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nacimiento, al menos antes de que se establezca la resistencia a esta hormona en el hombre

(24).

Todas estas observaciones plantean importantes dudas en la posible eficacia terapéutica de
esta proteina. Los tnicos estudios administrando de forma crdnica leptina recombinante
durante un periodo de tiempo prolongado a pacientes obesos o en normopeso, observan una
ligera pérdida de peso corporal debida a la disminucién de la masa grasa, aunque eta pérdida
de peso es de la misma magnitud de la que se consigue con otros farmacos existentes en el

mercado (25,26).

FUNCIONES DE LA LEPTINA EN EL CONTROL DE LAS RESERVAS GRASAS

La leptina se identificd inicialmente como una sustancia implicada en la regulacion del
metabolismo energético, la ingesta caldrica y la oxidacion de grasas. Actualmente se describe
como una sustancia pleiotrépica que se involucra también en otros aspectos fisiolégicos como
el desarrollo puberal y la fertilidad (27), en procesos de inflamacién (28-30) y en la regulacion
del sistema inmunitario (31), en el sindrome de las apneas obstructivas del suefio (32,33), asi

como en procesos de angiogénesis (34), hematopoyesis y fibrinogénesis (35).

La accion de la leptina sobre la homeostasis energética del organismo se ejerce directamente
sobre el sistema nervioso central, mediante fa activacion de fa transmision sindptica (36), la
activacion de canales de potasio con la consecuente hiperpolarizacion de las neuronas
hipotalamicas afectadas (37) y sobretodo la regulacién de la sintesis de neuromoduladores
relacionados con el control de la ingesta y de la termogénesis (38). De hecho diversos
neuropéptidos y sustancias afines relacionadas con estos mecanismos de regulacion de la
homeostasis energética se sintetizan en nucleos hipotaldmicos concretos, en los cuales se ha

identificado también la expresion de receptores funcionales de leptina (Figura 1).
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Se han descrito hasta la actualidad dos importantes vias neuronales distintas con efectos
anabdlicos y catabdlicos a través de las cuales parece canalizarse la interaccion leptina-
receptor en el hipotdlamo, la via del neuropéptido Y (NPY), planteada apenas medio afio
después de la identificacion de la leptina (16,39) y la via de la hormona estimuladora de
melanocitos (MSH), a pesar de que otros neuropéptidos y sustancias relacionadas con el

control homeostatico podrian también estar regulados por esta hormona (Tabla I).

El neuropéptido Y pertenece a la familia de los polipéptidos pancredticos y se sintetiza en las
neuronas periféricas del sistema nervioso simpatico en situaciones de restriccion caldrica,
durante el periodo de lactancia o durante un ejercicio intenso (40,41). Este neuropéptido
provoca hiperfagia y facilita el aumento de las reservas de grasa (42-44), incrementando la
expresion y la actividad de la lipoproteina lipasa adipocitaria (45), estimulando la lipogénesis
hepética y adipocitaria e incrementando la secrecidn de insulina y glucocorticoides (46).
Puesto que la administracién de leptina a ratones ob/ob, los cuales sobreexpresan el NPY
hipotalamico ademdas de presentar un fenotipo obeso (47), atenlia la expresién de este
neuropéptido y reduce el peso corporal, se ha sugerido que al menos parte de los efectos
anorexigenos de la leptina puedan estar mediados a través de la modulacion de la expresion
del neuropéptido Y. No obstante, este no puede ser el Unico mecanismo, ya que la
administracion de leptina a ratones deficientes en la sintesis de NPY, provoca también una
importante disminucién de la ingesta (48). Por lo tanto, deben existir otros sistemas con
accion complementaria a la actividad del neuropéptido Y, los cuales pueden ser

potencialmente modulados por la leptina.

Ademas del efecto inhibidor de la leptina sobre algunas de las vias orexigenas, esta hormona
ejerce también una importante accién potenciadora de las vias anorexigenas del organismo,
entre ellas el sistema de las melanocortinas (49,50). Estas sustancias se generan a partir de
la hidrdlisis de un precursor comin, la proopiomelanocortina, siendo la hormona estimuladora

de los alfa melanocitos (MSH), el péptido mas implicado en el control de la ingesta y del peso
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corporal. Las melanocortinas son reconocidas por receptores especificos (MCR), de los cuales,
Gnicamente las mutaciones que afectan al receptor hipotalamico MCR-4 se han asociado a la
obesidad (51,52). Recientemente se han descrito también algunos antagonistas para los
receptores de melanocortinas de tipo MCR-3 y MCR-4, cuya sobreexpresién se traduce en un
fenotipo de obesidad. Asi pues, algunas mutaciones del péptido agouti sintetizado
habitualmente en la piel y en los foliculos pilosos, provocan una expresion generalizada de
este péptido en tejidos donde habitualmente no se expresa pudiendo de ese modo
antagonizar las acciones mediadas por el MCR-4 y por tanto se asocia a obesidad (53). Otro
neuropéptido de reciente descripcion, el péptido relativo al péptido agouti (AGRP),
normalmente expresado en el nucleo arcuado del cerebro y estimufado cuando existe un
déficit de leptina, funciona también como antagonista de los receptores MCR-3 y MCR-4 y por

tanto se relaciona también con la obesidad (54).

Sin embargo, la leptina ejerce también diversos efectos sobre 6rganos periféricos regulando la
actividad de ciertas vias metabdlicas, sobretodo relacionadas con el metabolismo lipidico y la
deposicion de la grasa (Figura 2). Asi pues se ha descrito que esta proteina inhibe la secrecién
de insulina en las células beta pancreaticas (55,56), activa la utilizacion de glucosa sobretodo
a nivel del misculo esquelético (57), reduce la sintesis de acidos grasos y triglicéridos (58) a
través de la inhibicion de la Acetil-CoA carboxilasa (59), incrementa la actividad lipolitica
adipocitaria (60) y el transporte de azlicares a través de las paredes del intestino corto (61),

todo ello dirigido a frenar la expansidn de las reservas grasas del organismo.

A pesar de esta regulacion del peso corporal a largo plazo, en la cual cabe destacar sin duda
el efecto regulador de la leptina, recientemente se ha sugerido que fa leptina podria también
ejercer un importante control metabdlico a corto plazo mediante la interaccién con algunas de
las sefiales metabdlicas de saciedad (62-64). La reciente descripcién de la sintesis de leptina
en la mucosa gastrica y su regulacion mediante la administracion de CCK-8 corroboran esta

hipdtesis (65).
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REGULACION DE LOS NIVELES DE LEPTINA

A pesar de que existen diversos estudios realizados, tanto en animales como en humanos,
que intentan dilucidar las diferentes sustancias implicadas en la regulacion de la expresién y la
sintesis de leptina, existe todavia una gran controversia al respecto (66). El tamafio de las
reservas grasas dél organismo y la presencia de un balance energético positivo se han
sugerido como importante inductores de la expresion de leptina (67). Sin embargo, otras
sustancias hormonales como los glucocorticoides (68), las catecolaminas (69) o la insulina
(70), asi como algunos metabolitos intermediarios como ciertos acidos grasos (71), el cAMP
(72,73), la glucosa (74) o algunas citoquinas (75) también han sido involucradas en el

complejo sistema de regulacion de esta hormona (Tabla II).

Diversos estudios realizados tanto en animales de experimentacion como en humanos han
observado que la modificacion de la magnitud de las reservas grasas, a través de un control
dietético, al tratamiento quirirgico, o bien a un estado experimental de sobrealimentacion, se
traducen en cambios importantes de la concentracion de los niveles circulantes de leptina
(76). Sin embargo, la modificacidn de los niveles de leptina con estas situaciones no es de la
misma magnitud que los esperados por los cambios producidos en el tamafio de las reservas
grasas. Por ello parecen existir otros factores moduladores de la expresion y sintesis de esta

hormona.

El sexo es un importante factor determinante de los niveles plasmaticos de leptina puesto que
para un mismo grado de adiposidad las mujeres presentan concentraciones mayores de
leptina en plasma (77,78). También existen importantes diferencias en funcidn de la
distribucién corporal de la grasa, siendo el tejido adiposo subcutdneo el que expresa una
mayor cantidad de leptina referida a unidad celular (79). Las variaciones de los niveles de
leptina que se observan tras el ayuno o la realimentacién (80), asi como el aumento nocturno
de las concentraciones circulantes de esta hormona en el hombre (81), se han asociado a un

efecto retardado de la secrecién de insulina, a pesar de que la relacién que pueda existir entre
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ambas hormonas todavia no esta clara en humanos (82,83), puesto que mientras algunos
observan que la insulina acta como potenciador de la expresion génica de la leptina (84,85),
otros no observan ningin efecto (68,80). Estas discrepancias podrian atribuirse a diferencias
en la duracién de los estudios, puesto que la respuesta de la leptina a la administracion de
insulina en humanos parece producirse mucho mas lentamente que en roedores. Un estudio
reciente ha sugerido que, al menos una parte de los efectos de la insulina sobre la sintesis de

leptina, podrian estar indirectamente mediados por los niveles circulantes de glucosa (86).

Se ha sugerido que ambas hormonas podrian formar parte de un complejo sistema de
contraregulacion (87), puesto que si bien la insulina es capaz de modular las concentraciones
de leptina y por tanto de regular sus efectos anorexigenos, la leptina es también capaz de
regular los valores circulantes de insulina, bien sea través de la inhibicion de la secrecion
pancreatica de leptina (88,89), a través de la actividad del sistema nervioso simpatico (90) o
interaccionando con la transmision de la sefial de insulina hacia el interior de las células
mediante la inhibicion de la autofosforilacion del receptor de la insulina (IR)' o dela
fosforilacion del sustrato 1 de este receptor (IRS-1) (91). Asi pues tras una situacion de
sobrealimentacion, incrementarian las concentraciones plasmaticas de insulina, activando la
sintesis de leptina y por tanto potenciando los mecanismos de prevencion del almacenamiento
de grasa en el organismo. Poco conocemos sobre 10s mecanismos moleculares involucrados en
la regulacién de la sintesis de leptina media‘da por insulina, aunque se han implicado algunos
factores de transcripcidn relacionados también con los mecanismos de diferenciacion
adipocitaria. Asi pues la expresion génica de la leptina parece estar regulada conjuntamente
por dos factores de transcripcion que actuarian segin modelos opuestos, el PPARy, como

factor inhibidor de la expresion (92), y el C/EBPa que induce la expresion génica (93).
El sistema TNF (en especial los niveles plasmaticos de los receptores solubles de TNF), se ha
involucrado también en la fisiopatologia de la obesidad y de la resistencia a la insufina (94,95).

De hecho diversos estudios apoyan la hipétesis de que si bien el TNF puede actuar
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directamente sobre diversos mecanismos implicados en el control de las reservas grasas del
organismo es también un importante regulador de la sintesis y la expresion de la leptina
(96,97). Sin embargo, existen importantes discrepancias entre los diferentes estudios que
evallian este efecto. Asi, mientras algunos autores observan un incremento en la produccion
de leptina tras la administracion de TNF (98,99), otros observan un efecto inhibidor (75,100).
Recientemente, Zhang y colaboradores han descrito un efecto dual del TNF sobre la sintesis

de leptina en funcidén del estado de diferenciacién de los adipocitos (101).

A pesar de todos estos estudios nos encontramos todavia lejos de comprender el complejo
sistema de regulacién de las reservas grasas y sobretodo lejos de poder aplicar alguna terapia
efectiva para el tratamiento de las patologias asociadas a la desregulacidon del balance

energético corporal.

298-A



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

EFECTO DE LA ADIPOSIDAD SOBRE EL SISTEMA TNFo-LEPTINA
Monica Bulld Bonet

ISBN:978-84-691-1902-0/DL: T-355-2008

Tabla I. Moléculas candidatas involucradas en el control hipotalamico del balance energético.

EFECTORES CATABOLICOS EFECTORES ANABOLICOS
Leptina Neuropéptido Y (NPY)
Hormena estimuladora de o-melanocitos (MSH-or) | Hormona concentradora de melanocitos (MCH)
Hormona liberadora de corticotropina (CRH) Péptido relativo al péptido agouti (ARP)
Cocaine-and amphetamine-regulated transcript OrexinaAy B
(CART) Galanina
Colecistoquinina (CCK) Beta-endorfina
Péptido similar al glucagdén (GLP-1) Dinorfina
Bombesina Hormona liberadora de la hormona de crecimiento
Somatostatina ‘ (GHRH)
Hormona liberadora de tirotropina (TRH) Norepinefrina (NE)

Péptido relativo al gen de la calcitonina
Neurotensina

Serotonina

‘Tabla II. Factores reguladores de la sintesis de leptina en el hombre.

NIVELES DE LEPTINA

INCREMENTO DISMINUCION
Obesidad Delgadez
Balance energético positivo Balance energético negativo
Adiposidad subcutanea Adiposidad visceral
Sexo femenino Sexo masculino
Ritmos circadianos nocturnos Ritmos circadianos diurnos
Inhibicién del SNS Activacion del SNS
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Figura 1. Esquema de la regulacidn del balance energético a nivel hipotatdmico mediado por la leptina.
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Papel del factor de necrosis tumoral en el control

de las reservas grasas y la obesidad
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Unidad de Nutricion Humana. Facultad de Medicina y Ciencias de la Salud de Reus. Universidad Rovira | Virgili,
2Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular. Facultad de Biologia. Universidaq de Barcelona.

La obesidad es un sindrome metabdlico que se asocia a
una elevada morbilidad y mortalidad ligada a enfermedades
como la arteriosclerosis, la hipertension arterial, la diabetes,
ciertas alteraciones cardiovasculares y determinados tipos
de cancer!, Asf mismo, es uno de los problemas nutriciona-
les que mayor coste generan en las poblaciones desarrolla-
das, estiméndose que en los EE.UU. el coste directo repre-
senta un 5,7% del coste sanitario total2.

La prevalenc;a de este sindrome metabdlico ha aumentado
de tal manera en los Gltimos afios que se ha considerado la
epidemia del siglo xxi. En nuestro pafs, un estudio reciente
de Aranceta et al® determind una prevalencia de obesidad
del 13,4% en la poblacién espafiola de edad comprendida
entre los 25 y los 60 afios, cuando se define obesidad a par-
tir de un indice de masa corporal (IMC) superior a 30 kg/m?.
La obesidad puede considerarse el resultado de un balance
energético o lipidico. positivo que conduce a la expansion,
en mayor o menor grado, de las reservas grasas del organis-
mo. Las causas que originan estas alteraciones metabdlicas
son todavia en buena parte desconocidas, aunque en la ac-
tualidad puede afirmarse que es un sindrome multifactorial
complejo en el que necesariamente deben interactuar facto-
res genéticos y ambientales*5. Algunos estudios demues-
tran que determinados genotipos pueden explicar parte de
la variabilidad que se observa en el IMC y en el porcentaje
0 la distribucién de la grasa corporal®®, aunque la importan-
cia relativa de estos factores genéticos es controvertida. Sin
embargo, en los dltimos afios-se han descrito algunos genes
implicados en’el controf del peso corporal, como los gtie co-
difican para las proteinas UCP (proteina desacopladora de
la fosforilacién), los genes de los receptores adrenérgicos
beta 3 y beta 2, 0 el gen de la lipoproteina lipasa (LPL), en-
tre otros®10,

Aungue se desconocen todavia todos los mecanismos impli-
cados en el estricto sistema de reguiacién del peso corporal,
se ha sugerido que muy probablemente existen ciertas sus-
tancias de naturaleza hormonal encargadas de informar al
cerebro de la acumulacién de grasa en el organismo!}*2, De
este modo, frente a una acumulacion excesiva de grasa,
estas sefiales aferentes deberian generar una respuesta
consistente en una disminucion de la ingesta, asi como un
aumento del gasto caldrico, dirigidos a mantener la homeos-
tasis energétical®!®. Del estudio mas detallado de estas se-
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fiales aferentes surgié la teoria lipostatica, en la que el tejido
adiposo adquiere un papel mas activo como posible 6rga-
no endocrino, Diferentes estudios han demostrado que el
tejido graso sintetiza, en cantidades proporcionales a su

‘masa, diferentes sustancias que podrian ejercer un efecto

importante sobre el metabolismo energético. Dentro de esta
teorfa lipostética, se incluyen actualmente dos proteinas sin-
tetizadas en el tejido adiposo que podrian actuar como posi-
bles adipostatos: la leptina y el factor de necrosis tumoral
(TNFa). La leptina fue identificada por Zhang et al en 1994
en una cepa de ratones genéticamente obesos (ob/ob)*.
Desde entonces se han publicado un gran numero de tra-
bajos cientificos, asi como diversas revisiones, sobre esta
proteina y sus posibles efectos en la regulacion ponderal en
el hombre, € incluso se han ilegado a identificar dos muta-
ciones genéticas ligadas a la obesidad en humanos*”8, No
obstante, la implicacion del TNFa en la etiopatogenia de la
obesidad humana es menos conocida, y los resultados de
los estudios realizados no son concluyentes. Por este moti-
vO, consideramos necesaria una revision al respecto.

Factor de necrosis tumoral

El TNFa fue identificado por Old-en 1985, en el suero de
conejos tratados con endotoxina bacteriana como una sus-
tancia responsable de la necrosis hemorrégica del tumor?®,
Estudios posteriores le atribuyeron también otras funciones

. moduladoras de la respuesta inmunitaria. Asf, se ha consi-

derado el TNFo como la citocina inductora de la respuesta
inflamatoria, provocando algunas alteraciones endoteliales
(p. €j., el aumento de la expresién de moléculas de adhe-
sién) que contribuyen a la acumulacién de leucocitos en lu-
gares de inflamacion. Esta proteina estimula también la pro-
duccion de otras citocinas proinflamatorias, como la IL-1, la
IL-6 0 el INFY.

El TNFa pertenece a una familia de citocinas globalmente
conocidas como factores de necrosis tumoral. Esta familia
incluye también otras dos proteinas estructural y funcional-
mente parecidas: la linfotoxina o {conocida como TNFB) y
fa linfotoxina B%. Una de las principales diferencias entre
ellas son los tipos celulares que las sintetizan. Asi, mientras
que la principal célula productora de TNFo es el fagocito
mononuclear activado por antigeno (si bien también pueden
sintetizarlo los linfocitos T, las células NK y los mastocitos),
la produccién de linfotoxinas es obra de los linfocitos T2,
Estudios méas recientes han demostrado la expresion y sin-
tesis de TNFa en células extrainmunitarias, como el adipo-
cito® y las células del musculo esquelético o cardiaco™.

El TNFa es una proteina transmembrana no glucosilada de
26 kDa, siendo caracteristica su posicién en la membrana,
puesto que el extremo aminoterminal es citoplasmatico. Un
posterior efecto proteolitico®™, mediado por una actividad se-
rinproteasa, libera un fragmento de 17 kDa a la circulacion,
donde se une a otros fragmenios homdlogos formando un
homotrimero estable de 51 kDa, que es la forma biolégica-
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mente activa del TNFo22%, Esta conformacion en forma de
trimeros permite una mejor unidn con los receptores, lo que
favorece una accion biolégica mas eficaz. Sin embargo, es-
tas acciones biologicas seran diferentes en funcién de la
concentracion de esta citocina. Debido a la elevada afinidad
que los receptores de citocinas presentan para sus ligan-
dos, a bajas concentraciones éstas actllan como un regula-
dor autocrino o paracrino sobre las propias células que las
sintetizan. Cuando el estimulo provoca una mayor produc-
cion de citocinas, éstas pueden entrar en ¢l torrente sangui-
neo y actuar de forma endocrina sobre diferentes 6rganos
diana?,

Receptores del factor de necrosis tumoral

La respuesta biolégica del TNFo estd mediada por receptores
- celulares especfficos. Estos receptores son glucoproteinas de
membrana de estructura  dimérica que se localizan en précti-
camente la totalidad de las células del organismo. Diferentes
ensayos de union figando-receptor caracterizaron dos tipos
de proteinas de membrana, de diferente peso molecular, ca-
paces de unirse al TNFo. Asf, se identificé en ratones el TN-
FRI o p55 (denominado asi porque presenta un peso mole-
cular de 55 kDa) y el subtipo TNFRIl o p75. Posteriormente
se caracterizaron estos receptores en humanos, que se deno-
minaron p60 y p80, respectivamente, puesto que, si bien
presentan un elevado grado de homologia con las formas
murinas, su peso molecular es ligeramente superior??-%,
Los receptores de TNFa presentan una estructura tipica de
protefnas transmembrana caracterizada por una regién ex-
tracelular, una regién transmembrana y una region citoplas-
maética. La primera, formada por 4 dominios ricos en resi-
duos cisteina, mantiene una elevada homologia entre ambos
receptores®; sin embargo, existen diferencias importantes
de afinidad para el ligando, siendo mayor para el receptor de
tipo Il. Esta region extracelular presenta también cierta afini-
dad para otras citocinas y factores de crecimiento, como las
linfotoxinas, el TGFP, el IFNay el [FNB o la IL-1, y confiere a
los receptores del TNFo un elevado pleiotropismo.,
Si bien no se conocen con exactitud las diversas funciones
biologicas de ambos tipos de receptores, diferentes estudios
han atribuido la transduccion de las sefiales de citotoxicidad
y proinflamacion al receptor TNFRI21223233 mjentras que el
receptor TNFRII, dado que presenta una mayor afinidad por
el ligando, podria ejercer un efecto modulador de la res-
puesta generada por el primero®. Para conseguir el efecto
biolégico, parece imprescindible la cooperacion entre am-
bos tipos de receptores. Este mecanismo se observd en un
estudio realizado por Thoma et al®® sobre cuitivos de preadi-
pocitos en los que las sefiales generadas por el receptor
TNFRIf tras la estimulacién con TNFe no eran suficientes
para la obtencién de una respuesta sin la presencia del re-
ceptor TNFRI. ’
Las diferencias funcionales que presentan ambos tipos de
receptores, asi como las observadas en la proporcién y en la
distribucion tisular, que se acentlian en determinadas situa-
ciones como la obesidad, en la que se ha descrito una so-
breexpresion adipocitaria del receptor de tipo I°%, 0 en célu-
las mononucleares de pacientes con el virus de Ia
inmunodeficiencia humana (VIH) en las que se observa una
sobreexpresion de ambos tipos de receptores®, sugieren
que estos receptores pueden contribuir también de manera
importante en las distintas alteraciones metabdlicas que se
observan en estas enfermedades®>¥,
Las citocinas circulan en plasma unidas a proteinas especi-
ficas que pueden alterar su aclaramiento o actividad biologi-
ca. Para el TNFe, se han identificado dos formas solubles

del receptor que se generan a partir de la protedlisis de las
regiones extracelulares del TNFRI y del TNFRIL. Estas pro-
teinas o receptores solubles presentan mayor afinidad para
el ligando que sus homologos de membrana. De este modo,
se establece una competencia por el ligando que modularia
la accion del TNFo, puesto que al ser fijado por las formas
solubles no serfa accesible a los receptores de membrana.
Sin embargo, se ha indicado que la activacion de los recep-
tores solubles también podria generar alguna respuesta ce-
lular especifica®, o bien estabilizar el trimero de TNFa y,
por tanto, potenciar su accién celular.

Las concentraciones de receptores solubles en plasma osci-
lan entre 0,5 y 3 pg/I*® en individuos sanos; sin embargo,
estos valores aumentan considerablemente en estados de
inflamacion®, infeccion por el VIH y en pacientes que su-
fren procesos tumorales®. Estudios recientes han descrito
también un incremento de los valores plasmaticos de estas

-sustancias en pacientes con obesidad, relacionidndose posi-

3

tivamente con el IMC, el porcentaje de masa grasa, la distri-
bucién de la grasa corporal, la masa libre de grasa*2 o la
sensibilidad a la insulina®4, lo que indica, por tanto, que
estos receptores solubles pueden tener un papel importan-
te en la fisiologia de la obesidad modulando las acciones
del TNF.

Efectos del factor de necrosis tumoral circulante
sobre el metabolismo

Ademas del efecto inmunomodulador y citotéxico del TNFe,
diversos estudios han observado que, al menos en modelos
animales, el TNFo circulante ejerce algunas funciones so-
bre el sistema nervioso central y, a nivel periférico, sobre los
tejidos adiposo, muscular y hepatico, regulando el metabo-
lismo intermediario y el balance calérico.

Varios estudios realizados en animales han observado que
fa infusién de TNFa provoca una pérdida ponderal, apre-
cidndose en algunos casos una disminucion de la inges-
ta*548 y, en otros, un aumento de fa termogénesis®’. Pues-
to que el TNFo plasmético puede modificar la ingesta y el
gasto caldrico, y debido.a que el centro regulador del ham-
bre y la saciedad se encuentra en el hipotalamo, se ha su-
gerido que, con foda probabilidad, el TNFo, podria actuar
directamente sobre este érgano, o bien de manera indirecta
modulando la sintesis de otras sustancias, como la leptina,
que actuarian en éI*°. De hecho, diferentes estudios en ani-
males y humanos han detectado la expresion de receptores
funcionales del TNFa en el hipotalamo®! que pueden ser
estimulados mediante la administracion intraventricular de
esta citocina®,

En los adipocitos se han descrito diversos efectos metabdli-
cos del TNFa. Por un lado, se ha observado tanto in vitro
como sobre el animal que el TNFa es capaz de inhibir la
actividad y la expresion de la LPL en el adipocito®*, Por
otro, se ha apreciado un aumento de la tasa de lipdlisis tras
la incubacion de adipocitos con esta citocina, sin que ello
modifique la expresién de la enzima limitante de esta via
metabdlica. Ello sugiere que el TNFa interviene en la regu-
lacién de la lipdlisis actuando sobre algiin mecanismo pos-
terior a la sintesis de la lipasa sensible a hormonas (LSH)%7.
El hecho de que se observe una disminucién en la concen-
tracion de las subunidades alfa de la proteina G asociada al
receptor de TNFa®® podria explicar este efecto. Finalmente,
se ha observado la inhibicién por el TNFa de algunas enzi-
mas implicadas en la sintesis de acidos grasos como la sin-
tasa de los acidos grasos (FAS)®, glicerol-fosfato-deshidro-
genasa (GPDH) y las proteinas de unién a los acidos grasos
(FABP)S°,
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El incremento de las concentraciones de lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) que se observa en plasma de
animales estimulados con TNFa8% no puede explicarse
unicamente a través de la accidén de esta citocina sobre la
lipolisis del tejido adiposo. Diferentes estudios han demos-
trado que el TNFa estimula también la lipogénesis he-
patica®3556264 De este modo, muy probablemente la hi-
pertrigliceridemia que se observa en ciertos pacientes infec-
tados por el VIH o con enfermedades neoplésicas podria
deberse a los valores anormalmente elevados de TNFa y/u
otras citocinas que se encuentran en el plasma de estos in-
dividuos®365,

El TNFa plasmatico, al igual que otras citocinas como la IL-
1 y el IFNy, tiene también un papel importante en la ho-
meostasis de la glucosa. Se ha indicado que el efecto del
TNFo sobre el metabolismo de la glucosa podria estar me-
diado por-una accién directa sobre los transportadores es-

citocina sobre los receptores de la insulina.- De hecho, en
ratas a las que se administré por via parenteral y de forma
crénica TNFe, se advirtié que esta proteina era capaz de in-
ducir una resistencia periférica a la insulina%. Algunos auto-
res han observado la inhibicién de la expresién del transpor-
tador GLUT4 y del contenido intracelular del GLUT1 en
cultivos de adipocitos animales incubados con TNFaS768,
Otros estudios han descrito que la administracién de TNFa
en adipocitos y células musculares inhibe la expresién y la
actividad de los receptores de insulina provocando una dis-
minucién de la captacién de glucosa®®7°,
La union de la insulina a su receptor de membrana’! genera
la autofosforilacion de la unidad beta del propio receptor
(IR} en multiples residuos tirosina. Este efecto origina una
cascada de fosforilaciones de algunos sustratos intracelula-
res como el IRS-17273, que puede considerarse el principal
mediador intracelular de la sefial generada por la insuli-
na’s7s, Diversas evidencias apoyan que el TNF puede de-
sempefar un papel importante en esta situacion. Por un
lado, tras la incubacion de adipocitos de ratones con TNFe
se observa una inhibicién dependiente de la dosis de la au-
tofosforilacién del receptor insulinico (IR)67 y de la fosfori-
Jacién en residuos tirosina del sustrato IRS-17678, Este efecto
se asocia a la disminucién del consumo de glucosa celular
mediado por la insulina. Estos efectos se han observado
también en células hepaticas, musculares y fibroblastos?7e,
Por otra parte, en ratas fa/fa (obesas y diabéticas) la neutra-
lizacién de esta citocina con la administracion de anticuer-
pos anti-TNFa provoca la recuperacion de la actividad del
receptor insulinico tanto en el mdsculo como en el tejido
adiposo, sin que puedan apreciarse variaciones significati-
vas de la actividad de los receptores hepéticos. El hecho de
que esta mejora de la sensibilidad a la insulina se produzca
tan sélo en aquellos tejidos que sobreexpresan esta citocina
sugiere que, muy probablemente, el TNFa actla de forma
autocrina o paracrina-sobre el mismo tejido. Este mecanis-
mo podria explicar en parte la resistencia a la insulina ob-
servada en pacientes afectados por procesos infecciosos,
estrés u otras enfermedades que se acompafian de valores
plasmaticos aumentados de TNFa.
Si bien fa implicacién del TNFa en el metabolismo ha sido
ampliamente documentada en modelos animales como in
vitro, su significacion biologica en el ser humano es todavia
poco conocida®. Esto se debe no sélo a la complejidad de
los mecanismos involucrados, sino también a la dificultad
metodologica asociada al estudio del TNFa. La deteccion
_de los valores plasmaticos de TNFo. en humanos es suma-
mente dificil; de hecho en la bibliografia existe una enorme
discrepancia en los resultados de estas valoraciones, y con

pecfficos de la glucosa o por tina accién indirecta de esta.

frecuencia las concentraciones circulantes de esta citocina
son indetectables. Estas dificultades se atribuyen béasica-
mente a mecanismos de competencia de las formas sofu-
bles de los receptores y al alto grado de labilidad que esta
citocina presenta durante el procesamiento y manipulacion
de las muestras®!-3,

El factor de necrosis tumoral como inductor
de [a resistencia a la insulina en humanos

Las evidencias experimentales comentadas en el apartado
anterior indican que el TNFa, adipocitario o muscular, pue-
de desempefiar un papel clave en la induccion de la resis-
tencia a la insulina. Varios estudios apoyan esta hipdtesis
también en humanos. Por un lado, se ha observado un in-
cremento de la expresion de esta citocina tanto en el tejido
adiposo como en el muscular de pacientes que presentan

'diabetes mellitus (DM) tipo 2222, Por otra parte, diversas in-

vestigaciones -realizadas sobre humanos han apreciado la

“existencia de una importante relacién entre la expresion ti-

sular o los valores plasmaticos de TNFa y diferentes indices
que evallan de forma indirecta la resistencia insulinicaes,
Se han apuntado dos posibles mecanismos mediados direc-
tamente por el TNFa: la disminucién del ntimero de trans-
portadores especificos de giucosa y la inhibicion de la activi-
dad del receptor de la insulina.

Estudios realizados in vitro con adipocitos humanos de-
muestran que existe una disminucion de la captacion de
glucosa en los pacientes obesos respecto a los controles y
que esta inhibicién es todavia mayor en aquellos que pre-
sentan DM tipo 28, Estas diferencias observadas en la cap-
tacion de glucosa se han atribuido a una reduccién de la
sintesis y expresion de los GLUT47°%7, Estos resultados indi-
can que, muy probablemente, este efecto podria contribuir
a la resistencia a la insulina que con frecuencia se advierte
en este tipo de pacientes y que actiia oponiéndose a la ex-
pansion de la grasa corporal®®8.88, Contrariamente, en célu-
las musculares humanas se ha apreciado un incremento

.del nimero de transportadores GLUT1 tras la estimulacion

con TNF, sin que se altere la expresion del transportador
GLUT4®; probablemente éste sea un-mecanismo dirigido a
compensar el incremento de las concentraciones plasmati-
cas de glucosa debidas a la inhibicidn de su captacion por
el adipocito®,

Si bien se sabe que los pacientes con resistencia a la insuli-
na o DM tipo 2 presentan una disminucion del nimero de
transportadores de glucosa en el tejido adiposo y muscu-
laré762708687 ciertos autores sugieren que este mecanismo
no es suficiente para explicar la magnitud de la alteracion
de la respuesta insulinica observada en estos pacientes’,
siendo necesaria también la alteracion de la actividad catali-
tica del propio receptor hormonal para que se desarrolle la
resistencia a la insulina’29!, como sucede en el modelo ani-
mal. En diversos estudios se ha advertido una notable rela-
cidn negativa entre los valores circulantes de TNF y la resis-
tencia a la insulina, a pesar de que no existen por ahora
estudios realizados en humanos que permitan dilucidar los
mecanismos moleculares de accidon de esta citocina sobre
el receptor de la insulina.

Contrariamente a lo que se ha observado en animales, tras
la administracion de anticuerpo anti-TNFo a pacientes con
obesidad y DM tipo 2, Ofei et al®? no apreciaron ninguna
mejoria significativa de la sensibilidad a la insulina o del
control glucémico. Asi pues, la posibilidad terapéutica de la
neutralizacion o inhibicion del TNFe. sobre la resistencia a
la insulina propuesta anteriormente por algunos autores”
queda en entredicho tras la realizacion de este estudio.
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Fig. 1. Efectos del factor de necrosis tumoral (TNFee) sobre el metabolismo energélico y lipidico. IR: receptor de la insulina; LPL: lipoproteina lipasa; TAG: tria-
cilglicerol; AGL: dcidos grasos libres; Lep-r: receptor de Ia leptina; NPY/PA: neuropéptido Y/proteina agouti; POMC (MSH): proopiomelanocortinashormona esti-
mulante del a-melanocito; MC-4: melanocortina-4; SNA: sistema nervioso autdnomo.

Papel del factor de necrosis tumoral en el control
de las reservas grasas

Los ratones modificados genéticamente de modo que no ex-
presen TNFo, presentan un menor incremento ponderal res-
pecto a los utilizados como controi®®, Esta es la evidencia
mas importante que existe para implicar a esta citocina en
el desarrollo y mantenimiento de la obesidad en el animal.
A pesar de que los resultados recogidos en la bibliografia
son todavia poco concluyentes en relacién con los mecanis-
mos biolégicos y moleculares mediante los cuales el TNFa.
participa en esta regulacion ponderal, se sefialan tres meca-
nismos principales a través de los cuales se vehicula este
efecto regulador: la resistencia a la insulina, la inhibicion de
la expresién y la actividad de la LPL, y la modulacion de los
valores de leptina (fig. 1).

Factor de necrosis turnoral, resistencia a la insulina®
vy obesidad

La resistencia a la insulina, tan frecuentemente asociada a la
obesidad, parece ser un mecanismo de defensa clave frente a
la expansion de las reservas grasas. En todos fos modelos ani-
males de obesidad asociada a resistencia a la insulina, se ha
observado una sobreexpresion de esta citocina, sin que ello se
acompanie de una alteracion en la expresion de otras citocinas
como el TNFB, IL-1, IFNy. En 1993 Hotainisligil et al® descri-
bieron que los adipocitos de ratones db/db (con obesidad y
diabetes) eran capaces de producir cantidades considerables
de ARNm TNFa. Esta sintesis de TNFo, fue superior tanto en
adipocitos como en células musculares de animales que pre-
sentaban obesidad o diabetes respecto a sus controles.

En pacientes con obesidad, Kern et al?® observaron una re-
lacién significativa entre la expresion adipocitaria de TNFay
el IMC o el porcentaje de masa grasa. Sin embargo, estas
relaciones no existian o desaparecian en aquellos pacientes
que presentaban un IMC superior a 45 kg/m2. Esto subraya,
una vez mas, que la obesidad humana es un sindrome con
expresiones fenotipicas heterogéneas que, muy probable-
mente, pueden ser el resultado de factores causales dis-
tintos y, en consecuencia, estar sujetos a mecanismos mo-
duladores no idénticos®, y podria explicar Ja elevada varia-
bilidad en los resultados e incluso la existencia de cierta
confusién cuando se estudian poblaciones heterogéneas de
individuos obesos no bien tipificadas.

A pesar de que no existen en la bibliograffa estudios longitu-
dinales en humanos que permitan establecer el papel del
TNFa como predictor del incremento ponderal, reciente-
mente Paolisso et al*® han apreciado una notable asociacion
negativa entre los valores plasmaticos de TNFo y la capta-
cion de glucosa mediada por la insulina en un grupo de pa-
cientes estudiados durante 12 meses, de lo que han con-
cluido que las concentraciones de TNFo predicen el
deterioro de 1a accion de la insulina con la edad. Los resul-
tados obtenidos por estos investigadores recalcan la impor-
tancia de efectuar mas estudios longitudinales en humanos
que puedan delimitar la trascendencia biologica del TNFa
en el control ponderal y su papel en la obesidad humana.

Factor de necrosis tumoral, actividad LPL adipocitaria
y obesidad

Algunos estudios han observado que la sobreexpresidn del
TNFo en el tejido adiposo y muscular de pacientes que pre-
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sentan obesidad y/o diabetes no se corresponde con un au-
mento plasmatico de esta citocina. Por ello, se ha indicado
que esta proteina ejerce solamente una accién local sobre
el propio tejido que la sintetiza, bien sea de forma directa o
indirectamente a través de la induccién de ofras sustancias
inhibidoras de la actividad LPL adipocitaria. .

En los pacientes que presentan un incremento de la expan-
sién del tejido adiposo, se ha apreciado una menor ex-
presion y sintesis de la LPL adipocitaria®, lo que contribuye
a una disminucioén de la cantidad de 4cidos grasos disponi-
bles para la posterior esterificacién y acumulacién en este
tejido. Muy probablemente esta disminucién de la actividad
de la LPL podria considerarse un mecanismo de defensa
del organismo para frenar el incremento ponderal. De he-
cho, se ha observado un aumento de la actividad de la LPL
durante la pérdida de peso de pacientes que presentan
obesidad®, El incremento de la tasa de lipdlisis® que se ha
detectado en pacientes con obesidad y que provoca la mo-
vilizacién de las reservas grasas, junto con, muy probable-
mente, una mayor oxidacién de estos sustratos energéticos
por los tejidos periféricos, podria considerarse también un
mecanismo que se opone a la expansién de las reservas
grasas corporales.

Relacion entre el factor de necrosis tumoral y Ia leptina

Varios estudios apoyan la hipétesis de que los valores de lep-
tina pueden estar modulados por la produccién de TNFo.
Por un lado, se ha observado que tras la administracion de
TNF a pacientes con tumores sdlidos se produce un incre-
mento de las concentraciones plasmaticas de leptina®, sin
que se hayan identificado hasta el momento los mecanis-
mos moleculares causantes de dicho efecto. Por otra parte,
estudios realizados in vitro sobre adipocitos incubados con
TNFa demuestran también un importante efecto sobre la
regulacién de la leptina. Sin embargo, Ia bibliografia ofrece
resultados contradictorios al respecto, ya que, mientras al-
gunos autores han observado que la administracion aguda
de TNFo provoca una notable estimulacion de la expresién
y la secrecidn de leptina al cabo de pocas horas!®, otros no
han apreciado este efecto a corto plazo, sino una importan-
te inhibicién de la produccion de esta sustancia a partir de
las 48 h101102 Sea cual sea la situacion que més se sjuste a
lo que ocurre in vivo, hemos de reconocer que la produc-
cion adipocitaria de leptina esta regulada por el TNFa. De
hecho, la significativa relacion que se observa entre los valo-
res plasmaéticos de leptina y de receptores solubles de
TNFa en pacientes que presentan obesidad apoyan dicha
hipotesis®.

Considerdndose, pues, la sobreexpresién de TNFo como un
posible mecanismo bioldgico de defensa para frenar la ex-
pansién Indefinida de las reservas grasas del organismo,
quedan todavia por esclarecer los factores que inducen este
incremento de su expresion en los pacientes obesos. Se ha
sugerido que el incremento del tamafio celular debido a
fa acumulacion de grasas podria actuar como inductor de la
regulacion génica del TNFe, al menos en el adipocito!®3,
También ciertas sustancias hormonales cuyos valores se
encuentran elevados en el plasma de pacientes obesos,
como la insulina, el IGF-1, fos glucocorticoides, o bien el in-
cremento de productos glucosilados séricos!™ se han apun-
tado como posibles moduladores de esta expresion. Es posi-
ble que las cifras de expresion adipocitaria de TNFa sean
susceptibles de ser moduladas a través de la dieta en fun-
cién de la proporcion de calorfas aportadas en forma de
grasa. Morin et al'%® observaron que las ratas Wistar que re-
cibieron dietas isoenergéticas con una mayor proporcion de

calorias lipidicas (el 45 respecto al 12%) presentaban una
mayor expresion de esta protefna en los adipocitos. La im-
portancia del contenido en grasas de una dieta sobre el de-
sarrollo y mantenimiento de la obesidad en humanos habia
sido descrita anteriormente en 1993, por Westerterp!0s,
quien encontré una relacion directa entre el porcentaje de
energfa ingerida en forma de grasas y la incidencia de obe-
sidad.

Los disefios y tipo de estudios realizados hasta el momento
que intentan implicar alguna sustancia o mecanismo en el
desarrollo de la obesidad presentan grandes inconvenien-
tes. Existe un nimero considerable de estudios realizados in
vitro que tratan de describir la regulacién y accién del TNFo
en las células. Sin embargo, resulta dificil, si no imposible,
extrapolar los resultados obtenidos con esta clase de estu-
dios al animal o ser humano en vida. Por otro lado, los es-
tudios in vivo que comparan obesos y controles (fanto- en
animales como en humanos) no permiten demostrar rela-
ciones de causalidad. Para entender la implicacion del
TNFe en el desarrollo de la obesidad o sus complicaciones
metabdlicas, es necesario llevar a cabo estudios con un di-
sefio longitudinal como hicieron hace unos afios Ravussin
et al'?’, Estos autores investigaron diferentes factores meta-
bélicos en una poblacién de indios Pima que fueron segui-
dos durante un periodo de diez afios. Los individuos que
presentaban al inicio del estudio un menor gasto energético
ajustado, un mayor cociente respiratorio (reflejo de una me-
nor oxidacién lipidica) o una menor sensibilidad a la.insuli-
na experimentaron un mayor incremento ponderal en los
afios de seguimiento, por lo que pudo considerarse a estos
factores como predictores de la ganancia ponderal!3.108-110,
El hecho de que el TNFo pueda intervenir y modular, ya
sea de forma directa o indirecta, los tres mecanismos ante-
riormente citados confiere una especial relevancia al estudio
de esta citocina en el conocimiento de la fisiopatologia de la
obesidad en humanos.

Los resultados obtenidos en estos estudios subrayan la im-
portancia de realizar estudios longitudinales en humanos
que puedan delimitar la trascendencia biologica del TNFa
en el control ponderal y su papel en la obesidad humana.
Asi mismo, dada la heterogeneidad tanto fenotipica como
de respuesta clinica que puede observarse en la poblacion
obesa, es preciso establecer unos criterios de caracteriza-
cién que respondan a las diferencias tanto de magnitud
como de distribucién de la grasa corporal, asi como de las
diversas alteraciones metabdlicas cominmente asociadas a
esta enfermedad, especialmente la presencia de resistencia
a la insulina.

En cualquier caso, todavia estamos lejos de poder estable-
cer una utilidad practica de la manipulacion farmacoldgica
del TNFo, en el tratamiento de la obesidad. Existen diversos
estudios realizados sobre modelos de caguexia animal en
los que la administracién de inhibidores de esta citocina
produce, al menos parcialmente, la reversién del proceso y
de alguna de las alteraciones metabdlicas asociadas. En hu-
manos, se ha intentado igualmente la inhibicion terapéutica
del TNFa en pacientes con caquexia asociada al sida o 2
procesos tumarales con el fin de mejorar su estado nutricio-
nal. Sin embargo, los resultados hasta el momento son poco
concluyentes y, mientras que algunos estudios demuestran
una significativa mejoria ponderal, otros no detectan efecto
alguno e incluso senalan algunos efectos adversos sobre el
estado inmunologico de estos pacientes. No existen en la
actualidad estudios en pacientes diabéticos a quienes se
administre un inhibidor de los efectos del TNFo. como trata-
miento clinico para la mejoria de la resistencia a la insulina.
La complejidad de la red de citocinas en la que se halla in-
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merso el TNFe, el efecto pleiotrdpico de esta proteina y su

- accion fundamentalmente autocrina o paracrina son facto-
" res que dificultan su uso sistémico en el tratamiento de las
' alteraciones del peso corporal,
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Abstract

Tumour necrosis factor-ou (TNF) is a pleiotropic

p75 (75 kDa). The human forms are known uas p6b0 and pSd

cytokine involved in many metabolic responses in both normal
and pathophysiological states. In spite of the fact that this
cytokine (also known as “cachectin’) has been related to many
of the metabolic abnormalities associated with cachexia, recent
studies suggest that TNF may also have a central role in obesity
modulating energy expenditure, fat deposition and insulin
resistance. This review deals with the role of TNF in the control
of fat mass and obesity.
© 1999 Federation of European Biochemical Societies.

Key words: TNF; Insulin resistance: Adipose tissuc: Obesity

1. Introduction

Obesity is a multifactorial syndrome representing one ol the
most important pathological states in Western countrics. It
therefore represents a highly expensive problem. This meta-
bolic state is associated with hypertension, atherosclerosis.
diabetes, cardiovascular problems and certain types of cancer.

Obesity is characterized by an increase in body fat stores
linked to a lack of control on food intake and/or energy ex-
penditure. Very recent experimental data have shown that fat
tissue plays a pivotal role in the control of its own mass.
Thus, adipose tissue is able to synthesize and rclease mole-
cules which are able to regulate food intake and energy cx-
penditure into the circulation, and therefore acts as an endo-
crine tissue. Among these compounds. leptin (the product of
the 0b gene) and tumour necrosis factor-a (TNF) might play a
very important role. The aim of the present review is to sum-
marize the experimental evidence involving TNF in human
obesity.

2. TNF as a pleiotropic cytokine

Tumour necrosis factor-a (TNF) is a pleiotropic tactor that
exerts a variety of effects. such as growth promotion, growth
inhibition, angiogenesis. cytotoxicity, inflammation. and im-
munomodulation [1]. This cytokine is synthesized mainly by
macrophages in response to invasive stimuli, as an active 26
kDa membrane-bound precursor that is cleaved proteolyti-
cally to a mature 17 kDa torm with the prosequence polypep-
tide remaining associated to the membranc [2]. The peptide is
bioactive as a 51 kDa trimer, which can be recognized by two
different receptors, TNFRI or p35 (55 kDa) and TNFR2 or

*Corresponding author. Fax: +34 934021559,
E-mail: argiles@porthos.bio.ub.es

respectively, due to their slightly higher molecular weight. All
these receptors are dimeric membrane-bound  glyeosylated

proteins preseat in the mujority of cellular types. In spite of

this. the proportion of the two receptors varies between the
different tissues. Interestingly. the affinity of the cytokine is
higher for TNFR1'[3] in spite of the high homology that both
receptors show in the extracellular domain. In addition to
binding TNF. other cytokines can also bind (o these recep-
tors. thereby conferring a high pleiotropic potential. Although
the exact biologicul functions of the two veceptors afe still not
fully understood. it has been suggested that TNFRI plays an
important role in both the pro-inflammatory and cvtotoxic
responses [4]. while the other receptor may act simply modu-
lating the response generated by TNFRI [5]. Due to its high
aftinity for its receptors, TNF can cither act in an autocrine or
paracrine way at low concentrations or in an endocrine fush-
ion when it is released in high concentrations.

In addition to the membrane-bound receptors, soluble
forms of the two receptors (corresponding to the extracellular
domains and gencrated by proteolysis) are found in healthy
individuals [6.7]. and show a higher degree of affinity for the
cytokine than the corresponding bound forms. When TNF is
bound to these soluble receptors. it can no longer interact
with the membranc forms and, therefore. it has been specu-
lated that the presence of the soluble forms may constitute a
way of regulating TNF actions [8]. Highly clevated concen-
trations of the soluble receptors are found in the course of
AIDS [9], endotoxinemia [10] or cancer [11], which suggests a
regulatory mechanism to counteract TNF production. Inter-
estingly, Hotamisligil et al. [12] have shown that TNFR2 is
overexpressed in adipose tissue of obese humans (with a
strong correlation with BMI. hyperinsulinaemia and TNF
mRNA levels in adipose tissue) and that the levels of the
soluble receptor (sSTNFR2) are elevated six-fold in the obese
subjects as compared with the healthy controls. Conversely.
the same authors report no change for the TNFRI mRNA
levels or circulating levels in the same group of patients. These
results suggest that TNFR2 may play a role in obesity by
modulating the actions of TNF. In addition. recent data
show that TNF is also synthesized in non-immune cells such
as muscle or adipose cells {13-15}.

3. TNF induces important metabolic changes

In adipose tissue. TNF inhibits lipoprotein lipase synthesis
[16] as well as the synthesis of acetyl-CoA carboxylase [17}.
fatty acid synthase [18], fatty acid-binding protein and glycer-
ol phosphate dehydrogenase [19), all these enzymes being in-
volved in fat synthesis. This cytokine also stimulates triacyl-

0014-5793/99/7320.00 ¢ 1999 Federation of European Biochemical Societies. All rights reserved.
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glveerol degradation in the adipoeyte by activating the hor-
mone-sensitive lipase [18]. Partly as a resuft of these metabolic
changes in adipose tissue and partly because it stimulates liver
lipogenesis {20] and hepatic VLDL production [21]. TNF
causes a severe hypertriglveeridacmia, The high levels of the
cytokine found in cancer [22] and chronic infection. AIDS in
particular [23], could be reluted to the hypertriglyceridacmia
present in these patients.

Concerning curbohydrate metabolism. the results obtained
with experimental models are somewhat conflicting. Tt was
first deseribed that the cytokine increused glucose turnover
and utilization in peripheral tissues in vivo [24]. However.
TNF did not stimulate glucose utilization by rat epitrochlearis
muscle in vitro [25]. Similarly, glucose utilization was not in-
creased by TNF in isolated spleen cells or alveolar macro-
phages [25], suggesting that its action in vivo may not be
direct. Later in vitro studies seem to indicate that TNF causes
a decrease of insulin-induced glucose uptake in isolated cells
due to a decreasc in glucose (GLUT4) transporters [26). How-
ever, no such evidence has been found in vivo.

4. TNF and insulin resistance

Pathological situations associated with a high TNF produc-
tion show a state of peripheral insulin resistance. Among
them, endotoxemia. cancer and trauma arc normally associ-
ated with increases in circulating TNF and peripheral insulin
resistance. Thus, the gencral clinical impression is that the
insulin dose for diabetic patients must be increased if infection
is present, thus suggesting an additional impairment to insulin
resistance [27] (Fig. 1). Lang and Dobrescu [28], using an
cuglycemic clamp in scptic rats (induced by injection of live
E. coli), found that the septic state induced peripheral insulin
resistance, It is well known that during infection there is a
stimulation of macrophage TNF production by means of ei-
ther LPS or other endotoxins released by the infecting agent.
In addition, chronic administration of TNF to rats induces

systemic insulin resistance [29]. Clinical administration of

TNF to healthy humans has been reported as reducing insulin
sensitivity by inducing hyperglycemia without lowering insulin
levels [30].

Thus, since NIDDM is characterized by profound insulin
resistance, TNF could also be responsible for this pathological
state. Measurement of gene expression and protein levels for
the cytokine in type II diabetic paticnts has confirmed this

hypothesis [13.14]. In addition, an elevated expression of

TNF was implicated in animal models of obesity and in the
insulin-resistant diabetes mellitus which accompanies the dis-
order. In four models of obesity and insulin-resistant diabetes
(the fulfa obese Zucker rat, the ohfoh obese mice. the tubltub

obese mice and the dhldh obese diabetic mice). expression of

TNF mRNA in adipose tissue was induced. with correspond-
ing elevation of TNF protein both locally and systemically
[31]. Interestingly, in vitro studies using tully differentiated
3T3-L! adipocytes have shown that when the cells are ex-
posed to TNF they became msulin-resistant since insulin is
not able to stimulate hexosc transport [26]. This appears to

be a consequence of a down-regulation in the expression of

GLUT4, the insulin-stimulable glucose transporter. This ob-
servation may cxplain why in the same kind of cells, incorpo-
ration of glucose into lipids is diminished after incubation
with supernatants of activated macrophages [18]. The same
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Fig. |. Impairment of insulin action by TNF. TNF generates a state
of mwultiple insulin resistance (liver. udipose. skeletal muscle) basi-
cally by decreasing insulin receptor (IR) and [RS phosphoryiation
and therefore the insulin signalling cascade. The resulls are chunges
in GLUTY expression and the relevant metabolic alterations, such
as an increase in lipolytic rate or a decrease in LPL in adipose tis-
sue or a decrease in amino acid transport in skeletal muscle.

authors reported that long-term treatment of 3T3-F442A adi-
pocytes with TNF led to down-regulation of the GLUT4
mRNA. and although no similar results have yet been re-
ported in humans, their results suggest that the cytokine could
be a key mediator of abnormal gene expression in obesity
diabetes syndromes and could affect glucose homeostasis. In
the same study, in vivo administration of the human TNF
soluble receptor partially reversed the resistance to glucose-
stimulated glucose uptake, thus suggesting that TNF could be
one of the mediators of insulin resistance in several experi-
mental obesity models [32]. Kern et al. [13] have reported an
elevated expression of the TNF gene in the adipose tissue of
obese subjects, with a high correlation existing between the
levels of TNF mRNA, the body mass index and the circulat-
ing insulin levels. In the same study, however, there was no
correlation found when the patients had a BMI above 45 kg/
m?. This discrepancy illustrates the complexity of the ethiol-
ogy of the obesity syndrome in humans which can only be
fully understood by integrating different modulatory mecha-
nisms. Most interestingly, Saghizadeh et al. [15] have found
that the TNF gene is also overexpressed in skeletal muscle in
diabetic subjects. which further supports the role of the cyto-
kinc in the induction of a generalized state of insulin resist-
ance.
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Considerable attention is now being focused on the mech-
anism by which TNF induces resistance in the cascade ol
insulin signal transduction. the mechanism for tissue-specific
overexpression in the obese adipocyte. and the possibility that
interference with the pathway could be a new therapeutic
approach to abrogate insulin resistance and thereby obesity-
induced diabetes. Holmann et al. [33] have shown an over-
expression of TNF mRNA and TNF receptors mRNA in
adipose tissue and muscle from a mouse model of non-insu-
lin-dependent diabetes mellitus, the obese KKAY mice, They
also observed that the clevated expression of TNF mRNA can
be partially reduced by oral administration of an insulin-sen-
sitizing drug, Hotamisligil et al. [34] have shown that TNF has
the ability to deercase the tyrosine kinase activity of the in-
sulin receptor (IR). Treatment of cultured murine adipocytes
with TNF was shown to induce scrine phosphorylation of
insulin receptor substrate-1 (IRS-1) and convert IRS-1 into
an inhibitor of the insulin receptor tyrosine kinasce in vitro,
thus indicating that TNF induces insulin resistance through
an uncxpected action of IRS-1 attenuating insulin receptor
signalling. Similar results were obtained with other cellular

types such as hepatocytes [35,36], adipocytes [34.37], muscle -

cells [38] and fibroblasts [39.40]. It may thus be suggested that
TNF expression is involved in a physiological loop, perhaps
related to a limitation of obesity at the expense of promoting
insulin resistance [41].

In spite of the experimental data, clinical observations
based on blocking TNF action to counteract insulin resistance
do not support the efficacy of this type of treatment., Thus
Ofei ct al. [42], after treating obese NIDDM patients with a
monoclonal TNF antibody concluded that there was no re-
versal of insulin sensitivity or glycaemic control.

5. Has TNF a role in the control of adipose tissue mass?

In addition to the fact that both adipose and muscle tissue
from either obese or diabetic subjects overexpress the TNF
gene, the circulating levels of the cytokine are also corre-
spondingly elevated, thus suggesting that the action of the
cytokine is not just limited to the tissue where it is produced
[43-46]. Indeed, TNF may act as a local signal regulating, in
addition to insulin resistance, fat accumulation either directly
by means of modulating the expression and synthesis of key
enzymes in lipid accretion such as LPL [16] or hormone-sen-
sitive lipase [18] or, indirectly, by controlling the rate of leptin
secretion [47]. This molecule has been shown to have impor-
tant effects on lipid metabolism in the adipocyte [48].

The etiology of human adiposity is complex and multifac-
torial and. on the basis of twin studies, is thought to have a
strong genetic component. Genetic studies using sibling pair
analysis have shown a linkage between a marker near the
TNF locus and body fat content in Pima Indians (49].

But, what is the mechanisin that activates adipocyte TNF
mRNA synthesis during obesity? Bearing in mind that the
TNF is in fact a counteracting molecule that will act to limit
obesity, the adipocyte size could be involved. Other hormonal
factors (elevated in the serum of obese patients) are the levels
of insulin. IGF-1, glucocorticoids or other glucose-modified
proteins [50] and could indeed have a role. Very recently,
Morin et al. [51] have shown that diet fat content may influ-
ence the levels of TNF mRNA in adipocytes. Indeed, Wistar
rats receiving isoenergetic diets but with a higher fat content

(3% vs. 12% in controls) showed a higher TNF gene expres-
sion in adipose tissue. Tt is worth mentioning here that West-
erterp [32] found a direet correfation between fat intake and
obesity influence in human subjects. therefore reinforcing o
possible role for ingested fat in modulating fat accumulation
in adiposc tissue.

A very elegant approuach to clucidating the role of TNF in
obesity consisted ol generating obesity (either induced by diet
or by crossing the mice with obfoh antmals) in TNF-delicient
mice. Thus. Uysal ot al. [33] generated obese mice with g
targeted null mutation in the gene encoding TNF and also
those encoding for the two TNF reeeptors. TNF-delicient
mice show a lower body weight and fat accumulation than
the wild-type. The absence of TNF resulted in significantly
improved insulin sensitivity in both diet-induced obese mice
and the ones related to the oh/oh model of obesity. These
results clearly indicate that TNF is an important mediator
of insulin resistance through its effects on several important
sites of insulin action. Similarly Ventre ct al. [34], also using
mice lacking TNF. concluded that the cytokine was involved
in the insulin sensitivity present in an hyperphagic model of
rodent obesity.

To understand the implication of TNF in obesity in hu-
mans, studies with a longitudinal design become necessary
where subjects with a low energy expenditure, o higher respi-
ratory quotient (indicating a lower lipid oxidation) or a lower
insulin sensitivity are followed for a long period of at least 10
years in a similar fashion to the studies carried out with the
Pima Indians [55). The fact that TNF may interfere in cither
of these three factors seems very attractive and therefore this
type of study could serve to definitely conclude that TNF is
involved in the control of body weight in human populations.
both in health and discase, in this casc, obesity.

6. Concluding remarks: TNF and leptin?

In conclusion, insulin resistance, associated with human
obesity, is basically due to both a decrease in the levels of
insulin-responsive glucose transporters and a decrease in the
signal transduction associated with the binding of insulin to
its receptors. It could be speculated that the generation of
insulin resistance represents a mechanism to counteract the
expansion of body fat [56] and thercfore limits obesity. TNF
seems to have a main role in activating this mechanism. How-
ever, TNF cannot be considered as the sole mediator or
“adipostat™ involved in the regulation of adipose mass (Fig.
2). The relatively ancient concept of the “"adipostat™ refers to
the fact that the size of the body fat depot is sensed by the
central nervous system through a product of fat metabolism
circulating in the blood and affecting energy balance by inter-
acting with the hypothalamus {57]. Many mediators have been
proposed as carrying out this important function [58]. How-
ever. it has not been until recently that the discovery of leptin
[59] caused a complete revolution in the field of body weight
control. Indeed the product of the ob gene is a protein of 16
kDa synthesized in adipose tissue and secreted into the blood-
stream. The molecule travels to the brain where it can act as a
ponderostat or adipostat signal informing the brain of the
adipose tissue mass, its main action resulting in the loss of
appetite. Actually, the word leptin comes from the Greek
“leptos™ which means thin. The ob/oh mice have a defect in
the production of this protein, resulting in hyperphagia and.
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Fig. 2. Mechanisms involved in the regulation of body lat by TNF.
TNF exerts multiple elfects at dilferent sites. [t may influence food
intake (either through leptin or IL-1) and thermogenesis both in
BAT and skeletal muscle, therefore counteracting fat expansion.
Similarly, it modulates LPL and hormone-sensitive lipase activities
in adipose lissue. decreasing fat accumulation. On the other hand. it
generates a state of multiple insulin resistance (liver. adipose. skele-
tal muscle) basically by decreusing the expression ol GLUT4 wans-
porters and by decreasing IRS phosphorylation and therefore the in-
sulin - signalling  cascade. The insulin  resistance  status  also
contributes to the regulation ol the adipose mass.
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consequently. obesity. In other experimental models, such as
the farty rat, the production of the compound is normal but
there secems to be a defect in the brain receptor [60], whose
amino acid sequence indicates that it is similar to those found
in class I cytokine receptor family [61]. In humans. leptin
levels and production are correlated with fat mass and adipo-
cyte size [62]: however, morbid obesity involves a certain de-
gree of leptin resistance. and leptin levels do not correlate with
BMI [63]. as well as they do with other obesc patients. Feed-
ing a high-fat dict results in an increase in leptin production:
conversely. weight decrcase results in lower leptin levels [64].
In addition, leptin production is also under hormonal control,
insulin having a key role in its production. It scems that
hyperinsulinaemic-cuglycaemic clamp in rats results in an in-
crease in leptin mRNA in adipose tissue [65]. In addition.
insulin causes an increase in leptin mRNA in cultured adipo-
cytes, indicating a direct effect of the hormone on adipocyte
leptin synthesis [66]. Similar actions on leptin expression are
induced by glucocorticoids [67]. -

Taking TNF into consideration, we find very similar trends
to those obscrved with leptin. First. it is expressed and se-
creted by adipose tissue and can influence thermogenesis
and indirectly, possibly either via IL-l1 or leptin [68], food
intake. On the other hand. TNF has a direct (possibly para-
crine) function in adipose tissue where it limits mass by stim-
ulating lipolysis and decreasing LPL activity. We now know
that leptin could have a similar function on lipid metabolism
in adipose tissue [69]. TNF can also travel to the brain and
influence hypothalamic function. One problem confronting
such a hypothesis is the presence of the blood-brain barrier.
However, a number of peripheral peptides, including angio-
tensin 1L, can rapidly affect the hypothalamus through nerve
cells in the region of the circumventricular organs that lie
outside the blood-brain barrier {70]. Alternatively. signals
could be brought to the hypothalamus through nerve cells
in the region of vagal afferent axons. Indeed, the intracraneal
administration of cytokines results in a more effective stimu-
lation of thermogenesis [71]. TNF thus exerts central actions
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which are complementary to the peripheral effects on tissucs,
In additdon. TNF administration results in an incrcase in cir-
culating leptin concentrations [68].

If TNF is a central adipostatic molecule involved in fat
mass and body weight control. what happens during obesity?
Firstly. there is an overexpression of the cytokine., which iy
aimed at stopping the hypertrophy of the tissue. The para-
crine TNF action is thus aimed to decrease LPL activity and
increase lipolysis at the same time as it generates insulin re-
sistance (interfering with the entry of glucose into the cells)
which further hampers the enlargement of the adipose tissue.
Sccondly, in obesity one should talk about a certain “TNF
resistance”™ since the TNF which is released from adipose
tissue does not seem to have a very important effect on the
control of thermogenesis and food intake. Interestingly, Das-
combe et al. {72} have demonstrated that genetically obese rats
are not affected to the same extent (in terms of food intake
decrease and increased BAT thermogenesis) as lean ones after.
intracraneal injections of the cytokine.

Finally. it has to be tuken into consideration that it is not
being suggested here that TNF is the sole adipostat; to the
contrary. it is being postulated that the control of the [at mass
is accomplished by different molecules (which signal to the
brain tat mass). Among these molecules involved in the adi-
postatic function. TNF and leptin have fundamental roles, the
former dircctly by influencing lipid metabolism and the later
probably only by being a satiation factor and an insulin-coun-
terregulatory hormone.
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