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Resum

La WNT5A és una proteina proinflamatoria relacionada recentment amb la
resisténcia a la insulina. Es creu que la proteina SFRP5 podria exercir les seves
propietats antiinflamatories tot segrestant la WNT5A i evitant |'aparicio de la
resisténcia a la insulina. Recentment s’ha descrit que les dues proteines poden ser
secretades pel teixit adipés en adults. Per altra banda, la proteina CRTC3 és
expressada en el teixit adipds on juga un paper important en el metabolisme energetic.
Recentment, s’ha descrit que el gen de la proteina CRTC3 esta relacionat amb el
desenvolupament de I'obesitat metabolicament complicada.

Es coneix que el teixit adipds juga un paper important en la regulaciéo de
I'homeostasi energetica de l'organisme mitjangant la secreci6 de determinades
molecules a la sang. En aquest treball s'estudiara la secrecié de WNT5A, SFRP5 i CRTC3
per part del teixit adipds i la seva relaci6 amb I'obesitat i marcadors de risc
cardiovascular en I'edat pediatrica.

Amb aquesta finalitat, s'ha dissenyat un estudi transversal amb una mostra de
nens sans de 7 anys d'edat (n = 211; 103 nens i 108 nenes), no seleccionats, provinents
de la poblacidé general i reclutats en centres d'atencid primaria. | també s’ha dissenyat
un estudi longitudinal amb 130 nens (63 nens i 67 nenes), estudiats al cap de 3 anys de
la seva inclusio inicial a I'estudi. A tots ells se'ls va realitzar un examen clinic i
antropometric. Es va obtenir una mostra de sang que es va utilitzar per realitzar una
analitica general i quantificar els marcadors a estudiar, que inclouen: WNT5A, SFRP5 i
CRTC3. Addicionalment, es van obtenir biopsies de teixit adipds visceral de 12 nens (10

nens i 2 nenes) sotmesos a una intervencio quirurgica programada per causes externes



a l'estudi. Aquest teixit adipds es va utilitzar en estudis ex vivo per estudiar la secrecio
de les proteines WNT5A, SFRP5 i CRTC3.

Els resultats obtinguts demostren que les proteines WNT5A, SFRP5 i CRTC3 s6n
secretades pel teixit adipds i, en major quantitat, pel teixit adipds visceral en nens
prepuberals sans. A més a més, concentracions baixes de SFRP5 i elevades de WNT5A i
CRTC3 es relacionen amb un fenotip dismetabolic, consistent en una relativa
disminucio de I'adiponectina en sang, augment de la resisténcia a la insulina i augment
de I'index de massa corporal.

L'estudi de I'eix WNT5A-SFRP5 ha demostrat que les dues proteines es
relacionen positivament tant en el medi condicionat de les biopsies de teixit adipds
com en el serum dels nens sans. A més a més, els nostres resultats demostren que les
concentracions baixes de SFRP5 en sang potencien la relacié entre WNT5A i 'augment
de la resistencia a la insulina i de parametres de funcio hepatica.

Aquests resultats aporten evidencies de l'important paper del teixit adipds en la
secrecié de les proteines WNT5A, SFRP5 i CRTC3 i la seva relacid amb marcadors
coneguts de risc metabolic -i el desenvolupament del fenotip dismetabdlic en etapes

primerenques de la vida.



Resumen

La WNT5A es una proteina proinflamatoria relacionada recientemente con la
resistencia a la insulina. Se cree que esta proteina podria estar regulada por la SFRP5,
la cual secuestraria la WNT5A, ejerciendo asi sus propiedades antiinflamatorias y
evitando la aparicidn de la resistencia a la insulina. Recientemente se ha descrito que
las dos proteinas pueden ser secretadas por el tejido adiposo de adultos. Por su parte,
la proteina CRTC3 es expresada en el tejido adiposo donde juega un papel importante
en el metabolismo energético. Recientemente, se ha descrito que el gen de la proteina
CRTC3 esta relacionado con el desarrollo de la obesidad metabdélicamente complicada.

Se sabe que el tejido adiposo juega un papel importante en la regulacién de
la homeostasis energética del organismo mediante la secrecion de determinadas
moléculas en la sangre. En este trabajo se estudiara la secrecién de WNT5A, SFRP5 y
CRTC3 por parte del tejido adiposo y su relacion con la obesidad y marcadores de
riesgo cardiovascular en la edad pediatrica.

Para tal fin, se ha disefiado un estudio transversal con una muestra de nifos
sanos de 7 afios de edad (n = 211; 103 nifios y 108 nifias), no seleccionados,
provenientes de la poblacidn general, reclutados en los centros de atencién primaria, y
un estudio longitudinal con 130 nifios (63 nifios y 67 nifias), estudiados a los 3 afios de
su inclusién en el estudio inicial. A todos ellos se les realizd un examen clinico y
antropométrico. Se obtuvo una muestra de sangre que se utilizd para realizar una
analitica general y cuantificar los marcadores en estudio, que incluyen: WNT5A, SFRP5
y CRTC3. Adicionalmente, se obtuvieron biopsias de tejido adiposo visceral de 12 nifios

(10 nifios y 2 nifias) que se sometieron a una intervencién quirurgica programada por



causas externas al estudio. Este tejido adiposo se utilizd en estudios ex vivo para
estudiar la secrecidn de las proteinas WNT5A, SFRP5 y CRTC3.

Los resultados obtenidos demuestran que las proteinas WNT5A, SFRP5 vy
CRTC3 son secretadas por el tejido adiposo y en mayor cantidad por el tejido adiposo
visceral en nifios prepuberales sanos. Ademas, concentraciones bajas de SFRP5 y
elevadas de WNT5A y CRTC3 se relacionan con un perfil metabdlico disfuncional,
consistente en una relativa disminucion de la adiponectina en sangre, aumento de la
resistencia a la insulina y aumento del indice de masa corporal.

El estudio del eje WNT5A - SFRP5 ha demostrado que las dos proteinas se
relacionan positivamente tanto en el medio condicionado de las biopsias de tejido
adiposo como en el suero de los nifios sanos. Ademas, nuestros resultados demuestran
gue las concentraciones bajas de SFRP5 en sangre potencian la relacion entre WNT5A y
el aumento de la resistencia a la insulina y de parametros de funcion hepatica.

Estos resultados aportan evidencias del importante papel del tejido adiposo
en la secrecién de las proteinas WNT5A, SFRP5 y CRTC3 y su relacion con marcadores
conocidos de riesgo metabdlico y el desarrollo de alteraciones metabdlicas en etapas

precoces de la vida.



Summary

WNT5A is a protein with proinflammatory properties recently related to
insulin resistance. It is believed that this protein might be regulated by SFRP5, which
sequesters WNT5A exerting its anti-inflammatory actions and preventing the onset of
insulin resistance. Recently, it has been reported that both proteins can be secreted by
the adipose tissue. CRTC3 is another protein expressed by the adipose tissue which
plays important roles in energy metabolism. Recently, it has been reported that CRTC3
is associated with the development of obesity.

It is known that adipose tissue plays important roles in the regulation of
energy homeostasis by secreting a number of molecules into the circulation. In this
work, we will study the secretion of WNT5A, SFRP5 and CRTC3 by the adipose tissue in
relation to obesity and cardiovascular risk markers in healthy children.

To this end, the study population consisted of 211 asymptomatic Caucasian
children (103 boys and 108 girls) enrolled in a longitudinal study of cardiovascular risk
factors. These children were recruited among those seen within a setting of preventive
medicine. A longitudinal study was also performed in 130 children included in the
cross-sectional study. All subjects underwent anthropometric and clinical examination
and a blood sample was used to quantify the study parameters, including WNT5A,
SFRP5 and CRTC3. We also obtained biopsies of visceral adipose tissue from 12
additionally children (10 boys and 2 girls) who underwent surgical procedures which
were unrelated to the study. These biopsies were used ex vivo to study the secretion of

WNT5A, SFRP5 and CRTC3 by the adipose tissue.



WNT5A, SFRP5 and CRTC3 were found to be secreted by the adipose tissue
and to a greater extent by the visceral adipose tissue in healthy prepubertal children.
In addition, lower levels of SFRP5 and higher levels of WNT5A and CRTC3 in serum
were related to a poorer metabolic profile showing significant associations with lower
levels of high molecular weight adiponectin, higher levels of insulin resistance and a
higher body mass index.

The study of the WNT5A - SFRP5 axis has shown that both proteins are
positively related in both the conditioned media from the adipose tissue biopsies and
in serum of healthy children. Furthermore, our results demonstrate that lower
concentrations of SFRP5 in serum enhance the associations of WNT5A with insulin
resistance and parameters of liver function.

These results provide evidence for the important role of the secretion of
WNT5A, SFRP5 and CRCT3 by the adipose tissue and the relationship with metabolic

risk markers and the development of metabolic dysfunction in childhood.
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1.1 OBESIDAD

1.1 DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

La obesidad es una enfermedad crénica compleja y multifactorial que se
desarrolla como resultado de la interaccidon entre el genotipo y factores ambientales
como la alimentacién y el estilo de vida. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
define la obesidad y el sobrepeso como la acumulacidén anormal o excesiva de grasa
que es perjudicial para la salud [1].

Actualmente, la obesidad esta considerada como la gran pandemia del siglo XXI
y la pregunta que se hacen médicos e investigadores es éCudl es la causa que ha
provocado el aumento de la obesidad especialmente en las sociedades mas
industrializadas? Existen diversas teorias que explican el origen de la pandemia y
todas ellas coinciden en el impacto que han tenido las nuevas tecnologias en el
cambio de estilo de vida hacia un modelo mas sedentario, las modificaciones de la
dieta y los cambios en el medioambiente [10-14]. Todos estos cambios han favorecido
la aparicion de un entorno obesogénico cuya caracteristica principal es que la ingesta
caldrica es superior al gasto energético [15].

La obesidad es un grave problema de salud para la poblacién general debido a
su estrecha vinculacién con patologias de alta mortalidad y morbilidad como son las
enfermedades cardiovasculares, la hipertensidn arterial, la diabetes mellitus y algunos
canceres [16]. Segun la OMS la obesidad y el sobrepeso son la quinta causa de muerte

en el mundo vy es la principal enfermedad no declarable [1].
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A partir de los afios 80 el

Clasificacion del IMC

método indirecto mas utilizado para

clasificar el sobrepeso y la obesidad Sobrepeso 225.0
Obesidad >30
es el indice de masa corporal (IMC) o Obesidad clase | 30.0-34.9
Obesidad clase Il 35.0-39.9
indice de Quetelet [17]. EI IMC se Obesidad clase I >40

Figura 1| Clasificacion de la obesidad en adultos segln
calcula mediante una sencilla formula ¢ mc [1].

en la que el peso en kilogramos se divide por el cuadrado de la talla en metros (kg/mz).
Aunque este indice mide mas la masa corporal total que la masa grasa, se correlaciona
muy estrechamente con la cantidad de grasa corporal [18]. Con este indice, el
sobrepeso en adultos se define como un IMC igual o superior a 25 pero inferior a 30 y
la obesidad como un IMC igual o superior a 30 (Figura 1) [1].

La OMS y el Grupo Internacional de Trabajo sobre Obesidad (IOTF)
recomiendan la utilizacion del IMC para definir la obesidad en los estudios
epidemioldgicos que estiman la prevalencia de la enfermedad, con el fin de que los
resultados obtenidos sean comparables. No obstante, se debe tener en cuenta que no
solo es importante el aumento de grasa corporal sino también su distribucion. En
relacion a la distribucidn de la grasa se utilizan otros indices antropométricos como el
perimetro de cintura [19] y el indice cintura-cadera (ICC) [20], ambas medidas se
relacionan mejor con la obesidad de distribucién central. En algunos estudios se ha
relacionado positivamente el perimetro de cintura y el ICC con la resistencia a la
insulina, la tension arterial y los niveles de colesterol y triglicéridos (TG) [21, 22].

Mediante el IMC, la prevalencia de obesidad en la edad adulta en Espana se
estimd en un 15,5% y el sobrepeso en un 39,2% segun el estudio multicéntrico DORICA,

realizado entre 1990 y 2000 [23]. Esta cifra se ve aumentada en el mapa internacional
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de obesidad actualizado en 2008 por la OMS, en el que se sitla a Espafa en el grupo

de paises con una prevalencia de obesidad entre un 20 y un 30 % (Figura 2).

e © .

Prevalencia de obesidad

<
[ ]10-19.9

[20-29.9

I >30

[ ]Datos no disponibles

[ ]No aplica *IMC 2307kgm2

Figura 2| Mapa universal de la distribucion de la prevalencia de la obesidad segtin la OMS
en adultos mayores de 20 afios y ambos sexos (2008) [1]..

1.2 OBESIDAD INFANTIL

La obesidad en la infancia es mas dificil de valorar que en la edad adulta debido
a que los nifios experimentan cambios muy marcados en su composicién corporal
durante la etapa de crecimiento. El valor del IMC durante la infancia y adolescencia no
es constante y cambia con la edad y el sexo. En las nifias el desarrollo puberal se asocia
a un incremento proporcionalmente mayor de la masa grasa (MG), mientras que en los
nifios hay una disminucién de la MG, un aumento de la masa libre de grasa (MLG) y un
aumento de la estatura mds marcado [24]. Por este motivo, se ha establecido un
consenso por el que el IMC se informa como valor estandarizado (valor Z) o percentiles
respecto a una poblacion de referencia en la que se calcula el valor Z del IMC en
funcion de la edad y el sexo de cada nifo.
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Valor antropométrico real — Mediana (Percentil 50)*

Calculo de la puntuacion Z=
Desviacion estandar*

*mediana y desviacion estandar de la poblacion de referencia por sexo y edad

La poblacion de referencia debe ser preferentemente de origen local para
minimizar asi las posibles diferencias antropométricas entre razas y etnias [25]. El
punto de corte utilizado a partir del cual se considera que existe sobrepeso son valores
del valor Z iguales o superiores a 1 y la obesidad se define con un valor Z igual o

superior 2 (Figura 3).

Clasificacion del IMC en ninos
Percentil Valor Z
Delgadez severa 3 Valor Z £-2
Delgado 15 -2 >Valor Z<-1
Normal 50 -1>Valorz<1

Figura 3| Clasificacion del IMC en nifios seguin el percentil y el valor Z [25].

Existen numerosos estudios epidemioldgicos tanto nacionales como
internacionales que muestran como el nimero de nifios obesos o con sobrepeso ha
ido aumentando de forma constante en las Ultimas dos décadas [26-28].
Concretamente, en Espafia la prevalencia de obesidad infantil ha aumentado

considerablemente, hemos pasado del 4.9% de nifios obesos documentado en el
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estudio PAIDOS en 1984, hasta el 16.6% en nifios con edades comprendidas entre 8 y
13 afios y un 12.5% en la franja de edad que va de los 14 a los 17 afios de edad (cifras
recogidas en el estudio EnKid realizado el aflo 2000). La noticia positiva es que desde el
afio 2000 hasta el 2012 las cifras de obesidad y sobrepeso infantil no sélo no han
aumentado sino que parece que existe una tendencia a la baja [29].

Los niflos con sobrepeso tienen muchas probabilidades de convertirse en
adultos obesos y tienen mas riesgo de sufrir diabetes y enfermedades cardiovasculares
gue los nifios no obesos [30] aumentando asi la mortalidad en el adulto a edad mas

temprana [1].

1.3 PATOLOGIAS ASOCIADAS A LA OBESIDAD

1.3.1 RESISTENCIA A LA INSULINA Y DIABETES TIPO 2

La resistencia a la accion de la insulina se caracteriza por el aumento de los niveles
de insulina en sangre y disminucion de la respuesta a la insulina por parte de los
tejidos mas insulino dependientes como son el higado, el tejido muscular y el tejido
adiposo [31]. Este periodo prediabético se caracteriza porque el aumento de secrecién
de insulina mantiene los niveles de glucemia dentro de la normalidad, pero con el
tiempo, el pancreas se vuelve incapaz de compensar la situacion metabdlica y como

consecuencia aparece la diabetes tipo 2.

Numerosos estudios en animales y humanos avalan la idea de que la relacion
entre obesidad y resistencia a la insulina es del tipo causa efecto [32]. La obesidad
provoca cambios inflamatorios y metabdlicos, alterando la expresion de ciertas

proteinas con funcidon endocrina que interfieren con la accién de la insulina y que
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pueden desencadenar la aparicion de diabetes [33]. La identificacion de nuevos
marcadores precoces de obesidad es importante para mejorar la prevencién y el
tratamiento de la diabetes tipo 2 en adultos, los estudios epidemioldgicos se utilizan como

primer paso para investigar las bases moleculares de la resistencia a la insulina.
1.3.2 ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR
La obesidad es un factor de riesgo para sufrir enfermedades cardiovasculares
[34]. Concretamente, el Estudio Interheart identificd la grasa de distribucion central,
evaluada clinicamente mediante el perimetro de la cintura, como uno de los nueve
factores de riesgo modificables que explicaban hasta el 90 % del riesgo del infarto de

miocardio [35].

En la actualidad numerosos trabajos apuntan que varias de las alteraciones
asociadas a la obesidad como son la inflamacidon de bajo grado, la resistencia a la
insulina, la dislipidemia, la hipertensién arterial y alteraciones de la coagulacion,
podrian causar disfuncion endotelial y como consecuencia el desarrollo de
aterogénesis [36]. Asi mismo, es conocido que la obesidad durante la infancia y la
adolescencia aumenta la morbilidad y la mortalidad de la enfermedad cardiovascular
en la edad adulta [37].

Actualmente se conocen algunos marcadores de riesgo cardiovascular en la edad
pediatrica, concretamente en un estudio epidemioldgico realizado en nifios se observé
que el IMCy la adiposidad se asociaban positivamente con el grosor de la intima-media
carotidea (GIMc) en el adulto [38]. El GIMc se ha demostrado como un marcador
subclinico no invasivo precoz de arterioesclerosis en adultos y en nifios [39-41]. Otro

marcador subclinico de riesgo cardiovascular es la proteina C reactiva ultrasensible

14



INTRODUCCION

(PCRus) utilizada como marcador de inflamacion de bajo grado asociada con un

aumento del riesgo cardiovascular en obesos [42].

1.3.3 DISLIPEMIA

Una de las alteraciones metabdlicas que suele acompainar a la ateroesclerosis
en la obesidad es la dislipemia. En el adulto obeso la alteracion lipidica tipica se
caracteriza por aumento de los triglicéridos, aumento del colesterol LDL y disminucién
del colesterol HDL [43].

Los nifios y nifias con sobrepeso y obesidad muestran el mismo patrén lipidico que
los adultos, mostrando una correlacién positiva del IMC con los triglicéridos y el
colesterol LDL, mientras que la correlacion es negativa con respecto al colesterol HDL

[44].

1.4 TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es un tipo de tejido conectivo especializado que tiene como
funciones ser el mayor reservorio energético del organismo, servir de envoltorio
protector de las visceras y en los ultimos tiempos esta considerado como uno de los

mas importantes érganos endocrinos.

1.4.1 ESTRUCTURA

Los adipocitos son las células mas abundantes del tejido adiposo. Son células
esféricas que tienen un contenido lipidico muy elevado. En el tejido adiposo también
podemos encontrar células precursoras o preadipocitos, macréfagos, células

endoteliales y fibroblastos [2] que conforman el estroma vascular (Figura 4). El tejido
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adiposo es un tejido altamente inervado y vascularizado, lo que nos da idea de su gran

actividad metabdlica.

Macréfago

Célula inmune

Célula progenitora

Fibroblasto

Adipocito

Preadipocito

Capilar

Nervio

Figura 4| Esquema de la estructura del tejido adiposo [2]

En los mamiferos existen dos tipos de tejido adiposo: la grasa blanca, cuya

funcién principal es almacenar el exceso de energia en forma de triglicéridos y la grasa

parda que elimina el exceso energético produciendo calor [45]. Ya desde los afios 40,

se viene planteando la hipdtesis de que existe algln tipo de comunicacién entre el

tejido adiposo y otros tejidos. Recientemente se ha descrito que el tejido adiposo

blanco no solo responde a nutrientes, sefales hormonales y neuronales, sino que

también produce y secreta determinadas hormonas, considerandose como un érgano

endocrino que puede actuar sobre otros tejidos [46]. De la misma manera, durante

mucho tiempo se considerd que la grasa parda en los adultos se encontraba en muy

pequenia cantidad y que no tenia relevancia metabdlica, pero recientemente han

aparecido trabajos que demuestran la importancia de la grasa parda en la regulacién

del equilibrio energético en adultos [47].
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A su vez el tejido adiposo blanco puede clasificarse segun su distribucion
corporal en grasa visceral y grasa subcutanea. Los adipocitos de la grasa visceral
presentan diferencias respecto a los de la grasa subcutanea en cuanto a su capacidad
lipolitica, secrecién hormonal y presencia de receptores. En numerosos estudios se
sefala el aumento de la grasa visceral como la principal causa de la patologia derivada
de la obesidad [48]. El perimetro de la cintura se ha utilizado en numerosos estudios
como una medida indirecta de la grasa visceral y segun el National Institute of Health
(NIH) de los EEUU el aumento del perimetro de la cintura se asocia positivamente con
el aumento del riesgo de padecer diabetes tipo 2, dislipemia e hipertensién arterial y

se considera que es un marcador independiente de riesgo cardiovascular [20].

1.4.2 TEJIDO ADIPOSO REGULADOR DE ENERGIA

El almacenamiento de energia es un mecanismo de supervivencia para tiempos
en los que los alimentos escasean [49]. El tejido adiposo es clave en la homeostasis de
los recursos energéticos. La principal forma de almacenamiento de energia es a través
de la sintesis de TG que se almacenan en los adipocitos. Los TG pueden ser originados
a partir de la dieta o por sintesis de novo, proceso conocido como lipogénesis. Cuando
el organismo necesita energia los TG son hidrolizados mediante la lipolisis a acidos
grasos y glicerol.

Tanto la lipogénesis como la lipolisis son procesos regulados hormonalmente. La
insulina es la principal hormona antilipolitica, favorece el almacenamiento de energia
mediante la activacién de la lipogénesis, la sintesis y exportacion de la lipoprotein

lipasa al endotelio vascular y la sintesis de TG a partir de glucosa [50]. Por el contrario,
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las hormonas adrenérgicas activan la lipolisis mediante la uniéon a receptores B-

adrenérgicos y la produccién de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Figura 5) [51].
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Figura 5| Regulacién hormonal de la lipolisis.Elabo

Durante el ayuno las catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) estimulan la
lipolisis en el adipocito. Por inervacidon simpatica o a través de la circulacidn, las
catecolaminas llegan a la superficie del adipocito e interactian con los receptores -
adrenérgicos y como resultado se activa la adenilato ciclasa, esta enzima cataliza la
formacion de AMPc, que a su vez activa la proteina cinasa A (PKA), por ultimo la PKA
activa la lipasa sensible a hormonas (HSL) enzima responsable de la hidrélisis de los

triglicéridos.
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1.4.3 TEJIDO ADIPOSO ORGANO ENDOCRINO

El tejido adiposo secreta sustancias conocidas como adipocinas que actuan a
nivel local mediante sefiales autocrinas y paracrinas y a nivel sistémico mediante
senales endocrinas (Figura 6). Ademas el adipocito expresa en su superficie multitud
de receptores para hormonas y neurotransmisores que permiten conectar al tejido
adiposo con el resto del organismo incluido el sistema nerviosos central [52]. A través
de las adipocinas el tejido adiposo actua regulando el equilibrio energético, la
respuesta inflamatoria, la funcion vascular y la sensibilidad a la insulina.

El perfil secretor del adipocito cambia segun sea la situacion metabdlica del
tejido adiposo, lo que incluye alteraciones en el niumero y fenotipo, no solo de los
adipocitos sino también de las células inflamatorias del estroma vascular.
Concretamente, en la obesidad aumenta la secrecién de las citocinas proinflamatorias
qgue contribuyen al desarrollo de la inflamacidn crénica y a la disfuncién metabdlica
gue se asocian a la obesidad mientras que se encuentran disminuidas las citocinas

con propiedades antiinflamatorias (Figura 6) [5].
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Figura 6| Citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias secretadas por el adipocito.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral a, IL-6: Interleucina 6, MCP-1: Proteina quimiotactica de
monocitos 1, PAI-1: Inhibidor del plasmindgeno 1, RBP4: proteina transportadora de retinol
tipo 4, TGF-B: el factor de crecimiento transformante beta, HGF: factor de crecimiento de

hepatocitos [51.
1.4.3.1 LEPTINA

La leptina es una citocina producida principalmente por el adipocito, pero también
se expresa en el hipotalamo, el ovario y la placenta [53]. La restriccion calérica y la
disminucién de peso disminuyen los niveles de leptina en sangre lo que activa una
respuesta compensatoria con aumento del apetito, inhibicion de la actividad del
sistema nervioso simpatico y disminucién del gasto energético [54]. La identificacion y
caracterizacion de la leptina en 1994 [53] fue un punto de inflexidén en el estudio de la
funcion endocrina del tejido adiposo.

Los efectos de la leptina sobre la homeostasis energética estan mediados por el
hipotalamo. En condiciones normales cuando aumenta la cantidad de grasa en el
adipocito aumenta la secrecion de leptina, ésta es liberada a la sangre, atraviesa la
barrera hematoencefdlica y llega al hipotdlamo donde estimula las senales

anorexigénicas, aumenta el gasto energético e inhibe la lipolisis [55]. Sin embargo en
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las personas obesas el aumento de leptina se acompana de hiperfagia [56], debido a
gue presentan resistencia a la leptina. Se postula la hipdtesis de que la resistencia a la
leptina podria ser debida a una saturacién del transporte de leptina al cerebro o a
la atenuacion de la sefial en el hipotdlamo [57]. En la obesidad la leptina se
comporta como una adipocina proinflamatoria [58].

La hiperleptinemia se ha relacionado recientemente con la arterioesclerosis, un

mayor riesgo de infarto de miocardio [59] y la resistencia a la insulina [60].

1.4.3.2 ADIPONECTINA

La adiponectina es la proteina producida por el adipocito mas abundante en
sangre. Fue identificada a mediados de los afios 90 por cuatro grupos investigadores
independientes [61-64] y estd considerada como una citocina protectora por su
actividad antiinflamatoria y sensibilizadora de la insulina.

La adiponectina circula en sangre en forma de multimeros de diferente tamafio,
las tres formas mas abundantes y de mayor importancia biolégica son el trimero de
bajo peso molecular, el hexamero de peso molecular intermedio y la forma de alto
peso molecular formada por multimeros de entre 12 y 18 moléculas de adiponectina
[65]. Existe un amplio consenso en sefialar que la concentracién de la adiponectina de
alto peso molecular (adiponectina de APM) es la que tiene significacion clinica en
relacion a la obesidad, la patologia cardiovasculary la diabetes [65-67].

La secrecidén de adiponectina por el adipocito esta regulada hormonalmente y
actla a través de dos receptores, el receptor adipoR1 que se expresa en musculo

esquelético, células endoteliales, cardiomiocitos y células pancreaticas y el receptor
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adipoR2 que se expresa en el higado y en las células endoteliales [68]. Esta hormona
esta considerada como insulino sensibilizante, estimula la captacién de glucosa y la
oxidacion de los acidos grasos en el musculo. En cambio, en el higado inhibe Ila
neoglucogénesis y la glucogenolisis [69].

Es conocido que los obesos tienen valores de adiponectina en sangre
significativamente mas bajos que los sujetos delgados, los valores de adiponectina se
correlacionan negativamente con el IMC y con el contenido de grasa corporal, en
especial con la grasa visceral [70). Ademas, existe una relacion inversa entre los niveles
de adiponectina en sangre y la resistencia a la insulina. En pacientes con diabetes tipo
2 los niveles de adiponectina estan significativamente disminuidos con respecto los
sujetos sanos. Los individuos con mutaciones en el gen de la adiponectina presentan
un fenotipo obeso con resistencia a la insulina [71, 72], lo que parece indicar que la
adiponectina tiene un papel clave en la relacién entre obesidad y resistencia a la
insulina. Los valores bajos de adiponectina ademas se relacionan con hipertensién
esencial [73] y dislipemia [74] y en general con un aumento del riesgo cardiovascular

[75].

1.4.4 FISIOPATOLOGIA DEL TEJIDO ADIPOSO

En condiciones normales el tejido adiposo cumple tres funciones

fundamentales:

1. Regulacion energética: almacenando triglicéridos y liberando acidos grasos.
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2. Colabora con el metabolismo de la glucosa en el higado.

3. Secrecidn de citocinas con funciones especificas.

Cuando se produce un exceso de aporte de nutrientes el exceso energético se
puede acumular en el tejido adiposo de dos formas, aumentando el nimero de
adipocitos (hiperplasia) o bien aumentando el tamafo del adipocito (hipertrofia).
Aunque esta demostrado que la exposicidon crénica a un exceso caldrico también
puede estimular la adipogénesis, diferenciacidon de los adipocitos maduros a partir de
las células progenitoras [50], la capacidad de aumentar el nimero de adipocitos
decrece con los afios [76]. Por este motivo la respuesta predominante del tejido
adiposo ante un balance energético positivo es la hipertrofia del adipocito.

Los adipocitos hipertrofiados sufren una serie de transformaciones que conducen
a una activacién de las vias de estrés del reticulo endoplasmatico y a un estado de
inflamacion croénica de bajo grado del tejido adiposo. Esta inflamacion crénica de bajo
grado se cree que es el fendmeno que desencadena las alteraciones metabdlicas que
afectan a todo el organismo (Figura 7) [77]. Las células hipertrofiadas modifican su
perfil secretor y secretan citocinas proinflamatorias. Estas citocinas facilitan el
reclutamiento de macrofagos procedentes de la circulacion sanguinea, y provoca un
cambio de polarizacion de los macréfagos que pasan a ser del tipo M2, secretores de
citocinas antiinflamatorias, a macréfagos tipo M1, secretores de citocinas
proinflamatorias [78], estableciéndose un circulo vicioso que amplificaria y mantendria
la activacidon de las vias inflamatorias en la obesidad. Como resultado se produce una
inflamacién croénica del tejido adiposo. Las citocinas proinflamatorias secretadas por

los adipocitos y los macrofagos actian también de forma sistémica favoreciendo el
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desarrollo de resistencia a la insulina y alteraciones del endotelio vascular lo que
finalmente conduce a la aparicién de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes

tipo 2 que se asocian a la obesidad [77].
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Figura 7| Inflamacién y obesidad: Esquema de los cambios estructurales del tejido adiposo y su relacién con las
alteraciones metabdlicas [4].

Se ha demostrado que biomarcadores de inflamacidn como el factor de necrosis
tumoral a (TNFa), la interleucina 6 (IL-6) o la proteina C reactiva (PCR), se encuentran

elevados en la sangre de individuos con obesidad y resistencia a la insulina [79, 80].

24



INTRODUCCION

Por otra parte, también se ha demostrado que la activacion de la proteina de unién al
elemento de respuesta de AMPc (CREB) en el tejido adiposo tiene un papel
fundamental en el desarrollo de la resistencia a la insulina que aparece en la obesidad
[81]. El bloqueo de la actividad de CREB en el adipocito evita el desarrollo de infiltrados
inflamatorios en el tejido adiposo y la aparicion de resistencia a la insulina. Uno de los
efectos que tiene la inflamacidn en el tejido adiposo es la disminucion de la capacidad
de almacenaje de triglicéridos en los adipocitos (ver teoria de la expansibilidad mas
adelante en este mismo documento) [82].

En resumen, la obesidad es una patologia compleja. Multiples vias endocrinas,
inflamatorias y neuronales estan alteradas de forma simultanea y producen cambios
en el metabolismo celular. Estos cambios afectan principalmente a las células de los
tejidos mas sensibles a la insulina como son el tejido adiposo, hepatico y muscular [32].
Existen diversas teorias sobre las causas que han provocado la extension epidémica de
la obesidad en la sociedad industrializada [12-15, 83, 84], todas ellas sefialan como
causa principal la falta de sincronia entre la rapida instauracion de los cambios en la
alimentacion y los habitos de vida que han producido los avances tecnoldgicos y los

mecanismos de adaptacién bioldgicos desarrollados por los seres humanos.

1.4.4.1 TEORIA DE LA EXPANSIBILIDAD DEL TEJIDO ADIPOSO
En la actualidad se cree que la capacidad de expansién del tejido adiposo
podria ser un factor importante en el desarrollo de las complicaciones metabdlicas
asociadas a la obesidad [82]. Cuando la capacidad oxidativa y de almacenamiento de

grasas en el tejido adiposo se satura se produce una respuesta tdxica conocida como
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lipotoxicidad [85]. Esta lipotoxicidad produce un flujo de acidos grasos libres en sangre
que se dirige a otros érganos, especialmente al higado y al musculo esquelético donde
los acidos grasos son almacenados formando depdsitos ectdpicos de grasa que causan
los problemas metabdlicos asociados a la obesidad, como la resistencia a la insulina
[86].

La teoria de la expansibilidad del tejido adiposo plantea que los trastornos
metabdlicos en el obeso son debidos en parte a que su tejido adiposo no es capaz de
acumular mas grasa, ha llegado a su limite. Aunque se sabe que los adipocitos son
células muy dinamicas que se adaptan continuamente a los cambios de la demanda
energética del organismo, se cree que el numero de adipocitos y preadipocitos estd
fijado desde la infancia, lo que limitaria la capacidad de expansion del tejido adiposo
[87]. Esta demostrado que el nimero de adipocitos maduros y preadipocitos difiere en
los sujetos obesos respecto a los delgados, este hecho refuerza la hipdtesis de que la
disminucién de la adipogénesis puede ser un mecanismo importante en la patogénesis
de la obesidad y de la resistencia a la insulina [88].

La adipogénesis esta regulada por factores de transcripcion, hormonas y
factores locales que favorecen la comunicacidn entre los preadipocitos del estroma
vascular y los adipocitos maduros. Todas estas sefiales son necesarias para garantizar
la expansibilidad del tejido adiposo ante un balance energético positivo y retrasar la
aparicién de la inflamacion del tejido adiposo. En la Figura 8 podemos ver un esquema
de como: a) en condiciones de ayuno se inhibe la diferenciaciéon de preadipocitos a
adipocitos maduro; b) en situaciones de sobre-nutricién los adipocitos se hipertrofian y

envian sefiales que estimulan la diferenciacién de los preadipocitos y c) en situacion de
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sobre alimentacion cronica, se supera la capacidad de expansibilidad del tejido adiposo

y se produce la acumulacién de lipidos ectdpicos y la inflamacidn del tejido adiposo [7].
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Figura 8| Factores locales que regulan la adipogénesis: (a) En
condiciones de ayuno (b) Sobre alimentacion (c) Sobre
alimentacion cronica [7]

1.4.4.2 TEORIA DEL GENOTIPO AHORRADOR

I “"

En 1962 Neel desarrolld la hipdtesis del “genotipo ahorrador” para explicar el
aumento epidémico de la obesidad en las sociedades industrializadas. Esta teoria
propone que los genes favorecedores de la acumulaciéon de grasa, que ayudaron a

nuestros ancestros a sobrevivir en periodos de hambruna son los responsables de la

mayor epidemia de la cultura occidental, la obesidad. Los mismos genes que ayudaron
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a sobrevivir a nuestros antepasados cazadores y recolectores son los que hoy en dia
nos hacen acumular tejido adiposo que no podemos eliminar debido a cambios en el

tipo de dieta y al predominio de estilo de vida sedentario [13].

. Genotipo ahorrador Exceso de nutrientes
Sedentarismo
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Resistencia a Obesidad Dislipemia Hipertension

la insulina

Figura 9| Genotipo ahorrador: Sedentarismo y dieta hipercalérica conducen a alteraciones metabdlicas y
obesidad.

1.5 NUEVAS PROTEINAS ASOCIADAS A LA OBESIDAD

1.5.1 WNT5A

Wnt5A forma parte de la familia de proteinas secretadas Wingless type MMTV
integration (Wnt). Las proteinas Wnt participan en diversos fenédmenos bioldgicos
durante el desarrollo embrionario [89] y en los adultos controlan el mantenimiento y la
diferenciacion de las células madre [90], promueven la regeneracion del hueso [91] y

regulan la hematopoyesis [92]. Alteraciones de la sefializacion Wnt se asocian al
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desarrollo de cancer [93] y se han propuesto como factor asociado al envejecimiento

[94] y a la septicemia [95].

1.5.1.1 ESTRUCTURA

La familia Wnt estd formada por un conjunto de glucoproteinas secretadas que
controla una cascada de procesos esenciales para el desarrollo embriolégico, el
crecimiento y la diferenciacidn celular. Las proteinas Wnt tienen un tamafio que oscila
entre los 350 y 400 aminoacidos y su estructura se caracteriza por la presencia de
multiples residuos de cisteina. La unién del acido palmitico a los residuos de cisteina
favorece la unidn de los ligandos Wnt a la membrana celular [96]. Se cree que el
extremo carboxi-terminal es responsable de la especificidad de respuesta de las

diferentes Wnt [93].

En la actualidad se han descrito 19 proteinas Wnts clasificadas en dos grupos
atendiendo a su capacidad para activar la via de sefializacién candnica (Wntl, Wnt3ay

Wnt8) o la via no candnica (Wnt4, WNT5A y Wntl11).

1.5.1.2 MECANISMOS DE ACCION

El mecanismo de accién de las proteinas Wnt tiene lugar mediante la unidn
especifica de una proteina Wnt a receptores especificos de la superficie celular
denominados Frizzled [97]. La union del ligando Wnt a su receptor conduce a la
activacion de varias vias intracelulares de transduccién de la sefial extracelular. Hasta
la fecha, existen al menos tres rutas de seializacién Wnt mediadas por la proteina

Disheveled (Dsv) (Figura 9):
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a) Una ruta candnica o ruta Wnt/B-catenina [98] en la que interviene la B-catenina
b) Ruta no candnica o ruta de polaridad celular planar (PCP) que activa a su vez la
ruta de JNK (JUN Nterminal cinasa) implicada en la regulacion de procesos
inflamatorios [99, 100].
c) Lavia Wnt-Ca2+ que implica un incremento del Ca+2 intracelular.
En las dos ultimas rutas, los ligandos Wnts se unen directamente al receptor sin mediar

la accién de la B-catenina (Figura 10).

a) Ruta canodnica b) Ruta no candnica o de PCP c) Ruta Wnt-Ca2+
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Figura 10| Vias de sefializacién Wnt: A) Via candnica. B) Via no candnica polaridad celular planar
(PCP). C) Via no canénica Wnt- Ca*” [3]

WNT5A es una proteina con multiples funciones debido a la capacidad que tiene
para activar las vias de senalizacion Wnt tanto las candnicas como las no candnicas.
Ademads, puede actuar como activador o inhibidor de la via candnica Wnt/B-catenina
[101]. Que se active una via de sefializacidén u otra dependera del contexto celular en

gue nos encontremos y del tipo de receptores disponibles.
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1.5.1.3 REGULACION
Para asegurar su correcta funcion, la sefal Wnt estd regulada a distintos niveles
por una amplia gama de moléculas efectoras. Estas moléculas funcionan como
agonistas o antagonistas y actiuan o bien de forma intracelular modulando los
componentes de la maquinaria de transduccion de sefal o de forma extracelular
modulando la interaccidn ligando—-receptor [102].
Los antagonistas se dividen en dos grupos dependiendo de si hay unién directa
con Wnt o con algun cofactor:
e (Clase SFRP: Se unen directamente a la proteina Wnt. Incluye a los miembros de
la familia de proteinas secretadas similar a frizzle (SFRPs), Factor 1 inhibidor de
Wnt (WIF-1) y Cerberus. Inhiben todas las vias Wnt.
e Dickkopf (DDK1): Necesita unirse al cofactor LRP5/6 para antagonizar la via

canonica.

Ademas de antagonistas existen también agonistas de la via Wnt. En trabajos recientes
se ha descrito como la interaccion entre las vias candnicas y no canodnicas también

regulan la propia sefial Wnt [103].

1.5.1.4 WNT5AY TEJIDO ADIPOSO
Las sefiales Wnt son reguladores locales de la expansion del tejido adiposo, son
mediadores entre las células del estroma vascular y los adipocitos, la alteracion de
estas sefiales locales puede comprometer la adipogénesis y la expansibilidad de la

grasa blanca y por tanto conducir a una disfuncién metabdlica [7].
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Estudios ex vitro han demostrado como WNT5A es secretado por los macréfagos
que infiltran el tejido adiposo y que inhibe tanto la adipogénesis de células madre
humanas mediante la activacidon de la via no candnica dependiente de la cinasa C-Jun
N-terminal (JNK1) [104], como la actividad de transcripcion del receptor gamma
activador de la proliferacion del peroxisoma (PPARG) conocido factor adipogénico
[105, 106].

Recientemente se ha propuesto que la proteina WNT5A podria actuar como una
molécula proinflamatoria clave en el desarrollo de la inflamacidn de bajo grado
presente en la obesidad [107]. Estudios epidemiolégicos realizados en humanos han
demostrado que en pacientes obesos los niveles en suero de WNT5A son mas elevados
gue en individuos delgados [108] y que los niveles de WNT5A en sangre disminuyen en
los pacientes obesos después de ser sometidos a un by-pass gastrico [109].
Finalmente, Ouchi y cols. han propuesto que podria ser uno de los factores
desencadenantes de la resistencia a la insulina por su capacidad para activar JNK1 en
los adipocitos a través de la via no candnica [110]. No obstante, no existen estudios en

pediatria que relacionen la proteina WNT5A con la obesidad infantil.

1.5.2 SFRP5

Los miembros de la familia de proteinas secretadas similar a frizzle (SFRPs), actian
como inhibidores solubles de la sefal Wnt y se asocian con diferentes tipos de cancer
[111-113], artritis reumatoide [114], enfermedad coronaria [115] vy retinitis

pigmentosa [116].
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1.5.2.1 ESTRUCTURA

En la actualidad se han descrito 5 tipos de SFRPs en humanos, que comparten una
estructura muy similar (Figura 11), SFRP1, SFRP2, SFRP3, SFRP4 y SFRP5. Todas ellas
son glucoproteinas de un tamafio aproximado de 30 kDa. En el extremo N-terminal se
encuentra el dominio CRD rico en cisteina que es homodlogo a la porcidn extracelular
del receptor Frizzled de Wnt [117], por lo que se considera que es el sitio de unién a
Whnt.

Tras el dominio CRD y separado por una pequeifia region que los une, se encuentra
el dominio NTR, caracterizado por presentar una serie de aminoacidos hidréfobos y
otros 6 residuos de cistina. Hasta el momento se desconoce la funcién de este
dominio, sin embargo, existen estudios que demuestran que es necesaria la presencia

de los dos dominios para que se produzca la inhibicion de la sefial Wnt [118, 119].

ssep [ CRD ]

rzle [ CRD | [HHEEEENE o ]

Figura 11| Estructura sFRP: CRD dominio rico en cisteina homélogo al
dominio CRD de las proteinas frizzled, receptor de Wnts [6]

Las proteinas sFRPs pueden sufrir modificaciones post-traduccionales, como
glicosilaciones o sulfataciones, estas transformaciones podrian conferir diferentes

capacidades funcionales a los miembros de la familia [120, 121].

1.5.2.2 MECANISMOS DE ACCION

Los primeros estudios demostraron que las proteinas SFRPs actuaban por unién

directa a Wnt, inhibiendo la unidon al receptor de membrana y como consecuencia
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interrumpiendo la sefial Wnt [122]. Posteriormente varios estudios han planteado que
ademas de la unién directa con Wnt existen otros mecanismos de inhibicion [123],
como la formacién de complejos no funcionales con el receptor Frizzled [124].

Estudios realizados en ratones y embriones de Xenopus [119] han demostrado que
los patrones de expresién de SFRPs son paralelos a los de Wnt. En la actualidad
muchos autores opinan que las proteinas SFRPs son algo mas que simples
antagonistas de la via Wnt. Se ha propuesto que las SFRPs controlarian el desarrollo
morfogenético generando un gradiente de actividad de sefial Wnt que se modifica
segun las necesidades del organismo, o bien que la expresion de SFRPs estaria
regulada por las mismas proteinas Wnts [119].

Para aumentar la complejidad del sistema, los SFRPs, en determinadas
circunstancias, pueden actuar como activadores de la sefial Wnt. Estudios realizados
en cultivos celulares demuestran que la actuacion de las SFRPsvaria segun su propia

concentracion y la concentracion de receptores Frizzled disponibles [6].

Bovolenta y cols. [117] propusieron 4 modelos de actuacion de las proteinas SFRPs:
e Antagonistas de la sefalizacién de Wnt por secuestro extracelular de Wnt,
con reduccion de la actividad candnica y no candnica.
e Antagonista de Wnt por bloqueo del receptor Frizzled y reduccién de la
actividad Wnt por las vias candnica y no candnica.
® Agonista de la via candnica por unién de SFRP al receptor Frizzled.
e Agonista de las vias candnica y no candnica por facilitar el transporte y la

union de Wnt al receptor.
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Ademas de su papel durante el desarrollo embrionario y la promocién del desarrollo
tumoral [125], las SFRPs juegan un papel importante en la proliferacién, diferenciacién

y apoptosis de las células de los tejidos adultos.

1.5.2.3 REGULACION

Uno de los mecanismos reguladores de la expresidon de SFRP5 es la estimulacién
de la adipogénesis. En estudios realizados in vitro se observd que la transcripcién y la
secrecion de SFRP5 aumenta gradualmente con la diferenciacion y maduracion de los
pre-adipocitos, [126].

En los adipocitos maduros disminuye la expresién de mRNA de SFRP5 y la
secrecion de la proteina después del tratamiento con dexametasona, insulina y TNF-a.
Por el contrario el tratamiento con rosiglitazone y metformina aumenta tanto la
expresion de mRNA como la secreciéon de SFRP5. El aumento de la expresion y
secrecion de SFRP5 podria ser uno de los mecanismos por los cuales los antidiabéticos
orales rosiglitazone y metformina mejoran la sensibilidad a la insulina [126].

Por otra parte, parece que la secreciéon de SFRP5 puede estar regulada por la
ingesta. En un estudio realizado en pacientes obesos se observd como la restriccidon
calérica aumentaba los niveles de SFRP5 en sangre de forma significativa lo que
sugiere un nuevo mecanismo regulador y abre las puertas a la terapia nutricional

[108].
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1.5.2.4 SFRP5 Y TEJIDO ADIPOSO
En el tejido adiposo la proteina SFRP5 se une a WNT5A en el espacio extracelular,
para restringir sus acciones proinflamatorias y de resistencia a la insulina. En 2010
Ouchi y cols. realizaron un estudio en el que demostraron que los ratones deficientes
en SFRP5 alimentados con una dieta rica en grasas presentaban intolerancia a la
glucosa, esteatosis hepatica e infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo. A partir
de estos resultados los autores propusieron un modelo que explicara el mecanismo de

accion de SFRP5S en el tejido adiposo (Figura 12).
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-
Macréfago ——— 4
W os Dieta rica en grasa D4
Adipocito —— | A —rt D}-
yr _— 12~
.-"'--'l’-' '*—__l_‘\‘ .',.—"'.-- x“'\.h_‘q_
T WNTS5A es Insulina = \"| (" P
secuestrado i 4
. Receptor Vo7 !
Espacio cH = 5 i f <} B -\“ {
extracelular 'y i P i f A i a
Fz \ | Fz \
— | = 1 i Ly I' | . = - ~ 5
Citoplasma | Secretada | ‘_.__,!‘ '|R_S'r l__h__!’ ~ IR_ST'/
adipocito | | * = s D Jl f 1
f Sefial | &’ “ b Sefial I,-" No sefial
) | [ =]
] - a4 v - i J"
[ . - |
;.?7' [ No sefal * Produccién Produccién Y / ‘
i R VNTSA Sensibilidad Sfrp5 WNT5A @ Resistencia
Insulina Insulina

Figura 12| Modelo de la inhibicion de la sefial WNT5A (via no candnica) por parte de SFRP5 y su
relacidn con la resistencia a la insulina [9].

En el tejido adiposo del obeso, WNT5A es secretado por los macréfagos del tejido
adiposo donde activa la sefial Wnt por la via no candnica y a su vez activa la cinasa c-
Jun N-terminal 1(JNK1) activando la respuesta inflamatoria e inhibiendo el receptor de
la insulina 1 (IRS1) lo que conduce a un aumento de la resistencia a la insulina [127].

Estudios realizados en murinos demostraron diferencias entre los ratos delgados y

los obesos en cuanto a WNT5A y SFRP5. Concretamente los ratones delgados
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presentaron menor infiltracion de macréfagos en el tejido adiposo, y por lo tanto
menores concentraciones de WNT5A. EIl WNTS5A era secuestrado en el espacio
extracelular por la proteina SFRP5 secretada por los adipocitos, inhibiendo asi la sefial
Wnt y favoreciendo un fenotipo metabdlicamente sano (Figura 12). En cambio, los
ratones obesos y diabéticos tipo 2 presentaron hipertrofia del tejido adiposo y en
consecuencia un aumento en el nimero de macroéfagos. Los adipocitos hipertrofiados
secretaron menores cantidades de SFRP5 y mas de WNT5A, el resultado fue un
aumento de la unién de WNT5A a su receptor y por lo tanto una activacién de la via
Wnt, lo que condujo a la activacidon de la respuesta inflamatoria y mayor resistencia a
la insulina por inhibicion de IRS-1 [110]. Por otra parte, el hecho de que la resistencia a
la insulina sea sistémica junto con la observacion de que la administracion de SFRP5 a
ratones obesos y diabéticos mejoraba su tolerancia a la glucosa y disminuia la
inflamacion del tejido adiposo condujo a los autores a proponer que SFRP5 es una
nueva citocina con propiedades antiinflamatorias [110].

En estudios realizados en humanos, la alteracion del balance entre WNT5A vy su
inhibidor SFRP5 también ha sido sefialada como una de las causas de la inflamacion de
bajo grado del tejido adiposo y la resistencia a la insulina presentes en individuos
obesos [107]. Ademas, se han relacionado niveles de SFRP5 bajos en sangre con
obesidad y diabetes tipo 2 [128, 129] y se ha observado que en pacientes obesos la
restriccion caldrica y consecuente disminucion de peso aumenta los niveles de SFRP5
[108], lo que sugiere que la terapia nutricional puede regular el equilibrio WNT5A-
SFRP5 y disminuir la inflamacidn de bajo grado presente en la obesidad.

Aunque no todos los trabajos publicados coinciden en otorgar el papel de nueva

citocina antiinflamatoria a SFRP5 [130], si existe un consenso generalizado sobre el
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papel potencial de la regulacién del eje WNT5A-SFRP5 como diana terapéutica en las
complicaciones metabdlicas asociadas a la obesidad. No obstante, aln no estd claro

cual es la relacion entre WNT5A y SFPR5 en la obesidad infantil.

1.5.3 CRTC3

La proteina CRTC3 forma parte de una familia de proteinas CRTCs (CRTC1, CRTC2, y
CRTC3) que tienen un papel clave en la regulacion y activacién de numerosos genes
relacionados con el metabolismo energético y la supervivencia celular (Figura 13) [8,
131-133].

Concretamente, CRTC3 se expresa predominantemente en el tejido adiposo y se
activa por desfosforilacion en respuesta al aumento intracelular del segundo

mensajero adenosin monofosfato ciclico (AMPc).

Higado CRTC2y 3 | Aumento de la gluconeogénesis
. . Aumento de la resistencia a la insulina
Tejido adiposo CRTC3 Obesidad
Células pancreaticas | CRTC2 Aumento de la supervivencia
, Disminucid | apetit
Hipotalamo CRTC1 isminucion del apetito

Favorece la fertilidad

Musculo esquelético | CRTC1,2,3 | Biogénesis mitocondrial

Macrofagos CRTC3 Conversion a macrofagos reguladores

Figura 13| Funciones metabdlicas de los diferentes CRTCs dependiendo del tejido en que se
expresen
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1.5.3.1 ESTRUCTURA

Todos los CRTCs comparten una estructura muy similar (Figura 14). En el extremo
N-terminal se encuentra la zona (CBD) lugar donde se une proteina de unién al
elemento de respuesta de AMPc (CREB); después se encuentra una zona central,
conocida como region reguladora, donde se encuentran varios residuos de serina que
son susceptibles de ser fosforilados por cinasas como la proteina cinasa activada por
AMP (AMPK), la cinasa reguladora de la afinidad de los microtubulos 2 (MARK2) y la
cinasa inducida por salt 2 (SIK2). La fosforilacion de de la serina 162 de CRTC3 por la
cinasa SIK2 promueve su unién a la proteina 14-3-3 que mantiene a CRTC3 retenido en
el citoplasma. Después viene una pequefia zona de splicing alternativo y por ultimo un

dominio de transactivacion en el extremo C-terminal [134-136].

CREB SIK2
lll 1, Serines
N (CeD[ et S TAD [ c
'
Unidn translocacion nucleo

Figura 14| Estructura CRTC: (CBD) zona de unién a CREB, (REG) zona de unién a cinasas,
(SD) zona de splicing alternativo y (TAD) dominio de transactivacion [8].

1.5.3.2 MECANISMOS DE ACCION
En 2010 Song y cols. publicaron un trabajo en la revista Nature en el que
propusieron que el gen del coactivador-3 de la transcripcion regulado por CREB
(CRTC3) actuaba como un gen ahorrador. En experimentos realizados en ratones
comprobaron que los ratones con el gen CRTC3 silenciado tenian un mayor gasto
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energético, no engordaban a pesar de ser alimentados con una dieta rica en grasas y
ademas estaban protegidos contra la esteatosis hepatica [137].

CREB es una proteina que actua como factor de transcripcién. Fue descrita por
primera vez en 1987 [138]. Se activa por fosforilacidn y tiene la capacidad de unirse a
unos 5.000 genes en los mamiferos [139], pero activa la transcripciéon solamente de
unos 100 genes, hecho que hizo pensar que debian existir otras moléculas que
modulaban la capacidad de CREB para activar la expresidn génica. La identificaciéon de
los CRTCs y su mecanismo de accién [140] proporciond una explicacién de cémo es
posible aumentar la especificidad de la sefial en la via de CREB.

Para que se produzca la activacion de los genes regulados por CREB es necesario
gue se produzca la convergencia de dos eventos, de una parte la fosforilacion de CREB
y por otra parte la desfosforilacion de CRTC (Figura 15), esta doble activacion explicaria
por qué algunas sefales que producen la fosforilacion de CREB no son capaces de

activar la expresidon de determinados genes [8].
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CRTC

Citoplasma

Nucleo

Figura 15| Activacién y Translocacion de CRTC: Calmodulina
(CN); Cinasa sal inducible 2 (SIK2) proteina de unidén al
elemento de respuesta de AMPc (CREB ).(adapatado de
Montminy lab)

En el estado basal, CRTC3 estd fosforilado en la serina 162 por la accidon de las
cinasas sal inducibles (SIKs) y algunos miembros de la familia de la proteina cinasa
activada por AMP (AMPKs) reguladora del balance energético [141, 142]. El aumento
de AMPc vy Ca?* intracelular, provocan la desfosforilacion de CRTC. ElI CRTC
desfosforilado (activo) es capaz de entrar al nucleo y unirse al dominio bZIP de CREB

fosforilado (activo) [140, 142] y regular asi la actividad de CREB [134-136].

1.5.3.3 REGULACION

La actividad de la proteina CRTC3 en el tejido adiposo esta regulada en parte, por

sefiales hormonales:
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1) La administracion de leptina y del agonista B-adrenérgico isoproterenol
producen la desfosforilacion de CRTC3 [137].

2) Las catecolaminas activan el receptor B-adrenérgico que se encuentra en la
superficie del adipocito. El receptor se acopla a una proteina G que activa la
Adenil Ciclasa (AC), enzima que transforma ATP en AMPc [143]. El AMPc por una
parte activa la proteina quinasa A (PKA), enzima activadora de CREB [144], y
por otra parte inhibe SIK2 [145] que es una enzima inhibidora de la
desfosforilacion de CRTC3, de esta forma el AMPc activa tanto a CREB como a
CRTC3. No obstante, se ha comprobado que después de una estimulacion
prolongada con AMPc disminuye la transcripcion de los genes diana de CREB en

parte debido a la degradacion de CRTCs mediada por ubiquitinas [146].

Catecolaminas

Receptor

AMPc

S%;\;KA — CREBM
1

CRTC3-P —> CRTC3 P — RGS2
Figura 16| Feedback negativo de CRTC3 sobre la sefial de AMPc.

Segun se desprende de los experimentos realizados en ratones, CRTC3 podria
ejercer un feedback negativo sobre la sefial AMPc en el adipocito (Figura 16). Esta
hipotesis se apoya en el hecho demostrado de que las sefiales intracelulares a menudo
se auto limitan para evitar que los estimulos hormonales produzcan respuestas

crénicas que puedan ser lesivas para el organismo [147].
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En situaciones de sobrealimentacién con dieta rica en grasas, la estimulacion
cronica de las catecolaminas no produce un aumento de AMPc sino una disminucién
de la sefial intracelular [148], este hecho puede estar mediado por CRTC3 a través de la
activacion de la expresion del gen regulador de la sefal de la proteina G 2 (RGS2), que
inhibe la actividad de la AC. Al disminuir la accidn lipolitica y de oxidacion de los acidos
grasos de las catecolaminas, CRTC3 favoreceria la acumulacion de grasa en épocas de
abundancia y preservaria la supervivencia en periodos de escasez, lo que se conoce

como genotipo ahorrador.

1.5.3.4 CRTC3Y TEJIDO ADIPOSO

Se sabe que CREB modula el metabolismo lipidico en el adipocito, que su actividad
estda aumentada en la obesidad y que tiene un papel fundamental en la aparicion de la
resistencia a la insulina a través de la estimulacion de un represor que inhibe la
transcripcion de adiponectina [81]. Ademas, es conocido que CRTC3 es el coactivador
de CREB mas abundante en el adipocito y como era de esperar, se ha demostrado que
tiene un papel principal en la regulacion del metabolismo lipidico en el tejido adiposo y
en el desarrollo de la resistencia a la insulina relacionada con la obesidad [137].

Aunque no se conocia el mecanismo, se sabia que en la obesidad estd alterada la
senal de catecolaminas [149] y que la estimulacién de los receptores B- adrenérgicos
en los adipocitos por la via de AMPc aumenta el gasto energético a través del aumento
de la lipolisis y la oxidacion de los acidos grasos [150]. Por otra parte otro hecho
conocido es que la alteracion en la via de las catecolaminas es una de las causas de la
acumulacién de grasa ectdpica en el higado y como consecuencia del desarrollo de

resistencia a la insulina [151].
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En ausencia de obesidad, la leptina, hormona sintetizada en el adipocito,
promueve el gasto energético activando receptores del hipotdlamo que a su vez
actudan estimulando el sistema nervioso simpatico. En el tejido adiposo la adrenalina se
une a los receptores B-adrenérgicos de los adipocitos produciendo un aumento de la
lipolisis en la grasa blanca y el aumento de la oxidacién de acidos grasos en la grasa
marrén (Figura 17) [152]. Hasta la fecha no existen estudios que demuestren la

presencia de CRTC3 en sangre ni su relacion con la obesidad en humanos.
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Figura 17| CRTC3 inhibe la via de catecolaminas [8]
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Hipotesis

Se ha descrito que las proteinas WNT5A, SFRP5 y CRTC3 podrian estar relacionadas

con el metabolismo energético y la obesidad.

Hipétesis 1
Proponemos que el tejido adiposo puede secretar WNT5A, SFRP5 y CRTC3 ex
vivo y que estas proteinas pueden ser detectadas en sangre periférica de ninos

prepuberales sanos.

Hipotesis 2
Proponemos que los niveles circulantes en sangre periférica de WNT5A, SFRP5
y CRTC3 estan relacionados con la obesidad y con parametros de disfuncion

metabdlica.

Hipétesis 3
Proponemos que la proteina SFRP5 podria ser una molécula clave para explicar

las asociaciones entre WNT5A y el metabolismo energético en la edad pediatrica.

Hipétesis 4
Proponemos que los niveles circulantes en sangre periférica de WNT5A, SFRP5
y CRTC3 en la edad de 7 afios pueden predecir el cambio en las variables de obesidad y

disfuncion metabdlica de los nifios a los 10 afios de edad.

47






OBJETIVOS






OBIJETIVOS

Objetivos

Estudiar la secrecidn de las proteinas WNT5A, SFRP5 y CRTC3 por parte del tejido
adiposo y su relacion con parametros de obesidad y resistencia a la insulina en nifios

sanos prepuberales.

Para tal fin, se ha disefiado un estudio transversal y longitudinal en una muestra de
nifios sanos prepuberales procedentes de la poblacion general que han sido

estudiados con los objetivos concretos de:

1. Estudiar si el tejido adiposo puede secretar WNT5A, SFRP5 y CRTC3 ex vivo.

2. Determinar si las concentraciones circulantes de WNT5A, SFRP5 y CRTC3 estan
relacionados con marcadores de obesidad (indice de masa corporal y perimetro
de la cintura), de resistencia a la insulina (indice HOMA-IR y adiponectina de
alto peso molecular) y funcion hepatica (GPT y GGT) en una poblacién
pediatrica.

3. Estudiar si las proteinas WNT5A y SFRP5 estan interrelacionadas en la
circulacion y en el medio de cultivo de las biopsias de tejido adiposo en ninos
prepuberales sanos.

4. Estudiar como las concentraciones basales de WNT5A, SFRP5 y CRTC3 se
asocian a los marcadores de obesidad (IMC y perimetro de la cintura), de
resistencia la insulina (HOMA-IR y adiponectina de alto peso molecular) y

funcion hepatica (GPT y GGT) tras tres afios de seguimiento de la cohorte.
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4.1 DISENO

Estudio clinico observacional en la poblacion pediatrica de referencia de los
Centros de Salud de I’Alt Emporda. El disefio se basa en un analisis transversal en nifios

de ~7 anos de edad y su posterior seguimiento a los ~10 afios de edad.

4.2 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica
del Hospital Dr. Josep Trueta de Girona (comité de referencia). Se obtuvo el
consentimiento informado de los tutores de todos los nifios participantes en el
estudio. En todo momento se han respetado los principios fundamentales de la
declaracion de Helsinki asi como la legislacidn vigente sobre confidencialidad de datos

y las normas éticas sobre estudios clinicos en pacientes pediatricos.

4.3 SUIJETOS A ESTUDIO

En el estudio transversal se estudiaron 211 nifios caucasicos en edad escolar
(103 nifios y 108 nifias; edad 6.9 + 0.2 afios). Los nifios fueron reclutados por los
pediatras de los centros de referencia de I’Alt Emporda durante la visita del nifio sano.
La participacion en el estudio se cifré entre el 50 y el 70% dependiendo del centro de
estudio. Todos los nifios eran sanos y tenian todos los parametros metabdlicos dentro
de la normalidad.

En el estudio longitudinal fueron estudiados 130 nifios (63 nifios y 67 nifias;
edad 10.3 £ 0.2 afios), lo que representa un 61.6 % de los individuos que comenzaron
el estudio. Las caracteristicas del grupo de casos perdidos no diferian

significativamente del grupo que continud en el estudio.
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4.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION

Criterios de inclusidn de la visita inicial:
1. Nifos entre 6 y 9 afios sanos pertenecientes al area de referencia.
2. Consentimiento informado firmado por los padres o tutores de los nifios
participantes.

3. Ausencia de pubertad segun los estandares de Marshall y Tanner [153].

Criterios de inclusidn de la visita de seguimiento:
1. Nifos entre 9y 12 afios sanos incluidos en la primera fase del estudio.
2. Consentimiento informado firmado por los padres o tutores de los nifos

participantes.

Criterios de exclusidon para ambos estudios:

1. Nifos con enfermedades cronicas graves, enfermedades inflamatorias crénicas
o enfermedades agudas intercurrentes en los ultimos 15 dias previos a la
recogida de muestras, estos Ultimos nifios se reincorporan al estudio una vez
hayan pasado unos 15 dias después de la resolucion del proceso agudo.

2. Alteraciones de los resultados de la analitica bdsica realizada (hemograma y
cribado le la funcidn renal, hepatica y tiroidea).

3. Nifios que reciban tratamiento médico cronico.

4. Niflos de raza no caucasica.

5. Nifios sin el consentimiento informado firmado.
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4.5 VARIABLES

4.5.1. VARIABLES CLINICAS

En todos los pacientes se realizd el examen clinico y la extraccién sanguinea en
ayunas a primera hora de la manana.

Se midié la altura con un estadiémetro de Harpender. Para pesar a los nifos se
utilizaron basculas calibradas con los sujetos vestidos con ropa ligera. Posteriormente
se calculd el indice de masa corporal (IMC) segun la formula IMC = peso (Kg)/ talla
(m?). Para este estudio se expresé el IMC como valores tipificados (z-score) calculados

a partir de la siguiente formula:

(valor IMC observado) — (valor de la media de la poblacién de referencia)

ValorZ — IMC =
aror Desviacidn estandard de la poblacién de referencia

Los resultados obtenidos son valores estandarizados por edad y por sexo
utilizando valores de referencia regionales [25]. El punto de corte utilizado para
determinar la presencia de obesidad fue un valor Z de IMC > 2 que equivale
aproximadamente al percentil 97, valores Z de IMC entre 1.5 y 2 se consideraron como
sobrepeso.

El perimetro de la cintura se midié utilizando una cinta métrica con precision de
1 mm, tomando como punto de referencia el ombligo. El perimetro pélvico se midié
utilizando una cinta métrica con precision de 1 mm, tomando como punto de
referencia el diametro mayor de la cadera. En el estudio se utiliza el perimetro de la

cintura z-score calculados a partir de la siguiente formula:
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Valor z — perimetro de la cintura =

(valor perimetro cintura observado) — (valor de la media de muestra)

Desviacion estandard de la muestra

La tension arterial sistolica (TAS) y diastélica (TAD), asi como la frecuencia
cardiaca se midieron en posicion supina en el brazo derecho y después de 10 minutos
de reposo con un esfigmomandmetro electrénico (Dinamap Pro 100, GE Healthcare,
Chalfont ST. Gilles, United Kingdom), la medida se realizo tres veces en cada sujeto en
intervalos de 5 minutos entre cada toma, el resultado registrado fue la media de todas
las medidas realizadas.

La composicién corporal (masa grasa, masa magra y agua corporal) se midié
mediante impedanciometria electrénica (Hydra Bioimpedance Analyzer 4200, Xitron
Technologies, San Diego, CA), esta técnica no es invasiva y ha sido validada para

estudios realizados en nifios [154].

4.5.2. VARIABLES ANALITICAS

Se realizd una extraccidon de sangre venosa (maximo 15 ml de sangre), que
sirvié para la realizacion de una analitica general (hemograma, estudio del hierro,
funcidon renal y funcién hepatica) y para la elaboracion de una seroteca, una
plasmoteca y una DNAteca para futuros estudios.

El procedimiento de extraccidon se realizé en un ambiente tranquilo y por
personal especializado. Previo a la extraccion se aplicd una crema anestésica local para

evitar dolor durante la venopuncion.
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4.5.2.1. ELABORACION DE UNA SEROTECA Y UNA PLASMOTECA

Para obtener plasma se recogié muestra de sangre venosa en tubos vacuette
con EDTA como anticoagulante. El suero ser recogié en tubo vacuette con separador
de gel inerte y se dejé reposar unos 30 minutos para que se formase el codgulo. Todas
las muestras se centrifugaron a 3.500 rpm durante 15 minutos a una temperatura
inferior a 8 °C, en un plazo de tiempo siempre inferior a dos horas después de la
extraccion.

Se hicieron diversas alicuotas de suero, plasma y de fraccion celular obtenida a
partir del tubo de EDTA. Todas las muestras se guardaron en congelador a —80 °C,

etiquetadas de forma anénima.

4.5.2.2. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS Y HORMONALES

Las determinaciones de glucosa (método de la hexoquinasa), HDL-colesterol
(método homogéneo detergente selectivo con acelerador), triglicéridos (oxidasa de
glicerol fosfato), gamma-glutamil transferasa (GGT) (método substrato de L-
gammaglutamil-3-carboxi-4-nitroanilida), aspartato aminotransferasa (GOT) (método
NADH sin P-5’-P) y la alanina aminotransferasa (GPT) (método NADH sin P-5’-P), fueron
realizadas en un autoanalizador C8000 (Abbott Park, IL, US), con unos CV intra-inter
ensayo inferiores al 6 %.

La insulina fue medida mediante immunoquimioluminescencia (IMMULITE
2000, Diagnostic Products, Los Angeles, CA), el limite de deteccion de la técnica fue de
0.4 mlU/L y el coeficiente intra-inter ensayo fue menor del 10 %. Para estimar la
sensibilidad a la insulina se utilizé el Homeostasis Model Assessment [HOMA-IR] [155].

El modelo ha sido validado en diversas poblaciones pediatricas.
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insulina (WU /ml) X glucosa (mmol/L)

Homa — IR = 205

La proteina C reactiva ultrasensible (PCRus) fue determinada utilizando el
inmunoensayo ultrasensible latex CRP Vario (Sentinel Diagnostics, Abbott Diagnostics
Europe, Milan, lItaly). El limite de deteccidon de la técnica fue de 0.2 mg/L y el
coeficiente intra-inter ensayo fue menor del 3 %. Todos los valores obtenidos
inferiores a 0.2 mg/L fueron computados como 0.2 mg/L para su utilizacién en los
calculos estadisticos.

La testosterona y el estradiol se midieron mediante
inmunoquimioluminescencia (Abbot Park, IL, USA), las técnicas tenian un limite de
deteccion de 1 pg/dl, 2.3 ng/dly 1 pg/ml, respectivamente; el CV de todas las técnicas
fue inferior a 6%.

La adiponectina de alto peso molecular (Adiponectina de APM) se cuantificd en
suero mediante ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) tipo sandwich
(Linco, St. Charles, MO), la técnica tenia un limite de deteccion de 0.2 ng/ml; el CV de

la técnica fue inferior al 4 % [156, 157].

4.5.2.3. DETERMINACION GROSOR DE LA INTIMA MEDIA
CAROTIDEA

El grosor de la intima-media (GIM) se midié por ultrasonografia de alta
resoluciéon con un transductor lineal de 12-MHz (MyLabTM25, Esaote, Firenze, Italy).
Las imagenes diastdlicas se midieron en el lado derecho a nivel de la arteria cardtida

comun, 1-2 cm antes de su bifurcacién [158].
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Todas las medidas fueron realizadas por un Unico investigador, experto en
ecografia vascular, que desconocia las caracteristicas clinicas de los participantes. El
resultado es el promedio de 5 mediciones sucesivas realizadas durante la diastole

cardiaca. El coeficiente de variacion intra-individual fue inferior al 6%.

4.5.3 VARIABLES ESPECIFICAS

4.5.3.1 WNT5A

Para llevar a cabo la determinacién cuantitativa de la proteina WNT5A se ha
utilizado un kit comercial denominado “ELISA Kit for Wingless Type MMTV Integration
Site Family, Member 5A (WNT5A)” con numero de catalogo SEP549Mi de Uscn. Este kit
utiliza anticuerpos policlonales especificos altamente reactivos contra la WNT5A
humana. No se ha detectado una reactividad cruzada con otras proteinas WNT.

El kit para la deteccién de la WNT5A consiste en una ELISA de fase solida basado
en el método de sandwich que utiliza dos anticuerpos policlonales anti-WNT5A para
detectar la proteina en seis pasos. Uno de los anticuerpos estaba fijado en la placa
blogueada contra uniones no especificas. A continuacion, 100 ul de las muestras no
diluidas y los estandares fueron anadidos directamente a cada pocillo e incubados
durante 2 horas a 372C y agitacion suave. El segundo paso consistié en lavar la placa
tres veces con 400 ul de wash buffer y afiadir 100 ul del segundo anticuerpo anti-
WNT5A (detection reagent A) y se incubd una hora a 372C con agitacion suave. Pasada
esta hora se lavd de nuevo la placa tres veces con 400 pl de wash buffer y se afadieron
100 pl del detection reagent B (peroxidasa) y se incubé 30 minutos a 379C con
agitacion suave. Pasado este tiempo se lavd 5 veces con el wash buffer y se afiadieron
90 ul del sustrato de la peroxidasa (TMB). Se incubd 15-25 minutos a 372C y agitacion
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suave. La reaccion entre la peroxidasa y el TMB resulto en el desarrollo de color
amarillo. La cantidad de color fue proporcional a la cantidad de WNT5A presente en las
muestras y los estandares. Para poder cuantificarlo se paré la reaccidon con 50 pl de
solucién stop (H,SO4 0.5 mol/L).

Finalmente ya se pudo medir la absorbencia a 450 nm utilizando un lector de
placas de ELISA para obtener la absorbancia de cada una de las muestras. Esta
absorbancia sirvié para obtener las concentraciones de WNT5A de cada muestra.
Mediante una recta loglineal creada con los estandares y por interpolacion de la
absorbancia de nuestras muestras en esta, se obtuvieron las concentraciones en
ng/ml.

Las caracteristicas del ensayo fueron: El rango de la curva estandar fue de 0.156
ng/ml a 10 ng/ml. El limite de deteccién fue de 0.054 ng/ml y el CV fue del 6%. La
capacidad total del ensayo es de 96 cuantificaciones y se necesitan: 200 pl del volumen
final para poder hacer los duplicados, una recta patrén y controles y blancos en cada
ensayo. La duracion del ensayo fue aproximadamente de cuatro horas y media. Para
evitar la contaminacion de las muestras usamos puntas de micropipetas automaticas

de un solo uso.

4.5.3.2 SFRP5
Para llevar a cabo la determinacién cuantitativa de la proteina SFRP5 se ha
utilizado un kit comercial denominado “High Sensitive ELISA Kit for Secreted Frizzled
Related Protein 5 (SFRP5)” con numero de catalogo HEC842Hu de Uscn. Este kit utiliza
anticuerpos policlonales especificos altamente reactivos contra la SFRP5 humana. No

se ha detectado una reactividad cruzada con otras proteinas analogas.
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El kit para la deteccidn de la SFRP5 consiste en una ELISA de fase solida basado en
el método de sandwich que utiliza dos anticuerpos policlonales anti- SFRP5 para
detectar la proteina en seis pasos. Uno de los anticuerpos estaba fijado en la placa
bloqueada contra uniones no especificas. A continuacion, 100 ul de las muestras no
diluidas y los estandares fueron afiadidos directamente a cada pocillo e incubados
durante 2 horas a 372C y agitacion suave. El segundo paso consistio en lavar la placa
tres veces con 400 ul de wash buffer y afiadir 100 ul del segundo anticuerpo anti-
WNT5A (detection reagent A) y se incubd una hora a 372C con agitacidén suave. Pasada
esta hora se lavd de nuevo la placa tres veces con 400 pl de wash buffer y se anadieron
100 pl del detection reagent B (peroxidasa) y se incubd 30 minutos a 372C con
agitacion suave. Pasado este tiempo se lavd 5 veces con el wash buffer y se anadieron
90 ul del sustrato de la peroxidasa (TMB). Se incubd 15-25 minutos a 372C y agitacién
suave. La reaccidon entre la peroxidasa y el TMB resulto en el desarrollo de color
amarillo. La cantidad de color fue proporcional a la cantidad de SFRP5 presente en las
muestras y los estandares. Para poder cuantificarlo se paré la reaccidon con 50 pl de
solucidn stop (H,SO4 0.5 mol/L).

Finalmente ya se pudo medir la absorbencia a 450 nm utilizando un lector de
placas de ELISA para obtener la absorbancia de cada una de las muestras. Esta
absorbancia sirvid para obtener las concentraciones de SFRP5 de cada muestra.
Mediante una recta loglineal creada con los estandares y por interpolacion de la

absorbancia de nuestras muestras en esta, se obtuvieron las concentraciones en

ng/ml.
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Las caracteristicas del ensayo fueron: El rango de la curva estandar fue de 1.56 ng/ml a
100 ng/ml. El limite de deteccidn fue de 0.51 ng/ml y el CV fue del 4%. La capacidad
total del ensayo es de 96 cuantificaciones y se necesitan: 200 ul del volumen final para
poder hacer los duplicados, una recta patrdon y controles y blancos en cada ensayo. La
duracion del ensayo fue aproximadamente de cuatro horas y media. Para evitar la
contaminacién de las muestras usamos puntas de micropipetas automaticas de un solo

uso.

4.5.3.3 CRTC3

Para llevar a cabo la determinacion cuantitativa de la proteina CRTC3 se ha
utilizado un kit comercial denominado “ELISA Kit for CREB Regulated Transcription
Coactivator 3 (CRTC3)” con numero de catalogo SEEOO1Hu de Uscn. Este kit utiliza
anticuerpos policlonales especificos altamente reactivos contra la CRTC3 humana. No
se ha detectado una reactividad cruzada con otras proteinas analogas.

El kit para la deteccion de la CRTC3 consiste en una ELISA de fase solida basado en
el método de sandwich que utiliza dos anticuerpos policlonales anti- CRTC3 para
detectar la proteina en seis pasos. Uno de los anticuerpos estaba fijado en la placa
bloqueada contra uniones no especificas. A continuacion, 100 ul de las muestras no
diluidas y los estandares fueron afiadidos directamente a cada pocillo e incubados
durante 2 horas a 372C y agitacion suave. El segundo paso consistio en lavar la placa
tres veces con 400 ul de wash buffer y afiadir 100 ul del segundo anticuerpo anti-
WNT5A (detection reagent A) y se incubd una hora a 372C con agitacidén suave. Pasada
esta hora se lavd de nuevo la placa tres veces con 400 pl de wash buffer y se anadieron

100 pl del detection reagent B (peroxidasa) y se incubd 30 minutos a 372C con
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agitacion suave. Pasado este tiempo se lavd 5 veces con el wash buffer y se anadieron
90 ul del sustrato de la peroxidasa (TMB). Se incubd 15-25 minutos a 372C y agitacion
suave. La reaccién entre la peroxidasa y el TMB resulto en el desarrollo de color
amarillo. La cantidad de color fue proporcional a la cantidad de CRTC3 presente en las
muestras y los estandares. Para poder cuantificarlo se paré la reaccion con 50 pl de
solucién stop (H,SO4 0.5 mol/L).

Finalmente ya se pudo medir la absorbencia a 450 nm utilizando un lector de
placas de ELISA para obtener la absorbancia de cada una de las muestras. Esta
absorbancia sirvid para obtener las concentraciones de CRTC3 de cada muestra.
Mediante una recta loglineal creada con los estandares y por interpolacion de la
absorbancia de nuestras muestras en esta, se obtuvieron las concentraciones en
ng/ml.

Las caracteristicas del ensayo fueron: El rango de la curva estandar fue de 0.313
ng/ml a 20 ng/ml. El limite de deteccién fue de 0.112 ng/ml y el CV fue del 5%. La
capacidad total del ensayo es de 96 cuantificaciones y se necesitan: 200 pl del volumen
final para poder hacer los duplicados, una recta patrén y controles y blancos en cada
ensayo. La duracion del ensayo fue aproximadamente de cuatro horas y media. Para
evitar la contaminacidn de las muestras usamos puntas de micropipetas automaticas

de un solo uso.

4.6 BIOPSIAS DE TEJIDO ADIPOSO

Las biopsias de tejido adiposo (TA) visceral y subcutdaneo se obtuvieron de 12

nifios adicionales (10 nifios y 2 nifias, edad 6.1 + 1.3) las muestras se obtuvieron
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durante intervenciones quirdrgicas menores programadas. En todos los casos se
obtuvo el consentimiento informado. Todos los pacientes estaban asintomaticos
(libres de cualquier enfermedad aguda o crdnica), con recuento sanguineo, funcién

hepatica y renal normal.

4.6.1 CULTIVO CELULAR

Las biopsias de TA se cortaron en fragmentos pequefios y se lavaron con
tampon fosfato salino (PBS) con un 5% de albumina sérica bovina (BSA) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Cantidades similares de tejido se distribuyeron en
los pocillos de incubacién (aproximadamente 300 mg de tejido/pocillo) con 1 ml de
medio de cultivo DMEM suplementado con un 1 % de sodio piruvato, 1 % de
glutamina, 100 U/ml de penicilina y 0.1 mg/ml de estreptomicina. Las muestras de TA
se incubaron durante 48 horas a 37 °C de temperatura con CO, al 5%. Pasado este
tiempo se guardo por separado el medio de cultivo y el tejido adiposo para medir las

concentraciones de WNT5A, SFRP5, CRTC3 y realizar los estudios de viabilidad del TA.

4.6.2 EXTRACCION DE PROTEINAS

El TA cultivado fue lavado en frio con un suero salino tamponado con fosfato,
posteriormente se homogeneizd en solucidon RIPA (Upstate) suplementado con una
mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 4 °C durante
30 minutos. Los restos celulares fueron eliminados por centrifugacién a 2000 g durante

15 minutos en centrifuga refrigerada a 4 °C.
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Las proteinas WNT5A, SFRP5 y CRTC3 fueron medidas en el medio de cultivo y
en el lisado de tejido adiposo utilizando los mismos ensayos comerciales empleados
para la determinacidon en suero. Los resultados obtenidos se corrigieron por la
concentracion de proteinas totales determinadas por el método de Lowry [159]
(Architect, Abbott Diagnostics Europe, Milan, Italy). Los CV intra e inter ensayo fueron

menores del 4.7 %.

4.6.3 VIABILIDAD DE LAS BIOPSIAS DE TEJIDO ADIPOSO

Se evalud la viabilidad de las biopsias del tejido adiposo midiendo la actividad
de lactato deshidrogenasa (LDH) en el medio de cultivo. La LDH fue medida por la
técnica recomendada por la IFCC en que se mide la conversién de L-lacto a piruvato
[160] (Architect, Abbott Diagnostics Europe, Milan, Italy). Los CV intra e inter ensayo
fueron menores del 4.7 %.

Se considerd que la viabilidad era dptima cuando la concentracion de LDH fue
inferior a 220 U/L (valor correspondiente al limite superior de normalidad en suero de

nuestra técnica).

4.7 ANALISIS WESTERN BLOT

Al ser la primera vez que se determinaba el CRTC3 en suero humano se validd el
kit comercial de ELISA para la deteccion de la proteina en sangre. Para ello se
realizaron una serie de Western Blot en los que se estudié el CRTC3 en sangre, tejido

adiposo y medio de cultivo. Como control positivo se utilizaron células tumorales de
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cancer de mama MCF-7. Las células se cultivaron en DMEM siguiendo el mismo
protocolo que las biopsias de tejido adiposo.

Se utilizd un anticuerpo primario policlonal anti CRTC3 diluido 1:500 producido en
conejo. El anticuerpo secundario anti conejo se utilizé diluido 1:1.000. Ambos
anticuerpos eran de Cell Signaling Technology Inc (Danvers, MA, USA). Tanto las
muestras control, como las muestras de tejido adiposo, medio de cultivo y suero
siguieron el mismo protocolo para realizar el Western Blot. Se cargd la mdaxima
cantidad de proteina posible segln las concentraciones de proteina totales obtenidas
para cada muestra y el volumen a cargar en el pocillo. Todas las muestras se incubaron
a 70 °C durante 10 minutos con tampdn LSD (Lithium Dodecyl Sulfate) y 500 mM de
dithiothreitol (DTT) a una concentracion 10X como agente reductor (Invitrogen,
California, USA). La electroforesis se realizé utilizando el gel comercial bis-Tris al 4-12%,
al finalizar se realizé la transferencia a membrana de nitrocelulosa. Después de
bloguear la membrana con BSA, se incubd durante toda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario. Acabada la incubacién se hizo un lavado con PBS Tween, se
incubd una hora con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa y se revelé
mediante el kit comercial Immobilion Western HRP Substrate (Millipore,

Massachusetts, USA).

4.8 RECOGIDA Y ANALISIS DE DATOS

Todos los datos clinicos y experimentales mencionados se recogieron en una
base de datos tipo Microsoft Office Acces 2003. El andlisis estadistico de los datos se

realizé con el programa estadistico SPSS versién 18.0.
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En primer lugar se hizo un analisis exploratorio de los datos para identificar los
valores atipicos y perdidos. Las variables que no seguian una distribucién normal
fueron transformadas logaritmicamente. Los resultados de las variables se expresaron
como la media t el intervalo de confianza del 95%. El nivel de significacion estadistica
se fijé en una p<0.05.

Para evaluar el impacto de las diferentes concentraciones de WNT5A sobre la
obesidad y parametros metabdlicos en nifios, se segmenté la poblacidn en tertiles de
WNT5A vy se estudiaron los cambios de las variables de interés a lo largo de los grupos
de WNT5A mediante el analisis de la varianza (ANOVA). De la misma manera, para el
SFRP5 se segmentd la poblacidon en cuartiles y en tertiles para estudiar el CRTC3 y se
realizé el mismo tipo de analisis estadistico anteriormente citado (ANOVA). Ademas,
para la variable SFRP5 se realizdé una Odds Ratio para ver si existe un efecto lindar en
las concentraciones de SFRP5 para el riesgo de obesidad.

Posteriormente se realizaron andlisis bivariados para estudiar las asociaciones
entre las variables cuantitativas de interés. Para este fin se realizaron graficos de
dispersidon y se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson. Las asociaciones
significativas encontradas en el analisis estadistico bivariado entre WNT5A, SFRP5 y
CRTC3 con parametros metabdlicos y de obesidad se corrigieron por variables de
confusion como el sexo y la edad mediante el andlisis de regresién multiple utilizando
el método introducir. El nivel significativo de las pruebas estadisticas se fijo en p<0.05.
Las asociaciones de las concentraciones basales de WNT5A, SFRP5A y CRTC3 se
analizaron mediante los mismos andlisis estadisticos y utilizando el valor de las
variables a los diez afios de edad o bien el cambio en las variables estudiadas como la

diferencia entre el valor al cabo de tres afios menos el valor basal.

69






RESULTADOS






RESULTADOS

5.1 ESTUDIO DE SECRECION PROTEICA EN BIOPSIAS DE TEJIDO

ADIPOSO

Para estudiar si las proteinas WNT5A, SFRP5 y CRTC3 pueden ser secretadas por
el tejido adiposo visceral y subcutdneo de nifos sanos prepuberales, se cultivaron 12
biopsias de tejido adiposo obtenidas de nifios sanos sometidos a operaciones de
cirugia no complicada. Ademas de las muestras de tejido se les hizo una extraccién de

sangre.

5.1.1 IDENTIFICACION DE LA PROTEINA CRTC3

5.1.1.1 WESTERN BLOT DE CRTC3

Nuestros resultados demuestran por primera vez que la proteina CRTC3 puede
ser detectada tanto en el tejido adiposo como en la sangre de los nifos sanos
prepuberales. En la Figura 18 se puede observar como la proteina CRTC3 fue detectada
en el lisado de células de tejido adiposo tanto visceral como subcutdneo, en los medios
condicionados del tejido adiposo visceral y subcutaneo y en la muestra de suero. Es de
resaltar que la mayor concentraciéon de CRTC3 se encontrd en las muestras de medio

condicionado y en especial en el medio condicionado del tejido adiposo visceral.
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Anticuerpo policlonal
CTRL TEJIDO MEDIO SUERO

1 2 3 4 5 6

CRTC3 — iy WUy - - 6kDa

Figura 18| Western Blot CRTC3: 1) MCF-7 control positivo; 2) lisado de tejido adiposo visceral; 3) lisado
de tejido adiposo subcutaneo; 4) medio de cultivo de tejido adiposo visceral; 5) medio de cultivo de
tejido adiposo subcutaneo; 6) suero del nifio en edad prepuberal.

5.1.1.2 ELISA DE CRTC3

Los resultados obtenidos por western blot fueron confirmados también por la
técnica ELISA (Figura 19). La concentraciéon de CRTC3 medida en las biopsias de tejido
adiposo y en el medio condicionado fue corregida por las proteinas totales

determinadas por el método de Lowry.
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7 A Biopsia Medio condicionado
6 -
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£ 47
O
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0 bl b
Tejido adiposo  Tejido adiposo  Tejido adiposo  Tejido adiposo Suero
visceral subcutaneo visceral subcutaneo

Figura 19| Identificacion por ELISA de CRTC3 en biopsias de tejido adiposo visceral y subcutaneo, en el
medio condicionado visceral y subcutaneo y en el suero de un nifio en edad prepuberal.

Mediante esta técnica también se corroboré que la proteina CRTC3 se detecta
en el lisado celular de las biopsias, en el medio condicionado y en el suero de los nifos.

Ademas, la concentracion de CRTC3 medida en el tejido adiposo visceral fue también
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superior a la hallada en tejido adiposo subcutdaneo y en el suero de los pacientes,
resultados que concuerdan con los obtenidos por la técnica de western blot.

Para confirmar que las concentraciones circulantes eran debidas a secrecién y
no a lisis celular, se realizé el test de viabilidad con LDH en el medio de cultivo. Las
concentraciones de LDH medidas en el medio condicionado de todas las muestras eran
inferior al limite superior de normalidad en suero de la técnica empleada en nuestro
laboratorio (200 U/L). Estos resultados descartan que el CRTC3 encontrado en el medio
condicionado sea de origen intracelular y por tanto se deduce que es secretado por el
tejido adiposo. Por lo tanto, podemos decir que el CRTC3 encontrado en suero es, en

parte, originado por la secrecién del tejido adiposo.

5.1.2 MEDICION DE LA SECRECION DE WNT5A, SFRP5

Y CRTC3 EN TEJIDO ADIPOSO.

Mediante la técnica ELISA se determind la concentracién de WNT5A, SFRP5 vy
CRTC3 en el medio de cultivo condicionado de tejido adiposo y visceral de aquellas
muestras que presentaban valores de LDH<200U/L. En la Figura 20 se muestran los
resultados obtenidos tras ajustar el resultado por la concentracién de las proteinas
totales.

Todas las proteinas estudiadas se encontraron en el medio condicionado del
tejido adiposo visceral y también del subcutaneo, lo que demuestra que las proteinas

son secretadas por el tejido adiposo. Ademas, se demostré que todas las proteinas
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mostraron una concentracién mayor en el medio condicionado de origen visceral en

comparacion con el subcutdneo.

Concentracion de proteinas en el sobrenadante de los explantes de
tejido adiposo

90,00

80,00

“» 70,00
[

>
% 60,00
L

Concentracidn proteica

-

Tejido Visceral Tejido Subcutaneo
M SFPR5 86,66 55,23
MWNTS5A 2,33 2,17
L CRTC3 4,35 0,12

Figura 20| Concentracion de las proteinas SFRP5, WNT5A y CRTC3 medidas en el medio condicionado de
tejido adiposo visceral y subcutaneo.

5.1.2 MEDICION DE LA SECRECION DE WNT5A, SFRP5

Y CRTC3 EN SUERO

Para estudiar la presencia y las concentraciones de las tres proteinas en sangre
se cuantificaron las proteinas WNT5A, SFRP5 y CRTC3 en las muestras de suero de 211
nifos sanos en edad prepuberal. En la Tabla 1 se muestra la media y el rango de las

concentraciones obtenidas.
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Tabla 1| Medias y rango de concentracion en sangre de las

proteinas WNT5A, SFRP y CRTC3.

Proteina Media Rango Rango
inferior Superior
SFRP5 (ng/mL) 16.1 12.5 19.7
WNT5A (ng/mL) 0.37 0.27 0.48
CRTC3 (ng/mL) 0.30 0.27 0.32

WNT5A: Wingless type MMTV integration site family member 5
class A; CRTC3: Coactivador de la transcripcion regulado por CREB;
SFRP5: Proteina secretada similar a frizzle namero 5.

Los resultados obtenidos muestran que las tres proteinas pueden ser
detectadas en sangre mediante la técnica ELISA. Ademads, la concentracién en sangre
de la proteina SFRP5 es mucho mas elevada que la de las otras dos proteinas
estudiadas, observando en sangre, los mismos resultados obtenidos en el medio de

cultivo de las biopsias de tejido adiposo.

5.2 COHORTE DE ESTUDIO

Para estudiar la relacién entre las concentraciones en sangre de las tres
proteinas estudiadas con la obesidad y marcadores de riesgo metabdlico y
cardiovascular se realizd un estudio transversal en 211 ninos sanos de edad prepuberal
(108 nifias y 103 nifios). Ademas, los resultados obtenidos se compararon en un
estudio longitudinal en el que se estudiaron 130 nifios, de los incluidos en el estudio
basal, al cabo de 3 afios (67 nifias y 63 nifios). En la Tabla 2 se muestran las
caracteristicas antropométricas y metabdlicas de los nifios incluidos en el estudio en el

tiempo basal y al cabo de tres afios.
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Tabla 2| Caracteristicas antropométricas y metabdlicas de los nifios estudiados en el

estudio inicial y en el seguimiento a los 3 afios.

Basal Seguimiento P
N 211 130
Parametros clinicos
Mujer (%) 51.4 51.5 ns
Edad (afios) 6.9 (6.8;7.1) 10.3 (10.1;10.6) -
Obesidad y sobrepeso % 20 15 --
Pubertad % 0 6
Valor Z del IMC 0.17 (0.19;0.31) 0.04 (-0.15;0.23) ns
Masa grasa (%) 31.6 (30.7;32.6) 32.5(31.2;33.9) ns
Valor Z del perimetro de cintura -0.15 (-0.29;-0.01) -0.08 (-0.17;0.15) <0.0001
TAS (mmHg) 101 (100;103) 103 (101;104) 0.027
GIM Carétida (cm) 0.039 (0.038;0.041) | 0.048 (0.047;0.048) <0.0001
Parametros de laboratorio
Colesterol HDL (mg/dL) 55.0(53.6,56.5) 56.7 (54.7,58.8) ns
Triglicéridos (mg/dL) 55.8(53.1;58.5) 59.8 (55.8;63.8) ns
HOMA-IR 0.65 (0.55;0.74) 0.96 (0.80;1.11) <0.0001
Adiponectina de APM (mg/L) 8.33 (7.80;8.87) 16.50 (13.59;19.41) <0.0001
PCR-us (mg/L) 1.03 (0.84;1.22) 1.16 (0.88;1.45) ns
GPT (U/L) 17.6 (16.7;18.5) 17.3 (16.3;18.3) ns
GGT (U/L) 12.5 (12.1;12.9) 13.4 (12.9;13.9) <0.0001

Los valores de las variables se expresan como la media y el intervalo de confianza del 95%. Se
compararon las medias con la T de Student para muestras relacionadas, valores p significativos

<0.05.

Valor Z del IMC: valor Z del indice de masa corporal; TAS: tensidn arterial sistdlica; GIM Cardtida:
grosor de la intima- media carotidea; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta densidad; HOMA-IR:
homeostatic model assesment para la resistencia a la insulina; Adiponectina de APM: adiponectina
de alto peso molecular; PCR-us: proteina C reactiva ultrasensible; GPT: Alanina aminotransferasa;

GGT: Gamma-glutamil transferasa.

Al inicio del estudio se incluyeron 211 con una edad media de 6.9 afos, todos

eran prepuberes segun los estandares de Marshall y Tanner [153], el 51.4 % del sexo

estudio eran sanos.

femenino. La prevalencia de obesidad fue de un 20 %. Todos los nifios incluidos en el

El estudio de seguimiento se realizé aproximadamente tres afios después del

estudio inicial. Continuaron el estudio 130 niflos con un edad media de 10.3 anos, el 6

% de los nifios del seguimiento eran puberes segun los estandares de Marshall y
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Tanner, el 51.5 % del sexo femenino. La prevalencia de obesidad fue de un 15 %.
Todos los nifos incluidos en el estudio eran sanos.

Para evaluar si habia habido cambios en las variables de estudio en los 130 nifios
gue continuaron en el seguimiento, se compararon las medias de las variables
estudiadas en el momento basal y a los 3 afios de seguimiento. La comparacion se
realizé con una prueba T de Student para muestras relacionadas. Todas las variables
cumplian los criterios de normalidad de forma directa o por transformacion
logaritmica. Los resultados muestran un aumento significativo del Valor Z del
perimetro de cintura (p<0.0001), la TAS (p= 0.027), el GIM de cardtida (p<0.0001),
HOMA-IR (p<0.0001) y Adiponectina de APM (p<0.0001) en los nifios al cabo de 3 afios

y una disminucion, también significativa, de la GGT (p<0.0001).

5.3 WNT5A ASOCIACION CON LAS VARIABLES

ANTROPOMETRICAS Y METABOLICAS

5.3.1 ESTUDIO TRANSVERSAL

Para estudiar la asociacion entre WNT5A y los marcadores de obesidad y riesgo
metabdlico, se estudiaron 211 nifios (108 nifias y 103 nifios) sanos en edad prepuberal,
cuya edad media fue de 6.9 afios. En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas
antropométricas y metabdlicas de los sujetos estudiados estratificadas en funcién de
los tertiles de WNT5A en sangre. La comparacién de las medias entre grupos se realizé

mediante un analisis de varianza ANOVA de un factor (valor p de la tabla). Los
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resultados muestran como al aumentar la concentracion de WNT5A aumenta la

resistencia a la insulina (p=0.003), medida como HOMA-IR y el GPT (p=0.021) mientras

que disminuye la concentracion de colesterol HDL (p=0.003). En conjunto los

resultados muestran que el aumento de la concentracion de WNT5A en la sangre de

los ninos se asocia con un perfil metabdlico mas desfavorable.

Tabla 3| Variables antropométricas y metabdlicas de los sujetos estudiados segln tertiles de WNT5A en

suero.
WNT5A tertiles (ng/mL)
0.071 (0.063-0.079) 0.19 (0.168-0.203) 0.85 (0.624-1.085) P
Fodos los nifios (n=211) 71 70 70 ns
Mujer (%) 51 43 59 ns
Edad (afios) 7.3 (6.8;7.7) 6.9 (6.5;7.4) 6.9 (6.5;7.3) ns
Valor Z del IMC 0.03 (-0.28;0.34) 0.27 (0.00;0.53) 0.16 (-0.10;0.42) ns
Valor Z perimetro de la cintura -0.29 (-0.45;-0.08) -0.13 (-0.34;0.92) -0.10 (-0.32;0.11) ns
TAS (mmHg) 104 (102;107) 103 (101;106) 103 (100;105) ns
GIM de cardtida (cm) 0.041 (0.039;0.042) | 0.040 (0.038;0.042) | 0.040 (0.039;0.042) ns
Colesterol HDL (mg/dL) 60 (56.7;63.4) 57.7 (54.7;60.7) 53.2 (50.8;55.7) 0.008
Triglicéridos (mg/dL) 51.9 (46.3;57.6) 57.5(51.1;63.8) 57.4 (51.7;63.2) ns
HOMA-IR 0.58 (0.37;0.80) 0.73 (0.51;0.94) 0.80 (0.62;0.98) 0.003
Adiponectina de APM (mg/L) 7.3 (6.23;8.4) 7.1(6.3;8.0) 8.6 (7.7;9.5) ns
PCRus (mg/L) 1.33(0.92;1.74) 1.17 (0.77;1.56) 0.86 (0.54;1.18) ns
GPT (U/L) 16.5 (15.8;17.6) 17.4 (16.2;18.5) 18.9 (17.1;20.7) 0.021
GGT(U/L) 12.3 (11.5;13.1) 13.4 (12.6;14.2) 13.1(12.2;14.0) ns

Los valores de las variables se expresan como la media y el intervalo de confianza del 95%. El valor p corresponde a
ANOVA de un factor.

Valor Z del IMC: valor Z del indice de masa corporal; TAS: tensidn arterial sistélica; GIM Cardtida: grosor de la intima-
media carotidea; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta densidad; HOMA-IR: homeostatic model assesment para la
resistencia a la insulina; Adiponectina de APM: adiponectina de alto peso molecular; PCR-us: proteina C reactiva
ultrasensible; GPT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma-glutamil transferasa.

En la Tabla 4 se pueden ver los andlisis adicionales donde se analizo el grado de
correlacién existente entre la concentracion de WNT5A vy las variables antropométricas
de obesidad, asi

como las variables metabdlicas que mostraron diferencias

significativas entre los tertiles de concentracién de WNT5A.
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Tabla 4| Coeficiente de correlacion de Pearson entre

WNT5A y las variables antropométricas y metabdlicas.

Todos los nifios (n=211) r ¢
Valor Z del IMC 0.032 ns
Valor Z Perimetro de cintura 0.012 ns
HOMA-IR 0.236 <0.001
GPT (U/1) 0.127 <0.05
GGT (U/l) 0.103 ns
Colesterol HDL (mg/dL) -0.166 0.032

Valor Z del IMC, valor Z del indice de masa corporal; HOMA-
IR, homeostatic model assesment para la resistencia a la
insulina; Adiponectina de APM, adiponectina de alto peso
molecular. GPT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma-
glutamil transferasa; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta

densidad.

La Tabla 4 muestra como existe correlacidon positiva entre las concentraciones

de WNT5A vy la resistencia a la insulina medida como el HOMA-IR y la GPT, también

existe una correlacion negativa entre WNT5A vy el colesterol HDL, cuanto mayor es

WNT5A menor es el colesterol HDL. En nuestra muestra de estudio, WNT5A no se

correlaciona con los pardmetros de obesidad como el valor Z del IMC y del perimetro

de cintura.
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Para estudiar si la asociacion existente entre la concentracion de WNT5A vy el
HOMA-IR y la GPT era independiente de variables de confusion como la edad o la
obesidad, se realizaron modelos multivariantes (Tabla 5). En un primer analisis se
consideré como variable dependiente la resistencia a la insulina expresada como
HOMA-IR y se observa que las variables concentracién de WNT5A y el valor Z del IMC
fueron las dos variables independientes que explican el 41.3 % de la variacion del
HOMA-IR en el modelo. No fueron variables predictivas la edad, el sexo, la GPT, el
colesterol HDL ni la concentracién de SFRP5.

En el segundo modelo la variable dependiente era la concentracion de GPT y la
concentracion de WNT5A y el Valor Z del IMC fueron las variables independientes que
explicaron un 11.4% de la variabilidad de las concentraciones de GPT en sangre de los
ninos estudiados. No fueron variables predictivas la edad, el sexo, el HOMA-IR, el
colesterol HDL ni la concentracidn de SFRP5. Los resultados se muestran en la Tabla 5.
No se obtuvieron resultados significativos utilizando la variable colesterol HDL como

variable dependiente (resultados no mostrados).

82



RESULTADOS

Tabla 5| Andlisis de regresion multivariado con el HOMA-IR y GPT como variables

dependientes.

B p R’
Todos los nifios (n=211)

HOMA-IR

Valor Z del IMC 0.483 <0.0001

WNTS5A (ng/mL) 0.131 0.038 0.413
GPT (U/1)

Valor Z del IMC 0.291 0.001

WNT5A (ng/mL) 0.214 0.005 0114

R2 muestra el efecto combinado de las variables independientes.

Las variables no predictivas fueron: Edad, sexo, HOMA-IR, GPT, colesterol HDL y SFRP5.

Valor Z del IMC: valor Z del indice de masa corporal; HOMA-IR: homeostatic model assesment para la
resistencia a la insulina; GPT: Alanina aminotransferasa; WNT5A: Wingless type MMTYV integration site
family member 5 class A.

5.3.2 ESTUDIO LONGITUDINAL

Para determinar el poder predictor de las concentraciones basales de WNT5A
en nifios sanos a los 7 afios de edad, se estudiaron longitudinalmente 130 nifios (66
nifias y 64 nifos), de los 211 incluidos en el estudio transversal, a los 10 afios de edad.

En la Tabla 6 se muestran los cambios en las variables de estudio con respecto a
los tertiles de la concentraciéon basal de WNT5A. Nuestros resultados no muestran
diferencias significativas entre tertiles en cuanto a los valores de incremento de las

variables antropométricas, cardiovasulares y metabdlicas estudiadas.
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Tabla 6] Cambio en las variables antropométricas y metabdlicas de los sujetos estudiados en el estudio

longitudinal segun tertiles de WNT5A basales en suero.

WNT5A tertiles (ng/mL)

0.071(0.063-0.079) | 0.19(0.168-0.203) | 0.85 (0.624-1.085) P

Fodos los nifios (n=211) 43 43 44 --
Mujer (%) 51 43 59 ns
A Edad (afios) 3.5(3.1;3.9) 3.4 (3.1;3.7) 3.7 (3.3;4.0) ns
A Valor Z del IMC -0.19 (-0.50;0.11) 0.13 (-0.13;0.40) | -0.11(-0.39;0.17) ns
A Perimetro de la cintura 3.13(11.09;14.21) 2.52(11.85;14.65) 2.38(8.88;12.08) ns
A TAS (mmHg) 3.18 (-1.13;7.49) 4.59 (-0.53;9.71) -0.82 (-7.32;5.68) ns
A GIM de cardtida (cm) 0.007 (0.003;0.011) | 0.008 (0.005;0.010) | 0.007 (0.002;0.011) ns
A Colesterol HDL (mg/dL) 3.29(-1.08;7.66) 0.95 (-2.25;4.15) -0.70 (-4.71;3.29) ns
A Triglicéridos (mg/dL) -3.58 (-11.91;4.77) 5.48 (-4.57;15.53) | 8.76(-1.59;19.12) ns
A HOMA-IR 0.26 (-0.25;0.77) 0.33(0.07;0.59) -0.11 (-0.62;0.38) ns
A Adiponectina de APM (mg/L) 9.97 (2.13;17.81) 7.14(0.94;13.35) | 11.32(1.46;21.19) ns
A PCRus (mg/L) -1.14 (-2.46;0.17) 0.18 (-0.66;1.01) 0.11(-1.43;1.66) ns
A GPT (U/L) 1.20(-1.99;4.39) -0.16 (-3.36;3.04) | -2.35(-4.21;-0.49) ns
A GGT(U/L) 1.60 (0.43;2.76) 1.18 (-0.08;2.46) -0.03 (-1.04;-0.98) ns

Los valores de las variables se expresan como la media y el intervalo de confianza del 95%. El valor p corresponde a
ANOVA de un factor.

Valor Z del IMC: valor Z del indice de masa corporal; TAS: tensidn arterial sistdlica; GIM Carétida: grosor de la intima-
media carotidea; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta densidad; HOMA-IR: homeostatic model assesment para la
resistencia a la insulina; Adiponectina de APM: adiponectina de alto peso molecular; PCR-us: proteina C reactiva
ultrasensible; GPT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma-glutamil transferasa.
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54 SFRP5 ASOCIACION CON LAS VARIABLES

ANTROPOMETRICAS Y METABOLICAS

5.4.1 ESTUDIO TRANSVERSAL

Para estudiar la asociacién entre la concentracién de SFRP5 y marcadores de
obesidad y riesgo metabdlico en los nifios prepuberales, los sujetos estudiados se
estratificaron en funcion de los cuartiles de SFRP5 en sangre (Tabla 7). La comparacion
entre grupos se realizé mediante el andlisis de varianza ANOVA de un factor (valor p de
la tabla).

Nuestros resultados mostraron diferencias significativas en cuanto a la edad
entre los diferentes cuartiles de SFRP5, también se considerd la posibilidad de que
hubiese algun dimorfismo sexual y que el género del individuo actuase como una
variable confusora, por este motivo, los resultados de las variables que mostraron
diferencias significativas se ajustaron por edad y sexo en los analisis posteriores.

En la Tabla 7 se puede observar como los individuos con una concentracién
menor de SFRP5 presentan mayores indices antropométricos de obesidad (IMC vy
perimetro de cintura) comparados con los nifios con mayores concentraciones de
SFRP5 (p<0.0001). Es de interés mostrar que las bajas concentraciones de SFRP5 se
asociaron significativamente con mayor obesidad, la prevalencia de obesidad sdlo fue
de un 10.5% en el cuartil superior mientras que en el primer cuartil llegd hasta un
43.6% (p<0.0001).

Es remarcable que los nifos con una concentracion menor de SFRP5 también
mostraron niveles mayores de TAS (p<0.001), GIM de carétida (p<0.05) y el marcador
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inflamatorio PCR ultrasensible (p=0.002). Por el contrario, mostraron niveles mas bajos
de colesterol HDL (p<0.05) y adiponectina de APM (p=0.002). Estos resultados dibujan
un perfil proinflamatorio y de mayor riesgo cardiovascular asociado a concentraciones
bajas de SFRP5. Finalmente, los resultados muestran que las concentraciones bajas de
SFRP5 se asocian con concentraciones bajas de WNT5A (p<0.0001), cuanto mayor es la

concentracion de SFRP5 mayor es la concentracion de WNT5A.
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Tabla 7|Variables antropométricas y metabdlicas de los sujetos estudiados segun los cuartiles de SFRP5.

Todos los sujetos

Cuartiles SFRP5 (ng/mL)

0.55-0.95 0.96-3.99 4.00-10.3 10.4-97.4 p
N 211 53 53 52 53 -
Edad (afios) 7.6(7.2;7.7) 8.5(8.1; 8.9) 7.6 (7.3;7.9) 7.3(7.0;7.7) 7.2(6.7:7.5) <0.0001
Mujer (%) 48 47 41 47 55 -
Obesidad y sobrepeso % 20 43 15 11 10 <0.0001
Valor Z del IMC 0.51 (0.39; 0.60) 1.18 (0.87; 1.49) 0.51(0.23; 0.79) 0.46 (0.18; 0.74) -0.04 (-0.23; 0.14) <0.0001
Valor Z del perimetro cintura 0.05 (-0.05; 0.15) 0.34 (0.14; 0.55) 0.03 (-0.16; 0.22) 0.09 (-0.13; 0.32) -0.30 (-0.47; -0.13) <0.0001
TAS (mmHg) 104 (101, 105) 107 (105; 110) 105 (103; 107) 104 (103; 107) 101 (99; 103) <0.001
GIM de Carotida (cm) 0.040 (0.039; 0.041) 0.043 (0.041; 0.044) 0.040 (0.039; 0.042) 0.040 (0.039; 0.042) 0.040 (0.038; 0.041) <0.05
Colesterol HDL (mg/dL) 55.3(53.7; 57.0) 54.2 (51.5; 56.9) 57.4 (54.7; 60.0) 52.6 (49.9; 55.2) 56.8 (54.1; 59.6) <0.05
Triglicéridos (mg/dL) 62.7 (59.3;66.1) 67.7 (58.9; 76.5) 56.7 (51.0;62.4) 55.9 (51.6; 60.1) 58.8 (53.5; 64.0) ns
HOMA-IR 0.83(0.72;0.91) 1.08 (0.83; 1.34) 0.74 (0.54; 0.94) 0.74 (0.58; 0.90) 0.75 (0.57; 0.93) ns
Adiponectina de APM (mg/L) 7.0(6.7; 7.4) 5.7(4.9; 6.5) 7.2 (6.4;7.9) 7.6 (6.8; 8.4) 7.7 (6.9; 8.5) 0.002
PCRus (mg/L) 1.14(0.95; 1.33) 1.59 (1.31; 1.86) 1.09 (0.82; 1.34) 1.06 (0.79; 1.31) 0.85(0.59; 1.11) 0.002
GPT (U/L) 18.4(17.8; 19.0) 18.3(17.3; 19.3) 18.0 (16.9; 19.0) 19.3(17.6; 21.0) 17.7(15.8;19.5) ns
GGT(U/L) 13.2(12.9,13.5) 14.1(13.1; 15.0) 13.4 (12.6; 14.2) 13.4(12.5; 14.3) 12.5(12.0; 13.1) ns
WNT5A (ng/mL) 0.23(0.20; 0.32) 0.06 (0.05; 0.06) 0.15 (0.10; 0.10) 0.33(0.20; 0.47) 0.40 (0.24; 0.56) <0.0001

Los valores de las variables se expresan como la media y el intervalo de confianza del 95%. El valor p corresponde a ANOVA de un factor.
Valor Z del IMC, valor Z del indice de masa corporal; TAS, tensién arterial sistélica; GIM Cardtida, grosor de la intima- media carotidea;, HOMA-IR, homeostatic

resistencia a la insulina; Adiponectina de APM, adiponectina de alto peso molecular; PCR-us, proteina C reactiva ultrasensible.
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Debido a las diferencias observadas en cuanto al porcentaje de obesidad segun la
concentracion de SFRP5, se quiso estudiar si las concentraciones bajas de SFRP5 podrian ser
un factor de riesgo para desarrollar obesidad. Para tal fin, se calculé la odds ratio de la
obesidad para cada cuartil de SFRP5, en la Figura 21 se muestran los resultados en crudo y
ajustados por edad y sexo.

En el resultado de la regresidn logistica binaria, la OR ajustada en el primer cuartil fue
de 9.77, en el segundo cuartil de 3.16, en el tercer cuartil de 2.65 y en el cuartil superior no
se observd asociacion entre la concentracion de SFRP5 y obesidad. En conclusidn, nuestros
resultados muestran que son los individuos con una concentracién inferior a 0.95 mg/dl de

SFRP5 en sangre los que tienen mayor riesgo de ser obesos o tener sobrepeso.

Odds Ratio para obesidad

24
22
20
18

No ajustada
= Ajustada

Odds Ratio

3 T

0.55-0.95 ng/mL 0.96-3.99 ng/mL 4.00-10.32 ng/mL  10.33-97.4 ng/mL

SFRP5 Cuartiles

Figura 21| Odds ratio de obesidad segun la concentracién de SFRP5

La asociacion entre SFRP5 y las variables antropométricas, cardiovasculares vy
metabodlicas ajustadas por sexo y edad se muestran en la Figura 22. La variable

antropométrica perimetro de cintura (p<0.0001), cardiovasculares [TAS (p<0.001) y GIM
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(p<0.05)] y los marcadores inflamatorios [PCRus (p<0.002) y adiponectina de APM (p<0.002)]

mostraron diferencias significativas después de ser ajustadas por edad y sexo (valor p de las

tablas <0.05) en funcién de los cuartiles de SFRP5, lo que descarta la influencia de la edad o

el género en las diferencias halladas segun las concentraciones de SFRP5.

No ajustada: Tendencia p<0.0001 No ajustada: Tendencia p<0.001
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)
E " 'E ]f-‘_t 103 4 .
E 55 I |
& 101 \ |
l 1
50 99
0.550.95 ng/mL  0.963.99ng/mL  4.00-10.32 ng/mL  10.33-97.4 ng/mL 055085ng/mL 096399 ng/mL  4.00-1032 ng/mL  10.33-97.4 ng/mL
Cuartil SFRP5 Cuartil SERP5
No ajustada: Tendencia p<0.0001 No ajustada: Tendencia p<0.002
G . Ajustada: Tendencia p<0.005 i Ajustada: Tendencia p<0.002
T | { z
E } 2.l Ti
o w T T s 1
s ol : , . £ .
=004 l - |l - No ajustada - T No ajustada
Q | { l =Ajustada 5 1 I + I {' 1L = Ajustada
e !
05
0,035 0
055095ngiml  096-399 ng/ml  4.00-1032 ng/ml  10.33-97. nglml 055095 ng/ml. 0.96-3:99 ng/ml  4.00-1032 ng/ml.  10.33-97.4 ng/ml.
Cuartil SFRP5 Cuartil SFRP5

——

Adiponectina de APM (mg/L)

No ajustada: Tendencia p<0.001
Ajustada: Tendencia p<0.002

0.55095ng/mL  0,95-3.99 ng/mL  4.00-1032 ng/mL  10,33-97.4 ng/mL

Cuartil SFRP5

No ajustada

= Ajustada

Figura 22| Barras de error no ajustadas y ajustadas por edad, sexo e IMC, de las variables que mostraron
diferencias significativas entre cuartiles de la concentracién de SFRP5, Los p valores corresponden a modelos
lineales generales.
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Finalmente, se realizd un analisis de regresién multiple, siendo la concentracién de
SFRP5 la variable dependiente, se utilizd el método introducir para incorporar las variables
independientes. El modelo resultante muestra que son el IMC y la adiponectina de APM
quienes explican de manera independiente un 19.2% de la variabilidad en las
concentraciones circulantes de SFRP5 (Tabla 8). Ademas, en el modelo se puede observar
como el valor Z del IMC influye de forma negativa (B =-0.308), mientras que la adiponectina
de APM presenta una correlacion positiva con SFRP5 (B = 0.235), lo que reafirma a la

proteina SFRP5 como una molécula anti-inflamatoria.

Tabla 8| Analisis de regresién multivariante con SFRP5 en suero como variable

dependiente.

B p R?
Todos los nifios (n=211)
SFRP5
Valor Z del IMC -0.308 <0.0001
Adiponectina de APM (mg/L) 0.235 <0.0001 0.192

R” muestra el efecto combinado de las variables independientes.
Variables no predictivas: Edad, sexo, perimetro de la cintura, TAS, GIM de la cardtida y PCR.
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5.4.2 ESTUDIO LONGITUDINAL

Para determinar el poder predictor de las concentraciones basales de SFRP5 en ninos
sanos a los 7 anos de edad, se estudiaron longitudinalmente 130 nifnos (66 nifias y 64 nifios),
de los 211 incluidos en el estudio transversal, a los 10 anos de edad.

En la Tabla 9 se muestran los cambios en las variables de estudio con respecto a la
concentracion basal de SFRP5. En el estudio longitudinal, y debido al bajo nimero de nifios
incluidos, se optd por segmentar la muestra en tertiles en lugar de hacerlo en cuartiles,
como se habia hecho en el estudio transversal. Nuestros resultados no muestran diferencias
significativas entre tertiles en cuanto a los valores de incremento de las variables
antropomeétricas, cardiovasulares y metabdlicas estudiadas. Ademads, es de destacar que en
el estudio transversal el porcentaje de sobrepeso y obesidad en el cuartil inferior (43%) es
muy superior al del estudio longitudinal (22.2%), ademads, no se observan diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de obesidad entre los tertiles de SFRP5 en el estudio

longitudinal.
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Tabla 9] Cambios en los valores de las variables antropométricas y metabdlicas en el estudio de

seguimiento segun los tertiles SFRP5 basal

Tertiles SFRP5 (ng/mL)

0.55-4.83 4.84-13.76 13.77-97.4 P
Todos los nifos (n=130) 43 43 44 --
Mujer (%) 52 42 59 ns
A Edad (afios) 3.7 (3.4;4.0) 3.4(3.1,3.7) 3.7 (3.4;3.9) ns
Sobrepeso y obesidad % 22 19 17 ns
A Valor Z del IMC -0.16 (-0.41;-0.09) -0.06 (-0.25;0.14) -0.02 (-0.21;0.18) ns
A Valor Z Perimetro de la cintura 0.05 (-0.19;0.30) -0.28 (-0.52;-0.20) -0.13 (-0.34;0.80) ns
A TAS (mmHg) 2.66 (0.24;3.66) 2.14 (-1.37;5.65) 2.97 (-0.61;6.55) ns
A GIM de carétida (cm) 0.008 (0.005;0.011) | 0.007 (0.005;0.010) | 0.007 (0.005;0.010) ns
A Colesterol HDL (mg/dL) 2.13 (-1.05;5.31) 1.24 (-1.72;4.19) -0.06 (-2.53;2.40) ns
A Triglicéridos (mg/dL) 3.79 (-4.91;12.50) 7.68 (0.86;14.50) 1.58 (-7.09;10.26) ns
A HOMA-IR 0.26 (-0.03;0.55) 0.23 (-0.05;0.52) 0.35(0.03;0.68) ns
A Adiponectina de APM (mg/L) 12.79 (3.70;21.87) 9.80 (4.45;15.16) 7.65(2.12;13.18) ns
A PCRus (mg/L) -0.86 (-2.21;0.48) -0.04 (-0.76;0.67) 0.42 (-0.11;0.96) ns
A GPT (U/L) 0.20 (-2.25;2.97) 0.11 (-2.33;2.56) -0.54 (-2.75;1.66) ns
A GGT(U/L) 0.72 (-0.19;1.64) 0.63 (-0.40;1.67) 1.36 (0.54;2.17) ns

Los valores de las variables se expresan como la media y el intervalo de confianza del 95%. El valor p corresponde a la ANOVA
de un factor.

A: incremento de la variable; valor Z del IMC: valor Z del indice de masa corporal; TAS: tensién arterial sistélica; GIM Carétida:
grosor de la intima- media carotidea; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta densidad; HOMA-IR: homeostatic model assesment
para la resistencia a la insulina; Adiponectina de APM: adiponectina de alto peso molecular; PCR-us: proteina C reactiva
ultrasensible; GPT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma-glutamil transferasa.
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5.5 EJE WNTS5A-SFRP5

Es conocido que existe una relacion fisiopatoldgica entre SFRP5 y WNT5A,
ademas, cuando realizamos la comparacion entre cuartiles de SFRP5 ya vimos como
WNT5A aumentaba proporcionalmente en relacién a la concentracion de SFRP5 (Tabla
7) en nuestra muestra de estudio.

Para estudiar el comportamiento de nuestras variables con respecto a la accién
conjunta de las dos proteinas consideradas como un eje funcional se analizé el grado
de correlacion existente entre las dos proteinas. Los resultados muestran que en la
sangre de la muestra de los 211 ninos sanos prepuberales se observa una correlacion
fuertemente positiva y significativa entre WNT5A y SFRP5 (r=0.436; p<0.0001; Figura
23). Asi mimo, en el medio condicionado de tejido adiposo visceral de 9 nifios
prepuberales sanos (r=0.96; p<0.0001; Figura 24) y en el medio condicionado de tejido
adiposo subcutaneo de 12 nifios prepuberales sanos (r=0.724; p=0.001; Figura 24)
también se observa una relacién positiva y significativa. Los resultados en el medio

condicionado fueron corregidos por las proteinas totales y la concentracién de LDH.
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Logl0 WNT5A

r=0.436
-2,07 p<0.0001

T [ I I
0 1 2 3

Logl10 SFRP5

Figura 23| Diagrama de dispersion entre log de
WNT5A vy log de SFRP5 en suero. Los circulos
negros y blancos representan nifios y nifas
respectivamente.
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Figura 24| Diagrama de dispersidn entre log de WNT5A y log de SFRP5: A) en medio condicionado de
tejido adiposos visceral; B) en medio condicionado de tejido adiposo subcutaneo. Los circulos negros y
blancos representan nifios y nifias respectivamente.
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5.5.1 EJE WNT5A-SFRP5: ASOCIACION CON VARIABLES

ANTROPOMETRICAS Y METABOLICAS

Para estudiar si la concentracion de SFRP5 modificaba la asociacion entre
WNT5A vy las variables antropométricas y metabdlicas estudiadas, se segmento la
muestra de estudio en funcion de la mediana de SFRP5 (4.81 ng/ml; Tabla 10).

Nuestros resultados muestran que cuando las concentraciones de SFRP5 son
menores a la mediana de nuestra muestra se observa que existe correlacién positiva
significativa entre WNT5A y el HOMA-IR (r=0.339; p<0.001), la GPT (r=0.344; p<0.0001)
y la GGT (r=0.264; p<0.001), sin embargo, cuando la concentracién de SFRP5 es
superior a 4.81 ng/ml las correlaciones desaparecen. Las medidas antropométricas de
obesidad valor Z del IMC y del perimetro de cintura no se correlacionan con WNT5A.

Estos resultados nos vuelven a indicar que bajas concentraciones de SFRP5 se
asocian con un perfil metabdlicamente desfavorable en los nifios con altas
concentraciones de WNT5A, pudiendo altas concentraciones de SFRP5 anular las

acciones pro-inflamatorias de la molécula WNT5A.
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Tabla 10| Coeficientes de correlacién de Pearson entre WNTS5A vy variables

antropomeétricas y metabdlicas, en funcién de la mediana de la concentracién de

SFRP5.
Mediana de SFRP5 (ng/mL)
SFRP5 <4.81 SFRP5 > 4.81
(n=106) (n=105)

r p r p
Valor Z del IMC 0.080 ns 0.230 ns
Valor Z del perimetro cintura 0.139 ns -0.072 ns
HOMA-IR 0.339 <0.001 0.155 ns
Colesterol HDL (mg/dL) -0.78 ns -0.089 ns
Adiponectina de APM (mg/L) 0.114 ns 0.027 ns
GPT (U/I) 0.344 <0.0001 -0.086 ns
GGT (U/1) 0.264 <0.001 -0.020 ns

WNT5A: Wingless type MMTV integration site family member 5 class A; SFRP5: Proteina
secretada similar a frizzle numero 5; Valor Z del IMC: valor Z del indice de masa
corporal; HOMA-IR: homeostatic model assesment para la resistencia a la insulina;
Colesterol HDL: Lipoproteina de alta densidad; Adiponectina de APM: adiponectina de
alto peso molecular; GPT: Alanina aminotransferasa; GGT: Gamma-glutamil transferasa.

Para comprobar estadisticamente si la concentracion de WNT5A, considerada

en funcion de la concentracion de SFRP5, era una variable explicativa de la resistencia

a la insulina expresada como HOMA-IR y de la enzima hepatica GPT se realizaron dos

modelos diferentes de regresiéon multivariantes (Tabla 11).

El analisis de regresion lineal multiple confirmé que las asociaciones solo eran

significativas en los sujetos con concentracidon de SFRP5 inferior o igual a 4.81 ng/ml.

En este grupo la concentracion de WNT5A vy el valor Z del IMC explicaban de manera

independiente un 60.5 % de la variabilidad del HOMA-IR y un 20.4 % de la variabilidad

de la GPT.
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Tabla 11| Anélisis de regresion multivariante con el HOMA-IR y la GPT como variable

dependiente en los nifios con SFRP5 < 4.81 ng/mL.

B p R?
SFRP5 < 4.81 ng/mL (n=106)

HOMA-IR

Valor Z del IMC 0.715 <0.0001

WNT5A (ng/mL) 0.171 0.032 0.605
GPT (U/l)

Valor Z del IMC 0.361 0.019

WNT5A (ng/mL) 0.330 0.003 0.204

R” muestra el efecto combinado de las variables independientes.
Las variables no predictivas fueron: sexo, edad, GPT, HOMA-IR y SFRP5.

5.5.2 EJE WNT5A-SFRP5: ASOCIACION CON VARIABLES
ANTROPOMETRICAS Y METABOLICAS. ESTUDIO

LONGITUDINAL.

En el estudio longitudinal de los resultados se realizd el analisis de correlacién
entre WNT5A basal y el cambio de las variables HOMA-IR y GPT al cabo de 3 afios de
seguimiento. Para tal fin, se segmentd la muestra por la mediana de SFRP5 basal (4.81
ng/mL).

Los resultados, como se puede ver en la Tabla 12, no fueron significativos para
ninguna de las variables, ni siquiera para concentraciones bajas de SFRP5. El escaso
namero de nifios (40 nifios) con concentracion de SFRP5 inferior a 4.81 ng/mL reduce
mucho el poder estadistico y puede ser causa de un falso resultado negativo. Estudios

con un mayor numero de nifios en el seguimiento serian necesarios para esclarecer el
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poder predictor de las concentraciones de WNT5A y SFRP5 a los 7 afios de edad en la

resistencia a la insulina y el GPT a los 10 afios de edad.

Tabla 12| Coeficientes de correlacion de Pearson entre WNT5A y el incremento a los
3 afios de variables antropométricas y metabdlicas, en funcion de la mediana de la

concentracion de SFRP5 basal.

Mediana de SFRP5 (ng/mL)
SFRP5 <4.81 SFRP5 > 4.81
(n=40) (n=90)

r p r p
A IMC-z score 0.312 ns -0.112 ns
A HOMA-IR 0.077 ns -0.101 ns
A TAS (mmHg) 0.117 ns -0.150 ns
A Colesterol HDL (mg/dL) -0.170 ns -0.337 ns
A GPT (U/1) 0.289 ns 0.215 ns

A: incremento de la variable; WNT5A: Wingless type MMTV integration site family member 5
class A; SFRP5: Proteina secretada similar a frizzle nimero 5; Valor Z del IMC, valor Z del
indice de masa corporal; HOMA-IR, homeostatic model assesment para la resistencia a la
insulina; TAS, tension arterial sistdlica; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta densidad; GPT:
Alanina aminotransferasa.
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5.6 CRTC3: ASOCIACION CON VARIABLES ANTROPOMETRICAS Y

METABOLICAS

5.6.1 ESTUDIO TRANSVERSAL

Para estudiar la asociacién entre CRTC3 y los marcadores de obesidad y riesgo
metabdlico en los nifos, se estudiaron los mismos 211 nifios sanos que para las
proteinas WNT5A y SFRP5. En este caso, los sujetos se estratificaron segun los tertiles
de CRTC3 en sangre, los resultados de las variables antropométricas, cardiovasculares
y metabdlicas estudiadas en funcién de los tertiles de CRTC3 se presentan en la Tabla
13.

Nuestros resultados muestran que los sujetos con concentraciones mas bajas
de CRTC3 presentan valores mas bajos del valor Z del IMC (p=0.005), perimetro de la
cintura (p=0.003) y TAS (p=0.007) en comparacion con los sujetos con concentraciones
de CRTC3 en los tertiles superiores, ademas, las concentraciones de CRTC3 mas bajas
se asociaron con niveles de adiponectina en sangre significativamente superiores
(p=0.003). El conjunto de resultados dibuja un perfil metabdlico mas favorable en

aquellos nifios con menores concentraciones de CRTC3 en sangre.

99



RESULTADOS

Tabla 13| Variables antropométrias y metabdlicas de los sujetos estudiados segun los tertiles de CRTC3.

n
Mujer (%)

Edad (afios)

Sobrepeso y obesidad (%)
Valor Z del IMC

Perimetro cintura (cm)

TAS (mmHg)

GIM de carétida (cm)
Colesterol HDL (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
HOMA-IR

Adiponectina de APM (mg/L)
PCRus (mg/L)

Todos los sujetos

CRTCS3 tertiles (ng/mL)

0.090-0.200 0.201-0.316 0.317-1.037 p
211 70 71 70 -
51.0 45.1 54.5 55.6 -
6.8 (6.7;7.0) 6.7 (6.4;7.0) 6.8 (6.6;7.1) 7.1(6.8;7.3) ns
20 17 27 18 ns
0.13 (-0.01;0.28) -0.19 (-0.39;0.01) 0.35(0.08;0.63) 0.23 (-0.02;0.49) | 0.005
56.1 (55.0;57.1) 53.9 (52.3;55.5) 57.0 (55.0;58.9) 57.5 (55.5;59.5) | 0.003
101 (100;103) 98 (97;101) 103 (101;106) 102 (100;104) 0.007
0.040 (0.039;0.041) | 0.039(0.038;0.041) | 0.039 (0.037;0.041) |0.041 (0.038;0.043)| ns
55.0(53.9;56.5) 56.7 (54.1;59.4) 54.2 (51.9;56.5) 54.1 (51.3;56.8) ns
55.7 (53.1;58.4) 53.9 (49.4;58.5) 57.3(52.1;62.5) 56.0 (52.0;60.0) ns
0.62 (0.53;0.73) 0.53 (0.39;0.68) 0.71 (0.54;0.89) 0.63(0.53;0.73) ns
8.3(7.8;8.9) 9.6 (8.6;10.5) 7.9 (7.0;8.8) 7.5 (6.5;8.5) 0.003

1.60 (1.20;2.03)

1.53 (0.84;2.21)

1.90 (1.04;2.76)

1.36 (0.85;1.87)

ns

Los valores de las variables se expresan como la media y el intervalo de confianza del 95%. El valor p corresponde a una ANOVA de un

factor.

Valor Z del IMC: valor Z del indice de masa corporal; TAS: tension arterial sistélica; GIM Cardtida: grosor de la intima- media carotidea;
Colesterol HDL: Lipoproteina de alta densidad; HOMA-IR: homeostatic model assesment para la resistencia a la insulina; Adiponectina de

APM: adiponectina de alto peso molecular; PCR-us: proteina C reactiva ultrasensible.
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Resultados similares se obtuvieron en los analisis de correlacidon simple (Tabla
14). Concretamente, la concentracién de CRTC3 se correlaciond positivamente con el
Valor Z del IMC(r=0.166; p=0.017), el perimetro de la cintura (r=0.207; p=0.003) y la
TAS (r=0.164; p=0.018) y de forma negativa con la adiponectina de APM (r=-0.228;
p=0.001) en todos los sujetos estudiados.

De manera adicional, se segmenté la muestra en funcién el IMC de los nifios
para poder estudiar las correlaciones en funcion del sobrepeso y obesidad. Nuestros
resultados muestran que las correlaciones entre la concentracién de CRTC3 y el Valor Z
del IMC (r=0.379; p=0.015), el perimetro de la cintura (r=0.479; p=0.002) vy la
adiponectina de APM (r=-0.351; p=0.031) son mas potentes en los nifios con mayor
peso (n=44). Ademads, en estos ninos también aparecen correlaciones significativas y
positiva entre las concentraciones de CRTC3 y el GIM carotideo (r=0.410; p=0.012) y la
PCR ultrasensible (r=0.373; p=0.025).

Tabla 14|Coeficientes de correlaciéon de Pearson de CRTC3 y variables antropométricas y

metabdlicas. En todos los sujetos y estratificados en funcidn del valor Z del IMC.

Todos los Niilos con IMC Nifos con sobrepeso y
sujetos normal ( Valor Z del obesidad ( vValor Z del
n=211 IMC< 1; n= 167) IMC2 1; n=44)
r p r p r p
Edad (afios) 0.088 ns 0.149 ns 0.123 ns
Valor Z del IMC 0.166 |0.017 | -0.022 ns 0.379 0.015
Perimetro cintura (cm) 0.207 | 0.003 | 0.097 ns 0.479 0.002
TAS (mmHg) 0.164 | 0.018 | 0.084 ns -0.083 ns
GIM de carétida (cm) 0.074 ns 0.150 ns 0.410 0.012
Colesterol HDL (mg/dL) 0.015 ns 0.024 ns -0.221 ns
Triglicéridos (mg/dL) 0.101 ns 0.102 ns 0.164 ns
HOMA-IR 0.770 ns 0.128 ns 0.114 ns
Adiponectina de APM (mg/L) | -0.228 | 0.001 | -0.143 ns -0.351 -0.031
PCRus (mg/L) -0.015 ns 0.030 ns 0.373 0.025

Valor Z del IMC: valor Z del indice de masa corporal; TAS: tensién arterial sistdlica; GIM Carétida: grosor
de la intima- media carotidea; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta densidad; HOMA-IR: homeostatic
model assesment para la resistencia a la insulina; Adiponectina de APM: adiponectina de alto peso
molecular; PCR-us: proteina C reactiva ultrasensible.
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Para comprobar que las correlaciones anteriormente encontradas no eran
debidas a variables confusoras, se realizaron diferentes modelos re regresion multiple.

En un primer analisis de regresién multiple, se considerd el Valor Z del IMC
como variable dependiente tanto en la muestra completa de los 211 nifios
prepuberales como en los subgrupo de nifios en funcién del IMC (Tabla 15). En la
muestra completa de nifios y en los nifios mas delgados la concentracién CRTC3 en
suero no fue una variable predictiva del IMC. Sin embargo, en los nifios con obesidad y
sobrepeso, se encontré un modelo en el que la concentracion de CRTC3 era la Unica
variable independiente que explicaba un 14.3% de la variacién del valor Z del IMC. No
fueron variables predictivas en el modelo el sexo, la edad, el perimetro de la cintura, la

TAS, el GIM de cardtida, el HOMA-IR, la PCRus vy la adiponectina de APM.

Tabla 15| Analisis de regresién lineal multivariante con el Valor Z del IMC basal como variable dependiente.

Subgrupos de acuerdo al IMC-z score.

B p R?

Todos los sujetos (n=211)

PCRus (mg/L) 0326 <0.0001

HOMA-IR 0.271 <0.001

Colesterol HDL (mg/dL) -0.160 0.045 0.275
Nifios con IMC normal (Valor Z del IMC< 1; n= 167)

8 0.162 0.033 0.093

Nifios con sobrepeso y obesidad (Valor Z del IMC2 1;
n=44)

CRTC3 0.379 0.015 0.143

R’ muestra el efecto combinado de las variables independientes.
Variables no predictivas: Edad,sexo, perimetro de la cintura, TAS, el GIM de carétida, PCRus y adiponectina de APM.
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En el segundo modelo de regresiéon multiple también realizado tanto en la
muestra completa de niflos como en los grupos en funcion del IMC, se considerd como
variable dependiente las concentraciones de CRTC3 (Tabla 16). En este caso, el
perimetro de la cintura fué la variable independiente predictiva del 33.2% de los
valores de CRTC3 solamente en los nifios con sobrepeso y obesidad. No fueron
variables predictivas el sexo, la edad, el IMC-z score, HDL, TAS, HOMA-IR, PCRus vy
adiponectina de APM.

Tabla 16| Andlisis de regresion lineal multivariante con CRTC3 como variable dependiente en

la muestra completa de nifios y en los subgrupos en funcién del IMC.

B p R*

Todos los nifios (n=211)

Perimetro de la cintura 0.128 ns 0.022
Nifos con IMC normal (Valor Z del IMC< 1; n= 167)

Perimetro de la cintura 0.032 ns -0.011
Nifios con sobrepeso y obesidad (Valor Z del
IMC2 1; n= 44)

Perimetro de la cintura 0.532 0.009 0.332

R” muestra el efecto combinado de las variables independientes.
Variables no predictivas: Edad,sexo, el IMC-z score, HDL,TAS, HOMA-IR, PCRus y adiponectina de APM.
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5.6.2 ESTUDIO LONGITUDINAL

Para determinar el poder predictor de las concentraciones basales de CRTC3 en
nifios sanos a los 7 afos de edad, se estudiaron longitudinalmente 130 nifios (66 nifias
y 64 nifios), de los 211 incluidos en el estudio transversal, a los 10 afios de edad.

En la Tabla 17 y la Figura 25 se muestran cambios en el incremento del valor Z
del IMC (p=0.004), la TAS (p=0.022), el colesterol HDL (p=0.045) y la adiponectina de
alto peso molecular (p=0.007) en relacion a los tertiles de las concentraciones basales
de CRTC3. Concretamente, valores bajos de CRTC3 en sangre a los 7 afos de edad
predicen un mayor adelgazamiento de los niflos, cambios negativos en los valores de la
TAS y un aumento significativamente mayor de colesterol HDL y adiponectina de alto
peso molecular en comparacién con los niflos con mayores concentraciones de CRTC3
basal. Estos resultados nos indican que los nifios con menores concentraciones de
CRTC3 a los 7 afios de edad presentan un fenotipo metabdlico mas favorable a los 10

anos de edad.
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Tabla 17| Cambios en los valores de las variables antropométricas y metabdlicas

tertiles de concentracion de CRTC3 basales.

en el estudio de seguimiento estratificados segun los

n
Mujer (%)

A Edad (afios)

A Valor ZIMC

A Perimetro de la cintura (cm)
A TAS (mmHg)

A GIM de carétida (cm)

A Colesterol HDL (mg/dL)

A Triglicéridos (mg/dL)

A HOMA-IR

A Adiponectina de APM (mg/L)

A PCRus (mg/L)

Todos los sujetos

Tertiles CRTC3 (ng/mL)

0.066-0.200 0.201-0.341 0.342-1.687 P
115 38 38 39 -
50.2 48.2 53.1 49.4 -
3.5(3.4;3.7) 3.6 (3.5;4.0) 3.6 (3.4;3.9) 3.4(3.1;3.6) ns
-0.06 (-0.17;0.05) -0.24 (-0.47;0.01) | -0.12(-0.29;0.05) 0.15 (0.02;0.30) 0.004
13.8 (12.7;15.0) 13.3 (11.2;15.4) 14.5 (12.1;16.8) 13.8 (12.1;15.4) ns
1.69 (-0.07;3.46) -0.46 (-3.38;2.45) | 0.18(-3.28;3.64) 5.30 (2.54;8.07) 0.022
0.008 (0.006;0.009) | 0.008 (0.007;0.011) | 0.008 (0.005;0.011) | 0.007 (0.006;0.009) ns
0.59 (-0.86;2.06) 3.33(0.93;5.75) -0.09 (-3.14;2.95) | -1.48(-3.45;0.48) | 0.045
1.74 (-0.32;3.72) 1.87 (-1.97;5.72) 2.96 (-0.82;6.76) | 0.40(-2.81;3.61) ns
0.32 (0.20;0.43) 0.25 (0.04;0.46) 0.38 (0.19;0.57) 0.32(0.11;0.52) ns
8.44 (5.39;11.49) 22.21(7.11;21.71) | 6.94(2.88;11.01) 3.35(0.87;5.83) 0.007
-0.04 (-0.16;-0.08) 0.01(-1.18;0.20) | -0.01(-0.23;-0.21) | -0.11(-0.35;0.12) ns

Los valores de las variables se expresan como la media y el intervalo de confianza del 95%. El valor p corresponde a la ANOVA de un factor.

A: incremento de la variable; valor Z del IMC: valor Z del indice de masa corporal; TAS: tension arterial sistélica; GIM Cardtida: grosor de la intima- media
carotidea; Colesterol HDL: Lipoproteina de alta densidad; HOMA-IR: homeostatic model assesment para la resistencia a la insulina; Adiponectina de APM:

adiponectina de alto peso molecular; PCR-us: proteina C reactiva ultrasensible.
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Figura 25| Grafico de barras de error de los cambios en el valor Z del IMC, la adiponectina de APM vy el
colesterol HDL respecto a la concentracién de CRTC3 basal en tertiles.

Para comprobar que las correlaciones anteriormente encontradas no eran
debidas a variables confusoras, se realizaron varios modelos re regresién multiple. En
el primer andlisis de regresidon multiple, se consideré el cambio en el valor Z del IMC
como variable dependiente y se observé que las concentraciones basales de CRTC3,
junto con el valor Z del IMC basal eran las dos variables que explicaban de manera
independiente un 11.4 % del cambio observado en el valor Z del IMC tras los 3 afios de
seguimiento (Tabla 18).

El segundo modelo se construyo utilizando el cambio en las concentraciones de

la adiponectina de APM como variable dependiente. En este caso se observd que la
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concentracion de CRTC3 basal era la uUnica variable independiente que explicaba un
10.1% del cambio observado en las concentraciones de la adiponectina de APM al cabo
de los tres afios de seguimiento (Tabla 18).

No se obtuvieron resultados significativos para la TAS ni el colesterol HDL en los

modelos multivariantes (resultados no mostrados).

Tabla 18| Modelos de regresion lineal del estudio longitudinal en que las variables
dependientes son el cambio en el valor Z del IMC y el cambio en la adiponectina de APM

(n=115).

B p R’
Cambio valor Valor Z del IMC
Valor Z del IMC basal -0.205 0.035
Pubertad 0.134 ns
Afos de seguimiento 0.023 ns
CRTC3 basal 0.327 0.001 0.114
Cambio adiponectina de APM
Adipo APM basal 0.133 ns
Pubertad 0.095 ns
Afos seguimiento 0.053 ns
CRTC3 basal -0.271 0.014
Sexo (nifias)
0.122 ns 0.101

R” muestra el efecto combinado de las variables independientes.
Variables no predictivas: Edad,sexo, TAS, PCRus, HDL, -IR, PCRus y adiponectina de APM.

Nuestros resultados muestran que las concentraciones basales de CRTC3 en
sangre de nifios sanos prepuberales podrias ser un buen marcador del incremento del
valor Z del IMC y de la disminucion de las concentraciones de adiponectina de alto

peso molecular tras tres afios de seguimiento.

107






DISCUSION






DISCUSION

Los resultados derivados de este estudio indican que las proteinas WNT5A, SFRP5 y
CRTC3 son secretadas por el tejido adiposo visceral y subcutaneo en nifios sanos
prepuberales. Ademas niveles altos de la proteina WNT5A se relacionan con una
mayor resistencia a la insulina y GPT, mientras que valores altos de la proteina SFRP5
se asocia con una hiperadiponectinemia y con valores mads bajos del indice de masa
corporal. Por otra parte, los niveles altos de la proteina CRTC3 en suero se relacionan
con un mayor indice de masa corporal y perimetro de cintura en aquellos nifios menos
delgados y predice un mayor aumento en el indice de masa corporal y menor en la
adiponectina de APM en el estudio longitudinal. Finalmente, el estudio del eje WNT5A-
SFRP5 ha demostrado que las dos proteinas se relacionan positivamente tanto en el
medio condicionado de las biopsias de tejido adiposo como en el suero de los nifnos
sanos. Ademas, nuestros resultados demuestran que las concentraciones bajas de
SFRP5 en sangre, potencian las relaciones de WNT5A con el aumento de la resistencia

a lainsulina y la concentracién de un marcador hepatico como es la GPT.

6.1 SECRECION DE LAS PROTEINAS WNT5A, SFRP5 Y CRTC3 POR
EL TEJIDO ADIPOSO VISCERAL Y SUBCUTANEO.

Estudios previos en adultos han demostrado que las proteinas WNT5A y SFRP5 son
secretadas por el tejido adiposo humano [98, 126] pero se desconoce qué tipo de
tejido adiposo es el principal secretor de estas dos proteinas.

Numerosos trabajos afirman que las alteraciones metabdlicas asociadas a la
obesidad se relacionan principalmente con los depdsitos de grasa visceral [161-163].
Este hecho se explica por el perfil secretor mas pro-inflamatorio que presenta el tejido
adiposo visceral comparado con el subcutaneo [164]. Ademas, estudios clinicos han
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demostrado que los individuos con obesidad central o visceral presentan mayor riesgo
de padecer enfermedad coronaria, diabetes mellitus tipo 2, hipertensidon vy
dislipidemia, comparados con aquellos en que predomina el aumento de grasa
subcutdnea [165].

Hasta el momento, CRTC3 se ha considerado como una proteina con actividad
intracelular, cuya actividad mas importante es la de ser coactivador de CREB en el
nucleo. Recientemente, se ha relacionado el gen de CRTC3 con el desarrollo de la
obesidad metabdlicamente complicada, pero no existen estudios previos que
demuestren que CRTC3 puede ser secretada por el tejido adiposo. En los ultimos afios,
se han descrito un gran numero de proteinas con localizacién dual, que han sido
encontradas en el espacio intracelular y al extracelular [166-168]. Ademas, se ha
demostrado que alguna de estas proteinas duales, como las proteinas de shock
térmico de 70 kDa, pueden actuar de manera diferente dependiendo de su localizacién
[166].

Nuestro trabajo demuestra, que el tejido adiposo de nifios en edad prepuberal
también es capaz de secretar WNT5A y SFRP5, ademas, es el primero en demostrar
que el tejido adiposo humano es capaz de secretar la proteina CRTC3. La presencia de
CRTC3 en sangre aumenta la certidumbre de que la familia de proteinas CRTCs puede
ejercer mas de una funcién y no actuar exclusivamente como cofactor de CREB [169,
170]. Esta hipdtesis se ve reforzada por el hecho de que se ha descrito que CRTC3
puede ejercer efectos metabdlicos en el tejido adiposo, el higado y el tejido muscular
[137, 171, 172], por lo que no descartamos que el CRTC3 secretado por el tejido
adiposo, pueda actuar de forma endocrina sobre estos tejidos. No obstante, son

necesarios estudios funcionales para poder determinar si CRTC3 soluble es una
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proteina con funcidon endocrina o si simplemente es un producto de eliminacién del
tejido adiposo.

Nuestros resultados también indican que las tres proteinas presentan
concentraciones mas elevadas en el medio condicionado del tejido adiposo visceral en
comparacion con el subcutdneo. Como era de esperar, la concentracién de las dos
proteinas pro-inflamatorias WNT5A y CRTC3 fue mas alta en el medio condicionado
procedente del tejido adiposo visceral. Pero es mds sorprendente que SFRP5,
considerada una proteina antiinflamatoria, también esté en mayor concentracion en el
medio condicionado del tejido adiposo visceral. Una posible explicacion para esta
observacion es que la proteina SFRP5 ejerce su efecto antiinflamatorio por ser un
inhibidor de WNT5A y aumenta cuando aumenta la cantidad de WNT5A para
contrarrestar su efecto pro-inflamatorio en nifios sanos. Estos resultados podrian
indicar que altas concentraciones de WNT5A y CRTC3 y bajas concentraciones de
SFRP5 podrian estar relacionadas con un perfil metabdlico menos favorable de la
obesidad.

En el presente estudio, también se aportan evidencias que las tres proteinas
pueden ser cuantificadas en sangre periférica de los nifios prepuberales sanos
estudiados, por lo que sugerimos que el origen de la presencia de las tres proteinas en
suero es, en parte, el producto de la secrecién del tejido adiposo en condiciones
fisioldgicas. Finalmente, y debido a que es el tejido adiposo visceral el responsable de
una mayor secrecidn de las tres proteinas, nuestros resultados apuntan a que WNT5A,
SFRP5 y CRTC3 en suero podrian ser buenos marcadores de alteraciones metabdlicas

asociadas a la obesidad.
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6.2 WNT5A, SFRP5 Y CRTC3 EN SANGRE: MARCADORES DE
OBESIDAD Y RESISTENCIA A LA INSULINA

La obesidad metabdlicamente complicada estd considerada por la OMS como una
de las pandemias que provocan mayor morbilidad y mortalidad. El tratamiento mas
efectivo contra la obesidad es la prevencidn, por ello el estudio de marcadores
serolégicos en la edad pedidtrica es una herramienta muy util para encontrar a
aquellos individuos con mas riesgo de presentar obesidad y alteraciones metabdlicas

en la edad adulta.

6.2.1 WNTS5A CIRCULANTE: RELACION CON OBESIDAD Y

VARIABLES METABOLICAS

Estudios in vitro han demostrado que son los macréfagos que infiltran el tejido
adiposo los que secretan WNT5A y que una de sus funciones seria la de inhibir la
adipogénesis [104], posiblemente mediante la inhibicion de la actividad de
transcripcion del receptor gamma activador de la proliferaciéon del peroxisoma
(PPARG) conocido factor adipogénico [105, 106]. Estudios epidemioldgicos realizados
en pacientes obesos, han propuesto que la proteina WNT5A podria actuar como una
molécula proinflamatoria clave en el desarrollo de la inflamacion de bajo grado
presente en la obesidad [107]. Ademas, han demostrado que en pacientes obesos los
niveles en suero de WNT5A son mas elevados que en individuos delgados [108] y que
los niveles de WNTS5A en sangre disminuyen en los pacientes obesos que pierden peso

después de ser sometidos a un by-pass gastrico [109].
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Nuestro estudio es el primero en cuantificar las concentraciones de WNT5A en
suero de pacientes pediatricos sanos, mostrando un rango de concentracidn que oscila
entre 0.268 y 0.483 ng/mL. Algunos estudios realizados en adultos han publicado que
las concentraciones de WNT5A en adultos sanos son practicamente indetectables, sélo
existe un estudio publicado en adultos sanos sin sobrepeso en el que se detectaron
concentraciones de WNT5A con valores 4 veces inferiores a las de nuestro estudio
[173]. En los individuos adultos, la obesidad se suele asociar con el aumento del
tamanfio de los adipocitos preexistentes (hipertrofia) y a un bajo indice de adipogénesis
contrarrestado proporcionalmente por apoptosis adipocitaria [87]. Por el contrario, en
los ninos en edad prepuberal y los adolescentes predomina la expansiéon del tejido
adiposo a partir del aumento del nimero de nuevos adipocitos (hiperplasia), con una
tasa de proliferacion superior en los obesos en comparacion con los sujetos delgados.
Esta situacidn evitaria, al menos durante algun tiempo, la aparicién de la hipertrofia
del tejido adiposo y la aparicion de un perfil secretor pro-inflamatorio en edad
temprana [174]. Las alteraciones de la adipogénesis en la infancia favorecen el
desarrollo de obesidad asociada a complicaciones metabdlicas en la edad adulta [175].

Considerando que la actividad adipogénica de los nifos es muy superior a la de
los adultos [176], resulta sorprendente encontrar concentraciones mas altas de un
inhibidor de la adipogénesis como es WNT5A en los nifios respecto a adultos. En el
tejido adiposo, WNT5A actia como una proteina proinflamatoria e inhibidora de la
adipogénesis, pero en otros tejidos, la via de sefalizacion WNT y WNT5A son
esenciales para una correcta morfogénesis [177], creemos por tanto que la presencia
de WNTS5A en sangre de nifios en edad prepuberal podria ser un reflejo del correcto

desarrollo y maduracion de diferentes tejidos, incluido el tejido adiposo. Sin embargo,
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no podemos descartar que WNT5A tenga un efecto anti-adipogénico en el tejido
adiposo de los niflos sanos prepuberales y que este efecto sea contrarrestado por la
proteina SFRP5, su inhibidor en el adipocito.

Finalmente, Ouchi y cols. han propuesto que WNT5A podria ser uno de los
factores desencadenantes de la resistencia a la insulina por su capacidad para activar
JNK1 en los adipocitos en roedores [110]. En este sentido, nuestros resultados
demuestran que ya desde la edad prepuberal concentraciones elevadas de la proteina
WNT5A se asocian positivamente con la resistencia a la insulina y la GPT, y
negativamente con el colesterol HDL. Tal y como se ha comentado anteriormente,
WNT5A estd considerada como una molécula proinflamatoria clave en el desarrollo de
la inflamacion de bajo grado presente en la obesidad [107]. A pesar de que en nuestro
estudio, WNT5A no se ha relacionado con parametros de obesidad, la relacién
observada con la resistencia a la insulina podria ser debida a una inflamacion de bajo
grado del tejido adiposo y una acumulacion ectépica de grasa en el higado dibujando un
perfil metabdlico menos favorable en aquellos nifios que presentan concentraciones
mayores de WNT5A.

En el estudio longitudinal no se observaron asociaciones significativas ni con
obesidad ni con marcadores de alteracién metabdlica. Es muy probable que el escaso
numero de sujetos incluidos en el estudio de seguimiento (130 nifios) sea el motivo

por el cual no se hayan obtenido resultados significativos.
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6.2.2 SFRP5 CIRCULANTE: RELACION CON OBESIDAD Y

VARIABLES METABOLICAS

En 2010 se publicé un trabajo realizado en ratones, en el se afirma que SFRP5
es una nueva adipocina con efectos anti-inflamatorios semejantes a los de la
adiponectina [110]. Los resultados de este estudio indican que los ratones deficientes
en SFRP5 y alimentados con una dieta hipercaldrica desarrollaban intolerancia a la
glucosa, esteatosis hepatica y su tejido adiposo presentaba signos de inflamacidn. Sin
embargo, los resultados en humanos son contradictorios. Por una parte, se han
publicado estudios que confirman que SFRP5 es una adipocina con propiedades anti-
inflamatorias, cuya concentracién esta disminuida en la obesidad y la diabetes tipo 2
[108, 109, 128, 129]. Por otra parte, otras publicaciones niegan las propiedades anti-
inflamatorias de SFRP5 [178, 179], e incluso, afirman que las concentraciones de SFRP5
se asocian positivamente con la diabetes tipo 2 [173]. Finalmente, Carstensen y cols.
publicaron un estudio en 2014 en donde sugerian que las acciones de SFRP5 dependen
del tipo celular y del estado metabdlico del individuo [180]. Es muy posible que los
resultados contradictorios se deban a que los estudios publicados hasta el momento se
han realizado en sujetos con obesidad y diabetes tipo 2, en los que el grado de
afectacién metabdlica era muy dispar y por tanto no comparable.

Nuestros resultados demuestran que la concentracién de SFRP5 es menor en
los nifios obesos o con sobrepeso, corroborando algunos de los hallazgos publicados
en adultos [108, 128, 129]. Concretamente, los nifios con una concentracidon de SFRP5

inferior o igual a 0.95 ng/ml tienen una probabilidad 9 veces mayor de ser obesos
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respecto a los nifios con mayor concentracién de SFRP5. Ademas un nivel bajo de
SFRP5 también se asocia a un aumento del perimetro de la cintura, marcador conocido
de obesidad central directamente relacionado con el riesgo metabdlico [181]. Estos
resultados concuerdan con otro estudio publicado en nifios donde se mostré una
relacion entre SFRP5 y el perimetro de la cintura en nifios obesos [182]. Ademas, en
dicho estudio los nifios obesos y con sindrome metabdlico tenian una concentracién
menor de SFRP5, que aumentaba después de una intervencién en el estilo de vida y su
consecuente adelgazamiento y mejora metabdlica.

Nuestros resultados también han demostrado que los nifios con
concentraciones bajas de SFRP5 tiene valores mas altos de PCRus, conocido marcador
de inflamacién de bajo grado [183] y valores mas bajos de adiponectina de alto peso
molecular, proteina anti-inflamatoria con propiedades insulinosensibilizantes. Estos
resultados concuerdan con estudios previos realizados en adultos diabéticos y mujeres
con ovario poliquistico [128]. En conjunto estos resultados muestran un perfil mas pro-
inflamatorio en los nifios con bajas concentraciones de SFRP5 en sangre.

Finalmente, en nuestro estudio, SFRP5 se asocié con un aumento del riesgo de
padecer enfermedad coronaria arterial, como ya se habia asociado en adultos con
enfermedad coronaria [115], mostrando una correlaciéon inversa entre la
concentracion en suero de SRFP5 con la presion arterial sistdlica y el GIM de cardétida,
un marcador precoz de arteriosclerosis, y una relacién directa con el colesterol HDL.
Estos resultados abren la posibilidad de utilizar las concentraciones de SFRP5 como
marcador de arteriosclerosis. No obstante, es necesaria la realizacion de mas estudios
para esclarecer esta relacidén, ya que estas asociaciones desaparecieron tras corregir

los resultados por variables de confusion.
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En conclusidn, los nifios prepuberales con concentraciones bajas de SFRP5 en
suero presentan un perfil metabdlico, inflamatorio y cardiovascular menos favorable.
Lo que se sugiere que las concentraciones bajas de SFRP5 podrian ser utilizadas como
marcador precoz de riesgo metabdlico en edad pediatrica.

Tal como sucedié con la proteina WNT5A, en el estudio longitudinal no se
observaron asociaciones significativas entre SFRP5 con la obesidad y marcadores
metabdlicos y cardiovasculares. Como consecuencia de la participacidon en nuestro
estudio, muchos nifios obesos siguieron un plan de adelgazamiento, hecho que se
corrobora en el estudio longitudinal. Creemos que la pérdida de peso, junto al bajo
numero de nifos incluidos en el seguimiento podria ser la causa de no observar
resultados significativos en nuestro estudio. Seria necesario poder realizar un estudio
longitudinal con un mayor niumero de nifios obesos y no obesos para poder esclarecer
el papel predictor de las concentraciones de SFRP5 en cuanto a la obesidad y riesgo

metabdlico en la infancia.

6.2.3 CRTC3 CIRCULANTE: RELACION CON OBESIDAD Y

VARIABLES METABOLICAS

Desde el punto de vista antropoldgico y evolutivo, una de las finalidades mas
importantes de la alimentacién es la supervivencia de la especie y del individuo. En
épocas de escasez de alimentos, la capacidad de almacenar energia en forma de grasa
supone una ventaja evolutiva. Se utiliza el término genotipo o fenotipo ahorrador para
describir una variedad de rasgos metabdlicos y genéticos que favorecen la disminucion

del gasto energético [184].
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El gen de CRTC3 es considerado como un gen ahorrador que favorece la
aparicién de obesidad y la resistencia a la insulina en ratones. La proteina CRTC3 ejerce
su accién impidiendo la union de las catecolaminas al receptor beta adrenérgico del
adipocito. Ratones con el gen de CRTC3 silenciado que eran alimentados con una dieta
hipercaldrica y rica en grasas, estaban protegidos frente a la obesidad, la resistencia a
la insulina y la esteatosis hepatica [137]. En su conjunto estos resultados indican que la
inactivacion del gen de CRTC3 aumenta el gasto energético.

Hasta la fecha solamente existen dos trabajos en adultos humanos en los que
se haya estudiado la relacién del gen CRTC3 con la obesidad. En uno de ellos se asocid
el polimorfismo S72N de CRTC3 con el aumento del riesgo de padecer obesidad en
poblacién hispana [137] mientras que en el otro se describid la relacidon entre varios
polimorfismos de CRTC3 con el riesgo a sufrir obesidad e hipercolesterolemia en
poblacién asidtica [185]. No obstante, no existe ningun trabajo ni en animales ni
humanos en el que se haya demostrado la presencia de CRTC3 en sangre ni tampoco
se ha realizado ningun estudio en edad pediatrica.

Nuestros resultados demuestran, no solamente que CRTC3 puede ser
cuantificado en sangre, sino que ademas concentraciones elevadas de CRTC3 se
relacionan con mayores indices de obesidad en nifios en edad prepuberal.
Adicionalmente, concentraciones mas elevadas de CRTC3 se asocian con niveles de
adiponectina mas bajos y tensidn arterial sistdlica mas elevada, lo que indica un perfil
metabdlico y cardiovascular menos favorable en aquellos niflos con concentraciones
mas elevadas de CRTC3 en sangre. Resulté interesante comprobar que al estudiar
separadamente a los nifios segun su IMC, se observd que solamente los nifios con

sobrepeso y obesidad presentaban una correlaciéon positiva entre CRTC3, el GIM
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carotideo y la PCRus y una correlacién negativa con la adiponectina de alto peso
molecular, mientras que en los niflos delgados no existia ninguna correlacién. En
conjunto estos resultados apuntan a que CRTC3 se asocia a un perfil metabdlico,
cardiovascular e inflamatorio menos favorable en nifios prepuberales, en especial en
los ninos que presentaban sobrepeso u obesidad.

En el estudio multivariante se comprobd que en los nifios con sobrepeso y
obesidad, el perimetro de la cintura explicaba el 33% de la variabilidad de la
concentracion de CRTC3 en sangre de los nifios estudiados. Es sabido que el perimetro
de la cintura es un marcador de adiposidad visceral [163]. Este hecho, juntamente con
los resultados obtenidos en el estudio de la secrecién de CRTC3 realizados en las
biopsias de tejido adiposo, sefialan al tejido adiposo visceral como el maximo secretor
de CRTC3, por lo que sugerimos que la concentracion de CRTC3 en sangre de los nifios
en edad prepuberal puede ser un buen marcador de la cantidad de grasa visceral
presente en los nifos.

En el estudio de seguimiento, observamos que los nifios con menores
concentraciones de CRTC3 a los 7 afios de edad, al cabo de tres afios presentan una
disminucion de la TAS y un mayor incremento del colesterol HDL. Un resultado
interesante fue comprobar como la concentracién de CRTC3 a los 7 afios de edad es un
marcador que predice el incremento en el IMC al cabo de tres afios asi como una
disminucion de la adiponectina de alto peso molecular. Los nifios con mayores
concentraciones de CRTC3 a la edad de 7 afios al cabo de tres afios presentan un perfil
metabdlico mas desfavorable que los nifios con concentraciones mas bajas de CRTC3.
Es conocido que la obesidad infantil es un factor de riesgo para el desarrollo de la

obesidad en la edad adulta [186], nosotros creemos que la concentracion de CRTC3 en
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edad prepuberal podria ser un nuevo marcador del riesgo de desarrollar obesidad en la
edad adulta.

Hasta la actualidad no existe ningln estudio que relacione la adiponectina con
el CRTC3. En un trabajo realizado sobre adipocitos se describid como la expresién de
adiponectina disminuye considerablemente cuando es estimulada la sefial beta-
adrenérgica [187], en ratones, el gen de CRTC3 promueve la obesidad atenuando la
sefal beta-adrenérgica [137], aunque somos conscientes de que son necesarios
estudios adicionales que demuestren que los adipocitos humanos tratados con CRTC3
disminuyen la secrecién de adiponectina, una posible explicacion de la relacion inversa
entre CRTC3 y adiponectina seria que CRTC3 podria disminuir la sintesis de
adiponectina a través de la inhibicién de la senal beta-adrenérgica.

Estudios previos han demostrado que la inactivacion del gen de CRTC3 protege
de la aparicion de obesidad en ratones [137], y que ciertos polimorfismos del gen de
CRTC3 se asocian a obesidad en humanos [137, 185], por todo ello, creemos que es
posible que exista un componente genético que explique por qué en los nifios con
sobrepeso y obesidad es donde encontramos correlacidn entre la concentracién de
CRTC3 y el aumento del IMC. Hubiera sido muy interesante completar nuestro estudio
con un analisis genético para demostrar que las concentraciones de CRTC3 en sangre
pueden ser un marcador precoz de polimorfismos de CRTC3 asociados con obesidad.

Al igual que sucede con otras proteinas duales [166], en este estudio
sugerimos que la proteina CRTC3 podria ser transportada a través de la sangre y
actuar sobre células diana modificando su respuesta a estimulos hormonales y de esta
forma favorecer el desarrollo de obesidad. No obstante, no se puede descartar que la

CRTC3 soluble pueda ser solamente un producto de eliminacion sin ninguna actividad
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fuera del ambito intracelular. Son necesarios mas estudios para establecer si CRTC3 es
un nuevo marcador subrogado de obesidad o una nueva adipocina que juega un papel
activo en el desarrollo de la obesidad.

En conclusién, el presente trabajo sugiere, por primera vez, que las
concentraciones elevadas de CRTC3, debidas a un aumento de tejido adiposo visceral
en nifnos con sobrepeso u obesidad, se asocian a un perfil metabdlico e inflamatorio
menos favorable en edad prepuberal. En nifios delgados, hipotetizamos que valores
bajos de CRTC3 en sangre estarian contribuyendo a un mayor gasto energético. En
conjunto, estos resultados hacen pensar que podriamos estar ante una nueva

adipocina relacionada con la obesidad asociada a trastornos metabdlicos (Figura 26).

Ninos con IMC normal

Aumenta gasto -
energético

Menos TA visceral
—

-

\ Anti-inflamatorio |

Resistencia insulina

Ninos con sobrepeso y obesidad

Disminuye gasto
/ energético

Mas TA visceral

A

—>

¢ J‘
P y/ ¢ | 2
O N e Adiponectna |

Inflamacion TA
Resistencia insulina

Figura 26| Modelo propuesto de asociacion entre la proteina CRTC3
con el tejido adiposo visceral y la adiponectina en funcién del IMC de
nifios sanos.
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6.3 EJE WNT5A-SFRP5

Se cree que la obesidad produce una alteracion del equilibro entre las
concentraciones de WNT5A y SFRP5 [9]. Concretamente, se ha postulado que en la
obesidad se producen alteraciones del tejido adiposo que cambian su perfil secretor
provocando un aumento de la produccion de WNT5A y una disminucion de la
produccién de SFRP5. Los pocos estudios poblacionales realizados en humanos en que
se ha determinado la concentracién de WNT5A y SFRP5 circulante se han realizado en
poblaciones adultas de obesos o diabéticos [108, 109, 173, 178] y en ninguno de ellos
se ha analizado la correlacién entre la concentracién de las dos proteinas en sangre.

El presente trabajo es el primero en estudiar la correlacion entre las
concentraciones de las proteinas WNT5A y SFRP5 en sangre de sujetos sanos y en el
medio condicionado procedente del cultivo de tejido adiposo visceral y subcutaneo.
Nuestros hallazgos demuestran que en ninos sanos, las concentraciones de WNT5A vy
SFRP5, tanto en sangre como en el medio condicionado de tejido adiposo visceral y
subcutdneo, se correlacionan positivamente. Ademas, se ha podido comprobar que en
sangre la concentracion de SFRP5 es aproximadamente 44 veces superior a la de
WNT5A.

En adultos con alteraciones metabdlicas las concentraciones de WNT5A y SFRP5 se
pueden detectar en sangre, en cambio, en adultos sanos se observan concentraciones
elevadas de SFRP5 mientras que WNT5A disminuye o incluso se vuelve indetectable
[108, 173]. Creemos que en los adultos obesos con hipertrofia del tejido adiposo
aumenta la produccién de WNT5A y disminuye la de SFRP5. Por el contrario en los

ninos, en los que el tejido adiposo es capaz de responder al exceso de ingesta caldrica
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con un aumento hiperplasico del tejido adiposo, siempre que hay un aumento de la
concentracion de WNTS5A se corresponde con un aumento proporcional de SFRP5 que
tiene una finalidad compensatoria. El resultado final es que en niflos metabdlicamente
sanos el balance entre las dos proteinas esta claramente decantado a favor de SFRPS5.
En adultos obesos, a pesar de tener concentraciones de WNT5A mds bajas que las
halladas en los nifios, los efectos deletéreos de WNT5A no son contrarrestados
eficazmente debido a que tienen concentraciones de SFRP5 muy bajas (Figura 27).
Estudios fisiopatoldgicos realizados en pacientes obesos demuestran que el tejido
adiposo de los obesos responde a la estimulacion con agentes inflamatorios
aumentando la expresién génica y la concentracion circulante de WNT5A, mientras
gue el mismo estimulo no afecta a la produccién de SFRP5 [109].

Debido a la relacion positiva observada entre las dos proteinas, se quiso estudiar si
las asociaciones clinicas observadas para la proteina WNT5A dependen de los niveles
de SFRP5. Nuestros resultados demostraron que cuando las concentraciones de SFRP5
eran inferiores a la mediana de la muestra, los niveles de WNT5A en sangre se
correlacionaban de forma positiva con el HOMA-IR y la GPT. Creemos que estos
resultados demuestran que cuando la presencia de WNT5A no puede ser
contrarrestada con un aumento de produccion de SFRP5 los efectos deletéreos de
WNT5A sobre el metabolismo pueden llegar a expresarse. Estos resultados no se
confirmaron en el estudio de seguimiento, aunque no descartamos la posibilidad de
gue sea un falso resultado negativo, debido a que el numero de sujetos con SFRP5 bajo

fue muy pequefio y se redujo el poder estadistico del andlisis.
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Figura 27| Modelo propuesto de asociacion entre las proteinas WNT5A y SFRP5
en funcién del IMC de los nifios y comparacién con los adultos con patologia.

6.5 DISCUSION CONJUNTA DE LOS RESULTADOS

En resumen, los resultados derivados de esta tesis doctoral demuestran que las
proteinas WNT5A, SFRP5 y CRTC3 son secretadas por el tejido adiposo visceral y
subcutdneo en nifios sanos prepuberales, siendo el tejido adiposo visceral el principal
secretor. Ademas, las concentraciones bajas de SFRP5 y elevadas de WNT5A y CRTC3
se acompanan con un perfil metabdlico disfuncional, consistente en una relativa
disminucion de la adiponectina en sangre, aumento de la resistencia a la insulina y
aumento del indice de masa corporal (Figura 28).

Finalmente, el estudio del eje WNT5A-SFRP5 ha mostrado que las dos proteinas se
relacionan positivamente tanto en el medio condicionado de las biopsias de tejido
adiposo como en el suero de los nifios sanos. Ademas, nuestros resultados demuestran
gue las concentraciones bajas de SFRP5 en sangre potencian la relacion entre WNT5A y

el aumento de la resistencia a la insulina y la concentracion GPT.
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Figura 28| Modelo propuesto de asociacidén entre las proteinas WNT5A, SFRP5 y
CRTC3 en relacién a la inflamacion del tejido adiposo y el fenotipo metabdlico en
nifios delgados y obesos.
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Las proteinas WNT5A, SFRP5 y CRTC3 son secretadas por el tejido adiposo
visceral y subcutaneo y sus concentraciones pueden ser cuantificadas en sangre
periférica de ninos sanos prepuberales.

Las concentraciones mas altas de WNT5A se relacionan con una mayor
resistencia a la insulina y GPT. Estas asociaciones se potencian en los nifios con
niveles de SFRP5 inferiores a la media.

Un incremento de la concentracion de SFRP5 se asocia con un aumento de la
adiponectina de alto peso molecular y con valores mas bajos del indice de masa
corporal en escolares sanos.

Los valores altos de CRTC3 en suero se relacionan con un mayor indice de masa
corporal y perimetro de cintura en aquellos nifios menos delgados.

Las proteinas WNT5A y SFRP5 se relacionan positivamente tanto en el medio
condicionado de las biopsias de tejido adiposo como en el suero de los nifios
sanos.

Valores altos de CRTC3 en la edad de 7 afios predicen un mayor aumento de
indice de masa corporal y menor en la adiponectina de APM en los mismos

nifios a los 10 afnos de edad.
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