
adiponectina de APM como marcador bioldgico de la regulacién comun entre el tejido

adiposo, el eje tiroideo y el metabolismo éseo en la edad pediatrica.



Summary

Adiponectin is a protein secreted by adipose tissue which possesses insulin-
sensitivity and anti-atherosclerotic properties. Several authors have described that
adiponectin can be considered as a link between adipose tissue, insulin resistance and
cardiovascular disease. Moreover, it is known that thyroid hormones, osteocalcin (OC)
from the bone, and soluble fatty acid synthase (sFASN) play important roles in the
regulation of energy homeostasis.

In this work, we will study if high molecular weight (HMW) adiponectin is a key
molecule in the association between energy metabolism, thyroid axis and bone
metabolism in children.

To this end, we studied a population consisting of 234 asymptomatic Caucasian
children (113 boys and 121 girls, age 6.8 £ 0.1 yr) enrolled in a clinical descriptive cross-
sectional study of cardiovascular risk factors. These children were recruited among those
seen within a setting of preventive medicine in I’Alt Emporda. All subjects underwent an
anthropometric and clinical examination. A sample of blood was also collected in fasting
state to perform biochemical analyses to quantify the markers for the study, including:
HMW adiponectin, thyroid hormones (TSH and T4), several bone markers (including total
and undercarboxylated OC), vitamin D and sFASN. We also obtained biopsies of visceral
adipose tissue from 6 additionally healthy children (3 boys and 3 girls) for reasons
unrelated to the study. These biopsies were used ex vivo to assess the regulation of
adiponectin by thyroid hormones.

The results derived from this study show a positive association of high molecular
weight adiponectin with free T4 and soluble FASN and a negative association with

carboxylated OC (cOC).



Lower concentrations of T4, within the normal physiological range, are associated
with an unfavorable metabolic profile, with a decrease in HMW adiponectin and an
increase in both insulin resistance (HOMA-IR) and visceral fat in healthy girls. Ex vivo
studies show the ability of thyroid hormones to regulate the secretion of total and HMW
adiponectin.

Moreover, the different forms of carboxylation of osteocalcin are related with
markers of energy metabolism, with associations that are dependant on body weight.
Specifically, an increased percentage of undercarboxylated OC (ucOC) is associated with
increased insulin secretion (HOMA-Beta), while an increase in cOC is negatively correlated
with HMW adiponectin.

There is also a positive relationship between soluble FASN and HMW adiponectin.
This relationship could be explained by increased AMPK activity that, in response to HMW
adiponectin, stimulates the excretion of FASN from the cytosol. Finally, there is a negative
relationship between soluble FASN and total and undercarboxylated OC, and a positive
association with markers of bone turnover (CTX-BASP ratio). These associations are more
important in those children with lower levels of vitamin D, suggesting that an increase in
soluble FASN and HMW adiponectin may be related to an unfavorable bone metabolic
profile.

These results provide further evidence of the important role of HMW adiponectin
as a biomarker of the common regulation between adipose tissue, the thyroid axis and

bone metabolism in healthy children.



1 INTRODUCCION






1.1 La adiponectina

La adiponectina es una proteina producida principalmente por el tejido adiposo
y liberada al torrente circulatorio a elevadas concentraciones. Aproximadamente, la
concentraciéon de adiponectina (5-10ug/ml) representa un 0,01% del total de proteinas
séricas(1).

Una de las caracteristicas mas importantes de la adiponectina es que disminuye
en casos de obesidad y diabetes(2; 3). Ademas, las concentraciones circulantes de esta
hormona estan relacionadas negativamente con el tamano de los adipocitos y con el
porcentaje de masa grasa corporal(1; 3; 4). Existe también un dimorfismo sexual para
su concentracion sérica. Concretamente, las mujeres presentan unos valores mas
elevados que los hombres, debido a que el sexo femenino es mas sensible a la insulina
que el masculino(5). Actualmente, la adiponectina es una de la adipoquinas mas
estudiadas por su importante papel como nexo de unidn entre la obesidad, la

resistencia a la insulina y las enfermedades cardiovasculares (Figura 1).

tDeIgado l,Obeso
'Mujeres Hombres lLipodistrofia
l\

l Estimulos
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inflamatorios . ARIPONECTINA
insulina insulina
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Tipo 1 Tipo 2 agonistas PPARy
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cardiovasculares

Figura 1: Factores o estados patoldgicos que afectan a los niveles de adiponectina: resumen de las
diferentes condiciones o enfermedades que estan asociadas a niveles altos (flecha verde) o niveles bajos
(flecha roja) de adiponectina. (Esquema adaptado de Trujillo y Scherer 2005).



1.1.1 Estructura

La adiponectina es una proteina de 30 kDa formada por 244 aminoacidos y

codificada por tres exones del
gen ADIPOQ, localizado en el
cromosoma 3q27(1; 6; 7).

La molécula de
adiponectina presenta 4

regiones diferentes: la primera

consiste en un péptido sedal

Dominio
colageno

Secuencia Secuencia no-

N Dominio
seiial homologa

globular

114 41 107 224

Figura 2: Estructura de la adiponectina donde se observan los cuatro dominios
y el nimero de aminoacidos que componen cada dominio. (Adaptado de

Kadowaki et al 2005)

corto en el extremo N-terminal que permite la secrecién de la hormona al exterior de
la célula. La siguiente region consiste en un fragmento pequeno que varia entre las
especies; la tercera es un domino colageno de 65 aminoacidos. Y finalmente, la regiéon

C-terminal consiste en un dominio globular (Figura 2)(1; 2)

1.1.2 La adiponectina de alto peso molecular

La adiponectina no circula nunca en forma de mondmeros, sino que a causa de
interacciones en el dominio colageno, la estructura monomeérica se agrega formando
diferentes formas multiméricas. Estas formas incluyen la adiponectina de bajo peso
molecular (BPM) formada por la unidn de tres mondémeros. La forma hexamérica, de
peso molecular mediano (PMM), formada por la uniéon de dos trimeros mediante
puentes disulfuro, y la forma de alto peso molecular (APM), de aproximadamente 500

kDa construida por la uniéon no covalente de ocho o mas hexdmeros (Figura 3)(8).
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Figura 3: Esquema donde se representan las diferentes formas moleculares de la adiponectina.
(Adaptado de American Diabetes Association, 2006)

Se cree que la funcién bioldgica y el mecanismo de secrecidén son diferentes
para cada una de las formas de la adiponectina. Ademads, se ha sugerido que el
porcentaje de cada forma en relacién con la adiponectina total puede variar en funcién
de las diferentes condiciones fisioldgicas(8).

Estudios recientes demuestran que es la forma de APM la que esta considerada
como la forma biolégicamente activa de la proteina y la que se ha relacionado con el
desarrollo del sindrome metabdlico(4). Concretamente, se ha demostrado que bajas
concentraciones de adiponectina de APM se correlacionan con varios componentes del
sindrome metabdlico, tales como: una distribucién de masa grasa en la mitad superior
del cuerpo, resistencia a la insulina, disminucién de la oxidacién de lipidos, aumento
del colesterol y disminucién de los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL)(2;
4). Estas observaciones indican la importancia, desde un punto de vista clinico, de

medir las concentraciones de los multimetros(8).
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1.1.3 Receptores y mecanismo de accién de la adiponectina

La adiponectina es una hormona que modula un gran nimero de procesos
metabdlicos(1; 3; 4). Concretamente, juega un papel muy importante en el
metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos. Diversos estudios han comprobado
que la adiponectina aumenta la sensibilidad a la insulina en diversos tejidos como el
musculo esquelético, el tejido adiposo y el higado. Sus concentraciones circulantes
también se relacionan negativamente con las concentraciones plasmaticas de glucosa,
insulina, triglicéridos y resistencia a la insulina. Ademas, se ha observado que la
adiponectina reduce los niveles de glucosa en diferentes modelos animales de
diabetes mellitus y obesidad, incrementa la oxidacion de los acidos grasos en musculo

e higado y disminuye la inflamacidon vascular (Figura 4).
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Figura 4: Esquema donde se representan algunos procesos metabdlicos modulados por la
adiponectina. (Adaptado de Josep Vidal y cols. 2008)

Estos efectos pueden ser explicados por la unién de la adiponectina a distintos

receptores en la superficie celular (Figura 5). El receptor adipo R1 es muy abundante
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en el musculo esquelético mientras que el adipo R2 se expresa mayormente en el

higado(9).
Trimero Hexamero ‘:” ¥
Trimero II J ” \‘J = "-'-d/sd‘ )
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Figura 5: Esquema donde se representa el receptor de adiponectina y el efecto de la activacién
del receptor por la adiponectina. (Adaptado de Kadowaki, T. 2006).

La unién de la adiponectina a los receptores adipoR1 y adipoR2 activa la
quinasa de AMP (AMPK) e induce la expresion del proliferador del peroxisoma alfa
(PPAR-a). Dicha unién, también aumenta la expresion génica de los enzimas
implicados en la 3-oxidacidn de los acidos grasos y en la captacién de glucosa(10-13).
La adiponectina, a través de la activacion de AMPK, también disminuye la produccién
hepatica de glucosa al inhibir los enzimas de la gluconeogénesis y contribuye asi a la
reduccion de la glucemia en animales diabéticos y no diabéticos(8; 14; 15).

Concretamente, en el musculo esquelético, la adiponectina aumenta la
fosforilaciéon de la tirosina del receptor de insulina y del sustrato del receptor de
insulina-1 (IRS-1) lo que favorece la insulinosensibilidad. Ademas, aumenta la

captacion de glucosa, por estimulo de GLUT-4, y aumenta la produccién de lactato.
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También induce la fosforilaciéon de la enzima acetil-CoA carboxilasa y con ello su
inhibicion, hecho que favorece la [B-oxidacion de los acidos grasos libres (AGL) e

incrementa la actividad del PPAR-a para amplificar la oxidacion de los AGL (Figura

6)(16).
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Figura 6: Modelo de accién de la adiponectina en el musculo esquelético. ACC: Acetil-CoA carboxilasa; AMPK: quinasa
dependiente de AMP; CPT1: Carnitina palmitoil transferasa 1; Glucose-6-Pase: Glucosa-6- fosfatasa; GLUT4:
Transportador de glucosa 4; IRS-1: sustrato del receptor de insulina-1; PI-3 kinase: fosfatidil inositol 3-quinasa;
p38MAPK: quinasa p38 activada por mitégeno; PEPCK: fosfoenol piruvat carboxilasa; PPAR: receptor activador de la
proliferacion de los peroxisomas: TG: triglicéridos. (Esauema adaotado de Gil-Campos v cols 2004)

En el higado, la adiponectina regula dos enzimas clave para la gluconeogénesis:
la fosfoenol-piruvato-carboxiquinasa y la glucosa 6- fosfatasa, y, como consecuencia,

produce descenso de los niveles glucémicos (Figura 7)(16, 17).
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Figura 7: Modelo de accién de la adiponectina en el higado. ACC: Acetil-CoA carboxilasa; AMPK: quinasa
dependiente de AMP; CPT1: Carnitina palmitoil transferasa 1; Glucose-6-Pase: Glucosa-6- fosfatasa; GLUT4:
Transportador de glucosa 4; IRS-1: sustrato del receptor de insulina-1; PI-3 kinase: fosfatidil inositol 3-quinasa;
p38MAPK: quinasa p38 activada por mitégeno; PEPCK: fosfoenol piruvat carboxilasa; PPAR: receptor
activador de la proliferacion de los peroxisomas; TG: triglicéridos. (Adaptado de Gil-Campos y cols 2004)

La adiponectina también puede tener efectos autocrinos, y se ha descrito que
en el tejido adiposo puede regular positivamente la accidn de la lipoprotein-lipasa 1
(LPL-1), por lo que aumenta el catabolismo de las lipoproteinas ricas en triglicéridos

(PRTG)(16, 17).

1.1.4 Enfermedades asociadas a alteraciones de la adiponectina
1.1.4.1 Obesidad

1.1.4.1.1 La obesidad infantil

La obesidad, es una enfermedad cronica, compleja y multifactorial que suele
iniciarse en la infancia y la adolescencia. La obesidad infantil, al igual que la del adulto,

ha experimentado un incremento progresivo en los uUltimos treinta afios en todos los
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paises desarrollados(18; 19). Por este motivo, la obesidad fue declarada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1998 la epidemia del siglo XXI. El
incremento de la prevalencia de la obesidad infantil desde el punto de vista sanitario
conlleva un incremento del riesgo de padecer patologias asociadas en la edad adulta,
principalmente cardiovasculares y endocrino-metabdlicas(20; 21), y, por tanto,
comporta una gran carga sociosanitaria.

La valoracion cuantitativa de la grasa corporal en el nifio y adolescente se
efectia mediante el empleo de dos estrategias diferentes: estimacion (valoracion de
parametros antropométricos: peso, talla, indice e masa corporal (IMC) e indice cintura-
cadera) o medicién directa utilizando técnicas especificas como densitometria e
impedancia bioeléctrica.

De todos los métodos citados anteriormente, el IMC es el mas utilizado. En
adultos se establece el valor normal de IMC entre 20 y 25 kg/m? considerando la
existencia de sobrepeso cuando IMC se encuentra entre 25 y 29,9 kg/m2 y obesidad
cuando es igual o superior a 30 kg/m>. En cuanto a la poblacién infanto-juvenil, los
puntos de corte estan dificultados por las caracteristicas de crecimiento y desarrollo
propias de este periodo, que impiden la definicidn de valores absolutos de peso, talla e
IMC. Por ello se comparan estos parametros del nifio con valores de referencia en
funcién de la edad, sexo y poblacidon a la que pertenece y se expresan como valor z de
peso, talla e IMC.

La evolucién del valor z del IMC refleja las etapas del desarrollo del tejido
adiposo infantil: al nacimiento hay un incremento rapido del tejido adiposo durante el
primer afio de vida, seguido de una disminucién hasta los 6 afios y de nuevo un

incremento conocido como rebote adiposo que tiene lugar a partir de los 6 afos de
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edad. La edad de inicio de este rebote adiposo parece ser el mejor marcador de
obesidad en la edad adulta. Cuanto mas precoz es este rebote, mayor es el riesgo de
sufrir obesidad o alguna de sus comorbilidades asociadas en la edad adulta(18).
Ademas hay estudios longitudinales que sugieren que la obesidad infantil, después de
los 3 afios de vida, se asocia a largo plazo con un mayor riesgo de obesidad en la edad
adulta y con un aumento de las enfermedades asociadas, tales como, resistencia a la

insulina, diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares(20).

1.1.4.1.2 Adiponectina y obesidad

La obesidad se define como una sobrecarga adipocitaria o exceso de grasa
corporal, manifestada por un exceso de peso o volumen corporal(18). Tal como se ha
comentado anteriormente, la adiponectina es sintetizada mayoritariamente por los
adipocitos, por lo que se podria esperar que cambios en la masa de tejido adiposo
corporal produzcan cambios en la cantidad de adiponectina circulante. Sin embargo, y
a diferencia de otras hormonas sintetizadas por el tejido adiposo, la cantidad de
adiponectina sérica y su expresion estan paraddjicamente disminuidas en condiciones
de obesidad(22; 23). Ademas, esta relacidon inversa entre la concentracion de
adiponectina circulante y la grasa corporal se observa también en individuos con baja o
casi nula grasa corporal, como las personas con anorexia nerviosa, que muestran
niveles elevados de adiponectina(24; 25). Diferentes estudios poblacionales
demuestran también una relacion inversa entre la expresion de ARNm de adiponectina
o sus niveles séricos y el IMC(23; 26). Esta correlacién inversa es todavia mas sélida si
se realiza entre la cantidad de adiponectina y la cantidad de grasa corporal

determinada mediante impedancia bioeléctrica o tomografia computerizada(27).
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Estudios en primates sugieren que la adiponectina circulante disminuye con la
ganancia de peso a medida que el animal se va haciendo obeso(28). Esta situacion es
reversible, ya que la pérdida significativa de peso produce un incremento en la
expresion de adiponectina, tal como se ha observado en pacientes humanos tras
someterse a cirugia baridtrica(29-31). Ademas, esta recuperacién de la concentracién
de adiponectina circulante va acompafiada de una mejoria de la sensibilidad a la
insulina(29). De la misma manera, los niveles de adiponectina circulante, asi como la
sensibilidad a la insulina, pueden incrementar en personas obesas que se someten a

un control estricto de la dieta(32; 33).

1.1.4.1.3 Adiponectina y distribucion de la grasa corporal

Estudios realizados en biopsias de tejido adiposo subcutdneo y visceral han
demostrado diferencias significativas entre estos dos reservorios de grasa en cuanto a
la expresién de proteinas relacionadas con el sindrome metabdlico(34; 35).

Por lo que respecta a las concentraciones de adiponectina en sangre, se ha
observado que también se relaciona de manera inversa con la grasa abdominal(36;
37). Concretamente, se ha sugerido que la adiponectina circulante se correlaciona
mejor con la grasa visceral que con la subcutanea. Analisis ex vivo del tejido adiposo de
sujetos delgados y obesos demuestran que hay niveles mas bajos de adiponectina y de
su ARNm en el tejido adiposo visceral en comparacion con el subcutdaneo(38; 39). Esto
sugiere que no es exclusivamente la cantidad de grasa corporal, sino su distribucién, la
gue puede determinar los niveles de adiponectina.

Por este motivo, la caracterizacién de las diferencias en cuanto a la secrecion

de adiponectina total y de APM respecto a los diferentes reservorios de grasa es
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realmente importante en el contexto de la obesidad, ya que la adiposidad visceral, mas

que la subcutanea, se asocia con un mayor riesgo de desarrollar sindrome metabélico,

diabetes tipo 2 y enfermedades -cardiovasculares(40).

Los cambios en las

concentraciones de adiponectina en la obesidad y su relacion con los diferentes

depdsitos de grasa corporal estan bien caracterizados en poblacién adulta, pero los

estudios en pediatria son escasos.

1.1.4.2 El sindrome de la resistencia a la insulina

1.1.4.2.1 La resistencia a la Insulina

Se define como resistencia a la insulina al estado patolégico en el que el

organismo es incapaz de responder de manera normal a las acciones de la insulina,

haciendo que se necesite mas

insulina de la normal para
mantener unos niveles de
glucosa saludables en
sangre(41). Sobre todo, se

basa en la inhabilidad del
musculo y del tejido adiposo
para

captar glucosa y Ia

inhabilidad del higado para
suprimir la  formacion de
glucosa en respuesta a
concentraciones crecientes de

insulina (Figura 8)(42).
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Figura 8: Principales tejidos implicados en el metabolismo glucolipidico
regulado por insulina, con implicaciones en la etiopatogenia de la
resistencia a la insulina. (Adaptado de Stumvoll, M. 2005)
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La insulina desencadena respuestas metabdlicas pleiotrépicas, uniéndose y
activando a un receptor especifico de la membrana plasmatica, con actividad tirosina-
quinasa(11). Los sustratos de este receptor, principalmente las proteinas IRS (insulin
receptor substrate), son fosforilados en sus residuos de tirosina de forma que serviran
como anclaje de proteinas adaptadoras que activardn distintas rutas de sefializacién
(Figura 9). Alteraciones en la regulacién de uno o varios puntos de esta ruta de

sefalizacion actuarian como factores desencadenantes de la resistencia a la insulina.
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Figura 9: Esquema de las principales acciones de la insulina. (Adaptado de Buqué, X. 2008)

Se sabe que un exceso de tejido adiposo altera la expresidn de ciertas proteinas
con funcion endocrina. La expresion alterada provoca efectos perjudiciales en los
tejidos periféricos sensibles a la insulina, induciendo o contribuyendo al desarrollo de
la resistencia a la insulina. Se ha propuesto también la hipdtesis de que la ausencia de
compartimentos especializados en el almacenamiento de lipidos o bien, su deficiencia,
podria estar asociada con formas graves de resistencia a la insulina(42).

La asociacidon tan estrecha entre la obesidad y la resistencia a la insulina y su

progresion hacia la diabetes tipo 2 (cuando la secrecién de insulina no puede
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compensar la resistencia a la insulina en tejidos periféricos) es un grave problema de
salud. La identificacidn de los factores que contribuyen al desarrollo de resistencia a la
insulina es el primer paso para establecer las bases moleculares de esta alteracién

metabdlica.

1.1.4.2.2 Adiponectina y resistencia a la insulina

Se ha postulado que la adiponectina estimula la sensibilidad a la insulina
disminuyendo la produccién hepatica de glucosa y mejorando la regulacidon de la
glucemia(43). Ademads, la hipoadiponectinemia se ha asociado en humanos con la
resistencia a la insulina, independientemente de la obesidad(26; 27; 44) y con la
diabetes tipo 2(45). Estos datos sugieren que la hipoadiponectinemia contribuye a los
cambios en la regulacién de la homeostasis de la glucosa y al descenso de la
sensibilidad hepatica a la insulina observada durante la diabetes.

Existen diversos estudios genéticos que confirman la relacion anterior
mencionada. Concretamente, se han asociado diferentes polimorfismos en el gen de la
adiponectina que provocan hipoadiponectinemia con el desarrollo de resistencia a la
insulina y diabetes, hecho que demuestra que el locus que codifica la adiponectina se
asocia con la diabetes(46). Ademads, estudios mas recientes demuestran que niveles
bajos de adiponectina predicen el riesgo de padecer diabetes tipo 2(47; 48), mientras
gue estudios in vivo e in vitro demuestran que la insulina disminuye los niveles de
adiponectina(49-53). Estos datos sugieren que la hiperinsulinemia podria tener un
impacto negativo en los niveles de adiponectina. Sin embargo, estudios en primates
indican que el descenso en los niveles de adiponectina precede al desarrollo de

hiperinsulinemia(28) hecho que indica que la adiponectina puede ser una causa y no
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una consecuencia de la hiperinsulinemia. Son necesarios, no obstante, mas estudios
para poder determinar la importancia de la adiponectina en relacidn a la resistencia a

la insulina en edades precoces de la vida.

1.1.4.3 Riesgo Cardiovascular

1.1.4.3.1 Enfermedad coronaria

En las sociedades occidentales, la enfermedad cardiovascular arteriosclerdtica
es una de las primeras causas de muerte en los adultos y se asocia fuertemente con el
sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2(54). Actualmente, la obesidad pediatrica,
sobre todo la androide, se asocia a un aumento del riesgo de enfermedad
cardiovascular, tanto en hombres como en mujeres.

El riesgo coronario depende tanto de la intensidad como de la duracién de la
sobrecarga adiposa central, es decir, los adultos obesos androides, que ya lo eran en su

infancia, presentan mas riesgo coronario que aquellos que eran delgados(18).

1.1.4.3.2 Adiponectina y enfermedad coronaria

Existen también evidencias de que la adiponectina tiene un efecto protector del
desarrollo de aterosclerosis. Ratones que carecen del gen de la adiponectina presentan
un mayor engrosamiento de la neointima de la cardtida(55). Ademas, en ratones
apoE-/-, que presentan una mayor susceptibilidad a desarrollar aterosclerosis, la
expresion de adiponectina exdgena disminuye la susceptibilidad de desarrollar dicha
enfermedad(56). Estudios in vitro postulan que los efectos protectores de la
adiponectina serian debidos a su capacidad para disminuir los factores de adhesion

vascular en las células endoteliales(57).

22



Ademas, la adiponectina podria tener efectos anti-aterogénicos a través de la
modulacion del metabolismo lipidico. Estudios clinicos demuestran que los niveles de
adiponectina estdn correlacionados negativamente con los niveles en sangre de
triglicéridos y de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y positivamente con las
lipoproteinas de alta densidad (HDL)(58; 59). Ademas, estudios poblacionales
demuestran que la relacién de la adiponectina con los lipidos en sangre es
independiente de edad, género, IMC y sensibilidad a la insulina(36; 60; 61). El
mecanismo por el cual la adiponectina puede regular la concentraciéon de lipidos
circulantes es desconocido, aunque, en parte, puede estar relacionado con sus efectos

directos en el higado y en el tejido adiposo.

1.2 El tejido adiposo

Clasicamente, el tejido adiposo ha sido considerado como un tejido de
almacenamiento de energia debido a su gran capacidad de captar acidos grasos libres
del torrente circulatorio y acumularlos en forma de triglicéridos. Los estudios de este
tejido se han centrado en determinar su relacién con el metabolismo vy
almacenamiento de dacidos grasos, el desarrollo del propio tejido y su respuesta a
sefales endocrinas y neuronales. No obstante, ya desde los afios 40, se hipotetiza
sobre la existencia de una comunicacién entre el tejido adiposo y otros tejidos.
Durante la ultima década se han identificado diferentes proteinas secretadas por los

adipocitos que actuan sobre otros tejidos(62).

1.2.1 Caracteristicas del tejido adiposo

El tejido adiposo estd formado por adipocitos y tejido conectivo altamente

vascularizado e inervado donde encontramos preadipocitos, macrofagos, células
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endoteliales, fibroblastos y leucocitos. La composiciéon multivariada del tejido adiposo

hace que sea un importante mediador en el metabolismo y en la inflamacién. Su

localizacion es mayoritariamente en la regidn subcutanea (tejido adiposo subcutaneo)

y alrededor de las visceras (tejido adiposo visceral)(62).

Las células especificas del tejido adiposo, los adipocitos, presentan la capacidad

de acumular acidos grasos en forma
de triglicéridos, cuando hay un
exceso de energia, y de liberarlos en
caso de necesidad energética. Para
llevar a cabo estas acciones, los
adipocitos contienen todos los
enzimas necesarios para la lipdlisis y
la lipogénesis, como la sintasa de
acidos grasos (FASN). Con |Ia
acumulacién de energia, el tejido

adiposo se va expandiendo. Los
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Y
\ Adipocito

-Vaso
sanguineo
¥

Adipocito” |

— Macrofago apoptotico

%

Factores derivados

2 p
o del macréfago
Adipocitoquinas :- & _*-Resistina

-Adiponectina . HIL-1B

-Leptina
-Resistina l

ICitoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas
FTNF

-IL-6

-CCL2

Figura 10: Consecuencias del aumento de tejido adiposo en pacientes
obesos. (Adaptado de Tilg, H. 2006)

adipocitos secretan agentes proinflamatorios que promueven la inflamacién sistémica.

Ademas, los adipocitos hipertrofiados con alto contenido lipidico mueren y liberan su

contenido en el medio exterior, lo cual facilita el reclutamiento de neutréfilos y

macrofagos. En pacientes obesos, este reclutamiento de macréfagos resulta en una

inflamacién crénica de alto grado (Figura 10)(62).
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1.2.2 Tejido adiposo como 6rgano endocrino

Recientemente se ha descrito que el tejido adiposo no sélo responde a
nutrientes, sefiales hormonales y neuronales, sino que también produce y secreta
determinadas hormonas (Figura 11). Este hecho hace que se considere como un
organo endocrino pudiendo actuar sobre otros tejidos(63).

Factores secretados por el adipocito

Citocinas inflamatorias Factores
anti-inflamatorios

Adipocitocinas Interferones Interleucinas Factores de Quimiocinas Citocinas Antagonistas de Receptores solubles  Adipocitocinas
crecimiento Anti-inflamatorias receptor
Leptina IFNb IL-1 TNFa IL-8
Resistina IFNy IL-6 IP-10 IL-4 IL-1Ra IL-1RII Adiponectina
Visfatina FANTES IL-10 sTNFR
Adiponectina MCP-1 TGFb sIL-1R

Figura 11: Factores inflamatorios y anti-inflamatorios secretados por el tejido adiposo. (Juge-Aubry, CE. 2005)

Mediante estas sefiales moleculares, el adipocito participa en la regulacion de
multiples funciones celulares y se comunica con las células de otros tejidos localizados
en o6rganos distantes, como el hipotdlamo, el pdncreas, el higado, el musculo
esquelético, los rifiones, el endotelio y el sistema inmunitario (Figura 12). Una de las
hormonas mas importantes secretada por el tejido adiposo es la leptina, hormona
reguladora del apetito(62). No obstante, hay otras adipoquinas importantes
expresadas y secretadas por el mismo tejido adiposo. Estas son: la adiponectina,
visfatina, apelina, vaspina, hepcidina, factor de necrosis tumoral alfa (TNF alfa),
chemerina, omentina, quimiotaxina de macroéfagos (MCP-1), |la proteina activadora del

plasminégeno (PAI) y la FASN(63).
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Figura 12: Factores secretados por el tejido adiposo implicados en la homeostasis
energética, sensibilidad a la insulina y la homeostasis vascular. (Hidalgo, A. 2006)

1.2.3 Sintasa de acidos grasos y metabolismo energético

La sintasa de acidos grasos o FASN es un complejo multienzimatico presente
principalmente en las células del tejido adiposo, que juega un papel central en la
biosintesis de novo de d4cidos grasos. Los dacidos grasos son &cidos alifaticos
fundamentales para la produccién y el almacenamiento de energia, asi como la
formacién de estructuras celulares, hormonas y como anclaje de proteinas de
membrana(64).

La expresidon de FASN esta controlada principalmente por sefiales nutricionales.
Por este motivo, en células normales, los niveles de expresién de FASN son
relativamente bajos, debido a que, generalmente, los 4&cidos grasos son
proporcionados por la dieta. No obstante, FASN juega un importante papel en el
metabolismo energético en tejidos lipogénicos como el higado, el tejido adiposo, las
mamas y el endometrio(64). Diversos estudios han relacionado FASN con el contenido

de grasa corporal(65-67) y la resistencia a la insulina(68).
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Estudios recientes han demostrado que las células también pueden excretar
FASN al espacio extracelular(69-71). Se cree que esta forma extracelular de FASN
refleja la actividad de FASN intracelular previa(72). Ademas, algunos autores han
hipotetizado que las concentraciones de FASN circulante pueden representar una
caracteristica comun en enfermedades humanas que involucran alteraciones en Ia
regulacion del metabolismo energético, tales como la obesidad y el cancer(68; 73; 74).

La excrecién de FASN al medio extracelular es un proceso activo y controlado
gue se cree que tiene lugar a través de la estimulacion de la quinasa activada por AMP
(AMPK)(72). La AMPK es una molécula clave extremadamente sensible a los niveles de
energia(75-77). Cuando se activa la molécula AMPK, ésta fosforila a varias dianas, que
incluyen diversas enzimas anabdlicas, hecho que inhibe la actividad de FASN y conlleva
a la supresion del consumo de energia y de la produccion de lipidos. Por lo tanto,
AMPK no solo inhibe la produccidn lipidica al inhibir la fosforilacién e inactivacion de la
acetil-CoA carboxilasa (ACACA)(78), el primer enzima en la biosintesis enddogena de
acidos grasos, sino que también aumenta la excrecién de FASN desde el citosol
celular(72).

Aunque tanto la adiponectina de alto peso molecular como la FASN se expresan
y secretan en el mismo tejido, no se conocen estudios que hayan analizado la relacidn

entre ambas moléculas.

1.3 El eje tiroideo

El tiroides es una glandula neuroendocrina formada por dos l6bulos en forma
de mariposa que esta situada en la parte frontal e inferior del cuello (Figura 13) y que

esta regulada por la hipdfisis y el hipotalamo(79; 80).
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1.3.1 Caracteristicas principales

El tiroides se reconocié como dérgano de importancia cuando se observé que el
agrandamiento y la atrofia, o hipofuncién, del tiroides estaban estrechamente

. . relacionados con una serie de alteraciones
Vista anterior

del tiroides | - L . i i
I metabdlicas. Estos sintomas hoy dia
' '}; -|| ’ Istmo . .
Lébulos | A g " Lobulo caracterizan a los  pacientes  con
A piramidal
\}\)/ hipertiroidismo o hipotiroidismo,

Vista posterior
del tiroides | \ respectivamente(81; 82). En 1961, gracias al

descubrimiento de la calcitonina, se observo

- Glandulas
paratiroides qgue el tiroides también juega un papel

importante en la homeostasis del calcio(83).

Figura 13: Esquema donde se muestra la localizacion
del tiroides. (Pitoia, F. 2006)

La unidad basica del tiroides es el foliculo, el cual esta constituido por células
cuboidales que producen y rodean el coloide, cuyo componente fundamental es la

tiroglobulina, la molécula precursora de las

'LII I.' -'§>
lodo “. '-'-i\}f . hormonas tiroideas; triyodotironina (T3) vy
"- M 5 T4
Y7
L\*_‘:"’/:_’Af tiroxina (T4) (Figura 14). La sintesis hormonal

Figura 14: Formacién de hormonas tiroideas esta regu|ada enzimaticamente y precisa de un

en el coloide.
oligoelemento esencial, el yodo, que se obtiene de la dieta en forma de yoduro. El
yodo se almacena en el coloide y se une a fragmentos de tiroglobulina para formar T3
o T4 (Figura 15). Cuando la concentracién de yodo es superior a la requerida se inhibe
la formacién tanto de T3 como de T4, fendmeno conocido como efecto Wolff

Chaikoff(79). En seres humanos en desarrollo, estos compuestos son esenciales para el

desarrollo normal, especialmente para el sistema nervioso central(84). En adultos, las
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hormonas tiroideas ejercen un papel importante en la homeostasis metabdlica, al

afectar la funcién de casi todos los sistemas(79).

Triyodotironina T3

™y
(LW I, Tiroxina T4 ) » o
{ T Yodo [—leerauon de hormonas yodotironinas
l:. .’_{. -"(.J I - |
e L F - ) T 4—
] T4
L "
9 vl o I
/ / X : I
| e = / \ L /“‘_ . ——+ Yodotironinas
| Ta. f - ."_. T~
L - i
4 _ ’ \Tiroglobuiina
- .
Coloide ~ 9.

Célula folicular
tiroidea

Figura 15: Representacion de las partes de la glandula tiroidea donde se puede observar la produccién y secrecion de las
hormonas tiroideas. (Pitoia, F. 2006)

1.3.2 Hormonas tiroideas

La tirotropina (TSH), denominada también hormona estimulante del tiroides u
hormona tireotropa, es una hormona producida por la hipdfisis que regula la
produccién de hormonas tiroideas.

La secrecion de tirotropina esta controlada por un factor regulador
hipotaldmico denominado hormona liberadora de tirotropina (TRH), tripéptido
secretado por el hipotdlamo(85-87). El aumento de la tirotropina en sangre inhibe la
secrecion de TRH por la hipdfisis anterior, principalmente debido a un efecto de
retroalimentacién negativa directa de esta glandula. El efecto del mecanismo de
retroalimentacién pretende mantener en la circulacion una concentracidn casi

constante de hormonas tiroideas (Figura 16)(79).
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Figura 16: Esquema del mecanismo de retroalimentacion de la TSH. (Adaptado de Zoe 2006)

La TSH produce varios efectos sobre la glandula tiroidea, pero el mas
importante es el aumento de la secrecidn de tiroxina y triyodotironina(88; 89).

La tiroxina, también llamada tetrayodotironina (T4), es una importante
hormona tiroidea compuesta por la union de dos residuos de aminoacido yodados. Su
funcién es estimular el metabolismo de los hidratos de carbono y grasas, activando el
consumo de oxigeno, asi como la degradacion de proteinas dentro de la célula. La T4
necesita ser convertida a triyodotironina (T3) por la yodotironina deyodinasa tisular
para ejercer su accion bioldgica(90; 91). La T4 constituye el 93% de la hormona tiroidea
circulante, mientras que la T3 suponen tan solo el 7%(92).

Las hormonas tiroideas se transportan en sangre fuertemente asociadas, pero
no de manera covalente, con proteinas plasmaticas. La globulina transportadora de

tiroxina (TBG) es el principal transportador de hormonas tiroideas. No obstante, la
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prealbumina y la albumina también pueden servir como transportadoras de la tiroxina
en caso que otras mas competentes estén saturadas(93; 94). La unién de las hormonas
tiroideas a las proteinas plasmaticas protege a las hormonas de su degradacién, y por
esta razén sus vidas medias en circulacién son largas. Las hormonas tiroideas se
degradan principalmente en el higado y pueden ser excretadas por la bilis, ser

reabsorbidas en el intestino o bien ser eliminadas por las heces(88).

1.3.3 Relacidn entre el eje tiroideo y parametros endocrino-metabodlicos

Es conocido que las hormonas tiroideas juegan un papel importante en la
regulacién de la homeostasis energética(95). Pueden estimular la expresion de varias
proteinas tanto en el tejido adiposo como en las células del musculo esquelético(96-
98). Ademas, en individuos eutiroideos, estudios poblacionales han demostrado
correlaciones negativas entre la T4 libre en suero y el IMC o la circunferencia de la
cadera, asi como asociaciones positivas entre la TSH y el IMC(99; 100). Las hormonas
tiroideas afectan también al peso corporal, la distribucion de la grasa y la aparicion de
la obesidad. Ademas, estudios previos en ratones y humanos aportan evidencias de
que las hormonas tiroideas podrian estar implicadas en la regulacion de la expresion
y/o secrecién de la adiponectina(52; 101; 102), pero los resultados de estos estudios
son escasos y conflictivos, por lo que el mecanismo molecular de dicha relaciéon adn no

esté claro(103-105).

1.4 El tejido 6seo

El hueso es un tejido conjuntivo especializado de cierta elasticidad, ligero y de

gran dureza, que juntamente con el cartilago constituyen el esqueleto. En los
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vertebrados, este tejido efectia una triple funcion: la de sostener el cuerpo vy
posibilitar el movimiento, la proteccion de érganos vitales y la funcion de reserva de

iones calcio y fosfato(106).

1.4.1 Caracteristicas principales

Los constituyentes principales del hueso son las células especializadas y la
matriz extracelular. La parte celular del hueso la forman basicamente tres tipos de
células: los osteoblastos, los osteocitos y los osteoclastos. Esta parte es conocida como
el componente orgdnico del hueso. El componente inorgdnico estd constituido por
calcio y fosfato en forma de cristales de hidroxiapatita que confiere la dureza
caracteristica del tejido 6seo. La membrana del tejido conjuntivo que envuelve el
hueso recibe el nombre de periostio y es fundamental para la formacién de este
tejido(107).

La matriz extracelular juega un papel muy importante en la transmisién de la
fuerza y el mantenimiento de la estructura ésea(108). La proteina mds abundante de la
matriz y uno de los mayores constituyentes implicados en la mineralizacion ésea es el
coldgeno tipo | (representa un 90% de las proteinas totales)(107; 109). El colageno
tipo | es abundante en la dermis, el
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hueso, el tenddn, la dentina y la

Pre-Osteoclastos gaqclastos Pre-Osteoblastos
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oo ) "I ) )
. w g9 .
estriadas de 20 a 100 nm de e O B <@l @
dsea Reabsorcién Reversién Formacion ésea Mineralizacién
diémetro, que se agrupan para -3 semanas # -3 meses #
t t
f fib 14 d PTH PTH
ormar fibras colagenas de mayor (Catabolismo) (Anabolismo)

4 H Figura 17: Esquema de la remodelacidn dsea. (Bone
peso molecular. El colageno tlpO ! remodeling cycle, University of Michigan, 2005)
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es sintetizado por fibroblastos, condroblastos y osteoblastos(110-114).

Las funciones del tejido dseo son posibles gracias a la constante renovacién de
este tejido, conocida como remodelacion ésea (Figura 17). Este complejo y costoso
proceso presenta funciones de supervivencia y es considerado como una funcidn clave
para preservar la movilidad y la masa ésea constante a lo largo de la vida(115). El
componente que realiza esta importante funcion es la parte celular. Los osteoclastos
son los encargados de la reabsorcion dsea, mientras que los osteoblastos se encargan
de la reconstruccién del hueso reabsorbido. Los osteoblastos tienen la funcién de
elaborar grandes cantidades de matriz extracelular ésea que mas tarde serd
mineralizada. Gracias al equilibrio entre la reabsorcion désea osteoclastica y la
formacion osteoblastica controlada por mecanismos autocrinos y paracrinos locales, la
masa oOsea y la estructura normal del hueso se mantienen constantes a lo largo de la
vida(106; 115). Cuando la remodelacién dsea se altera por un desequilibrio entre estos
dos procesos, se producen alteraciones dseas como la osteoporosis o la osteopetrosis,

entre otras.

1.4.2 Marcadores 6seos

Los marcadores 6seos o marcadores bioquimicos de remodelado éseo son
enzimas u otras proteinas secretadas por los osteoblastos, osteoclastos o bien
sustancias producidas durante la formacion o la degradacion del colageno tipo 1. Estas
proteinas son liberadas al torrente sanguineo pudiendo ser cuantificadas
posteriormente en sangre y/o orina para determinar el metabolismo éseo de cada
individuo. Los marcadores relacionados con los osteoblastos y que reflejan la actividad

osteoblastica, se conocen como marcadores de formacién. Mientras que a los
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marcadores relacionados con los osteoclastos se les denomina marcadores de

reabsorcién(116).
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(Figura 18).
Figura 18: Marcadores bioquimicos de la reabsorcion
dsea. (Adaptado de Seibel, M. 2006)

1.4.2.1 La osteocalcina

La osteocalcina (OC), también conocida como proteina ésea Gla o proteina
acida y-carboxiglutamica del hueso (BGP)(117; 118), es una de las proteinas no
colagenas mas abundantes de la matriz dsea. La OC es sintetizada principalmente por
los osteoblastos durante el proceso de remodelacidén dsea. Presenta un peso molecular
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. . . Figura 19: Esquema de las modificaciones postraduccionales de la OC.
por la hidroxiapatita del hueso. (Adaptado de Robins, S. 1993)
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El gen de la OC en el humano se localiza en el cromosoma 1925-gq31(120). La
sintesis de OC depende tanto de la vitamina D como de la vitamina K. La vitamina D
1,25-dihydroxy-D(1,25(0OH)2D) induce directamente la sintesis de osteocalcina, a
través de una regulacion transcripcional mediante el receptor nuclear de vitamina
D(119; 121), mientras que la vitamina K actua como cofactor esencial en la
carboxilacion de la OC. Esta modificacién post-traduccional consiste en la adicion de
residuos glutamil en las posiciones 17, 21 y 24, lo cual provoca un cambio
conformacional que estabiliza la proteina y le confiere afinidad por el calcio y la
hidroxiapatita del hueso. Cuando la molécula de OC esta carboxilada se conoce como
OC carboxilada (OCc) y cuando la molécula de OC no estd carboxilada se conoce como
OC descarboxilada (OCdc)(119). La OCdc, al no poseer las tres posiciones carboxiladas,
no tiene afinidad por la hidroxiapatita del hueso y es liberada a la circulacion. El
resultado, son unos huesos deficientes de OC, lo cual se asocia a fragilidad dsea y un
incremento del riesgo de sufrir fracturas(119; 121).

En animales de experimentacion, se ha observado que la OCdc mejora la
secrecidn de insulina en las células 3 del pancreas, y mejora asi la sensibilidad a la
insulina(122). Estudios clinicos en poblacion adulta son compatibles con los resultados
en animales(123-126), pues relacionan la OC con una disminucion de la cantidad de
masa grasa y con el metabolismo de la glucosa, y con una disminucién de la severidad
de la obesidad y la diabetes tipo 2(127; 128). Se ha descrito que parte de los efectos
positivos de la OC en el metabolismo son mediados por la estimulacién de la secrecién

de adiponectina en los adipocitos(129; 130).
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1.4.2.2 Fosfatasa alcalina 6sea

La fosfatasa alcalina d6sea es una enzima localizada en la membrana celular
externa de los osteoblastos que es fundamental para la formacion del osteoide y la
mineralizacion de la matriz 6sea(131; 132). Su principal funcién es la de hidrolizar
fosfomonoesterasas en un medio alcalino(133), para originar un radical organico y otro
fosfato inorganico, con el fin de que este ultimo se pueda unir al calcio para formar los
cristales de hidroxiapatita.

La fosfatasa alcalina dsea junto con la hepdtica intestinal y la placentaria
forman la fosfatasa alcalina total(134). La importancia clinica de la fosfatasa alcalina
O0sea es que es un marcador de actividad osteoblastica, que se encuentra elevada
durante la infancia y la adolescencia, debido al crecimiento, y en fracturas dseas y

enfermedades malignas dseas.

1.4.2.3 Telopéptido carboxiterminal del colageno tipo 1

La degradacién de la matriz 6sea es esencial para que se produzca el
remodelado déseo. Dos tipos de enzimas proteoliticas se encuentran involucradas en
dicho proceso, la catepsina K lisosomal y las metaloproteinas de la matriz (MMPs),
cuya actividad depende del estado de remodelamiento y del tipo de hueso a ser
remodelado(135).

Actualmente se considera que la catepsina K, cuya actividad es maxima a pH
acido, es la principal colagenasa del proceso de resorcidon dsea. Esta enzima es capaz
de degradar el colageno en varios sitios para dar lugar a pequefios péptidos N- y C-
terminales, y dejar expuesta la molécula de colageno a otras colagenasas que actuan a

pH neutro, entre ellas las MMPs (Figura 20)(136).
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Figura 20: Representacion de la formacién del CTX (C-Telopéptido) (Adaptado de Zeni, S. 2001)

Por este motivo, se considera en la actualidad que los telopéptidos N- y C-
terminal, conocidos como NTX y CTX, respectivamente, son los marcadores mas
sensibles y especificos de la resorcion Osea. Estos fragmentos se forman por la
actividad de la catepsina K y aparecen en cantidades significativas, tanto en sangre
como en orina, donde pueden medirse por inmunoensayos especificos(137; 138). La
medicion sérica proporciona una ventaja con respecto al ensayo en orina porque evita

el efecto aditivo de la variabilidad bioldgica de la excrecidn de creatinina urinaria(139).

1.4.3 Relacidn entre la adiponectina y el metabolismo 6seo

Recientemente se ha implicado a la adiponectina en la regulacion de la masa
0sea(127). Concretamente, diversos estudios han sugerido una relacion entre la masa
grasa y el metabolismo éseo debido a que el aumento de la densidad mineral 6sea se
asocia con un incremento de la masa grasa(140).

Esta relaciéon podria ser explicada por la presencia de receptores de
adiponectina (AdipoR), tanto en el tejido 6seo como en los osteoblastos(141; 142). Se

ha sugerido que la unién de la adiponectina a este receptor promueve la proliferacién
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de los osteoblastos a través de la ruta AdipoR/JNK mientras que la respuesta de
diferenciacién tiene lugar a través de la ruta AdipoR/p38 AMPK(142). No obstante el
mecanismo mediante el cual la adiponectina regula la fisiologia dsea aun no ha sido
completamente aclarado. Debido a que la adiponectina también, paraddjicamente,
puede tener efectos negativos sobre el hueso activando los osteoclastos mediante la
estimulacion del ligando de unidn al receptor activador del factor nuclear-kB (RANKL),
y la reduccién simultanea de la expresién de la osteoprotegerina (OPG)(127). Ademas,
estudios previos indican que la adiponectina puede actuar en el hueso, no sélo a través
de rutas paracrinas, como hormona secretada por el tejido adiposo, sino que también
a través de rutas autocrinas(143).

En este contexto, hay que resefiar la importancia de la OC, molécula dsea que
recientemente se ha relacionado, no solo con una disminucion de la cantidad de masa
grasa(127; 128), sino también mejorando la sensibilidad a la insulina(122). Ademas
también se ha descrito que parte de los efectos positivos de la OCdc en el metabolismo
son mediados por mejoras en la secrecién de adiponectina en los adipocitos(129; 130).

Estudios clinicos en poblacion adulta dan soporte a los resultados en
animales(123-126), demostrando que las asociaciones entre la adiponectina total, la
OC total y la sensibilidad a la insulina en adultos dependia del IMC(126). No obstante,
aun no esta claro cudl es la forma molecular de la OC asociada con el metabolismo en
humanos.

En resumen, las hormonas tiroideas, la osteocalcina del hueso y las
concentraciones de FASN circulante estan involucradas en alteraciones de Ia
regulacién del metabolismo energético(68; 73; 74; 95). En este sentido, investigadores

previos han relacionado a las hormonas tiroideas y la OC con la adiponectina(52; 101-
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102; 123-127), pero el mecanismo molecular de dichas relacion no ha sido
esclarecido(103-105). Ademds, los estudios en poblacion pediatrica sobre estas
asociaciones son escasos. Una mejor compresion de la relacion entre la adiponectina
de APM, el eje tiroideo y el metabolismo éseo contribuirda a determinar si la

adiponectina es un proteina central en la regulacién del metabolismo energético.
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2 HIPOTESIS






Hipotesis

Se ha descrito que distintos marcadores del eje tiroideo (TSH, T3 y T4) y hueso
(dcOC y cOC) pueden ser considerados como hormonas que regulan el metabolismo

energético.

Hipotesis 1
Proponemos que la adiponectina de APM se asocia con las hormonas tiroides y
gue ademas la tiroxina podria regular la secrecion de adiponectina de alto peso

molecular en el tejido adiposo.

Hipotesis 2
Proponemos que la adiponectina de APM puede ser una molécula clave para
explicar las asociaciones entre marcadores dseos y el metabolismo energético en la

edad pediatrica.

Hipotesis 3
Proponemos que la FASN soluble, como nueva molécula del metabolismo
energético, puede estar relacionada con la adiponectina de alto peso molecular y estar

implicada también en el metabolismo éseo.
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3 OBJETIVOS






Objetivos

Estudiar la asociacién entre la adiponectina de APM, el eje tiroideo, y el
metabolismo éseo en etapas precoces de la vida.

Para tal fin, se ha disefiado un estudio transversal en una muestra de niflos de 6 a 9
afios de edad procedentes de la poblacién general que han sido estudiados con los

objetivos concretos de:

1) Estudiar si la adiponectina de APM se relaciona con variaciones en el rango
normal de hormonas tiroideas (TSH y T4). Estudiar también si la tiroxina puede
modular la expresion o la secrecidon de la adiponectina de APM en explantes de

tejido adiposo de nifios prepuberales sanos.
2) Estudiar las asociaciones clinicas entre la adiponectina de APM y marcadores
de metabolismo &seo, principalmente con las diferentes formas de

osteocalcina —OCdc y OCc-.

3) Estudiar la asociacion entre la adiponectina de APM y FASN circulante, y

analizar su relacién con marcadores de metabolismo dseo.
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4 MATERIAL Y METODOS






4.1 Disefo

Estudio clinico observacional en la poblacion pediatrica de referencia de los
Centros de Salud de I’Alt Emporda, region del norte de Espaia. El disefio se basa en un

analisis transversal en ninos de 6 a 9 afios de edad.

4.2 Consideraciones éticas

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion
Clinica del Hospital de Girona Dr. Josep Trueta (comité de referencia). Se recogié un
consentimiento informado de los tutores legales de todos los nifios incluidos en el
estudio. En todo momento se respetaron los principios fundamentales de la
declaracion de Helsinki asi como la legislacidon vigente sobre la confidencialidad de

datos personales y las normas éticas sobre estudios clinicos en pacientes pediatricos.

4.3 Sujetos de estudio

Se estudiaron 234 niflos caucasicos de edad escolar [113 nifios y 121 nifias;
edad 6.8 £ 0.1 aifios], que se incluyeron en los centros de referencia durante la visita
del nifio sano. Esta edad nos permitié excluir a los nifios puberales, pues es conocido
que presentan cambios importantes en la sensibilidad a la insulina (una variable
principal del estudio) durante este periodo de desarrollo.

Se considera que, para que una muestra sea representativa de la poblacion a
estudiar, es necesario una participacion superior al 80%; en nuestro estudio la
participacidn maxima fue del 50-70%. Asumimos, también que hayamos podido excluir
de la muestra aquellos pacientes que solo hicieran uso de un sistema privado de

atencién sanitaria. En todo caso, las caracteristicas antropométricas (peso, talla e
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indice de masa corporal) de los nifios que finalmente se incluyeron en la muestra de
estudio demostraron seguir un patrén poblacional, por lo que consideramos que el
posible sesgo de seleccidn haya sido realmente bajo. Ademads, todos los nifios estaban
sanos y tenian todos los parametros metabdlicos y de funcion tiroidea y dsea dentro

de la normalidad.

4.4 Criterios de inclusion y exclusion de los sujetos

4.4.1 Criterios de inclusion:

- Nifio/a prepuberal de entre 6 y 9 afios de edad de las areas de referencia cuyos
padres aceptaron que participara en el estudio.

« Ausencia de pubertad segun los criterios de Tanner y Marshall(144; 145).

4.4.2 Criterios de exclusion:

- Nifio/a prepuberal con enfermedad crénica grave, enfermedad crénica de caracter
inflamatorio o enfermedad aguda intercurrente, consumo de corticoides,
antibioticos o antiinflamatorios en los 15 dias previos al estudio. En estos ultimos
supuestos, se retrasd la inclusidon del nifio hasta haber transcurrido 15 dias del
proceso intercurrente o del fin del uso de medicacion.

- Recuento sanguineo anormal, o con alteracién de la funcién hepatica o renal.

4.5 Variables
4.5.1 Variables clinicas
El examen clinico y la recoleccién de la muestra de sangre se realizaron, en
todos los pacientes, entre las 8:00 y las 9:00 de la mafiana en condiciones de ayuno.
El peso y la talla se midieron con la ayuda de una bdscula calibrada y un

estadidmetro Harpenden, respectivamente. Posteriormente se calculé el indice de
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masa corporal (IMC) utilizando la férmula IMC=peso (kg)/talla (m?). Se usaron datos
regionales normativos para calcular los valores estandar en funcién del sexo y la edad
de cada nifio para el peso, la talla y el IMC(146). Los perimetros abdominal y pélvico se
midieron a la altura del ombligo y de la pelvis, respectivamente. La presidon arterial se
midié en posicidn supina en el brazo derecho después de 10 minutos de reposo con un
oscilémetro electronico.

La composicidén corporal (masa grasa, masa magra y agua corporal total) se midid
mediante impedanciometria electrénica (Hydra Bioimpedance Analyzer 4200, Xitron
Technologies, San Diego, CA). Se trata de una técnica no invasiva que ha sido utilizada
y validada en nifios y las mediciones se correlacionan bien con datos de absorciometria
dual de rayos X (DXA)(147).

Para la cuantificacidon de la adiposidad subcutanea y visceral se usé un ecégrafo
de alta resolucion (MyLab™?25, Firenze, Italy) con sonda convex multifrecuencia de
3.5-5 MHz y sonda lineal multifrecuencia de 8-12 MHz(148). La grasa visceral se estimo
como la distancia entre la superficie interna de la pared abdominal y la pared posterior
de la aorta a la altura del ombligo(149). El grosor de la grasa localizada en la pared
posterior renal derecha en el espacio perirrenal también fue calculado para ser
afiadido a la medicién de la grasa visceral, tal y como lo describié Hirooka y cols(150).
Todas estas medidas se realizaron por el mismo observador. El paciente habia vaciado
la vejiga urinaria y estaba en posicion supina. Las mediciones se realizaron por
triplicado al final de la espiracion con la minima presidon posible de la sonda. El
coeficiente de variacidn intra-sujeto para las medidas de ultrasonidos fue menor del

6%. La medida de la grasa visceral mediante ultrasonidos no es invasiva, ha sido
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utilizada y validada en nifios y las mediciones se correlacionan bien con datos de

tomografia computerizada(149; 150).

4.5.2 Variables analiticas

Se practicé una extraccidon de sangre venosa (maximo 15 ml de sangre) para la
realizacion de una analitica general y recoleccidon y congelacion a -802C de una
seroteca, plasmoteca y leucocitos circulantes.

Todas las extracciones se realizaron en un ambiente tranquilo, tras haber
aplicado crema anestésica en la piel (crema EMLA, de uso habitual en pediatria) y con
personal experimentado que minimizaron las molestias de la puncion.

Se realizd una analitica general (hemograma, bioquimica general, glucosa,
insulina y perfil lipidico) a cada nifio.

La glucosa en suero fue cuantificada mediante el método de la hexoquinasa y la
insulina fue medida mediante inmunoquimioluminiscencia (IMMULITE 2000,
Diagnostic Products, Los Angeles, CA). Los limites de deteccién fueron de 0.4 mlU/L Yy el
coeficiente intra- e inter-ensayo fue menor que el 10%. Se utilizé el Homeostasis
Model Assessment (HOMA; Matthews, 1985) para estimar la sensibilidad [HOMA-IR] y
secrecion [HOMA-B] de insulina en las muestras de suero recogidas(151). Estos
parametros han sido validados en diversas poblaciones pediatricas.

El colesterol HDL fue cuantificado utilizando el método homogéneo del
detergente selectivo con acelerador. Los triglicéridos totales en suero se midieron
mediante el método de la oxidasa de glicerol fosfato. Todos estos parametros fueron
analizaron en una muestra fresca de suero en el analizador C-8000 de Abbot (Abbot

Park, IL, US), con unos CV intra- e inter-ensayo inferiores al 10%. La TSH y la T4 libre se
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midieron mediante inmunoensayos quimioluminiscentes de microparticulas (Abbot
Park, IL, USA), con los respectivos limites de deteccién de 0.01 mlU/Ly 0.4 ng/dl; los CV
fueron menores del 5% y el 8%, respectivamente.

La adiponectina total y de APM se cuantificaron mediante ensayos por
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISAs) tipo sandwich [Linco, St. Charles, MO (10)].
Los respectivos limites de deteccion fueron de 0.8 ng/ml y 0.5 ng/ml y los CV fueron
menores de 4%. La OC total fue cuantificada mediante un test inmunoldgico
enzimatico (Nordic Bioscience Diagnostics a/s, Herlev, Denmark) con una sensibilidad
de 0.5 ng/ml. Para la OCdc se utilizé un EIA de fase sélida (Glu-OC MK-118; Takara Bio,
Otsu, Shiga, Japan) basado en un método de sandwich con dos anticuerpos anti-OCdc
monoclonales con una sensibilidad de 0.25 ng/ml y unos CV menores del 6%. La
concentracion de OCc en suero se calculd como la diferencia entre la OC total y la
OCdc. La relacion OCdc-OCc se uso para corregir por los cambios inversos paralelos en
las concentraciones de OCc. La fosfatasa alcalina especifica del hueso se cuantificd
mediante un ensayo inmunoenzimatico (Immunodiagnostics systems, Boldon, Tyne &
Ware, UK). El limite minimo de deteccion fue de 0.7 pug/Ly los CV intra- e inter-ensayo
fueron inferiores al 7%. El telopéptido carboxilo terminal del coldgeno tipo | (CTX) se
cuantificé utilizando un inmunoensayo electroquimioluminiscente (Elecsys 2010
automated analyzer, Roche). El limite minimo de deteccién fue de 0.010 ng/ml y el CV
intra- e inter-ensayo fue menor del 9%. FASN soluble se cuantific6 mediante ELISA
(FASgen, Inc, Baltimore) con una sensibilidad de 0.3 ng/ml y un CV menor del 12%. La
25-hidroxivitamina D en suero [que comprende tanto la vitamina D2 (25-OH
ergocalciferol) como la D3 (25-OH colecalciferol)] fue cuantificada con un

inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas (ARCHITECT, Abbot Diagnostics
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Europe, Milan, Italy). El limite minimo de deteccion fue de 1.9 ng/mL y los CV intra- e

inter- ensayo fueron menores del 10%.

4.6 Biopsias de tejido adiposo

Los explantes de tejido adiposo visceral (perirrenal y epiploico) se obtuvieron
de 6 nifios adicionales (3 nifios y 3 nifas, edad 6.1 + 1.2) durante una cirugia abdominal
programada por malformaciones uroldgicas o reparacion de hernias inguinales. De
todos los nifios se recogidé el correspondiente consentimiento informado. Todos los
pacientes fueron asintomaticos (libres de cualquier enfermedad aguda o crdnica), con
recuentos sanguineos normales y funciones hepatica y renal normales.

Las biopsias de tejido adiposo se cortaron en pequefios trozos y se lavaron con
un tampodn fosfato salino (PBS) con un 5% de albumina sérica bovina (BSA) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Cantidades similares de tejido (aproximadamente
300 mg de tejido/pocillo) se incubaron en placas de 12 pocillos con 1 ml de medio
DMEM suplementado con: 10% de suero bovino fetal (FBS), 1% de sodio piruvato, 1%
de glutamina, 100 U/ml de penicilina y 0.1 mg/ml de estreptomicina y el vehiculo de la
T4 (hidroxido sddico; NaOH) o bien 1 o 10 nM de triyodotironina (Ts) durante 24 h a
372Cy 5% de CO,. El medio de cultivo y las biopsias de tejido adiposo se recolectaron
para el estudio de proteinas totales y las concentraciones de adiponectina total y de
APM, asi como su expresion génica en los tiempos Oh, 6h, 12h y 24h.

Tanto la adiponectina total como la de APM se cuantificaron en el medio de
cultivo usando los mismos ELISAs comerciales descritos arriba. Los resultados se
ajustaron por concentraciones de proteina total en el medio de cultivo cuantificadas

por el método de Lowry (1951). El ARN total del tejido adiposo se extrajo mediante el
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RNeasy Lipid Tissue Mini kit (Qiagen Inc.), siguiendo el protocolo proporcionado por la
casa comercial, incluyendo el paso con DNAsa. Un microgramo de RNA fue
retrotranscrito utilizando el High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real se llevd a cabo en reacciones duplicadas
de 25 ul de 2XTagman Universal Master Mix (Applied Biosystems), 1.25 ul del kit para
la amplificacion del gen de la adiponectina (cat. #Hs01057145 Tagman Gene
Expression Assays) (Applied Biosystems). EI gen GAPDH (cat. #H599999910) se utilizé
como gen control. Las reacciones se amplificaron en un aparato de PCR en tiempo real
ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems) utilizando las siguientes condiciones: 50°C
durante 2 minutos, 952C durante 10 minutos seguido de 40 ciclos de 952C durante 15s
y 602C durante 1 minuto. Las expresiones relativas se calcularon de acuerdo con el

ACT Los valores de A® se determinaron para cada gen normalizando los

método del 2
valores por la mediana geométrica de los valores de Ct para el gen control GAPDH

amplificado en la misma placa de PCR. La variacidn inter-ensayo por placa fue <1.0 A

para cada gen testado.

4.7 Recogida y anadlisis de datos

Los datos clinicos del presente trabajo se recogieron en programas informaticos
durante los controles de salud del nifio sano. Se utilizd el programa informatico SPSS
version 12.0 para el analisis estadistico de los datos. Se transformaron
matematicamente las variables cuantitativas que no siguieron una distribucidon normal.

Los resultados se expresaron como media * error estandar de la media. Las diferencias
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debidas al género se examinaron mediante la prueba t de Student. El nivel de
significacion estadistica se fijo en p<0.05.

Se analizaron las asociaciones entre los diferentes marcadores mediante
analisis de correlacidn y posteriormente se ajustaron las asociaciones significativas por
variables de confusidn mediante analisis de regresion multiple. Para el estudio de las
hormonas tiroideas, se dividio, asimismo, la poblacién de estudio en tertiles de T4 libre
en suero y se estudiaron las diferencias para las variables de interés entre los tertiles
mediante analisis de la varianza (ANOVA) y modelo de regresién lineal multiple (que
permite ajustar por variables modificadoras de efecto y variables confusién). Las
diferencias en las concentraciones de adiponectina en el medio de cultivo se

examinaron mediante la prueba t de Student.
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5 RESULTADOS






5.1 Articulo I:

Relative hypoadiponectinemia, insulin resistance and increased visceral fat in

euthyroid prepubertal girls with low-normal serum free thyroxine.
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Abstract

A lower activity of the thyroid axis within the clinical reference range is related to a
dysmetabolic phenotype in adult populations. We posited that such an association is already
present as early as in prepubertal childhood. Serum thyroid stimulating hormone (TSH) and
free T4, body fat (bioelectric impedance), insulin resistance (homeostasis model assessment
of insulin resistance (HOMAR)), total and high molecular weight (HMW)-adiponectin and
serum lipids were assessed in 234 euthyroid prepubertal children (113 boys and 121 girls)
attending primary care clinics. Visceral fat (abdominal ultrasound) was measured in a subset
of these subjects (n = 147; 74 boys and 73 girls). Explants of visceral adipose tissue from an
additional six prepubertal children (three boys and three girls) were used to study the
regulation of total and HMW-adiponectin by thyroid hormone. Serum free T4 was in girls
independently associated with HMW-adiponectin, HOMA and visceral fat, so that
circulating HMW-adiponectin decreased by 30% (B = 0.305 P < 0.005, R? = 0.13) and HOMA
and visceral fat increased, respectively, by 90% (B = -0.255 P < 0.01, R? = 0.05) and 30% (B =
-0.369, P < 0.005, R? = 0.12) from the highest to the lowest tertile of serum free T4.
Nonsignificant differences in these parameters were found in boys. Treatment of visceral fat
explants with thyroid hormone increased total and HMW-adiponectin by 70% and 53%,
respectively, above control values (P < 0.01). In conclusion, a dysmetabolic phenotype,
consisting of relative hypoadiponectinemia, insulin resistance and increased visceral fat, is
associated with low-normal serum free thyroxine in euthyroid prepubertal girls. These
associations may be partly explained by a positive regulation of HMW-adiponectin secretion
by thyroid hormone.






5.2 Articulo II:

Carboxylation of osteocalcin affects its association with metabolic

parameters in healthy children.
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OBJECTIVE — Osteocalcin (OC), a bone-derived protein, was recently shown to regulate
metabolic pathways in mice. Undercarboxylated OC (ucOC), but not carboxylated OC (cOC),
increases adiponectin and insulin secretion. It is unclear if carboxylation of OC affects its
association with metabolic parameters in humans.

RESEARCH DESIGN AND METHODS — The associations between ucOC, cOC, total
and high-molecular-weight (HMW) adiponectin, and insulin secretion (homeostasis model as-
sessment [HOMA]-B) were investigated in a population-based sample of healthy prepubertal
children (n = 103; 49 boys and 54 girls).

RESULTS — Weight-dependent associations were observed between the different forms of
OC and metabolic parameters. Higher cOC was related to lower HMW adiponectin (with a
stronger association in leaner children; P < 0.001). Higher ucOC-to-cOC ratio was associated
with higher HOMA-B (P < 0.01) in leaner children and associated with higher HMW adiponec-
tin (P < 0.001) in heavier children.

CONCLUSIONS — In a weight-dependent manner, cOC and the proportion of ucOC are
differentially related to HMW adiponectin and insulin secretion in healthy children.

Diabetes Care 33:661-663, 2010

here is feedback between glucose
and bone metabolism (1). Adi-
ponectin, a protein secreted by the
adipose tissue with insulin-sensitizing
and anti-atherosclerotic properties (2),
has emerged as an element in the regula-
tion of bone mass (3). Recent studies have
closed this feedback by revealing a direct
regulation of metabolic pathways by the
skeleton through osteocalcin (OC) pro-
duction (4).
Osteocalcin, an osteoblast product, is
the most abundant noncollagenous pro-
tein of bone matrix and a long-known pa-

rameter of bone formation (5). The
protein is subjected to posttranslational
carboxylation by a vitamin K—dependent
carboxylase to yield carboxylated (cOC)
and undercarboxylated (ucOC) mole-
cules. cOC has higher affinity for hy-
droxyapatite and is thought to be the
active form in the bone (5).

Recent studies have disclosed that
ucOC, but not cOC, is capable of enhanc-
ing adiponectin and insulin secretion in
mice (4,6); clinical studies have shown
independent associations between circu-
lating total OC and metabolic traits in
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adult populations (7-10). However, it is
currently unclear which of the carboxy-
lated forms of OC is associated with me-
tabolism in humans.

We investigated the clinical associa-
tions between both serum ucOC and
cOC, total and high-molecular-weight
(HMW) adiponectin (because it is un-
known if this fraction of the protein is
related to serum OC), and insulin secre-
tion (homeostasis model assessment
[HOMA]-B) in a population-based sam-
ple of healthy children. Our primary hy-
pothesis was that serum ucOC is the
preferred molecular form associated with
adiponectin and insulin secretion. As a
secondary hypothesis, any given associa-
tion between cOC and metabolic param-
eters is a reflection of the known
regulation of bone mass by metabolism,
given that 1) cOC is the active form in the
bone and 2) cOC does not have metabolic
effects in vitro or in vivo.

RESEARCH DESIGN AND
METHODS — Subjects were 103
school-age Caucasian children (49 boys
and 54 girls; aged 6.6 = 0.1 years; sup-
plementary Table 1 in the online appendix,
available at http://care.diabetesjournals.org/
cgi/content/full/dc09-1837/DC1) consecu-
tively recruited among children seen at
the pediatric primary care clinics for well-
child checkup visits in Alt Emporda, a re-
gion in northern Spain. Inclusion criteria
included age between 5 and 9 years and
absence of puberty. Exclusion criteria
were evidence of acute or chronic illness.
The protocol was approved by the re-
gional Institutional Review Board. In-
formed written consent was obtained
from the parents.

Weight and height were measured
with a calibrated scale and a Harpenden
stadiometer, respectively. Waist circum-
ference was measured at the umbilical
level. Blood pressure was measured with
an electronic sphygmomanometer. Body
composition was assessed by bioelectric
impedance (Hydra Bioimpedance Ana-
lyzer 4200; Xitron Technologies, San Di-
ego, CA).

Fasting serum glucose, lipids, and im-
munoreactive insulin were assayed as de-
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Figure 1—Correlation graphs of both carboxylated osteocalcin (cOsteocalcin) and undercarboxylated-to-carboxylated osteocalcin (ucOsteocalcin-
to-cOsteocalcin) ratio with HMW adiponectin in healthy children (n = 103) and in subgroups according to a BMI cutoff (below or above the median).
@ and O depict boys and girls, respectively. r and P values are from Pearson analyses.

scribed (11). Insulin sensitivity and
secretion were estimated by the ho-
meostasis model assessment (HOMA—
insulin resistance [IR] and HOMA-B
[12]). Total and HMW adiponectin (the
active fraction of the protein) were mea-
sured by sandwich enzyme-linked immu-
nosorbent assays (Linco, St. Charles, MO)
(10). Total OC was measured by an en-
zyme immunological test (Nordic Bio-
science Diagnostics, Herlev, Denmark)
with a sensitivity of 0.5 ng/ml, and ucOC
was measured by a solid-phase enzyme
immunoassay (EIA) kit (Glu-OC MK-
118; Takara Bio, Otsu, Shiga, Japan) with
a sensitivity of 0.25 ng/ml. Coefficients of
variation at our laboratory were <6%. Se-
rum cOC was calculated as the difference
between total and ucOC.

Statistical analyses using SPSS version
12.0 (SPSS, Chicago, IL) consisted of sim-
ple correlation followed by stepwise mul-
tiple regression. ucOC-to-cOC ratio,
rather than ucOC, was used to correct for

the parallel inverse change in cOC. Signif-
icance level was set at P < 0.05.

RESULTS — Weight-dependent asso-
ciations were observed between the dif-
ferent forms of OC and metabolic
parameters. Higher cOC was related to
lower HMW adiponectin (with a stronger
association in leaner children; P < 0.001;
Fig. 1). Higher ucOC-to-cOC ratio in
leaner children was associated with
higher HOMA-B (P < 0.01) and in
heavier children associated with higher
HMW adiponectin (P < 0.001; Fig. 1).
These associations were either decreased
or absent for total adiponectin.

In multiple regression analyses, both
HMW adiponectin ( = —1.04to —1.32;
R? = 0.11-0.20) and BMI (B = 3.06,
R* = 0.07) were independently related to
cOC. In similar analyses, ucOC-to-cOC
ratio (B = 1.58-3.76; R* = 0.04—0.20)
was independently related to HMW adi-

ponectin. Nonpredictive variables were
sex, fat mass, and HOMA-IR.

Finally, ucOC-to-cOC ratio was inde-
pendently related to HOMA-B (B = 0.17,
R* = 0.08). Nonpredictive variables were
sex, BMI, and fat mass. This association,
however, was apparent in leaner but not
in heavier children.

CONCLUSIONS — Our study de-
fines the clinical associations between the
different carboxylated forms of OC and
metabolic parameters in healthy children.

Recent clinical reports have demon-
strated significant associations between
circulating total OC and adiponectin in
adults (7-10,13). Data regarding the rela-
tion to insulin secretion are scarcer (8).
Despite the fact that most of these studies
did not discern between ucOC and cOC,
the associations were assumed as being
consistent with the purported role of
ucOC regulating adiponectin and insulin
secretion (4). Our results support these
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findings and those from experimental
research (4,6) pointing, for the first
time, to our knowledge, to an increase
in the relative concentration of ucOC as
being associated with both increased
HMW adiponectin and insulin secre-
tion in humans.

Our findings also indicate that cOC
(the active form in the bone) is related to
metabolic parameters in humans. The in-
dependent associations between cOC and
both HMW adiponectin and BMI fit well
with the known regulation of bone mass
by metabolic parameters (14), particu-
larly with the known inverse association
between adiponectin and bone mass (1).
These observations, together with the fact
that adiponectin receptors are expressed
in osteoblasts (15), support a possible role
of HMW adiponectin in the regulation of
OC expression and/or carboxylation,
thereby opening the perspective for an
adiponectin-osteocalcin loop in humans.

Our study finally suggests different
priorities in the reciprocal regulation of
glucose and bone metabolism depending
on the weight status. The abundance of
HMW adiponectin in leaner subjects may
contribute to the relative osteopenia com-
monly observed in these subjects. An in-
crease in the relative proportion in ucOC
may contribute to improved insulin secre-
tion in leaner subjects and compensate for
the decrease in HMW adiponectin in
heavier subjects.

In conclusion, in a weight-dependent
manner, carboxylation of OC affects its
association with metabolic parameters in
healthy children.
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5.3 Articulo lll:

Soluble fatty acid synthase relates to bone turnover markers in
prepubertal children

77






A. Prats-Puig, T. Puig, C. Sitjar, M. Mas-Parareda, P. Grau-Cabrera, P. Soriano-Rodriguez, M.
Montesinos-Costa, M. Diaz, F. de Zegher and L. Ibafiez, et al. “Soluble fatty acid synthase
relates to bone biomarkers in prepubertal children”. Osteoporosis International. Vol 23,
num. 7 (2012) : p. 2053-2058

Copyright © 2011, International Osteoporosis Foundation and National Osteoporosis
Foundation

http://www.springerlink.com/content/21ljg71930863583/

DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s00198-011-1759-y

Abstract

Summary

Circulating soluble fatty acid synthase (FASN, a key enzyme in de novo biosynthesis of fatty acids,
expressed in both adipocytes and osteoblasts) is clinically related to a less favorable bone profile in
healthy prepubertal children. Soluble FASN may participate in the reciprocal regulation between fat
and bone metabolism.

Introduction

Fatty acid synthase (FASN), a key enzyme in de novo biosynthesis of fatty acids, is expressed in
adipocytes and osteoblasts. We hypothesized that FASN may participate in the crosstalk between fat
and bone. To this aim, we studied the relation between circulating soluble FASN (an extracellular
FASN that reflects previously intracellular enzymatic activity) and adipose tissue and bone
biomarkers in prepubertal children.

Methods

Circulating soluble FASN, total and high molecular weight (HMW) adiponectin, bone biomarkers
[osteocalcin (OC), uncarboxylated osteocalcin (ucOC), C-terminal cross-linked telopeptide of type |
collagen (CTX), bone-specific alkaline phosphatase (BSAP)], and a profile of energy metabolism [body
fat, insulin resistance and secretion (HOMA), serum lipids] were assessed in 84 asymptomatic
prepubertal children (44 girls, 40 boys, age 6.8 + 0.1 year). Serum 25-OH Vitamin D (Vit D) was
additionally measured.

Results

Circulating soluble FASN increased with increasing HMW adiponectin (r = 0.29, p = 0.01) and
decreasing serum Vit D (r = -0.21, p < 0.05), and was related to a less favorable bone profile,
showing negative associations with bone-derived metabolic parameters [total OC (r=-0.33, p =
0.002) and ucOC (r=-0.37, p < 0.0001)] and a positive association with the CTX-to-BSAP ratio (r =
0.31, p < 0.01). These correlations were not explained by age, gender, body fat, insulin resistance or
secretion or serum lipids; however, they were predominant in those subjects with Vit D levels below
the population median.



Conclusions

Circulating soluble FASN relates to both adipose tissue and bone biomarkers in prepubertal children,
with associations that are dependent on Vit D concentrations. These findings suggest that FASN may
participate in the crosstalk between fat and bone metabolism.

Keywords

Adiponectin — Bone — Bone-specific alkaline phosphatase (BAP) — C-terminal cross-linked
telopeptide of type | collagen (CTX) — Child — Fatty acid synthase — Osteocalcin — Vitamin D



6 DISCUSION






Los resultados derivados de este estudio indican que los niveles de T4 libre en
suero se relacionan con una disminucion de la resistencia a la insulina y de la grasa
visceral. Asimismo, la T3, hormona derivada de la T4, favorece la secrecién tanto de la
adiponectina total como de la de APM en tejido adiposo ex vivo. Por otra parte, la
osteocalcina descarboxilada se asocia con un incremento de secrecién de insulina,
mientras que el aumento la osteocalcina carboxilada se relaciona negativamente con
la adiponectina de APM. Finalmente, se han descrito relaciones entre FASN y
marcadores del metabolismo dseo, que permiten vincular la FASN vy la adiponectina de

APM con un perfil metabodlico 6seo menos favorable.

6.1 Feedback entre tejido adiposo y eje tiroideo
6.1.1 Adiponectina y hormonas tiroideas

Estudios previos han relacionado la funcién tiroidea, en el rango eutiroideo, con
un fenotipo metabdlico desfavorable en poblaciones adultas(152-154). Concretamente
se han relacionado concentraciones bajas de T4 libre en sangre con componentes del
sindrome metabdlico(152-154). Asimismo, un estudio prospectivo concluyd que la
variacién de la funcion tiroidea en el rango clinico de referencia modificaba el riesgo de
enfermedad coronaria en edad adulta(155). Este hecho, se puede explicar por el efecto
positivo que las hormonas tiroideas tienen en la regulacion transcripcional de GLUT4,
implicado en el metabolismo de la glucosa(156). Ademads, estas hormonas también
pueden causar vasodilatacién periférica a través de efectos directos sobre las células
del musculo liso, mejorando la contractibilidad cardiaca e inhibiendo la formacion de la

neo-intimay, por lo tanto, atenuando los posibles problemas cardiovasculares(157).
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Es sabido que los factores de riesgo en la edad pedidtrica predicen el riesgo de
enfermedad cardiovascular en la edad adulta(158), pero se desconoce si la funcién
tiroidea, en el rango fisioldgico, también se asocia con pardmetros metabdlicos en
nifios sanos. En uno de los pocos estudios publicados al respecto, concentraciones
bajas de T4 libre se asociaban con elevadas concentraciones circulantes de marcadores
cardiovasculares en nifios obesos(82).

En el presente estudio, aportamos evidencias de que las concentraciones mas
bajas de T4 libre en suero se asocian con una disminucién de adiponectina de APM
(Figura 21) y un incremento de grasa visceral en nifias prepuberales eutiroideas. Los
resultados de los parametros metabdlicos son, sin embargo, indicativos de un efecto
umbral, con un perfil metabdlico mas desfavorable restringido a aquellos sujetos que
se encuentran en el tercio mas bajo de T4 libre. Cabe destacar que los nifios a los que
no se pudo realizar la ecografia (por motivos de accesibilidad del paciente al centro
sanitario) no diferian significativamente en las principales variables de estudio
respecto al grupo de nifios incluidos en el analisis.

Aunque parece claro que hay una asociacion positiva entre T4 y la adiponectina
de APM, tanto en adultos como en nifios, el mecanismo que rige la relacién entre estas
hormonas es desconocido. No esta claro si las hormonas tiroideas regulan la expresion
y/o secrecion de la adiponectina mediante su accion sobre el tejido adiposo, o la
relacidn con la T4 es debida a un efecto indirecto del metabolismo.

Se sabe que el hipertiroidismo cursa con elevadas concentraciones de
adiponectina en suero(104), mientras que su concentracion no se ve modificada en
sujetos hipotiroideos(101). Del mismo modo, la adiponectina en suero incrementa con

el hipertiroidismo experimental, pero no se modifica induciendo hipotiroidismo en
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ratones(52). Varios estudios han demostrado que la expresién génica de la
adiponectina no esta regulada por las hormonas tiroideas(102; 159); no obstante, sus
efectos en la secrecidon de la proteina aun son desconocidos. En este sentido, nuestros
resultados demuestran que las hormonas tiroideas pueden regular positivamente la
secrecion tanto de adiponectina total como de APM sin afectar a su expresidn génica
en tejido adiposo visceral de niflos sanos. En nuestro estudio, no se observaron
diferencias segun el género en los explantes de tejido adiposo tratados con Ts, pero
seria necesario un mayor niumero de muestras para determinar si la regulacion de la
secrecion de adiponectina por las hormonas tiroideas es mas relevante en nifias que
en nifos.

Recientemente, se ha demostrado que la ruta celular cJun N-terminal quinasa 1
(JNK1), ruta implicada en la obesidad inducida por la dieta, puede actuar sobre el eje
hipotalamico-pituitario-tiroideo(160). Por lo tanto, no se puede excluir que un
incremento de la actividad de JNK1 junto con un incremento de la obesidad abdominal
pueda resultar en una regulacién negativa del eje tiroideo.

Nuestros resultados muestran que los niveles séricos de T4 libre, dentro del
rango fisiolégico de normalidad, se asocian negativamente con la resistencia a la
insulina (Figura 21). Esta relacion se habia demostrado anteriormente en adultos, pero
no en poblaciones pediatricas(152; 153). Un estudio reciente ha demostrado que la
levotiroxina a dosis TSH-supresivas puede mejorar la intolerancia a la glucosa vy la
resistencia a la insulina en sujetos con una mutacion del gen del receptor de la
insulina. Un posible mecanismo implicado en esta observacion incluye la induccion del
tejido adiposo marrdon(161). En este sentido, otros estudios indican que las hormonas

tiroideas pueden modificar la actividad de AMPK y el metabolismo lipidico en el
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hipotdlamo, influyendo asi sobre las vias reguladoras mas importantes de la
homeostasis energética del organismo(162).

La relacién entre una menor actividad del eje tiroideo y un fenotipo
metabodlicamente desfavorable parece diferente entre adultos y nifios. En primer lugar,
mientras que esta asociacion en adultos se ha observado en ambos sexos(153; 154), en
nuestro estudio, sélo ha sido facilmente detectable en nifias y no en nifios. La aparente
especificidad de género de las asociaciones entre las concentraciones bajas de T4 libre
en suero y la hipoadiponectinemia, la resistencia a la insulina y la adiposidad visceral
en nifos prepuberales puede deberse a un dimorfismo sexual en cuanto al tiempo de
maduracion y en la sensibilidad a la insulina. A la edad de 7 afios, las nifias estan mas
cerca del inicio puberal que los nifios, y ademads las nifias pueden ya estar en una fase
de maduracidon mas avanzada que los nifios, tal como indican sus niveles de IGF-1 y por
su mayor adiposidad corporal y una mayor resistencia a la insulina(163; 164). Un
seguimiento longitudinal de estos nifios podria revelar si la asociacion mencionada
puede aparecer en un estadio similar de maduracién también en nifios.

En segundo lugar, en adultos, la TSH —y en menor medida la T4 libre — se asocia
con marcadores de fenotipo dismetabdlico(154), mientras que, en nifias prepuberales,
es la T4 libre — mas que la TSH — la que se asocia con la adiposidad visceral, la
insulinemia y adiponectinemia en ayunas. Resta pendiente caracterizar si, en nifios, las
asociaciones metabdlicas con la TSH se desarrollan con mayor frecuencia en individuos
con sobrepeso o mayores, tal como ha sido descrito en adultos(165; 166). En conjunto,
estas observaciones sugieren que la homeostasis de las hormonas tiroideas difiere

entre nifos sanos y adultos.
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Nuestros resultados son también pertinentes para la relacién que existe entre
el hipotiroidismo subclinico y el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular(154;
162-166). Estos trabajos sugieren que la asociacion entre el hipotiroidismo subclinico y
la enfermedad cardiovascular depende de la edad y del sexo, con asociaciones

preferentes en jévenes y en mujeres.
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Figura 21: Modelo propuesto de asociacién entre la T4 y el metabolismo energético.
Linea continua: via predominante; linea discontinua: via no predominante; flecha: estimulacion;
flecha truncada: inhibicion; linea azul: resultados de la literatura.

6.2 Feedback entre el tejido adiposo y el hueso
6.2.1 Adiponectina y osteocalcina

Estudios previos han demostrado la existencia de un feedback entre la glucosa
y el metabolismo dseo(167). Concretamente, se ha descrito que la adiponectina puede
regular la masa 6sea(127); mientras que la OC, producida por el hueso, puede regular
diversas rutas metabdlicas(122).

Estudios clinicos recientes en adultos, han demostrado asociaciones
significativas entre las concentraciones circulantes de adiponectina y las
concentraciones circulantes de OC total(124-126; 168; 169). No obstante, la mayoria
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de estos estudios no disciernen entre las diferentes formas de la OC —dcOC y cOC-,
mientras que algunos atribuyen las asociaciones metabdlicas a la forma
descarboxilada, y no a la carboxilada, debido a su capacidad de aumentar la secrecién
de insulina en ratones(122). Nuestros resultados apoyan tanto a los estudios realizados
en humanos como aquellos provenientes de la investigacion experimental(122; 125;
126; 128), al describir por vez primera, que un incremento en la concentracidén relativa
de dcOC se asocia tanto a un incremento de la adiponectina de APM como a la
secrecion de insulina. Hipotetizamos, asi, que en humanos, también seria la forma
descarboxilada de la OC la forma capaz de estimular la secrecién de insulina ya desde
la infancia (Figura 22).

Nuestros resultados indican que la cOC se relaciona con parametros
metabdlicos en humanos. Las asociaciones independientes entre la cOC tanto con la
adiponectina de APM como con el IMC concuerdan bien con la regulacidn conocida
entre la masa 6sea y pardametros metabdlicos(170), particularmente, con la asociaciéon
inversa conocida entre la adiponectina y la masa dsea(167), aunque, hasta la fecha, los
estudios publicados no han diferenciado entre las diferentes formas de una u otra
molécula. Estas observaciones, junto con el hecho que los osteoblastos expresan
receptores de adiponectina(171), apoyan el posible papel de la adiponectina de APM
en la regulacién de la expresion y/o la carboxilacion de la OC, ademas de generar una
nueva perspectiva para una regulacion mutua entre la adiponectina y la OC en
humanos. Recientemente, se ha sugerido que el receptor acoplado a la proteina G
huérfana (GPRC6A) es un mediador de algunas acciones de la OC in vivo, hecho que

indica una ruta molecular que pueda unir el hueso y el metabolismo energético(172).
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El presente estudio también sugiere una regulacidn reciproca del metabolismo
dseo y el energético dependiendo del peso corporal. El incremento de adiponectina de
APM en sujetos delgados podria contribuir a la osteopenia comunmente observada en
estos individuos. Mientras que un incremento en la concentracion relativa de dcOC
podria contribuir a mejorar la secrecién de insulina en sujetos delgados y contribuir a

la disminucién de adiponectina de APM en sujetos obesos (Figura 22).
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Figura 22: Modelo propuesto de asociacién entre la OC y el metabolismo energético. a) en
individuos delgados y b) en individuos no delgados.

Linea continua: via predominante; linea discontinua: via no predominante; flecha: estimulacion;
flecha truncada: inhibicidn: linea azul: resultados de la literatura.
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6.2.2 Adiponectina, FASN y marcadores dseos

Las rutas de sefializacion moduladas por la adiponectina en los érganos diana
son aun poco conocidas. Se ha descrito que la adiponectina es capaz de regular
parcialmente la homeostasis energética en el musculo esquelético y el higado a través
de la activaciéon de AMPK(13).

Nuestros resultados muestran que elevadas concentraciones de FASN
circulantes se asocian a mayores concentraciones de adiponectina de APM en nifios
sanos. Hipotetizamos que la adiponectina de APM podria regular la actividad del
propio tejido adiposo y aumentar las concentraciones de FASN extracelular a través de
la estimulacién de la actividad AMPK, como sucede en las lineas celulares de cancer
(Figura 23)(72).

La homeostasis del hueso también es dependiente de la actividad de AMPK.
Concretamente, la activacion de AMPK estd relacionada funcionalmente con una
disminucion de la diferenciacion de los osteoblastos, disminuyendo la expresiéon de OC
y modulando, asimismo, la formacion ésea(173). En nuestro estudio, la FASN soluble se
asocia también con biomarcadores dseos. Esta asociacion podria reflejar el control de
la homeostasis 6sea por el metabolismo energético, a través de la produccion de
adiponectina(129) y la activacion de la ruta AMPK(13).

Ademas de la adiponectina, se sabe que tanto los acidos grasos de la dieta
como la produccién enddgena de acidos grasos (p.ej: debido a la actividad de FASN)
pueden regular el metabolismo 6seo(174; 175). Un estudio hipotetizd que los
adipocitos de la médula exhiben un efecto lipotoxico en la funcidén y supervivencia
osteoblastica a través de la biosintesis y liberacidén de acidos grasos al microambiente

de la médula 6sea(174). Ademas se demostréd que los 4acidos grasos también
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modulaban la supervivencia de los osteoclastos(176). En nuestro estudio, la FASN
circulante presenta asociaciones negativas con pardmetros metabdlicos derivados del
hueso (OC y dcOC) y asociaciones positivas con la ratio CTX-fosfatasa alcalina,
marcador de remodelacion ésea. Es por tanto razonable, proponer que la actividad de
FASN podria influenciar el remodelado éseo a través de la biosintesis de acidos grasos
(Figura 23). En nuestro estudio no se pudo realizar la cuantificacién de los marcadores
de remodelacion 6sea a todos los sujetos del estudio por razones ajenas a la seleccidn
de lo sujetos. Por este motivo, la ampliacion del estudio a una muestra mayor de
sujetos seria de utilidad para determinar la importancia de las relaciones aqui
mencionadas.

Estudios recientes han demostrado regulaciones bidireccionales entre el tejido
adiposo y el esqueleto a través de la produccion de OC(128; 177). Se sabe que la dcOC
puede reducir la masa grasa e incrementar la secrecién de adiponectina. La asociacién
entre la dcOC y FASN soluble en nifios sanos sugiere que las dos moléculas puedan
estar relacionadas fisiolégicamente. No podemos excluir la posibilidad de que la dcOC
pueda limitar la biosintesis de acidos grasos a través de la regulacion de la actividad de
FASN, lo cual apoyaria la estrecha relacion entre el hueso y el tejido adiposo (Figura

23).
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Figura 23: Modelo propuesto de asociacion entre la adiponectina de APM y el hueso.
Linea continua: via predominante; flecha: estimulacion; flecha truncada: inhibicién; linea azul:
resultados de la literatura.

Como parte de sus efectos anti-proliferativos, la vitamina D regula
negativamente la expresion de FASN en células cancerosas(178). Nuestros estudios
muestran una relacidon negativa entre FASN circulante y los niveles de vitamina D, y
demuestran que las asociaciones de FASN con la adiponectina de APM y con los
marcadores Oseos son dependientes de dicha molécula, pues son mejores en los
sujetos con niveles de vitamina D inferiores a la media. Estos resultados sugieren que
la vitamina D también podria modular la actividad de FASN en sujetos sanos. Ademas,
la insuficiencia de vitamina D, podria agravar el fenotipo desfavorable como resultado
de una elevada actividad de FASN tanto en el tejido adiposo como en el 6seo. Debido a

gue en pediatria no existe un consenso para determinar los niveles de deficiencia de
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vitamina D, en nuestro estudio se utilizd como punto de corte la mediana de la
concentracion sérica de vitamina D.

Tal como se ha explicado anteriormente, una posible interpretaciéon de
nuestros resultados es que las moléculas derivadas del tejido adiposo: FASN vy
adiponectina de APM, podrian participar en la regulacién reciproca entre el
metabolismo éseo y el energético. Por una parte, la actividad de FASN tanto en células
adiposas como en la médula dsea o en los osteoblastos, podria regular la homeostasis
Osea, incluyendo la expresion o carboxilaciéon de la OC y el remodelado dseo. La
adiponectina de APM, podria tener un papel importante en este proceso, regulando la
secrecion de FASN en el tejido adiposo o directamente inhibiendo la diferenciacién y
posterior expresion de marcadores dseos en los osteoblastos. Por otra parte, la
actividad de FASN y adiponectina en el tejido adiposo, podrian estar regulados por la

dcOC. Finalmente, estos procesos, podrian estar modulados por la vitamina D.

6.3 Discusion conjunta de los resultados

En resumen, un fenotipo dismetabdlico, consistente en wuna relativa
hipoadiponectinemia, resistencia a la insulina y un incremento de la grasa visceral, se
asocian con una concentraciéon normal-baja de T4 libre (dentro del rango fisioldgico de
normalidad), en nifias prepuberales. Estas asociaciones podrian ser debidas, en parte,
por la regulacion positiva de las hormonas tiroideas sobre la secrecién de la
adiponectina de APM.

Asimismo, un incremento de la dcOC se asocia a la adiponectina de APM y a la
secrecion de insulina; mientras que la cOC se relaciona tanto con la adiponectina de

APM como con el IMC. Nuestros resultados sugieren, pues, que las concentraciones de
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adiponectina de APM podrian afectar tanto a la expresion y/o carboxilacion de la OC
como a la secrecién de insulina de manera dependiente del peso corporal. Estos
resultados generan una nueva perspectiva para una regulacién mutua entre la
adiponectina y la OC en humanos.

Finalmente, observamos una relacidon entre la adiponectina de APM y FASN
soluble, y aportamos evidencias de que la FASN soluble podria participar en la
regulacién reciproca entre el metabolismo energético y el dseo, asociandose con un
perfil metabdlico 6seo menos favorable (Figura 24). Ademas, la insuficiencia de
vitamina D podria agravar este fenotipo desfavorable como resultado de una elevada

actividad de FASN.
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Figura 24: Modelo propuesto de asociacidn entre la adiponectina de APM y los marcadores de funcidn tiroidea y
metabolismo éseo.
Linea continua: via predominante; linea discontinua: via no predominante; flecha: estimulacién; flecha truncada:
inhibicidn; linea azul: resultados de la literatura.

Estos resultados aportan evidencias del importante papel de la adiponectina de

APM como marcador bioldgico de la regulacién comun entre el tejido adiposo, el eje

tiroideo y el metabolismo dseo en etapas precoces de la vida.
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7 CONCLUSIONES






Las concentraciones mas bajas de T4 libre en suero se asocian con una disminucion de
adiponectina de APM, y un incremento de HOMA-IR y grasa visceral en nifas
prepuberales eutiroideas.

1. Las hormonas tiroideas regulan positivamente la secrecién de adiponectina
total y de adiponectina de APM, sin afectar a su expresion génica, en tejido
adiposo visceral de escolares sanos.

2. Unincremento en la concentracion relativa de cOC se asocia a una disminucidn
de la adiponectina de APM, siendo esta relacion mas fuerte en nifios con menor
peso corporal.

3. El porcentaje de osteocalcina descarboxilada se asocia a una mayor secrecion
de insulina en niflos con menor peso y a una mayor concentracion de
adiponectina de APM en nifios con mayor peso.

4. Las concentraciones de FASN extracelular se asocian con elevadas
concentraciones de adiponectina de APM vy bajas concentraciones de
vitamina D.

5. Las concentraciones de FASN extracelular se relacionan con un perfil dseo
menos favorable, pues muestran asociaciones negativas con proteinas
derivadas del hueso (OC total y dcOC) y asociaciones positivas con marcadores
de remodelacion ésea (ratio CTX-fosfatasa alcalina). Estas asociaciones clinicas

son destacables en nifios con niveles de vitamina D inferiores a la media.
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