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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares se desarrollan como consecuencia de la
interaccion entre factores genéticos y ambientales. Los factores de riesgo
cardiovascular son una serie de condiciones que favorecen la aparicion de
eventos cardiovasculares, e incluyen la obesidad, la diabetes, la dislipemia y la
edad entre otros. En los ultimos afos, la investigacion de los mecanismos
responsables del desarrollo de enfermedad cardiovascular ha tenido como
importante objeto de estudio el tejido adiposo, ya que ademas de jugar un
papel crucial en la regulacidon de la homeostasis energética, ha demostrado
actuar como un potente drgano endocrino, y ser una fuente de células madre
mesenquimales adultas (ASC). Se trata de células multipotentes, de facil
obtencién, con propiedades inmunomoduladoras y con la capacidad de
diferenciarse a multiples linajes celulares. Por estas caracteristicas, las ASC se
consideran un candidato ideal para su uso en terapia celular y son objeto de
numerosos estudios en medicina regenerativa. Sin embargo, es poco conocido
el papel que juegan las ASC en el desarrollo de la patologia cardiovascular, vy el
impacto que los factores de riesgo tienen sobre su funcionalidad.

En esta tesis hemos analizado las propiedades fenotipicas y funcionales de las
ASC de distintas localizaciones adiposas en un modelo animal con acumulacién
de factores de riesgo. Hemos detectado diferencias intrinsecas de las ASC
residentes en los distintos depdsitos de grasa, relacionadas con su potencial de
diferenciacidn, que se ven incrementadas en una situacién patolégica. Estas
diferencias en las ASC ayudan a explicar la menor capacidad de expansion del
tejido adiposo visceral y su consecuente mayor riesgo metabdlico. Por otro
lado, hemos demostrado que la presencia de factores de riesgo cardiovascular
tiene un impacto negativo en las propiedades angiogénicas de las ASC
subcutdneas y epicdrdicas. Esta disminucion de la capacidad para estimular la
formacidon de vasos limita el uso autdlogo de estas células para tratar
enfermedades de cardcter isquémico, pero también podria ser una de las
causas de los problemas vasculares asociados a importantes factores de riesgo
cardiovascular. Hemos identificado la via de sefnalizacién Notch, en todos los
casos, como un mecanismo clave en la regulacion del potencial de
diferenciacidn de las ASC, mediante el cual las modificaciones patoldgicas
producidas por la acumulacién de factores de riesgo cardiovascular, tienen un
impacto sobre la funcionalidad de las ASC de las distintas localizaciones
adiposas. Adicionalmente, hemos observado que el trasplante de médula ésea
de donantes con factores de riesgo cardiovascular incrementa el fenotipo pro-

XXIX



RESUMEN

aterogénico en receptores sanos, lo que podria explicar el elevado riesgo
cardiovascular de pacientes sometidos a este procedimiento. Finalmente, en
esta tesis se han descrito por primera vez las caracteristicas fenotipicas y
funcionales de las ASC derivadas de tejido adiposo perivascular coronario
humano. Se ha observado una comunicacién activa entre las ASC y las células
musculares lisas, en un proceso mediado por la expresion de Tissue factor (TF)
en las ASC. Este hallazgo, junto con la observacién de altos niveles de expresion
de TF en las ASC de pacientes con una elevada acumulacidon de factores de
riesgo cardiovascular, abre un nuevo enfoque en la investigacidon sobre los
procesos angiogénicos que se desarrollan en torno a la placa aterosclerética en
las arterias coronarias. Por tanto, los resultados de esta tesis demuestran que
los factores de riesgo cardiovascular regulan las propiedades funcionales de las
ASC de distintas localizaciones adiposas, y que dicho efecto estda mediado en
parte por la alteracidn de la via de sefializacién Notch. El efecto de los factores
de riesgo cardiovascular sobre las ASC reduce el potencial de las mismas para la
reparacion espontanea de tejidos dafiados y para su posible uso en terapia
celular autéloga.
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1. LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Las enfermedades cardiovasculares son un conjunto heterogéneo de trastornos
que pueden afectar a los vasos sanguineos y/o al corazén. Estas incluyen la
cardiopatia isquémica coronaria (también conocida como enfermedad arterial
coronaria), el ictus, el aneurisma adrtico, las arteriopatias periféricas, las
cardiopatias congénitas, y la trombosis venosa profunda entre otras.

1.1 Epidemiologia de las enfermedades cardiovasculares

Actualmente las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa
de muerte entre la poblacién mundial segun datos de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS)'. Se calcula que en 2012 murieron por esta causa 17,5
millones de personas, lo cual representa un 31% de todas las muertes
registradas en el mundo. Los ultimos datos publicados por el Instituto Nacional
de Estadistica muestran una tendencia muy similar a nivel del territorio
espanol, donde las enfermedades cardiovasculares causaron un total de
234.786 defunciones en 2014, un 30% del total (Figura 1).

Causas de muerte en Espaiia 2014

® Enfermedades cardiovasculares

M Cancer

m Enfermedades del sistema respiratorio

m Enfermedades del sistema nervioso

H Enfermedades del sistema digestivo

M Trastornos mentales

m Causas externas

M Diabetes
Enfermedadesinfecciosas

B Otras enfermedades endocrinasy metabdlicas

m Enfermedades hematopoyéticase inmunes
Otras causas

1%

Figura 1. Causas de muerte en Espafia durante el afio 2014. Gréfico elaborado a partir de los
datos publicados por el Instituto Nacional de Estadistica (INE)?

Entre las enfermedades cardiovasculares, la enfermedad cardiaca isquémica
(causada principalmente por la obstruccion de las arterias coronarias) es la que
provoca el mayor nimero de muertes entre hombres y mujeres, pero también
representa la disparidad mas grande en el tipo de enfermedad cardiaca entre
los sexos. A pesar de los esfuerzos dedicados a la investigacion y la prevencion
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clinica, se prevé que el nimero de muertes por esta causa seguira en aumento,
por lo menos hasta 2030°.

1.2 Aterosclerosis

La aterosclerosis es una patologia compleja de la pared vascular, caracterizada
por la deposicidon de lipidos y otros componentes sanguineos dentro de la
pared arterial, cuyo engrosamiento puede provocar estenosis o trombosis
causando eventos isquémicos distales. Se trata de un proceso inflamatorio
créonico que comienza a desarrollarse en edades tempranas de forma
asintomatica y avanza gradualmente durante la edad adulta. Sus principales
manifestaciones clinicas son la cardiopatia isquémica, el accidente
cerebrovascular y la arteriopatia periférica, que se presentan en etapas
avanzadas de la enfermedad como consecuencia de la erosién o la ruptura de
las lesiones ateroscleréticas®’. La composicion de la placa aterosclerdtica, mas
gue su tamafio (grado de estenosis), se considera como el mayor determinante
del desarrollo de estos sindromes agudos mediados por trombosis. De hecho,
observaciones clinicas y patoldgicas indican que las placas con alto contenido
en lipidos son mas vulnerables y trombogénicas que las placas ricas en
colageno, las cuales han demostrado ser mas estables®.

1.2.1 Estructura de la pared arterial

El sistema vascular estd formado por arterias, venas, arteriolas, vénulas y
capilares que difieren entre si por su dimensién, morfologia y funcién. La pared
vascular es un érgano activo y flexible capaz de adaptarse y reorganizarse en
respuesta a estimulos fisiolégicos o patoldgicos y estd compuesta por tres
capas concéntricas (Figura 2):

e [ntima: Es la capa interna del vaso y estd formada por una monocapa de
células endoteliales orientadas longitudinalmente en la direccidn del flujo
sanguineo (endotelio) y una matriz compuesta basicamente por
proteoglicanos y colageno (subendotelio).

o Media: Esta formada por células musculares lisas (VSMC, del inglés vascular
smooth muscle cells), encargadas de mantener el tono vascular, dispuestas
de forma circular o helicoidal con respecto al eje del vaso y por matriz
extracelular formada fundamentalmente por coldgeno y elastina. Esta capa
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estd separada de la intima por la [ldmina elastica interna y exteriormente por
la ldmina elastica externa.

e Adventicia: Es la capa externa y su grosor depende tanto del tipo de vaso
como de su localizacién. Esta formada por tejido conjuntivo, fibroblastos,
fibras elasticas y fibras de colageno y por ella discurre una red de vasos de
muy pequeiio calibre llamada vasa vasorum, que penetra ocasionalmente
en la media para aportar nutrientes a las VSMC que la componen. Ademas,
esta capa aporta estabilidad a la pared vascular conectando el vaso con los
tejidos circundantes y parece estar relacionada con el metabolismo de la
pared vascular’.

intima

Ldmina elasticainterna

Media

Lamina eldstica extema

Adventicia

Tejido adiposo perivascular

Figura 2. Estructura de la pared arterial. Del interior hacia el exterior del vaso encontramos la
capa (o tunica) intima, lamina eldstica interna, capa media, ldmina elastica media y capa
adventicia. La mayoria de arterias estan rodeadas por una capa de grasa o tejido adiposo
perivascular.

1.2.2 Desarrollo de la lesion aterosclerotica

Las lesiones ateroscleréticas afectan practicamente a todos los territorios
arteriales vasculares, desarrollandose principalmente en las arterias de
mediano (coronarias) y gran calibre (aorta, carétida e iliofemoral)’?, en aquellas
zonas donde se observan perturbaciones del flujo sanguineo y donde las células
endoteliales que componen la intima son sometidas a esfuerzos de cizalla como
ocurre en las curvaturas, las ramificaciones y las bifurcaciones*®°.

Las causas y procesos mediante los cuales se desarrollan las lesiones
aterosclerdticas alin no han sido determinados. Actualmente, se considera que
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el evento que desencadena la formacion de la lesion aterosclerdtica es un daino
a nivel endotelial provocado tanto por factores locales (hemodinamicos) como
sistémicos (factores de riesgo cardiovascular como hipercolesterolemia,
hipertension, tabaquismo, etc.). Como consecuencia se induce una disfuncién
del endotelio, que conlleva un aumento en la permeabilidad de la capa
endotelial y una elevada adhesién de leucocitos (mayoritariamente monocitos
y linfocitos T), mediada por integrinas y selectinas que quedan expuestas en la
superficie de las células endoteliales activadas'® (Figura 3).

Los leucocitos adheridos al endotelio transmigran al espacio subendotelial,
donde se diferencian en macréfagos y captan una cantidad elevada de
moléculas de colesterol y ésteres de colesterol, provenientes de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) que han difundido por el endotelio disfuncional, y se
transforman en células espumosas, uno de los componentes celulares
caracteristicos en la lesidn aterosclerdtica'’. La activacion de macréfagos y
linfocitos T por los estimulos inflamatorios continuos desencadena la liberacion
de enzimas hidroliticas, citoquinas y factores de crecimiento que pueden
lesionar el endotelio adyacente y provocar dareas focalmente denudadas,
encontrdndose a menudo plaquetas adheridas al tejido subendotelial expuesto
sobre las placas maduras™. A su vez, plaquetas y microtrombos contribuyen al
crecimiento de la placa mediante la estimulacién de células adyacentes del
interior de la placa y/o su incorporacion a la lesion.

Las células endoteliales activadas, las plaquetas y los macréfagos, liberan
factores de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) y el
factor de crecimiento transformante B (TGF-B) que poseen propiedades
guimiotacticas y mitogénicas, por lo que probablemente son decisivos para la
evolucién de la placa. De este modo, la liberacidn de citoquinas y factores de
crecimiento induce una transformacion de las VSMC de la capa media
adquiriendo un fenotipo "sintético", confiriéndoles una mayor actividad
funcional (capacidad de migrar, dividirse y sintetizar proteinas de la matriz
extracelular como coldgeno, proteoglucanos y elastina) y provocando su
migracion hacia la capa intima y la subsiguiente proliferacién®®. Todo esto
conlleva a un mayor engrosamiento de la intima y a una reduccién de la luz
arterial (flujo sanguineo), lo que deriva en sintomatologia de angina estable. Las
VSMC con fenotipo sintético invaden la lesidn y forman la capa fibrosa de la
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placa aterosclerdtica. Ademas, estas VSMC captan a su vez LDL modificadas y se
transforman también en células espumosas (Figura 3).

entrada de
leucocitos

Adhesiony
Activacién agregacion
de células T  de plaquetas

de
de VSMC ¢4|, espumosas

Permeabilidad Migracion  Adhesion  Adhesion de Migracion Formacion
endotelial de leucocitos endotelial  leucocitos

/ Hemorragia por
Acumulacion de Formacion del Formacion de Ruptura Adelgazamiento ruptura de
macréfagos nticleo necrético la capa fibrosa de la placa de la capa fibrosa microvasos

Figura 3. Desarrollo de la placa aterosclerética. A) La disfuncidn endotelial provoca un aumento
de la permeabilidad favoreciendo la entrada de LDL y aumentando la expresidn de moléculas de
adhesion que favorecen la fijacion de leucocitos al endotelio. B) Las LDL internalizadas sufren
modificaciones que favorecen el reclutamiento de mas células inflamatorias, la diferenciacién de
monocitos a macrofagos y la internalizacion de grandes cantidades de lipidos por los macréfagos,
dando lugar a células espumosas. El dafio endotelial persistente provoca la acumulacion de
plaguetas que junto con las células inflamatorias y endoteliales, secretan factores de crecimiento
que estimulan la migracién y proliferacion de las células musculares lisas (VSMC). C) La
proliferacion y migracion de VSMC contribuye a la formacidon de la capa fibrosa. Las células
espumosas, sobresaturadas de grasa, mueren liberando depdsitos lipidicos que inducen la
formacién del nicleo necroético. D) La ruptura de la capa fibrosa puede dar lugar rapidamente a la
trombosis, y normalmente ocurre en las zonas de lesion avanzada donde esta capa se ha hecho
mas fina. La secrecion de factores angiogénicos por las células endoteliales, musculares e
inflamatorias conduce a la formaciéon de microvasos que favorecen la inflamacién en la placa,
incrementando el tamafio de la lesidn. Las enzimas proteoliticas secretadas por células
endoteliales adelgazan la cubierta fibrosa, favoreciendo su ruptura. Asi, se facilita la aparicién de
hemorragias intraplaca y la exposicién del contenido trombogénico al lumen de la arteria, dando
lugar a isquemia o necrosis. Figura adaptada de Ross R., 1999 n
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La presencia de factores angiogénicos secretados por las células de la placa
favorece a su vez la neogénesis de microvasos en su interior. Aunque la
regulacion de este proceso es todavia poco conocido, se ha descrito que estos
microvasos contribuyen al crecimiento e inestabilidad de la placa
aterosclerdtica. Por un lado, favorecen la llegada de células inflamatorias, y por
otro lado, la ruptura de pequefios vasos inestables puede dar lugar a
hemorragias internas, que constituyen un estimulo para el avance de Ia
enfermedad a la vez que confieren mayor vulnerabilidad de la placa
aterosclerética a la rotura™.

Las principales complicaciones de la aterosclerosis son aquellas derivadas de la
formacién de un trombo oclusivo, lo cual puede ocurrir como consecuencia de
la ruptura o erosion de la placa. El riesgo de ruptura de la placa aterosclerdtica
depende principalmente de su composicion y vulnerabilidad mas que del grado
de estenosis que provoca. Asi, las lesiones estables son aquellas que presentan
un bajo contenido de lipidos y cubiertas fibrosas gruesas y uniformes que las
hacen resistentes a la ruptura En cambio, las placas mas vulnerables a la
ruptura son aquellas que tienen cubiertas fibrosas finas, con un numero
elevado de células inflamatorias y un nucleo excéntrico rico en lipidos.

1.3 Angiogenesis en la enfermedad cardiovascular

La vasculogénesis y la angiogenesis son los procesos responsables del
desarrollo del sistema circulatorio, la primera unidad funcional del embridn en
desarrollo. La vasculogénesis requiere el reclutamiento de células
madre/progenitoras endoteliales, mientras que la angiogénesis es un proceso
mediante el cual se generan nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes, y que involucra una gran variedad de factores de crecimiento, asi
como la participacion de varios tipos celulares. La formacién de nuevo
endotelio se da tanto por la migracidn y proliferacién de las células endoteliales
adyacentes, como de células circulantes progenitoras que pueden haber sido
movilizadas desde la médula dsea, o bien ser residentes en el tejido vascular. A
medida que la vasculatura madura, los cambios en el flujo sanguineo, la
demanda metabdlica, y la secreciéon de factores de crecimiento inducen el
remodelado vascular y un redisefio de la red de vasos sanguineos. Durante la
formacidn de un vaso se inicia la secrecidon de matriz extracelular por las células
endoteliales y las células estromales a su alrededor, seguida por el
reclutamiento de pericitos y VSMC para aportar estabilidad®.
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En el adulto, la angiogénesis ocurre durante el crecimiento esquelético, el ciclo
menstrual y el embarazo, pero también estd involucrada en la curacién de
heridas y la reparacién del dafo tisular por isquemia, donde Ia
revascularizacién puede mejorar el flujo sanguineo en zonas donde éste se ha
visto comprometido por la oclusidn parcial o total de una o varias arterias. En
estos casos, se desarrollan vasos sanguineos colaterales que irrigan los tejidos
isquémicos, de forma enddgena o en respuesta a la administracién de factores
de crecimiento. Se trata por tanto de un proceso de vital importancia para la
formacidn del sistema vascular y la reparacion tisular. Por ese motivo, la terapia
angiogénica es una de las mas prometedoras en el tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares y, en especial, de las enfermedades isquémicas
coronarias como el infarto de miocardio.

Sin embargo, a pesar de la importancia de la formacién de nuevos vasos, un
desequilibrio en los procesos angiogénicos puede contribuir también al
desarrollo o complicacion de una patologia. Son conocidos los efectos
deletéreos de la angiogénesis en la retinopatia diabética, la artritis, y mas
notablemente en el crecimiento de tumores y la metastasis. La angiogénesis
patoldgica y la fisioldgica comparten la mayoria de procesos y caracteristicas,
en ambas situaciones, una cascada de funciones celulares altamente
coordinadas dirige la formacién de nuevos vasos sanguineos en respuesta a una
demanda creciente de oxigeno y nutrientes. La principal diferencia entre estos
dos procesos es que la angiogénesis patoldgica no suele alcanzar una correcta
resolucidon en el establecimiento de una perfusién vascular, creando vasos
inestables y hemorragicos'®. Esto tiene consecuencias especialmente nocivas
en el interior y alrededores de la placa aterosclerdtica. Investigaciones
recientes apuntan a que una elevada densidad de nuevos capilares sanguineos
en el interior de la placa y la inflamacién en la intima de la pared vascular estan
asociadas al desarrollo de placas inestables en las lesiones arteriales, a
hemorragias internas y a un elevado nimero de episodios trombéticos*’ ™.

Por lo tanto, la angiogénesis participa de forma beneficiosa en la reparacion
endogena de drganos afectados por eventos cardiovasculares, pero también
puede participar del desarrollo de la enfermedad cardiovascular,
particularmente en el avance y la complicacidn de las lesiones aterosclerdticas.
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2. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR

Las enfermedades cardiovasculares se consideran  enfermedades
multifactoriales, dindmicas y progresivas que se desarrollan como consecuencia
de la interaccion entre factores genéticos y ambientales. Grandes estudios
prospectivos de cohorte, como el Framingham Heart Study, han detectado una
serie de condiciones que favorecen la aparicidn de eventos cardiovasculares® y
gue permiten estratificar a los pacientes estimando su probabilidad de
desarrollar enfermedad cardiovascular dentro de un tiempo determinado. Esta
serie de condiciones son conocidas como factores de riesgo cardiovascular
(FRCV). La deteccién de FRCV en los pacientes se ha convertido en una
herramienta clinica fundamental ya que, por un lado, la modificacién de estos
puede evitar o retrasar el desarrollo de la patologia, y por otro lado, la
estimacion del riesgo global de cada paciente permite adecuar las medidas
preventivas.

Tradicionalmente los factores de riesgo se han clasificado en dos grupos en
funcién de la capacidad que tenemos para actuar sobre ellos:

Factores de riesgo no modificables

Edad: La enfermedad cardiovascular aumenta en la poblacién a medida que
esta envejece. Segun datos de la OMS, aproximadamente el 82% de las
muertes por enfermedad coronaria ocurren en pacientes mayores de 65 afios y
el riesgo de padecer un ictus se duplica con cada década a partir de los 55
afios’.

Historia familiar: La existencia de antecedentes familiares de enfermedad
cardiovascular incrementa el riesgo de padecerla®’. De hecho, el riesgo de sufrir
un infarto de miocardio aumenta cuando un pariente de primer grado ha
padecido uno antes de los 55 afios, en el caso de hombres, o 65 en el caso de
las mujeres. Si ambos padres han padecido enfermedad cardiovascular antes de
los 55 afios, el riesgo se incrementa un 50% con respecto a la poblacién
general. Ademas se ha detectado un componente genético en diversos factores
de riesgo como la hipertensidn, la hipercolesterolemia y la diabetes™.

Sexo: Los hombres tienen un riesgo mas elevado de padecer enfermedad
coronaria que las mujeres (premenopausicas). La menor incidencia de



INTRODUCCION

enfermedad cardiovascular isquémica en mujeres premenopdusicas en
comparaciéon con los hombres de la misma edad y el aumento de las
enfermedades cardiovasculares asociadas a la menopausia han sugerido que las
hormonas ovaricas subyacen a un efecto protector sobre el sistema
cardiovascular para las mujeres. De hecho, las hormonas esteroides sexuales
ejercen multiples efectos directos e indirectos sobre la fisiologia
cardiovascular®. Sin embargo, el riesgo de evento cerebrovascular es similar en

hombres y mujeres®*.

Factores de riesqgo modificables

Consumo de tabaco: Es la principal causa evitable de morbilidad y mortalidad
por enfermedad isquémica coronaria®® y estudios clinicos y datos de autopsias
lo han asociado con una progresion rdpida de la enfermedad, demostrando
ademas que esta directamente asociado con el grado de severidad de la misma.
Los mecanismos por los cuales el consumo de tabaco promueve el desarrollo de
la enfermedad cardiovascular son diversos: produce disfuncién endotelial,
aumenta los depdsitos de lipidos en la pared vascular, incrementa la
coagulacién, aumenta el colesterol LDL y reduce el colesterol HDL?’. Ademas, la
nicotina incrementa la frecuencia cardiaca y aumenta la presidn arterial.

Consumo excesivo de alcohol: El abuso en el consumo de alcohol puede elevar
la presion arterial, provocar insuficiencia cardiaca y desembocar en el
desarrollo de accidentes cerebrovasculares. Ademas, puede contribuir a
incrementar los niveles de triglicéridos asi como al desarrollo de obesidad®®?°.

Diabetes: La diabetes, enfermedad mas detallada en el apartado 3, deriva en
multiples complicaciones, la mayoria de las cuales implican dafio vascular,
afectando desde la microvasculatura hasta las arterias®®. La hiperglucemia
persistente combinada con la resistencia a insulina y la presencia de otros
factores de riesgo metabdlicos incrementan el riesgo absoluto de sufrir eventos
coronarios en pacientes diabéticos, igualdndolo al de pacientes no diabéticos
con enfermedad coronaria establecida®’. Ademas, la presencia de diabetes
puede provocar un sindrome llamado miocardiopatia diabética, con disfuncion
ventricular e insuficiencia cardiaca, independiente de la enfermedad coronaria
subyaciente®.
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Dislipemia: La dislipemia engloba una serie de condiciones patoldgicas que
alteran el metabolismo de los lipidos y a consecuencia de ello, también las
concentraciones plasmaticas de colesterol y/o triglicéridos. En general, se habla
de hipercolesterolemia cuando la concentracion de colesterol en plasma es >
240 mg/dl y de hipertrigliceridemia cuando la concentracion de triglicéridos es
> 200 mg/dl. Sin embargo, el riesgo cardiovascular empieza a aumentar en
valores inferiores, por lo que se consideran concentraciones deseables para la
poblacidon general < 200 mg/dl para el colesterol y < 150 mg/dl para los
triglicéridos™®. Estudios epidemioldgicos prospectivos han demostrado que los
niveles de colesterol unido a LDL en sangre estan estrechamente asociados al
desarrollo de enfermedad cardiovascular aterosclerética®®. Es por ello que la
reduccidon del colesterol LDL mediante el tratamiento con estatinas es
frecuente en prevencién primaria. Sin embargo, este enfoque puede ser
insuficiente en pacientes con otras anormalidades lipidicas, incluyendo niveles
elevados de triglicéridos o bajos niveles de colesterol unido a lipoproteinas de
baja densidad (HDL), los cuales se asocian también de forma independiente con
el riesgo cardiovascular®.

Hipertensidn: La tensidn arterial normal en adultos es de aproximadamente
120mm Hg (tension sistdlica) y 80mm Hg (tensidén diastélica). Se considera
hipertension cuando la tension sistélica es igual o superior a 140mm Hg y/o la
tensidn diastdlica es igual o superior a 90mm Hg**. La hipertensién aumenta el
riesgo de multiples enfermedades cardiovasculares®, incluyendo accidentes
cerebrovasculares, enfermedad de las arterias coronarias, insuficiencia
cardiaca, fibrilacion auricular®, y la enfermedad vascular periférica. La
enfermedad coronaria en hombres y el accidente cerebrovascular en mujeres
son principalmente los primeros eventos cardiovasculares observados después
de la apariciéon de la hipertension, tal y como se observa en datos de
Framingham Heart Study™.

Obesidad: La obesidad ha aumentado en proporciones epidémicas tanto en
adultos como en nifios en los Gltimos afios™. En los adultos, el sobrepeso se
define como un indice de masa corporal (IMC) de 25 a 29,9 kg/mz, y la obesidad
como IMC 230 kg/m?>. La presencia de obesidad contribuye a elevar la presién
arterial, altera los niveles lipidicos y favorece un estado pro-inflamatorio y el
desarrollo de resistencia a la insulina, incrementando asi el riesgo de
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desarrollar diabetes y consecuentemente el de desarrollar enfermedad
cardiovascular **.

Sedentarismo: Existen grandes evidencias que apoyan la idea de que la
actividad fisica produce una serie de importantes beneficios para la salud. La
actividad fisica regular se asocia con una reduccién en la mortalidad general y
en las enfermedades cardiovasculares (entre ellas la enfermedad coronaria)®.
También se asocia con una reducciéon en la incidencia de la obesidad y la
diabetes mellitus tipo 2, y una mejora en el control metabdlico de las personas
con diabetes tipo 2. También se reconoce el impacto favorable de la actividad
fisica sobre otros factores de riesgo cardiovascular, incluyendo una reduccién
de la presidén arterial, mejora en el perfil de lipidos en plasma, y alteraciones en
factores hemostaticos y de la coagulacidon®.

Factores psicosociales y psiquiatricos: la exposicion al estrés crdnico (o
sobrecarga alostatica) conduce a respuestas de mala adaptacién en varios
6rganos del cuerpo y activa mecanismos fisiopatoldgicos como las
enfermedades cardiovasculares®.

2.1 Acumulacién de factores de riesgo cardiovascular

Habitualmente, los factores de riesgo cardiovascular no aparecen de manera
individual, sino que los pacientes tienden a presentar una acumulacién de
estos. Esto es debido a que por un lado, un estilo de vida poco saludable suele
estar asociado simultaneamente a varios factores como el sedentarismo, las
dietas ricas en grasas o el consumo de alcohol y tabaco. Por otro lado,
patologias como la diabetes estdn fuertemente asociadas con un patrén de
factores de riesgo cardiovascular. De hecho, sélo una pequefia parte del riesgo
tan aumentado de aparicién de enfermedad aterosclerdtica en individuos con
diabetes tipo 2 se explica por los efectos de la diabetes por si sola. Por tanto,
otros factores estan implicados en la aceleracién de la aterosclerosis en estos
pacientes, y estos incluyen la hipertension, la hiperglucemia, la obesidad
visceral, alteraciones en la composicién y metabolismo de las lipoproteinas y
altos niveles de insulina plasmética y/o resistencia a isulina®.

La observacién de este fendmeno y su importancia clinica dio lugar hace
décadas a la definicidn del actualmente llamado sindrome metabdlico, que mas
gue una enfermedad en si misma, consiste en un conjunto de alteraciones
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metabdlicas constituido por la obesidad de distribucion central (visceral),
tolerancia anormal a la glucosa o diabetes, la hipertensidn, y la dislipemia con
una disminucién de las concentraciones de colesterol HDL y altas
concentraciones de triglicéridos*®. Estos factores de riesgo contribuyen de
manera individual al riesgo cardiovascular, pero su asociacién lo incrementa
mas que de forma meramente aditiva. Las personas con sindrome metabdlico
tienen dos veces mas riesgo de sufrir una enfermedad cardiovascular.

Ya sea cumpliendo o no los criterios diagndsticos para considerar la presencia
de sindrome metabdlico, multiples estudios (The Multiple Risk Factor
Intervention Trial*’, el WHO-ERICA Project® y el Framingham Study®) han
demostrado la importancia clinica de la acumulaciéon de FRCV y su repercusién
en el estado metabdlico, inflamatorio y trombdtico del paciente.

2.2 Estimaciony prevencion del riesgo cardiovascular

Se estima que mds del 80% de los casos de enfermedad arterial coronaria
podrian evitarse si la poblacién siguiera unas guias basicas de habitos
saludables como ejercicio fisico regular, control del peso, dieta saludable, no
fumar y realizar un consumo moderado de alcohol®®. Sin embargo, la realidad
es que la prevencion de esta enfermedad no es sencilla y requiere intervencién
a multiples niveles, incluyendo la identificacién y el tratamiento de los FRCV
(prevencién primaria), diagndstico temprano y tratamiento dptimo (prevencion
secundaria) y limitacion de la progresién de la enfermedad establecida
(prevencion terciaria).

Las actuales recomendaciones de prevencidon enfatizan la necesidad de valorar
el riesgo multifactorial para ofrecer un consejo preventivo integrado a los
individuos. Como se ha mencionado antes, la estimacién del riesgo
cardiovascular o de enfermedad coronaria de una persona es un instrumento
esencial para tomar decisiones clinicas sobre las intervenciones necesarias para
controlar los factores de riesgo. Aunque existen distintos métodos, en Espafia,
el Comité Espafiol para la Prevencién Cardiovascular y la Sociedad Espafiola de
Cardiologia recomiendan el uso de la Systematic Coronary Risk Evaluation
(SCORE)** siguiendo las recomendaciones actuales de las guias clinicas
europeas para la prevencién de la enfermedad cardiovascular®.
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Figura 4. Tabla SCORE del riesgo estimado de mortalidad cardiovascular aterosclerética en 10
afios calibrada para Espafia, para valores especificos de presion arterial sistélica y colesterol total,
segun habito tabaquico, sexo y edad. Figura adaptada de Sans S. y colaboradores, 2007 >,

Este modelo estima el riesgo de muerte ocasionada por enfermedad
cardiovascular a 10 afios, segun la edad, el sexo, la presidn arterial sistdlica, el
colesterol total en suero y el tabaquismo actual. La caracteristica mas
importante de la funcién de riesgo SCORE comparada con la de Framingham?
es que estima el riesgo mortal de todas las manifestaciones aterotrombdticas
cardiovasculares, incluidos el ictus, la insuficiencia cardiaca, la insuficiencia
arterial periférica o ciertos aneurismas y no sélo la enfermedad coronaria. La
l6gica de este cambio es que los mismos factores de riesgo estdn asociados con
diversas enfermedades y que las personas con alto riesgo de muerte
cardiovascular también lo estan de episodios no mortales. En el proceso de
adaptacion de las guias de prevencion, se aconsejo calibrar los modelos SCORE

al nivel de riesgo de cada pais (Figura 4).
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En las dltimas guias europeas de prevencidn cardiovascular en la practica clinica
(2016), se enfatiza el cdlculo del riesgo mediante la ecuacién SCORE en
personas sanas, y los protocolos de actuacion apuntan a la reduccién de niveles
en tres factores de riesgo poblacional: la reduccién del colesterol, de la presiéon
arterial y del tabaquismo, con el uso de estatinas y fdrmacos anti-hipertensivos
como medidas coste-efectivas en pacientes con elevado riesgo cardiovascular®.

2.3 Trasplante de médula dsea y riesgo cardiovascular asociado

El trasplante de médula 6sea o de células madre hematopoyéticas, es un
procedimiento habitual en el tratamiento de diversas neoplasias
hematoldgicas. Consiste en la administracién de quimioterapia mielosupresora
seguida de la infusion de células madre progenitoras que reemplazan las células
malignas. La médula ésea inyectada puede proceder de un donante (trasplante
alogénico), o bien del propio paciente (trasplante autogénico o autdlogo).
Segun el Registro Europeo de Trasplantes de Células Madre Hematopoyéticas,
en 2012 un 42% de todos los trasplantes realizados fueron alogénicos™.

El trasplante de médula désea tiene varias complicaciones asociadas, siendo la
enfermedad cardiovascular la mds comun entre ellas. Aquellos individuos que
sobreviven a los primeros 100 dias después del trasplante, mantienen un
elevado riesgo cardiovascular durante muchos afos después del
procedimiento, que es cuatro veces superior al de la poblacién general®>>®.
Ademds, tienen un mayor riesgo de desarrollar sindrome metabdlico®’ y
desarrollan mas FRCV de novo tras el trasplante®®. Se ha descrito que en estos
pacientes, la incidencia acumulada a 10 afos de la intervencion es del 37.7% en
hipertension, 18.1% en diabetes, 46.7% en hiperlipemia, y 31.4% en desarrollar
mas de un FRCV. En el caso de los eventos cardiovasculares, la incidencia
acumulada a 10 afios es significativamente superior en aquellos pacientes que
presentan uno o mas FRCV (Figura 5)>°.

Se ha propuesto que los receptores de un trasplante de médula ésea podrian
tener un riesgo tan elevado de desarrollar enfermedad cardiovascular debido a
los tratamientos previos al trasplante, asi como a la enfermedad injerto contra

58,60,61
d

huéspe . Sin embargo, todavia no se han descrito los mecanismos que

asocien estos mecanismos con el elevado riesgo cardiovascular observado.
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Figura 5. Incidencia acumulada de eventos cardiovasculares después de un trasplante de médula
dsea en funcidn del nimero de factores de riesgo cardiovascular de los pacientes. FRCV: factores
de riesgo cardiovascular; IA: incidencia acumulada. Figura adaptada de Armenian S.H, 2012 >,
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3. DIABETES

3.1 Prevalencia de la diabetes

La diabetes es una enfermedad metabdlica crénica caracterizada por la
presencia de niveles aumentados de glucosa en sangre. Los cambios que la
poblaciéon estd experimentado en cuanto al estilo de vida en las ultimas
décadas, particularmente la falta de ejercicio fisico y la proliferacidon de dietas
ricas en grasas, han contribuido a incrementar dramdticamente su prevalencia
a nivel mundial (Figura 6).

Actualmente, el nimero de personas con diabetes sigue aumentando
rapidamente en muchos paises, y de manera extraordinaria en los paises de
ingresos bajos y medianos. De este modo, seglin estimaciones de la Federacion
Internacional de Diabetes (IDF), en el afio 2015, 415 millones de personas (8.8%
de la poblacién adulta) padecian esta enfermedad a nivel mundial y, de
mantenerse la tendencia actual, se estima que en el afio 2040 dicha cifra
alcanzara los 642 millones de personas (10.4% de la poblacién adulta)®® (Tabla
1).

. <4%
W 4% -5%

5% -7%
W 7%-9%
W o%-12%

W 2% ' g

e

Figura 6. Mapa mundial de la estimacién de prevalencia ajustada por edad de diabetes en adultos
(20-79 afios) en 2015 de la Federacion Internacional de Diabetes 62,
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Poblacién mundial 7.3 billones 9.0 billones

Poblacién adulta (20-79 afios) 4.72 billones 6.16 billones

Poblacién infantil (0-14 afios) 1.92 billones -

Diabetes (20-79 afios)

Prevalencia global 8.8% (7.2-11.4%) 10.4% (8.5-13.5%)

Personas con diabetes 415 millones 642 millones
(340-536M) (521-829M)

Intolerancia a la glucosa (20-79 afios)

Prevalencia global 6.7% (4.5-12.15) 7.8% (5.2-13.9%)

Personas con intolerancia a la glucosa 318 millones 481 millones

(212.2-571.6M) (317.1-855.7M)

Tabla 1. Estimaciones de la Federacidn Internacional de Diabetes para los afios 2015 y 2040 a
nivel mundial .

La situacion en Europa es representativa de lo que ocurre a nivel mundial, pues
mientras en el afio 2015 la prevalencia de diabetes era de un 9.1%, se estima
que para el 2040 ésta aumentard hasta un 10.7%. Sin embargo, en Espaia la
situacidn resulta todavia mds preocupante. Aunque no existen predicciones
concretas a nivel nacional para el 2040, mientras el afio 2011 la prevalencia de
diabetes era similar a la media europea (8.1%) y afectaba a 2.8 millones de
personas, en el 2015 esta cifra ascendio a un 10.4% (3.5 millones de personas)
(Figura 7).

12 -

m 2011
m 2015
H 2040

Prevalencia estimada (%)

Mundo Europa Espafia

Figura 7. Estimacién de prevalencia de diabetes para los afios 2011, 2015 y 2040, elaborados a
partir de datos de la Federacion Internacional de Diabetes 6263 (s/d: sin datos disponibles).
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3.2 Clasificacion

La OMS® define la diabetes mellitus como una alteracién metabdlica con
etiologias diversas caracterizada por la presencia de hiperglucemia crdnica, y
establece que existen dos formas principales de esta enfermedad: diabetes tipo
1 y diabetes tipo 2. Sin embargo, también reconoce la existencia de otras
formas de diabetes (gestacional, genéticas, etc.) y define dos estados
intermedios de hiperglucemia, la tolerancia anormal a la glucosa (IGT, del inglés
impaired glucose tolerance) y la glucemia de ayuno anormal (IFG, del inglés
impaired fasting glucose), que representan etapas previas al desarrollo de la
diabetes. Los criterios de diagnéstico establecidos por la OMS® se detallan en
la Tabla 2.

Glucemia 2horas después

Diagndsti .
iagndstico Glucemia en ayunas de ingerir 75g de glucosa

Glucemia de ayuno 6.1mmol/L (110mg/dL) - i

anormal (IFG) 6.9mmol/L (125mg/dL)

Tolerancia anormal a la >7.8mmol/l (140mg/dl) y

<7mmol/I (126mg/dl)

glucosa (IGT) <11.1mmol/I (200mg/dI)

Diabetes >7mmol/I (126mg/dl) >11.1mmol/I (200mg/dl)

Tabla 2. Criterios de diagndstico para la diabetes, IGT e IFG definidos por la oMSs®.

3.2.1 Diabetestipo1

La diabetes tipo 1 se desarrolla normalmente durante la infancia y la
adolescencia (aunque también puede ocurrir en la edad adulta) y se caracteriza
por una ausencia absoluta de insulina debida a una destruccidn selectiva de las
células B en los islotes pancreaticos de Langerhans. La muerte de las células
productoras de insulina se produce a causa de una reaccidon inmune en
pacientes con predisposicion genética y con una regulacién inmunoldgica
insuficiente. Este proceso involucra multiples componentes de tanto los
sistemas de inmunidad innata como los de la adaptativa. Los islotes
pancreaticos inflamados en pacientes con diabetes tipo 1 son
predominantemente infiltrados por linfocitos T y es caracteristica la presencia
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de auto-anticuerpos en sangre contra insulina, acido glutdmicodecarboxilasa,
tirosinfosfatasa IA-2 y tirosinfosfatasa I1A-2B, entre otros®®.

3.2.2 Diabetes tipo 2

El término diabetes tipo 2 no designa una Unica enfermedad sino una coleccidn
heterogénea de sindromes hiperglucémicos fenotipica y genotipicamente
distintos. Antes conocida como diabetes no dependiente de insulina o diabetes
del adulto, representa el 90-95% de los casos de diabetes y comprende a los
pacientes que tienen resistencia a insulina y frecuentemente una deficiencia
relativa de insulina (inicialmente y a menudo a lo largo de su vida, estos
pacientes no necesitan tratamiento de insulina).

Es muy habitual que la diabetes tipo 2 no sea diagnosticada hasta al cabo de los
afios de padecerla, ya que la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y en
estados tempranos a menudo no es tan severa como para que el paciente
detecte ninguno de los sintomas clasicos. Sin embargo, estos pacientes tienen
un riesgo elevado de desarrollar complicaciones vasculares.

A pesar de que los pacientes diabéticos tienen niveles de insulina normales o
incluso elevados, los altos niveles de glucosa en sangre harian esperar unos
valores de insulina ain mayores si tuvieran intacta su funciéon de células B
pancreaticas. La causa de esta observacion se debe a que en el desarrollo de la
enfermedad, en una primera etapa (prediabetes), los tejidos sensibles a la
accion de la insulina (particularmente el musculo esquelético, el higado vy el
tejido adiposo), debido a la interaccion de una serie de factores como la
predisposicién genética, la poca actividad fisica y el exceso de ingesta de
nutrientes, pierden la capacidad responder a ésta y captar glucosa, dando lugar
a la resistencia a insulina. En respuesta a este fendmeno, las células B
pancreaticas incrementan la secrecidn de insulina para mantener la tolerancia
normal a la glucosa, pero cuando los niveles de glucosa en ayunas superan los
140 mg/dL, las células B son incapaces de mantener la elevada tasa de
secrecién de insulina y las concentraciones de insulina comienzan a disminuir
progresivamente. Por lo tanto, la secrecidn de insulina es deficiente en estos
pacientes e insuficiente para compensar su resistencia a insulina, y esto
conduce a la diabetes®’.
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La mayoria de pacientes con este tipo de diabetes son obesos, y la obesidad
causa por si misma cierto grado de resistencia a insulina. Ademas, pacientes no
obesos segun criterios de peso tradicionales, pueden tener un porcentaje
elevado de grasa localizado predominantemente en la regién abdominal. La
resistencia a insulina podria mejorar con una reduccién de peso y/o
tratamiento farmacolégico de la hiperglucemia, pero raramente se restaura a
niveles normales. El riesgo de desarrollar diabetes aumenta con la edad, la
obesidad, y la falta de ejercicio fisico, asi como antecedentes de hipertension o
dislipemia.

3.2.3 Otros tipos de diabetes

Diabetes gestacional: se refiere a una hiperglucemia con distintos grados de
severidad, diagnosticada por primera vez durante el embarazo y que suele
resolverse en las 6 semanas posteriores al parto.

Debidas a defectos genéticos: las formas tipo MODY (siglas en inglés de
“Maturity Onset Diabetes of the Young”) son variantes monogénicas debidas a
mutaciones autosdmicas dominantes en genes (hasta la fecha se han detectado
7) que afectan la funcion B-pancreatica y en las que los enfermos debutan con
menos de 25 ailos y no requieren insulina.
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4. TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es uno de los tejidos mas abundantes del ser humano.
Constituye entre el 15% y el 20% del peso corporal en los hombres, y entre el
20% y el 25% en las mujeres, y se encuentra ampliamente distribuido por el
organismoss.

A pesar de haber sido considerado Unicamente como un dérgano pasivo de
almacenamiento de energia y amortiguacion mecanica, la investigacién en las
ultimas décadas ha redefinido sus funciones. El tejido adiposo juega un papel
crucial en la regulacidn y la disfuncién patoldgica de la homeostasis energética.
En mamiferos, la homeostasis energética es un compromiso entre el aporte y el
gasto energético y, en buena parte, el equilibrio se consigue a través de la
respuesta coordinada entre el sistema nervioso y el tejido adiposo, siendo este
ultimo el regulador del equilibrio entre la disponibilidad y la demanda de
nutrientes, almacenando el exceso de calorias y evitando la acumulacién tdxica
de nutrientes en tejidos no adiposos®. Sin embargo, el tejido adiposo también
se comunica con dérganos metabdlicamente relevantes mediante la secrecion
de adipoquinas, formando parte de un dindmico sistema endocrino’.

El tejido adiposo en mamiferos esta compuesto por lo menos de dos tipos de
grasa funcionalmente distintas: el tejido adiposo blanco y el marrén o pardo
(Figura 8).

Figura 8. Cortes histoldgicos de tejido adiposo blanco (A) y tejido adiposo marrén (B).
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4.1 Tejido adiposo marréon

El tejido adiposo marrén o pardo es un érgano termogénico especializado,
encargado de generar calor en respuesta a una exposicién a temperaturas
bajas. Este tejido sélo se encuentra en pequenas cantidades en recién nacidos,
donde probablemente sirve para contrarrestar la pérdida de calor asociada al
cambio abrupto hacia el ambiente extrauterino. Con la edad, la cantidad de
este tejido disminuye y se hace dificilmente distinguible en aspecto del tejido
adiposo blanco. No obstante, en la ultima década, el uso de tomografia
computarizada combinada con tomografia de emisién de positrones ha
permitido identificar cantidades significativas de tejido adiposo marrdn
funcional en algunos humanos adultos. Este esta principalmente localizado en
la base del cuello y se activa metabdlicamente con la exposicién al frio”.

Los adipocitos del tejido adiposo marrén son multiloculares, con muchas
pequeiias gotas lipidicas, un nucleo central y gran cantidad de mitocondrias.
Estas células pueden alcanzar un diametro de 60um, y contener gotas lipidicas
de hasta 25 um de diametro. El color marrén caracteristico de este tejido se
debe a la elevada densidad de mitocondrias pero también a una rica
vascularizacion”.

La activacion del tejido adiposo marrdn resulta en una rapida induccién de la
lipdlisis intracelular, resultando en la liberacién de acidos grasos a partir de los
triglicéridos de las gotas lipidicas. Los acidos grasos se dirigen a la mitocondria
donde pueden activar alostéricamente la Uncoupling protein 1 (UCP1) en la
membrana de la mitocondria o bien oxidarse”.

4.2 Tejido adiposo blanco

Es el tejido principal de reserva energética y liberacion de hormonas vy
citoquinas. Ademads, puede actuar como aislante térmico y proteger otros
érganos de dafios fisicos’.

Los adipocitos maduros en este tejido se caracterizan por tener una sola
vesicula lipidica que ocupa casi todo el volumen celular (sobre el 90%)
guedando el citosol, los organulos y el nicleo en una estrecha franja periférica.
Tienen una caracteristica forma esférica que puede variar mucho en cuando a
la medida (de 20 a 200um de didametro). Los adipocitos en desarrollo, sin
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embargo, son transitoriamente multiloculares, mostrando multiples pequeiias
gotas lipidicas antes de que se unan en una Unica gran gota’>. La mayor parte
del contenido lipidico almacenado en estas células estd en forma de
triacilglicéridos (constituidos principalmente por acido oleico y palmitico) y en
menor grado por diacilglicéridos, fosfolipidos, acidos grasos no esterificados y
colesterol, los cuales son constantemente movilizados y renovados incluso en
una situacion de balance energético’.

4.2.1 Tejido adiposo subcutaneo vs. visceral

El tejido adiposo blanco se puede dividir en dos subtipos: subcutaneo y visceral.
Estos dos depdsitos tienen una distinta localizacién anatémica: mientras el
tejido adiposo subcutaneo se encuentra debajo de la piel, el tejido adiposo
visceral esta en el interior de las cavidades toracica y abdominal, alrededor de
los o6rganos (Figura 9). Esta diferente localizacién parece definir diversas
caracteristicas esenciales, incluyendo el tiempo de desarrollo, la apariencia, la
firma molecular, el perfil de expresidén de citoquinas y la funcién biolégica. Cada
depdsito tiene una morfologia y textura especifica. Histolégicamente, el tejido
adiposo subcutdaneo es heterogéneo y contiene adipocitos uniloculares
maduros intercalados con pequeiios adipocitos multiloculares, mientras que la
grasa visceral es mas uniforme y parece estar constituida Unicamente de
grandes adipocitos uniloculares’’. Curiosamente, el depésito retroperitoneal,
clasificado como visceral, tiene caracteristicas intermedias entre el tejido
adiposo subcutaneo y el de otros depdsitos viscerales.

-» Perivascular

Intramuscular ! Perivascular

coronario

Subcutaneo Epicardico

- Retroperitoneal
Mesentérico P

Figura 9. Distribuciéon de los principales depdsitos de tejido adiposo blanco en humanos. Figura
adaptada de Britton K.A. y colaboradores, 2011 8,
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Actualmente se reconoce que los diferentes depdsitos de grasa podrian tener
distintas contribuciones al metabolismo. Un aumento en la masa adiposa
subcutdnea podria ser protectora frente a ciertos aspectos de la disfuncion
metabdlica’. Por el contrario, un incremento de la grasa visceral esta asociado
a complicaciones metabdlicas, asi como al riesgo de padecer diabetes,
hiperlipemia y enfermedad cardiovascular. Es por ello que el cociente
cintura/cadera se ha usado como medida de obesidad central (Figura 10) para
la evaluacion de las consecuencias de salud asociadas a obesidad.

1. Subcutaneo

2. Retroperitoneal
3. Mesentérico

4. Omental

Figura 10. Distribucion de los diferentes tejidos adiposos que contribuyen a la obesidad central o
abdominal. Figura adaptada de Tchernof A., 2013 &,

Existen varias hipotesis sobre los mecanismos subyacentes a estas diferencias.
Una de ellas es que la proximidad de los depésitos viscerales a la circulacion
portal facilitaria el flujo de citoquinas, acidos grasos libres y otros metabolitos
hacia el higado, donde podria producir efectos nocivos .

Por otro lado, se ha sugerido que las dispares propiedades metabdlicas de estos
tejidos podrian ser consecuencia de diferencias intrinsecas en las células que
los forman asi como de su diferente capacidad de expansiéon®. Existen
evidencias de que los depdsitos subcutdneos tienen una mayor habilidad para
generar adipocitos, mientras que los depdsitos viscerales tienen menos
capacidad de adaptarse a un exceso de energia, dando lugar a una respuesta
hipertrofica ®°.

El aumento del tejido adiposo tanto durante el desarrollo normal como en una
situacidn de obesidad es el resultado de un incremento en nimero y tamafo de
adipocitos. Ya que los adipocitos maduros no son capaces de dividirse in vivo, la
generacién de nuevos adipocitos depende de la capacidad de auto-renovacion
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de una reserva de progenitores adipociticos que permanecen durante la vida
adulta®.

Los progenitores adipociticos derivan de las células madre mesenquimales que
se encuentran en la fraccién vascular del estroma (SVF) del tejido adiposo (ver
apartado 4.3), que en respuesta a determinados estimulos generan nuevos
adipocitos en un proceso llamado adipogénesis.

La adipogénesis se describe generalmente como un proceso de dos etapas. La
primera fase comprende la generacién de los progenitores adipociticos a partir
de células madre mesenquimales. La segunda fase consiste en la diferenciacion
terminal de estos progenitores en adipocitos maduros funcionales. A diferencia
del proceso terminal de diferenciacién adipocitica, que ha sido ampliamente
estudiado, los mecanismos moleculares que controlan la auto-renovacion de
los progenitores adipociticos son aun desconocidos, asi como las posibles
diferencias intrinsecas de estos ultimos en funcidon del depdsito de tejido
adiposo en el que residen.

4.2.2 Tejido adiposo epicardico y perivascular coronario

En los uUltimos afios, el tejido adiposo que rodea el corazén ha tomado una gran
relevancia en el estudio de las enfermedades cardiovasculares, convirtiéndose
en un potencial factor predictivo del riesgo cardio-metabdlico asi como en una
posible diana terapéutica®.

En el corazén adulto, el tejido adiposo epicardico se encuentra normalmente
en los surcos atrioventricular e interventricular, extendiéndose hasta el apex.
También se encuentran pequefas cantidades de grasa en las paredes de las
auriculas y entorno a los dos apéndices auriculares (Figura 11). A medida que
aumenta la cantidad de grasa, ésta llena progresivamente el espacio entre los
ventriculos, en ocasiones cubriendo por completo la superficie epicardica. Por
ultimo, los tramos superficiales (no internalizados en el miocardio) de las
arterias coronarias estan recubiertas de grasa, que se considera también
epicardica por su localizacidon pero corresponde al depdsito de tejido adiposo
perivascular, detallado mas adelante. A menudo, siguiendo la adventicia de las
ramas de las arterias coronarias, una pequefia cantidad de grasa se extiende
también desde la superficie epicardica hacia el miocardio®.
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Figura 11. Apariencia macroscépica del tejido adiposo epicdrdico. Vista anterior (A) y posterior
(B) de un corazén normal (210g). Vista anterior (C) y posterior (D) de un corazdn hipertréfico
(900g). En el corazdén normal, la distribucidn de la grasa se limita a los surcos atrioventricular e
interventricular, ademas de recubrir las arterias coronarias. En el corazon hipertréfico el tejido
adiposo cubre también los espacios entre esas regiones. Barra de escala = 4 cm. Figura adaptada
de lacobellis y colaboradores, 2005 8

El tejido adiposo epicardico es rico en acidos grasos saturados y tiene un alto
contenido proteico, ademds, en comparacidn con los demas depdsitos de grasa
es el que tiene mayor capacidad de almacenar y liberar acidos grasos libres
(AGL)*®. En condiciones fisioldgicas, este mayor contenido y metabolismo de
AGL es importante para la funcionalidad del miocardio, ya que en el corazén la
energia se produce principalmente mediante la oxidacion de acidos grasos. El
flujo de AGL hacia la arteria coronaria esta facilitado por receptores especificos
y citoquinas vasoactivas secretadas por la grasa epicardica para regular el tono
vascular. Este mecanismo asegura que el miocardio esté protegido de una
exposicion excesiva a altos niveles de AGL®. Sin embargo, el balance entre las
propiedades fisioldgicas y fisiopatoldgicas de la grasa epicdrdica es delicado y
susceptible a factores externos e internos, por lo que su intensa actividad
metabdlica sumada a su localizacién podria contribuir a desequilibrarlo. En
conjunto, parece haber una intima relacién anatdmica y funcional entre los
componentes adiposos, musculares y vasculares del corazén. Esos
componentes comparten el mismo suministro sanguineo coronario y no existen
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estructuras semejantes a las fascias (tal y como se encuentran en el musculo
esquelético) que los separen.

El tejido adiposo perivascular envuelve la mayoria de arterias, incluso de
didmetro pequefio, a excepcion de los vasos sanguineos del cerebro®. Aparece
contiguo a la capa adventicia y sus caracteristicas pueden variar en funcién del
tipo de vaso sanguineo. En comparacion con los adipocitos de tejido adiposo
subcutaneo, se ha descrito que los adipocitos perivasculares de arterias
coronarias humanas estan menos diferenciados y tienen un perfil de secrecion
de citoquinas mas inflamatorio en contraste con una menor produccién de

1 Histéricamente, se considerd el tejido adiposo perivascular

adiponectina
como un tejido estructural, sin embargo hoy en dia se reconoce como un
d6rgano endocrino metabdlicamente activo con efectos importantes en la
funcidn vascular. Ademas, su proximidad con la adventicia vascular permite la
comunicacion entre ambos ambientes, tanto de forma paracrina como

mediante el contacto directo célula-célula.

El volumen de tejido adiposo epicardico aumenta en personas obesas, y es
significativamente mayor en pacientes con sindrome metabdlico®. Ha sido
asociado con aterosclerosis sub-clinica, diabetes y resistencia a insulina®?,
pero uno de los hallazgos que la hacen tan interesante a nivel clinico es que ha
sido ampliamente asociada con la presencia y la severidad de la enfermedad
arterial coronaria. Diversos estudios han demostrado que en las zonas en que la
arteria coronaria se interna en el miocardio, dejando de tener contacto directo
con el tejido adiposo, se encuentra una reduccion significativa de placa
aterosclerdtica en comparaciéon con las secciones rodeadas de grasa”®.
Ademas, la severidad de estas lesiones correlaciona directamente con el

volumen de grasa epicardica”.

Actualmente existen evidencias que sugieren una contribucion de la grasa
epicardica y perivascular coronaria al desarrollo y la progresion de la
aterosclerosis de forma independiente a los factores de riesgo tradicionales®™”
1% sin embargo se desconocen los mecanismos precisos y los tipos celulares
implicados en este proceso.
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4.3 Tipos celulares del tejido adiposo blanco

Los adipocitos, las células especializadas de este tejido, constituyen alrededor
del 60-70% de la masa adiposa en adultos y sus funciones principales son el
metabolismo lipidico y la sefializacién paracrina mediante la secreciéon de
adipoquinas (Tabla 3).

Una alteracion en el balance metabdlico entre los procesos de lipogénesis y
lipdlisis puede derivar en un aumento de acidos grasos circulantes, situacion
gue asociada a un aumento de peso puede desencadenar una resistencia a la
insulina. Este efecto es debido a que ademds su funcién como moléculas
energéticas, los acidos grasos actian también como sefiales reguladoras de la
expresion génica de proteinas implicadas en el metabolismo lipidico'®, pueden
crear un estado protrombdtico y se asocian con procesos inflamatorios'®. Es
por ello que uno de los mayores vinculos entre la obesidad y el desarrollo del
sindrome metabdlico y la enfermedad cardiovascular es el exceso de acidos
grasos circulantes (lipotoxicidad). En situaciones con un mayor consumo de
calorias respecto a su gasto, se produce un estado metabdlico en el que se
promueve la hipertrofia (aumento del tamafio) y la hiperplasia (incremento del
nuimero) de los adipocitos'®, lo que implica la movilizacién de las células
progenitoras hacia el linaje adipocitico (adipogénesis). Los adipocitos nuevos o
de pequefio tamafio son mas insulino-sensibles, y presentan una gran
capacidad de captar acidos grasos libres y triglicéridos presentes en el periodo

1. A medida que los adipocitos aumentan de tamafio (hipertrofia),

postpandria
se vuelven disfuncionales, pierden su capacidad protectora contra la
lipotoxicidad sistémica, y la grasa empieza a acumularse de forma ectdpica.

Estos adipocitos distendidos se hacen hiperlipoliticos y resistentes a la insulina.

Ademas de su implicacién directa en el metabolismo energético, los adipocitos
regulan la homeostasis energética mediante la liberacién de sefiales
endocrinas, paracrinas y autocrinas, que les permiten modular la actividad
metabdlica del tejido adiposo pero también de drganos como el higado, el
cerebro y el musculo.

El resto del tejido estd compuesto por la fraccidon vascular del estroma (SVF,
del inglés Stromal Vascular Fraction), que incluye células madre y progenitoras,
macroéfagos, fibroblastos, pericitos, células endoteliales, células musculares
lisas, células sanguineas y preadipocitos, inmersas en una matriz extracelular de
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colageno y fibras eldsticas en un nicho vascular. Esta multicelularidad
representa un amplio rango de dianas para un extensa comunicacién autocrina-
paracrina que se refleja en la habilidad del tejido adiposo de producir y
responder a un gran numero de sefales endocrinas, metabdlicas e
inmunoldgicas, y en las multiples funciones en las que esta involucrado’®.

Los pericitos, junto con las células endoteliales y las células musculares lisas,
forman la vasculatura del tejido adiposo. La extensidn de esta red capilar y las
caracteristicas de las células endoteliales son determinantes para el desarrollo
de procesos como el crecimiento, la funcionalidad y el desarrollo del tejido

195 Esta elevada vascularizacién facilita una alta

adiposo, altamente irrigado
presencia de células sanguineas: monocitos, macrdfagos, eritrocitos, linfocitos,
eosindfilos, neutréfilos y mastocitos. Se ha observado que el tejido adiposo
ejerce un gran control en el metabolismo del organismo a través de las células
del sistema inmune residentes en él. En condiciones normales, estas células
estdn implicadas en la eliminacién de los adipocitos necréticos, el remodelado
de la matriz extracelular, la angiogénesis, la adipogénesis y el mantenimiento
de la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, en individuos obesos el nimero de
de células del sistema inmune aumenta, éstas adquieren un fenotipo
proinflamatorio, y liberan un gran nimero de citoquinas encargadas de reclutar
y activar a otras células del sistema inmune que pueden inducir una resistencia

a insulina en el tejido adiposo™®.

Por ultimo, en el SVF se encuentran las células madre derivadas del tejido
adiposo (ASC, del inglés Adipose-derived Stromal/Stem Cells), descritas en el
apartado 5, y los preadipocitos. Estas poblaciones celulares son las encargadas
de mantener la renovacién de la poblacion de adipocitos en condiciones
normales, pero también estdn implicadas en la expansién del tejido adiposo
gue se da en situaciones patoldgicas como la obesidad. En respuesta a
determinados estimulos inductores del proceso de diferenciacion, las células
progenitoras se comprometen hacia el linaje adipocitico y finalmente se
diferencian a adipocitos maduros®*.
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Funcion

Adipoquinas

Adiponectina

Adipsina

Angiotensina Il

Angiotensindgeno

Apelina

Apolipoproteina E (ApoE)

Enzima convertidora de angiotensina (ACE)
Factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)

Factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF)

Factor de crecimiento insulinico de

tipo 1 (IGF-I)

Factor de crecimiento neural (NGF)
Factor de crecimiento transformante beta
(TGFB)

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
Factor tisular (TF)

Inhibidor del activador del plasmindgeno
(PAI-1)

Interleucinas (IL-1B, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-
10, IL-12, IL-18)

Leptina

Lipasa sensible a las hormonas (HSL)
Lipoproteina lipasa (LPL)

Molécula de adhesidn intercelular-1 (ICAM-
1)

Omentina

Prostaglandina E2

Prostaglandina 12

Proteina C reactiva (CRP)

Proteina de unidn a retinol-4 (RBP-4)
Proteina quimioatrayente de monocitos-1
(MCP-1)

Proteina transferidora de ésteres de
colesterol (CETP)

Resistina

Vaspina

Visfatina

Sensibilidad a la insulina, inflamacion
Inflamacion

Homeostasis vascular

Homeostasis vascular

Homeostasis vascular

Metabolismo lipidico

Homeostasis vascular

Proliferacién y diferenciacion,
angiogénesis

Angiogénesis

Metabolismo lipidico, sensibilidad a
lainsulina

Crecimiento y diferenciacion tisular
Migracion y adhesién celular,
crecimiento y diferenciacion tisular
Inflamacion, sensibilidad a la insulina
Homeostasis vascular, coagulacion
Homeostasis vascular

Inflamacion; metabolismo lipidico

Control de la ingesta, deposicidn de
grasa, inflamacién

Metabolismo lipidico

Metabolismo lipidico

Activacion de macroéfagos

Sensibilidad a la insulina
Homeostasis vascular, inflamacion
Homeostasis vascular, inflamacion
Inflamacion

Metabolismo lipidico
Incorporacion de macrofagos al
tejido

Metabolismo lipidico

Sensibilidad a la insulina, inflamacion
Sensibilidad a la insulina
Sensibilidad a la insulina, inflamacion

Tabla 3. Adipoquinas liberadas por el tejido adiposo blanco y funcidn fisiolégica. Tabla adaptada

de Esteve Rafols M., 2014 107,
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4.4 Inflamacion del tejido adiposo

La disfuncion del tejido adiposo se manifiesta mediante un perfil de secreciéon
de citoquinas pro-inflamatorias, que actlda a nivel paracrino y endocrino, y por
la infiltracién de células inflamatorias (especialmente en el tejido adiposo
visceral). Las alteraciones en la funcidn del tejido adiposo son consecuencia de
la interaccién de factores genéticos, ambientales y del estilo de vida. Estas
alteraciones derivan en una hipertrofia de los adipocitos, acumulacién ectdpica
de grasa, zonas hipdxicas, estrés celular, afectacidn de la funcién mitocondrial y
la aparicién de procesos inflamatorios en el tejido adiposo’®.

En una situacién de exceso de energia como la obesidad, los lipidos
intracelulares sobrecargan el reticulo endoplasmico, lo que induce estrés en el
mismo, y a su vez estimula vias inflamatorias. Por otro lado, los adipocitos
secretan citoquinas pro-inflamatorias (interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8),
tumor necrosis factor alpha (TNFa) y nuclear factor kappa B (NFkB) que
provocan el reclutamiento de células inmunes. La acumulacidon de macréfagos
activados en el tejido induce inflamacién local, que da lugar a necrosis en el
tejido adiposo y a su vez a la infiltracion de macréfagos circulantes. La
inflamacién local causa alteraciones en la diferenciacién de los preadipocitos y
una reduccion del almacenamiento de lipidos, ademas de la disrupcion de la
produccién de adipoquinas como la adiponectina y la leptina. Como
consecuencia de estos efectos se produce resistencia a insulina en el tejido
adiposo y una acumulacién ectdpica de grasa'® (Figura 12). La inflamacién del
tejido adiposo incrementa la lipdlisis y resulta en elevadas concentraciones de
AGL en circulacién y dislipemia. El exceso de AGL sedimenta en otros tejidos
como el musculo esquelético y el higado. Estos érganos son de los principales
consumidores de glucosa en el organismo, y el exceso de AGL puede producir
en ellos disfuncidon metabdlica e hiperglucemia.

De este modo, un aumento de la masa de tejido adiposo contribuye
directamente al aumento de la inflamacién sistémica. Numerosos estudios han
descrito una correlacion entre el IMC y un incremento de los niveles circulantes
de proteinas inflamatorias como C-reactive protein (CRP), IL-6, plasminogen
activator inhibitor 1 (PAI-1), P-selectin, vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1), y al-acid glycoprotein (AGP). Considerando que los adipocitos y
macréfagos activados de la grasa producen todos esos factores, se puede
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deducir que el tejido adiposo tiene una contribucion importante en el
incremento de estas moléculas a nivel sistémico™.

Infiltracion de
La inflamacién macrofagos
provoca resistencia
Reclutamiento ainsulina
de células inmunes

[N v otras citoquinas

I inflamatorias

Células apoptéticas
liberan factores

Macrofagos
activados

Figura 12. Inflamacién del tejido adiposo. Como resultado de las cantidades excesivas de lipidos
almacenadas, los adipocitos estresados liberan factores pro-inflamatorios y en ocasionas inician
la apoptosis. Esto resulta en la activacion de macréfagos que liberan TNF a entre otras citoquinas
pro-inflamatorias, que reclutan y activan mas células inmunes. La inflamacion sostenida en el

tiempo provoca la aparicidn de resistencia a insulina en el tejido. Figura adaptada de Odegaard J.
y colaboradores, 2012 n

Se ha reportado que la inflamacidn sistémica estd presente antes de cualquier
evidencia de infarto de miocardio. Inicialmente esto se interpreté como una
respuesta inflamatoria al dafio vascular ateromatoso. Sin embargo, puede
haber una explicacién alternativa que sugiere que la inflamacidn sistémica esta
causando la aterosclerosis mas que siendo resultado de ésta. Esta
interpretacion esta apoyada por la observacion de que pacientes con
enfermedades inflamatorias preexistentes de origen inmune o infeccioso
tienen un riesgo cardiovascular dramaticamente elevado en edades

112,113

tempranas . Es necesario, sin embargo, un mejor conocimiento de los

mecanismos que causan o mantienen la disfuncién de los adipocitos y la
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inflamacién del tejido adiposo, para poder desarrollar estrategias terapéuticas
en el tratamiento de las complicaciones metabdlicas que les suceden.
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5. CELULAS MADRE MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO

Las células madre, células no especializadas que pueden auto-renovarse y
diferenciarse a tipos celulares mds especializados, se dividen en dos clases
principales: las células madre embrionarias y las células madre adultas.

Las células madre embrionarias emergen durante las fases tempranas del
desarrollo embrionario y dan lugar a todas las células del organismo, por lo que
son designadas como pluripotentes. Las células madre adultas, en cambio, son
células mads especializadas que se pueden encontrar en varios tejidos adultos y
que pueden tener distinta capacidad de diferenciacidon; entre ellas se
encuentran las células madre mesenquimales (MSC, del inglés Mesenchymal
Stem Cells).

Las MSC son células multipotentes no hematopoyéticas de morfologia
fibroblastoide que pueden encontrarse en una gran variedad de tejidos adultos
(tejido nervioso, médula ésea, tejido adiposo o pulpa dental entre otros) y que
estdn involucradas en procesos fisioldgicos y patolégicos, incluyendo el
mantenimiento de la homeostasis celular, el envejecimiento, el dafio tisular y
patologias inflamatorias*****>.

En 2001, un grupo de investigacién de la universidad de California identifico y
describié una poblacidn de células madre multipotentes a las que llamaron PLA,
del inglés Processed LipoAspirate, debido a que derivaban del tejido
lipoaspirado obtenido en una cirugia plastica de liposucciéon''®. Estas células se
aislaron mediante la digestién enzimatica del tejido, y la posterior siembra de la
fraccidn vascular del estroma. El cultivo resultante fue una poblacion
relativamente homogénea, sin presencia de otras poblaciones contaminantes, y
que presentaba caracteristicas de MSC, ya que eran capaces de expresar
fenotipos caracteristicos de adipocitos, osteoblastos y condrocitos. Ademas se
demostré que poblaciones clonales derivadas de estas células eran también
capaces de diferenciarse en los fenotipos anteriores, lo cual confirmé su
identidad como células madre.

Desde su descubrimiento, estas células han sido objeto de miles de estudios, y
a falta de un consenso en cuanto a su nomenclatura, se utilizaron diversos
nombres para definirlas: Processed LipoAspirate (PLA) cells, Adipose-Derived
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Adult Stem cells (ADAS), Adipose Derived Adult Stromal Cells (ADAS),
Adipose-Derived Stromal Cells (ADSC), Adipose Stromal Cells (ASC), Adipose
Mesenchymal Stem Cells (AdMSC), preadipocytes vy Adipose-derived
Stromal/Stem Cells (ASC). Esto genera confusion en la literatura cientifica, por
lo que en 2006, la International Fat Applied Technology Society alcanzd un
consenso para adoptar el término "Adipose-derived Stem Cells" (ASC) para
definir la poblacion multipotente, adherente al plastico (Figura 13), aislada a
partir de tejido adiposo"’.

Figura 13. ASC de tejido adiposo coronario perivascular humano.

5.1 Localizacion

La auto-renovacién y la diferenciacién de las células madre estan controladas
tanto por factores intrinsecos como por el microambiente que las rodea,

conocido como "nicho"'*®

. El nicho representa un compartimento anatéomico
celular que provee sefiales (concentraciones de hormonas, matriz extracelular,
gradientes de factores de crecimiento, hipoxia o estrés oxidativo) que controlan
la tasa de proliferaciéon de las células madre, asi como su potencial de

diferenciacidn, y las protege de envejecer o morir.

Muchos estudios se han esforzado en describir con exactitud la localizacién del
nicho de las ASC, lo que supone un ejercicio complicado ya que no existe un
Unico marcador especifico e inequivoco que identifique ASC no diferenciadas
(de la misma manera que ocurre con las MSC en general). Sin embargo, la
aparicién de nuevas técnicas de marcaje in situ estan ayudado a caracterizar las
ASC y sus posibles nichos en el tejido adiposo. Resultados obtenidos con
técnicas histoldgicas sugieren que una o varias poblaciones de células madre
podrian residir en la regidn perivascular, donde coexistirian con pericitos,
células endoteliales y musculares. Concretamente, se han localizado ASC en
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tejido adiposo perivascular, junto a la adventicia (Figura 14)"%'%°. Esta

asociacion con las zonas vasculares ha llevado a algunos autores a sugerir que
las ASC (y las MSC en general) son un subtipo de pericitos o células
madre/progenitoras vasculares en distintas fases de diferenciacién localizadas
en las paredes que rodean la vasculatura®.

Figura 14. Tincion seriada de una arteria de tejido adiposo para marcadores de MSC (CD90, CD44,
CD73 y CD105) y de célula muscular lisa (a-SMA; smooth muscle actin alpha). Los nucleos
celulares estan marcados en azul. Todos los marcadores de MSC co-localizan con la capa
adventicia (que envuelve las células musculares lisas). Barra de escala = 100um. Figura adaptada
de Corselli y colaboradores, 2012 120

5.2 Fenotipo

En 2006, la International Society for Cellular Therapy (ISCT) propuso unos
criterios minimos para que una poblacion celular pudiera ser definida como
MSC:

1. Adherencia al plastico en condiciones estandar de cultivo.
Expresion de los marcadores de superficie CD73, CD90, CD105 (en 2
95% de células positivas en la poblacidn) y ausencia de los marcadores
CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA-II (£ 2% de células
positivas), analizadas mediante citometria de flujo.

3. Capacidad de diferenciacién in vitro a osteoblastos, adipocitos vy

condroblastos mediante condiciones de diferenciacion estandar.
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La primera y la tercera condicidn han sido invariablemente utilizadas desde
entonces para definir la identidad de las ASC, sin embargo, existe una gran
controversia en cuanto al fenotipado mediante marcadores de superficie en
estas células. Uno de los principales problemas a la hora de establecer
marcadores para las ASC (y las MSC en general) es la distinta expresién de estos
en funcion del tiempo de cultivo. Ya sea por un enriquecimiento en
determinadas poblaciones o por cambios en el fenotipo de las ASC, se ha
demostrado repetidamente que se producen cambios en su perfil de expresién
a lo largo del cultivo, de modo que existen grandes diferencias en los
marcadores expresados por las ASC recién aisladas, en pases tempranos y en
pases tardios'?”. Es por este motivo que se recomienda utilizar una bateria de
marcadores positivos y negativos para caracterizar una poblacién de ASC. En la
Tabla 4 se resumen los principales marcadores actualmente aceptados para la
identificacion de ASC en cultivo.

Principales marcadores Principales marcadores
positivos (>80%) negativos (<2%)
CD13 CD31
CD29 CD45

CDh44 CD235A
CD73 CD11b
CD90 CD14

CD105 CD26
CD166 CD106
CD34* HLA-DR

Tabla 4. Resumen de los principales marcadores de superficie utilizados en la identificacion de las
. 122,123 . s .2 .

ASC en cultivo . *Marcador inestable, presente Gnicamente en ASC recién aisladas, por lo

que en ocasiones ha sido utilizado por algunos autores como marcador negativo de ASC.

Las ASC en cultivo tienen una morfologia fibroblastoide, se adhieren facilmente
al plastico y tienen una elevada tasa de proliferacién.

La capacidad de diferenciacion a tres de los linajes mesodérmicos
(osteoblastos, adipocitos y condroblastos) es una de las caracteristicas
esenciales de las ASC. Sin embargo, numerosas publicaciones cientificas han
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demostrado que tienen la capacidad de diferenciarse a una amplia variedad de
linajes celulares, tanto in vitro como in vivo, y que a pesar de tener un origen
mesodérmico pueden diferenciarse hacia linajes de ectodermo y endodermo.
Hasta ahora, mediante medios especificos de diferenciacion se ha conseguido
gue las ASC expresen un fenotipo caracteristico de célula endotelial, muscular
lisa y estriada, epitelial, cardiomiocitos, neuronas, hepatocitos e incluso células
B pancredticas™* (
de la diferenciacién de las ASC a determinados linajes celulares se realiza

Figura 15). Habitualmente, la evaluacion de multipotencia o

mediante el andlisis de los niveles de expresion de marcadores caracteristicos
de cada tipo celular asi como de cambios morfoldgicos y de matriz extracelular.

-

Osteocitos Condrocitos

Células Neuronas
musculares

o S

5 ,.'.f‘—% ASC

e A
Hepatocitos Células
endoteliales
(Asc sy

Adipocitos — Células R

@ Auto-renovacién

AsC P
Fas _‘;-‘*‘;!
Flind

Cardiomiocitos Células
epiteliales

Figura 15. Potencial de diferenciacién de las ASC. Se ha demostrado su capacidad de
diferenciacion hacia los linajes mesodérmico (osteocitos, condrocitos, adipocitos y miocitos),
ectodérmico (neuronas, endotelio y epitelio) y endodérmico (cardiomiocitos, células B vy
hepatocitos).
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5.3 Efectos inmunomoduladores

Las capacidades inmunomoduladoras de las ASC han sido evidenciadas
mediante multiples ensayos funcionales, y constituye una de las cualidades mas
relevantes de este tipo celular para su utilizacion como agente terapéutico.

Las ASC (igual que las MSC derivadas de médula dsea) no expresan HLA-DR
(Human Leukocyte Antigen - antigen D Related, antigeno del complejo mayor
de histocompatibilidad de clase 1), lo que las hace menos inmunogénicas que
otros tipos celulares.

Ademas, numerosos estudios con ASC humanas y de modelos murinos han
documentado la habilidad de éstas para liberar citoquinas y factores tréficos
gue juegan un papel esencial en sus propiedades inmunomoduladoras. Algunas
de las citoquinas clave involucradas en la modulacién de la respuesta inmune
incluyen: Tumor necrosis factor alpha (TNF-a), Interferon gamma (IFN-y),
Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO, enzima limitante en el metabolismo del
triptéfano que estd asociada con la supresién de la expansion de linfocitos T), y
Interleukin-17 (IL-17)**>*?®. Particularmente, se ha demostrado que TNF-a
aumenta el efecto inmunosupresor de las ASC intensificando la produccién de
prostaglandina E2.

Las ASC han demostrado la capacidad de inhibir la produccién de citoquinas
inflamatorias, suprimir la proliferacién de células T en un modo dosis-
dependiente' y estimular la produccién de citoquinas anti-inflamatorias y
células T reguladoras'®® que a su vez son responsables de la supresién de
respuestas inmunes'®’.

Ademas, las ASC son capaces de suprimir la reactividad de los linfocitos en un

130 Estas

ensayo de reaccion linfocitaria mixta y de reducir la inflamacién in vivo
propiedades inmunosupresoras juntamente con su estatus inmunoprivilegiado

las hace buenas candidatas para ser utilizadas en trasplantes alogénicos.

5.4 Efectos pro-angiogénicos

Una de las propiedades mas interesantes de las ASC es su capacidad para
promover la neovascularizacién. Inicialmente, se atribuyeron sus efectos pro-
angiogénicos a la diferenciacién de las ASC hacia el linaje endotelial, ya que se
observaron tanto marcadores caracteristicos de célula endotelial en estas
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células cultivadas in vitro, como una mayor neovascularizacion de tejidos

isquémicos in vivo cuando se inyectaban ASC no diferenciadas’"***. N

o
obstante, otros autores reportaron evidencias de la importancia del secretoma
de estas células en los efectos observados. En estos estudios, la exposicién a
ambientes hipdxicos o matrices tridimensionales aumenté drasticamente en las
ASC la secrecién de los principales factores de crecimiento angiogénicos:
vascular endothelial growth factor (VEGF), hepatocyte growth factor (HGF),
transforming growth factor-beta (TGF-B), interleukin 8 (IL-8), basic fibroblast
growth factor (bFGF) y stromal cell-derived factor-1 (SDF-1)"**"%. La secrecién
de estos factores de crecimiento tiene efectos pro-angiogénicos sinérgicos, con
propiedades anti-apoptéticas, y ademas es capaz de inducir la proliferacion de
células endoteliales, y la migracion y reclutamiento de otras células necesarias

para la estabilidad vascular.

Adicionalmente se ha descrito en las ASC la capacidad de estimular la
formacion de redes vasculares en matrices tridimensionales, ademas de un

fenotipo y funcidn similar a los pericitos observado en co-cultivos con células

endoteliales (Figura 16), que puede jugar un papel en la maduracién vy
136-138

remodelado de los vasos sanguineos

Figura 16. Formacion de redes vasculares en co-cultivos de ASC y células endoteliales (EC). (A-C)
Imdagenes en microscopio de contraste de fases de ASC, EC y co-cultivo de ASC y EC. (D)
Inmunofluorescencia para los marcadores smooth muscle actin alpha (aSMA, rojo), CD31 (verde)

y nucleos (azul) en un co-cultivo de ASC y EC. Barra de escala = 250um. Figura adaptada de

Merfeld-Clauss y colaboradores, 2014 137,

En resumen, las ASC poseen interesantes cualidades pro-angiogénicas y
regenerativas que en respuesta a determinados estimulos, incluyen en una
accidon combinada el reemplazo de células dafiadas, la diferenciacion a células
vasculares, la formacion de estructuras vasculares por contacto célula-célula, y
por ultimo, y al parecer un factor clave para promover la angiogénesis, la
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secrecién paracrina de factores de crecimiento pro-angiogénicos y anti-
apoptéticos.

5.5 Uso terapéutico

La terapia celular se contempla como una opcidon novedosa en la reparacion y
regeneraciéon tisular, que puede aplicarse a multiples enfermedades. En la
busqueda de las células candidatas para ser utilizadas en este tipo de terapias,
existen una serie de requisitos que incluyen:

e la posibilidad de ser obtenidas de forma abundante y poco invasiva
para el donante.

e la capacidad de diferenciacion a diversos celulares de manera
controlada y reproducible.

e La posibilidad de trasplante de forma segura y eficaz, de forma
autdloga y alogénica.

e La posibilidad de preparacion segun los estdndares de control y calidad
de las guias de Buenas Practicas de Preparacion.

Durante muchos afios se han utilizado las MSC de médula dsea como fuente
principal de células madre para medicina regenerativa, y como alternativa al
uso de las células madre embrionarias*. Sin embargo, las ASC, que cumplen
los requisitos antes enumerados, presentan una gran ventaja respecto a las
anteriores debido a su facil obtencién y aislamiento™®. Las caracteristicas pro-
angiogénicas e inmunomoduladoras, la capacidad de diferenciacidn a multiples
linajes celulares, y la cantidad de citoquinas y factores de crecimiento
encontrados en el secretoma de las ASC, han propiciado su uso en multitud de
ensayos pre-clinicos y clinicos. Los resultados iniciales no fueron tan exitosos
como se esperaba en un principio, sin embargo, se observaron mejoras en
algunos tratamientos que alentaron a investigadores y clinicos a optimizar el
disefio del estudio y los procedimientos utilizados, en ocasiones
complementando las ASC con matrices tridimensionales o factores de
crecimiento. Actualmente las expectativas en terapia celular son tales que
tanto la Food and Drug Administration (FDA) como la European Medicines
Agency (EMEA) han empezado a regular su uso como agentes terapéuticos.

El nimero de ensayos clinicos utilizando ASC ha aumentado considerablemente
en los ultimos afios, y actualmente existen mas de dos cientos estudios
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registrados en ClinicalTrials.gov *'. Espafia es uno de los paises pioneros en
este tipo de intervenciones, y en el 2014 ocupd la cuarta posicion a nivel
mundial de ensayos clinicos en terapia celular (Figura 17).

Ensayos clinicos en terapia celular registrados en 2014

m Estados Unidos (133)
H China(63)
M Japén (31)
M Espaiia (18)
H India(17)
® Coreadel Sur (13)
Irdn (12)
Suecia(8)
4% Reino Unido (8)
4% Rusia(6)
Australia(6)

2% 2% 3% 2%

Figura 17. Ensayos clinicos en terapia celular registrados en 2014 por paises. Datos obtenidos de
Bersenev A., 2015

Las ASC pueden ser utilizadas en un amplio rango de patologias clinicas,
principalmente aquellas que involucran condiciones isquémicas o
inmunoldgicas'”. Sin embargo existen aun algunos aspectos dudosos en el
conocimiento basico de la biologia y las aplicaciones clinicas de las ASC, en lo
referente a la identidad de esta poblacién celular. La International Federation
for Adipose Therapeutics and Science (IFATS) y la International Society for
Cellular Therapy (ISCT) han realizado unas guias iniciales para industria y
academia sobre las propiedades de las ASC, incluyendo su viabilidad,
inmunofenotipo estandar, proliferacion y diferenciacion. Esas caracteristicas
facilitan el desarrollo de nuevos criterios de valoracién y aceleran la
administracidn segura y efectiva de los tratamientos basados en el uso de ASC a
la comunidad médica y los pacientes'**. Sin embargo, aun es necesario seguir
investigando en el drea clinica y establecer las condiciones idéneas para los
tratamientos en medicina regenerativa con una poblacion celular tan
prometedora como las ASC.
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5.6 Diferencias entre ASC de distintas localizaciones adiposas

Los depdsitos de tejido adiposo subcutaneo y visceral presentan caracteristicas
diferentes (ver apartado 4.2.1), lo que hace plausible que existan diferencias
también entre las ASC que residen en dichos tejidos.

Existen estudios que demuestran diferencias tanto en la tasa de proliferacion
como en el patrén de expresién génica de las ASC de tejido adiposo subcutdaneo
en comparaciéon con las de tejido adiposo visceral en pacientes con

d**®  Ademas, en pacientes no obesos, las ASC de los distintos

obesida
depdsitos de grasa mantienen diferencias en la expresidon génica, la secrecion
de adiponectina y la sefalizacion mediante insulina cuando se diferencian in
vitro a adipocitos* . Por lo tanto, las ASC residentes en los distintos tejidos
adiposos poseen caracteristicas metabdlicas inherentes que se mantienen

después de la diferenciacion celular.

Sin embargo, hoy en dia aun se desconoce cémo y en qué momento del
desarrollo las ASC de los diferentes tejidos adiposos adquieren el fenotipo
caracteristico de cada tejido.

5.7 Efecto de los factores de riesgo sobre las células madre
mesenquimales

Estudios recientes sugieren que una alteracion de la homeostasis de las células
madre debido a un constante y repetido estimulo nocivo puede provocar un
desequilibrio persistente en el reservorio de éstas células, desencadenando una
disminucion prematura e irreversible de su potencial regenerativo.

Se ha descrito que la diabetes, uno de los mayores factores de riesgo
cardiovascular, afecta negativamente a las MSC, ya que se ha observado una
mayor expresion de marcadores de senescencia y apoptosis y una disminucion
de marcadores de supervivencia en las MSC obtenidas de médula ésea en
pacientes diabéticos™.

La edad por si sola tiene también un impacto negativo sobre esta poblaciéon
celular, ya que su potencial de proliferacion y diferenciacion aparece reducido

149

en individuos de edad avanzada ™. Este efecto se ha podido observar también

en las ASC. Varios estudios han demostrado que la edad disminuye su
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capacidad de proliferaciéon, asi como su potencial angiogénico y de
150,151

diferenciacion
La obesidad, por su parte, tiene también un impacto negativo en las MSC y en
otras poblaciones como las células endoteliales progenitoras (EPC, del inglés
endothelial progenitor cells). Los pacientes obesos presentan un menor nimero
de EPCy con una menor capacidad clonogénica en comparacién con individuos
delgadoslsz, mientras en las MSC de médula 6sea se ha observado una
afectacion de la respuesta osteogénica en individuos con un IMC elevado™. En
el caso de las ASC, se ha observado una menor capacidad de diferenciacion
adipogénica en el tejido adiposo subcutaneo mamario en mujeres con un IMC
elevado™’.

A pesar de que las ASC parecen ser susceptibles al impacto de situaciones
patoldgicas del mismo modo que las MSC de médula ésea, no se han descrito
aun los efectos que la diabetes o la acumulacidn de FRCV tienen sobre las
propiedades de una poblacion que reside en uno de los érganos mas afectados
en una situacion de alteracion metabdlica como lo es el tejido adiposo.
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6. VIAS DE SENALIZACION

La adquisicion de diferentes destinos celulares orquesta una intrincada
interaccion de la proliferacién, la migracion, el crecimiento, la diferenciacion y
la muerte celular, dando lugar a conjuntos de distintos tipos celulares
organizados de una manera precisa. Tanto factores intrinsecos celulares, como
sefiales extrinsecas a corta y larga distancia, guian el desarrollo de nuevos
tejidos y destinos celulares. Con frecuencia, un organismo utiliza la misma via
de sefializacion dentro de diferentes contextos celulares para alcanzar
determinados objetivos de desarrollo.

6.1 Notch

La via de seializacién Notch es una via conservada evolutivamente en
organismos multicelulares que regula la determinacién del destino celular
durante el desarrollo y participa en el mantenimiento de la homeostasis tisular
en el adulto. Esta via media a través de sefiales celulares yuxtacrinas donde
tanto la célula que expone el ligando como la célula receptora estan afectadas
por la comunicacién ligando-receptor.

Los receptores Notch son proteinas transmembrana de aproximadamente 300
kDa compuestas por los dominios funcionales extracelular, transmembrana e
intracelular (NICD, del inglés Notch intracellular domain). Existen cuatro
receptores de esta familia en mamiferos (Notch 1-4) que se procesan en el
reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi mediante protedlisis y
glicosilaciéon. Una vez procesados, son transportados por endosomas a la
membrana plasmatica para permitir la unidn a ligando. En mamiferos, los
ligandos conocidos de los receptores Notch son 5, los miembros de las familias
Delta-like (DLL1, DLL3, DLL4) y Jagged (JAG1, JAG2). Una vez se produce la
unién ligando-receptor, el dominio extracelular es cortado por la enzima TNF-a
ADAM metalloprotease converting enzyme (TACE). De este modo el dominio
extracelular del receptor permanece unido al ligando y este complejo se
internaliza por endocitosis en la célula presentadora de ligando y marcado para
su degradacion lisosomal. En la célula receptora, la porcidon restante del
receptor es sometida a una escision por y-secretasas que libera el dominio
intracelular NICD. Esto permite su traslocacion al nicleo donde se asocia con el
complejo de factores de transcripcion CSL (CBF1/Suppressor of Hairless/LAG-1),
resultando en la subsiguiente activacién de los genes diana de la via candnica
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de Notch: los factores de transcripcidn pertenecientes a la familia Hes/Hey
(Figura 18)">™’. No esta tan claro, sin embargo, como actua cada uno de esos
factores de transcripcién en los distintos tipos celulares ni en los procesos de
diferenciacidn o mantenimiento de la multipotencia de las células madre.

Receptores Notch .
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o o o °
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Figura 18. Mecanismo de accidn de la via de sefializacion Notch. A la izquierda, representacion de
los receptores y ligandos que participan en la via. A la derecha, mecanismo mediante el cual se
procesa el receptor después de la unién al ligando. La escision del receptor Notch por enzimas y-
secretasas libera el dominio intracelular (NICD), que se trasloca al nucleo y se une a los co-
factores CBF1/Suppressor of Hairless/LAG-1 (CSL) y mastermind-like (MAML), activando la

transcripcion de genes diana. Figura adaptada de Osborne B. A. y colaboradores, 2007"° y

Andersson E. R. y colaboradores, 2014,

Se ha demostrado la participacion de la via de sefializacién Notch en la
diferenciacion especifica de linaje de las células madre embrionarias, y en el
control del nimero y actividad de las células madre adultas en contextos de
degeneracion tisular relacionada con la edad, reparacién por dafio tisular y
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procesos tumorales malignos. En concreto, en las ASC se ha detectado la
expresion de los componentes de la via de Notch, y se ha demostrado su
participacién en la regulacién de los procesos de diferenciacidn a varios linajes

celulares™® %1,
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7. ESTADO DE LA CUESTION

Las enfermedades cardiovasculares, siendo habitualmente la manifestacién
clinica de la aterosclerosis, son la primera causa de muerte en el mundo®. En
las ultimas décadas, el estilo de vida en la poblacidon se ha ido modificando,
siendo frecuentes las dietas poco equilibradas, el consumo excesivo de alcohol,
el tabaquismo y la inactividad fisica. Esto ha derivado en un incremento
importante de complicaciones metabdlicas como la obesidad, la hipertension,
la dislipemia o la diabetes, las cudles son importantes FRCV.

La relacidn de los FRCV con la funcién y homeostasis del tejido adiposo ha sido,
hasta hace poco, escasamente investigada. De hecho, ha sido en los ultimos
anos cuando la investigacion de los mecanismos responsables del desarrollo de
enfermedad cardiovascular ha tomado como importante objeto de estudio el
tejido adiposo, ya que ademas de jugar un papel crucial en la regulacién de la
homeostasis energética, ha demostrado actuar como un potente érgano
endocrino mediante la secrecién de adipoquinas que participan en el
metabolismo de la glucosa, el remodelado de la vascularizacién, la regulacion
de la presién arterial y la coagulacién, entre otros procesos fisoldgicos'**'®*. En
concreto, el tejido adiposo visceral (a diferencia del tejido adiposo subcutdneo)
estd estrechamente asociado a alteraciones metabdlicas sistémicas®,
contribuyendo al desarrollo de la resistencia a insulina a través de un aumento
de la liberaciéon de acidos grasos y en consecuencia, de la acumulacidn ectépica
de grasa y el desarrollo de lipotoxicidad™®, lo cual se debe en parte a la menor
capacidad de expansién de este tejido en comparacion con la grasa subcutanea.

Por su localizacion y dificil obtencidn, actualmente existe mucha menos
informacién sobre el papel del tejido adiposo epicardico. No obstante, es un
objetivo de estudio por su proximidad e intimo contacto con el corazén y las
arterias coronarias. Diversos estudios han demostrado que en las zonas en que
la arteria coronaria se interna en el miocardio, dejando de tener contacto
directo con el tejido adiposo, se encuentra una reduccion significativa de placa
aterosclerdtica en comparacién con las secciones rodeadas de grasa®™®. Sin
embargo, no se conoce todavia la funcion de las posibles interacciones
celulares y bioquimicas del tejido adiposo epicardico y las células vasculares y
miocardicas subyacentes.
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El tejido adiposo es una fuente de células madre mesenquimales adultas (ASC,
del inglés adipose-derived stromal/stem cells). Se trata de células
multipotentes, de facil obtencién, con interesantes propiedades pro-
angiogénicas e inmunomoduladoras®® y que han demostrado tener la
capacidad de diferenciarse a multiples linajes celulares, incluyendo células

Y6 por estas

musculares, endoteliales, adipocitos y osteocitos entre otros
caracteristicas se consideran un candidato ideal para su uso en terapia celular y
son objeto de numerosos estudios en medicina regenerativa. Sin embargo, es
poco conocido el papel fisiolégico que juegan las ASC en el desarrollo de la
patologia cardiovascular, y el impacto que los factores de riesgo cardiovascular

tienen sobre su funcionalidad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El tejido adiposo ha demostrado ser un o6rgano clave en el desarrollo de
patologias metabdlicas que a menudo son un importante factor de riesgo
cardiovascular. En especial, estudios clinicos y epidemioldgicos han evidenciado
que los depdsitos de grasa viscerales estan asociados a complicaciones
metabdlicas como la resistencia a insulina, y al desarrollo de enfermedad
aterosclerdtica. Este tejido es también una fuente de ASC, una poblacidn de
células madre multipotentes con propiedades pro-angiogénicas e
inmunomoduladoras, que si bien han sido incipientemente utilizadas en terapia
regenerativa, se desconoce el papel que ejercen a nivel fisiolégico durante el
desarrollo de patologias metabdlicas o cardiovasculares, asi como el impacto
gue estas complicaciones tienen sobre su fenotipo y funcionalidad.

Existen, por tanto, muchas incégnitas respecto a la funcién de las ASC y a su
diferenciacidn e interaccion con células diferenciadas de su nicho celular, tanto
en condiciones fisiolégicas como patoldgicas. Por un lado, las diferencias en
cuanto al riesgo metabdlico, debido a la distinta capacidad de expansion, que
tienen la grasa subcutdnea y visceral pueden estar relacionadas con diferencias
intrinsecas de las ASC en la capacidad de generar nuevos adipocitos. Por otro
lado, las alteraciones sistémicas generadas por la acumulacion de factores de
riesgo pueden modificar el fenotipo de las ASC, incluyendo su potencial
angiogénico. Estas modificaciones en la funcionalidad de las ASC, podrian tener
consecuencias en las regiones perivasculares donde residen, participando de
manera enddégena en el desarrollo de enfermedad cardiovascular. Ademas, este
efecto podria ser extensivo a otras MSC como lo son las derivadas de la médula
dsea. Finalmente, es también desconocida la relacion entre las ASC y las células
diferenciadas presentes en el nicho celular.

En general, faltan estudios mecanisticos traslacionales que den explicacion a
nivel clinico de la funcion de las ASC.

En esta tesis se ha planteado como hipétesis de trabajo que las ASC presentan
distintas capacidades de diferenciacion en funcion del tejido adiposo en el
que residen, y que su potencial regenerativo estd comprometido por la
acumulacion de factores de riesgo cardiovascular.
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Para dar respuesta a nuestra hipétesis, se definieron los siguientes objetivos:

. Analizar las diferencias intrinsecas de las ASC de diferentes
localizaciones adiposas en un modelo animal con acumulacién de factores de
riesgo cardiovascular.

1l Evaluar el impacto de la diabetes y la acumulacién de factores de riesgo
cardiovascular sobre el potencial angiogénico de las ASC de grasa subcutanea.

lll.  Evaluar el impacto de la acumulacion de factores de riesgo
cardiovascular sobre el potencial angiogénico de las ASC de grasa epicardica.

IV. Evaluar el impacto de la acumulacion de factores de riesgo
cardiovascular sobre el nicho de las células madre de la médula ésea.

V. Caracterizar fenotipica y funcionalmente las ASC de tejido adiposo
perivascular coronario de pacientes en diferentes estados de progresion de
aterosclerosis coronaria.
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MATERIALES Y METODOS

1. NOMENCLATURA

Los nombres de genes y proteinas de rata y humano siguen las pautas
establecidas por el Rat Genome Nomenclature Committee (RGNC) y el Human
Genome  Organization (HUGO) Gene  Nomenclature = Committee,
respectivamente.

En cuanto al uso de siglas o acrénimos, se ha mantenido la nomenclatura
original correspondiente a la designacién inglesa en el caso de nombres propios
de genes, proteinas, moléculas, tipos celulares, modelos animales y técnicas,
por su uso estandarizado entre la comunidad cientifica.

2. MODELO ANIMAL

Las ratas Zucker obesas fueron descubiertas en 1961 por Lois M. Zucker vy

185 Estas

Theodore F. Zucker en un cruce entre ratas Merck M y ratas Sherman
ratas presentan una mutacién autosdmica recesiva simple (sustitucién de una
glicina por una prolina en la posicion 269) en el gen que codifica para el
receptor de la leptina localizado en el cromosoma 5, lo que reduce 10 veces su
afinidad por la leptina'® ",

En condiciones normales, el tejido adiposo libera leptina a la circulaciéon que
actua a nivel cerebral disminuyendo la ingesta e incrementando el consumo de
energia. Sin embargo, en la ratas Zucker esta via no funciona correctamente,
por lo que a pesar de presentar niveles elevados de leptina circulantes, al cabo
de 4 semanas, desarrollan hiperfagia y una obesidad temprana'®. Ademas,
presentan hiperlipemia e hipertensién, y desarrollan resistencia a insulina. Sin
embargo, los niveles de glucosa de estas ratas permanecen normales, no
desarrollando diabetes y presentando asi un comportamiento similar al
observado en un elevado porcentaje de los humanos obesos™®’*”°.

En este estudio se utilizaron ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF), una subespecie
derivada de las ratas Zucker en las que se detecté una mutacidon espontanea
(inicialmente observada en machos) que provocaba el desarrollo de diabetes,
ya que son incapaces de compensar la resistencia a insulina. Alimentadas con
una dieta Purina LabDiet® 5008, los animales homocigotos recesivos ZDF
machos (fa/fa) desarrollan obesidad, hiperlipidemia, hiperglucemia
postpandrial y finalmente diabetes mellitus tipo 2 a las ocho semanas de vida.
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En su estado prediabético, el macho ZDF, inicialmente experimenta un
incremento en su insulinemia basal y en la concentraciéon de acidos grasos
libres. Una vez se desarrolla hiperglucemia (entre las 8 y 10 semanas), se
171172 ) 35 cepas
homocigotas dominantes (+/+) y las heterocigotas (fa/+), permanecen delgadas

colapsa la secrecion de insulina y se convierten en diabéticas

y normoglucémicas'”, por lo que fueron utilizadas como animales control en
esta tesis (ZC). En la 5 se detallan las caracteristicas principales de las ratas ZCy
ZDF.

Modelo animal:

Ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF)

y sus controles (ZC)

ZC/Control ZDF/CVRF
Mutacion en el receptor de la leptina +/+ofa/+ fa/fa
Hiperfagia No Si
Obesidad No Si
Hiperglucemia No Si
Resistencia a insulina No Si
Hipertrigliceridemia No Si
Hipercolesterolemia No Si

Tabla 5. Comparativa entre las ratas Zucker Diabetic Fatty (ZDF) y los controles delgados
normoglucémicos (ZC). CVRF: Factores de riesgo cardiovascular

Aunque las ratas ZC y ZDF fueron los modelos animales en los cuales se basa
esta tesis, en uno de los estudios se utilizdé un modelo de rata no obesa con
diabetes mellitus inducida quimicamente (ChDMII). La estreptozotocina es una
sustancia con citotoxicidad especifica que destruye las células B del pancreas
causando un estado primario de deficiencia de insulina. Sin embargo, una
destrucciéon completa de la funcién pancreatica se asemejaria mas a una
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diabetes tipo 1 que a una diabetes tipo 2, en la que los pacientes tienen niveles
de insulina detectables en sangre. La nicotinamida, una vitamina soluble del
grupo B, tiene un efecto protector sobre las células B pancreaticas, llegando a
preservar un 40% de la funcién pancredtica cuando es administrada antes del
tratamiento con estreptozotocina'’®. El uso de esta combinacién permite
obtener un modelo experimental homdlogo de diabetes tipo 2 caracterizada
por hiperglucemia moderada y ligero dafio a las células pancredticas. Para
reproducir este modelo, se realizé una inyeccidn intraperitoneal de 230mg/kg
de nicotinamida a ratas ZC de 9 semanas de edad, 15 minutos antes de inyectar
65mg/kg de estreptozocina intravenosa por la vena de la cola.

2.1 Condiciones de estabulacion

Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité Etico de
Experimentacién Animal del Institut Catala de Ciencies Cardiovasculars y
cumplen con los criterios establecidos en la guia Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals publicada por the United States National Institutes of
Health (NIH, Publication No0.85-23, revised 2011)'°. Los animales se
mantuvieron estabulados en un ambiente controlado a 20.0-22.0°C, 60 % de
humedad relativa y ciclos de dia/noche de 12 horas. Recibieron una dieta
estdndar para ratas de laboratorio Purina LabDiet® 5008 (PMI Nutrition
International) y agua, ad libitum. Este tipo de dieta estandar es la aconsejada
por el suministrador de los animales, que de forma consistente ha sido
ampliamente utilizada para caracterizar el desarrollo espontdneo de diabetes
en la rata ZDF.
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Figura 19. Evolucion semanal del peso y los niveles de glucosa en sangre de las ratas ZC y ZDF
desde las 7 hasta las 14 semanas de edad.
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Desde las 7 hasta las 14 semanas de edad, se registré semanalmente el peso y
el nivel de glucemia en ayunas de todos los animales, con el fin de confirmar el
estado diabético de las ratas ZDF. En la Figura 19 se representa la evolucién de
los niveles de glucosa en sangre y el peso de los animales de este estudio.

Para determinar los niveles de glucosa circulantes, los animales se mantuvieron
en ayunas durante 4 horas y se analizé una muestra de sangre de la vena lateral
de la cola con un medidor Glucocard™ Memory 2 (A. Menarini Diagnostics).

2.2 Obtencion de las muestras de sangre

A las 14 semanas de edad, los animales fueron anestesiados con una
combinacion de ketamina y medetomidina a una dosis de 75mg/kg y 0.5mg/kg
respectivamente mediante inyeccidén intraperitoneal y sacrificados mediante
exanguinacién por puncidn cardiaca. La sangre obtenida se introdujo en tubos
de separacién de suero (TAPVAL®, Montlab) se incubd a 372C para promover la
formacion del coagulo. Posteriormente se centrifugd a 1.800g a 42C durante
15min. El suero aislado se repartié en alicuotas y se almacend a -802C hasta su
andlisis.

La determinacién de los distintos pardmetros bioquimicos en suero de
colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos, transaminasa
glutamicooxalacética (GOT), transaminasa glutamicopirdvica (GPT), urea,
creatinina y proteina total se realizé con un analizador CLIMA MC-15 (RAL) y los
reactivos especificos para cada caso siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.3 Obtencion del tejido adiposo

Tras el sacrificio, se extrajeron los distintos depdsitos de tejido adiposo blanco
de los animales. El tejido destinado al andlisis de la expresién génica fue
inmediatamente congelado en nitrégeno liquido y después almacenado a -802C
hasta su procesamiento. El tejido destinado a la obtencidn de las ASC se lavd en
una solucion de tampdn fosfato salino estéril y se introdujo en tubos con 5ml
de medio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM; Life Technologies)
suplementado con 100U/ml de penicilina y 100ug/ml de estreptomicina (P-S;
Fisher Bioblock) para su transporte hasta la instalacién de cultivos celulares
donde inmediatamente se inicié el proceso de aislamiento de las ASC. A
continuacién se detalla la localizacion (Figura 20) y el procedimiento para la
obtencién de cada uno de los depdsitos de grasa.

60



MATERIALES Y METODOS

Subcutaneo Visceral

Subcutaneo Epididimal Retroperitoneal Mesentérico Epicardico

Figura 20. Distribucidon anatémica de los depdsitos de tejido adiposo blanco en la rata. Figura
adaptada de Berry D.C. y colaboradores, 2013 178,

Tejido adiposo subcutdneo

Se realizd un corte longitudinal poco profundo en la piel y con ayuda de unas
tijeras quirdrgicas se fue separando la piel del musculo. Se obtuvo el tejido
adiposo dispuesto bajo la piel desde la regidn inguinal hasta la escapular.

Tejido adiposo mesentérico

Se abrid la cavidad abdominal con ayuda de un bisturi y se extrajo el paquete
intestinal completo. Se desplegaron los intestinos sobre una superficie estéril y
con ayuda de unas tijeras quirdrgicas se extrajo el tejido adiposo desde el
estébmago hasta el intestino grueso. Se tuvo especial cuidado en extraer los
nddulos linfaticos, muy abundantes en este tejido.

Tejido adiposo epididimal

Se extrajo el epididimo simplemente estirando de él con unas pinzas y se
recogié el tejido adiposo dispuesto sobre el mismo.

Tejido adiposo retroperitoneal

Se extrajeron los rifiones y se separod el tejido adiposo que los rodea, evitando
las glandulas suprarrenales.

Tejido adiposo epicdrdico

Se abrid la cavidad tordcica y se retiré por completo el pericardio. Se extrajo el
corazdn y se disecciond la grasa adherida al miocardio, que se encontraba en la
region interatrial, extendiéndose hacia el arco aédrtico.
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3. MUESTRAS DE PACIENTES

A lo largo de la duracién de esta tesis, se recogieron muestras de tejido adiposo
perivascular coronario de pacientes sometidos a un trasplante de corazén en el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona. El protocolo fue aprobado
por el Comité Etico de Investigacion del hospital de acuerdo a la Declaracién de
Helsinki’”.

3.1 Obtencion del tejido adiposo

Inmediatamente después de la extraccion del corazén del paciente, se procedio
a la identificacion de la arteria coronaria descendente anterior izquierda (LAD,
del inglés Left Anterior Descending). Para ello, se localizé en la aorta el seno
adrtico izquierdo, del cual emerge la arteria coronaria izquierda. Esta se bifurca
en la arterias coronarias LAD (que desciende por el surco interventricular
anterior e irriga la cara anterior y lateral del ventriculo izquierdo) y circunfleja
izquierda (que rodea el corazén e irriga la cara posterior del ventriculo
izquierdo). Se extrajo la LAD y se disecciond el tejido adiposo perivascular que
la envuelve, utilizando en todo momento material quirdrgico estéril (ver Figura
21). El tejido se lavd con PBS estéril y se introdujo en tubos con 5ml de medio
DMEM suplementado con 100U/ml de penicilina y 100ug/ml de estreptomicina
para su transporte desde quiréfano hasta la instalacién de cultivos celulares,
donde inmediatamente se inicid el proceso de aislamiento de las ASC.

Figura 21. Imagenes de la obtencién de tejido adiposo perivascular coronario a partir de
corazones explantados de pacientes sometidos a un trasplante de corazén. A) Corazén de un
paciente con miocardiopatia isquémica en fase dilatada. B) Localizacion de la arteria coronaria
descendente anterior izquierda (LAD). C) Detalle de coronaria LAD envuelta de tejido adiposo
perivascular. D) LAD después de retirar el tejido adiposo perivascular.
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3.2 Analisis histoldgico de las arterias coronarias

Las arterias coronarias se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 48 horas,
se incluyeron en medio de montaje OCT (del inglés Optimal Cutting
Temperature compound, Fisher Scientific) y se guardaron a -802C para su
posterior procesamiento histolégico.

Se realizd una clasificacién de las arterias coronarias en funcidn del tipo de
lesion aterosclerética que presentaban siguiendo los criterios establecidos por

78 Para ello se realizaron cortes de 5um

la American Heart Association (AHA)
de cada una de ellas y se realizé una tincién con tricrémico de Masson, que
como su nombre indica emplea tres colorantes: hematoxilina, fucsina y verde

luz.

Protocolo de la tincion con tricromico de Masson

- Se dejaron secar los cortes a 372C durante 15min

- Se fijaron las muestras en Bouin durante 30min y a continuacidn se realizaron
los siguientes pasos:

- Lavado con agua del grifo

- Solucién Celestin blue 12min
- Lavado con agua destilada

- Hematoxilina de Mayer 12min
- Lavado con agua del grifo

- Alcohol acido 1% 2seg

- Lavado con agua del grifo

- Fucsina acida 20min

- Lavado con agua destilada

- Acido fosfomolibdico 1% 4min
- Verde luz 4min

- Lavado con agua destilada

- Acido acético 1% 2min

- Alcohol 90% 2min (2veces)

- Alcohol 100% 2min (2veces)

- Histoclear 3min (2 veces)
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- Finalmente se cubrieron las muestras con cubreobjetos usando el medio de
montaje Histomount (Fisher Scientific).

Con el fin de detectar la presencia de pequefios vasos sanguineos, marcadores
de ASC y la presencia de factor tisular en la adventicia de las arterias
coronarias, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia.

La tincidon de acidos nucleicos se realizé con Hoechst (#33342, Thermo Fisher),
una tincién que emite fluorescencia azul cuando se unen al DNA de doble
cadena. Los anticuerpos primarios utilizados estan detallados en la Tabla 6. Las
imagenes fueron captadas mediante microscopia confocal (Leica TCS SP2).

Protocolo de inmunofluorescencia

- Se dejaron secar los cortes a 372C durante 40min

- Se permeabilizaron con PBS - Tween20 0.5% durante 5min

- Se realizé un bloqueo con PBS - albumina sérica bovina 1% durante 15min (x2)
- Se afiadié Signal Enhancer (ThermoFisher)

- Se incubaron las muestras con los anticuerpos primarios durante 1h

- Se incubaron las muestras con los anticuerpos secundarios durante 1h

- Se realizd el montaje con el reactivo Prolong® Gold Antifade (Life
Technologies)

Notas:

1. Entre cada paso se realizaron siempre dos lavados con PBS

2. Todas las soluciones se filtraron antes de ser utilizadas

3. Los anticuerpos se centrifugaron durante 10min a 10.000rpm justo antes de
Su uso para evitar precipitados.

Anticuerpo  Fluorocromo  Dilucion Referencia Fabricante
o-SMA FITC 1:200 ab188498 Abcam
TF - 1:50 4501 Sekisui diagnostics
CD44 FITC 1:100 555478 BD Bioscience
CD45 PE-Cy™5 1:100 555484 BD Bioscience
CD90 FITC 1:250 555595 BD Bioscience

Tabla 6. Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de inmunofluorescencia
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4. CULTIVO DE LAS ASC

4.1 Aislamiento

El aislamiento de las ASC se realizé siguiendo una modificacion del protocolo
previamente descrito por Zuck y colaboradores''®. Los tiempos de digestién
enzimatica se optimizaron en funciéon del origen del tejido tal y como se
especifica mds adelante. En todo momento se trabajé en cabina estéril de flujo
laminar vertical en una sala con nivel | de bioseguridad.

Protocolo de aislamiento de las ASC

-El tejido adiposo se colocd en placas de petri con solucidon PBS en las que se
localizaron y eliminaron posibles restos de otros tejidos asi como vasos
sanguineos con la ayuda de pinzas y tijeras de microcirugia.

-Se realizaron dos lavados con solucién PBS para eliminar restos de sangre del
tejido. Una vez limpio, se determind el peso del tejido y se procedid a su
disgregacion mecanica mediante un bisturi.

-Se realizd una digestion enzimatica con una solucién de colagenasa tipo |
1mg/ml (Sigma-Aldrich) en medio DMEM vy se incubd a 37°C en agitacion
constante durante 30min en las muestras de rata y 1h en las muestras
humanas. La actividad enzimatica de la colagenasa se inactivd mediante la
adicion de un volumen de medio DMEM suplementado con un 10% de suero
fetal bovino (SFB; Biological Industries).

-La suspensién se centrifugd a 300g durante 10min para obtener la fraccion
vascular estromal (SVF; del inglés Stromal Vascular Fraction). Se descarté el
sobrenadante, que contenia los adipocitos en flotacién, y se resuspendio el
pellet en medio de cultivo (DMEM suplementado con un 10% SFB, 100U/ml de
penicilina y 100ug/ml de estreptomicina).

-Se hizo pasar la solucién a través de un filtro de 100um para eliminar
fragmentos residuales de tejido.

-La suspensién filtrada se analizé mediante un contador celular Coulter para
obtener una estimacion del nimero total de células obtenidas.
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-La SVF se sembré en un flascén de 25cm? para el cultivo de las ASC o bien se
congeld y almacend a -802C para el posterior analisis de la expresién génica.

-El medio de cultivo se reemplazé 24h después para retirar las células no
adherentes al plastico.

4.2 Condiciones de cultivo

Todos los cultivos de ASC de rata se cultivaron en condiciones estdndar de
cultivo, en una incubadora a 372C (Nirco) con una atmdsfera himeda, 5% de
CO, y niveles atmosféricos de O, (~20%). Estas condiciones se escogieron por
ser las tradicionalmente utilizadas en el cultivo de ASC.

Sin embargo, durante el transcurso de esta tesis surgieron discrepancias en
cuanto al uso de una concentracién del 20% de oxigeno en el cultivo de las ASC.
A pesar de que tradicionalmente se ha cultivado las células en esas condiciones,
muy pocas células estdn expuestas a esos niveles de oxigeno en una situacion
fisiolégica. La mayoria de odrganos funcionan a niveles de oxigeno

%'">'*°. Ademas, coincidiendo con los

comprendidos entre un 1 y un 12
resultados de numerosos grupos, hemos demostrado recientemente efectos
positivos del cultivo en bajas concentraciones de oxigeno sobre la proliferacién,
la secrecion de factores paracrinos, la capacidad de migracion y el potencial

181718 por este motivo,

angiogénico de las células madre mesenquimales
cuando se iniciod el aislamiento de ASC humanas, se decidié implantar un nuevo

método de cultivo, manteniendo las células a niveles de oxigeno del 1%.

Por tanto, las ASC humanas se cultivaron en una estacion de hipoxia (Whitley
H35 Hypoxistation; Nirco) a un 1% de O,, 5% de CO, y 94% de N,, con una
humedad del 75%. Las células se mantuvieron en niveles de subconfluencia
previamente a todos los experimentos, que se realizaron entre pase 3y 4 en
todos los casos.

4.3 Obtencion del medio condicionado

El medio condicionado (medio que contiene las moléculas secretadas por las
ASC) se utilizé para estudiar el efecto paracrino de las ASC sobre la funcion
angiogénica de las células HUVEC.

El medio condicionado se prepard siempre a partir de ASC en pase 3. Una vez
alcanzado el 80% de confluencia celular se realizaron dos lavados con PBS y se

66



MATERIALES Y METODOS

anadié medio de cultivo sin suero. A las 48 horas se recogid el medio y se
centrifugd a 300g durante 10min para eliminar restos celulares. El medio se
almacend a -802C hasta su utilizacion.

5. OTROS TIPOS CELULARES

Con el fin de analizar posibles efectos o interacciones de las ASC sobre tipos
celulares involucrados en la formacién de vasos sanguineos se utilizaron células
endoteliales humanas de cordén umbilical (HUVEC del inglés Human Umbilical
Vein Endothelial Cells) y células musculares lisas vasculares humanas (VSMC).

5.1 HUVEC

Las células HUVEC (Advancell) se cultivaron en medio M199 Earle's salt (Life
Technologies) suplementado con 20% SFB, 30ug/ml de suplemento para el
crecimiento endotelial (ECGS, Sigma Aldrich), 1mM de piruvato (Life
Technologies), 2mM de L-glutamina, 100ug/ml de heparina (Sigma Aldrich) y los
antibidticos penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100ug/ml) (Fisher
Bioblock). Estas células se sembraron en placas pretratadas 30min a 372C con
10mg/ml de gelatina (BD Bioscience).

5.2 VSMC

Se utilizaron VSMC humanas, obtenidas a partir de arterias coronarias humanas
de corazones explantados durante operaciones de trasplante de corazon,
llevados a cabo en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. La obtencion de estas
células se realizd siguiendo las técnicas de explante establecidas vy
estandarizadas por nuestro grupo'®, que habian sido aprobadas por el comité
ético del hospital en concordancia con el tratado de Helsinki. Estas células se
cultivaron en medio M199 (Life Technologies) suplementado con 20% SFB, 100
U/ml de penicilina, 100ug/ml de estreptomicina y 2mM de L-glutamina. Los
ensayos se realizaron con células de pases entre 3y 6.

6. ENSAYOS DE BIOLOGIA CELULAR

6.1 Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método analitico que permite la medicién de
multiples pardametros celulares, como el tamafo, forma, complejidad vy
cualgquier componente celular que pueda ser marcado con un fluorocromo. Esta
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técnica se basa en hacer pasar una suspensién de particulas (generalmente
células) alineadas y de una en una por delante de un haz de luz laser focalizado.
El impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefales que corresponden
a los diferentes parametros de la célula y que son recogidos por distintos

detectores.
Especie Anticuerpo Fluorocromo Referencia Fabricante
CD29 FITC 555005 BD Bioscience
CDh44 RPE MCA643PE Ab Serotec
CD45 FITC 554877 BD Bioscience
Rata CD90 PerCP 557266 BD Bioscience
Isotipo FITC 555909 BD Bioscience
Isotipo RPE MCA1209PE Ab Serotec
Isotipo PerCP 550672 BD Bioscience
CDh14 FITC 14F-100T Immunostep
CD29 PE 555443 BD Bioscience
CD34 PC5 AQ7777 Beckman Coulter
CD44 FITC 555478 BD Bioscience
CD45 PE-Cy™5 555484 BD Bioscience
Humano CD73 FITC 561254 BD Bioscience
CD90 FITC 555595 BD Bioscience
CD105 PE 560839 BD Bioscience
Isotipo FITC 555748 BD Bioscience
Isotipo PE 555749 BD Bioscience
Isotipo PC5 A07798 Beckman Coulter
Isotipo PE-Cy™5 555750 BD Bioscience

Tabla 7. Anticuerpos utilizados para analizar la presencia de marcadores de células madre
mesenquimales en la superficie celular de las ASC y la SVF mediante citometria de flujo.

Esta técnica se utilizd para analizar la expresion de marcadores caracteristicos
de célula madre mesenquimal en la superficie celular de las células de la SVF y
de las ASC cultivadas a pase 3. Para ello se resuspendieron un minimo de
200.00 células en tampdn de citometria, una solucién de PBS con 0.1% de
albumina sérica bovina (Nzytech) y 0.1% de azida sddica (Sigma-Aldrich).
Seguidamente se afiadieron los anticuerpos y se incubaron las muestras
durante 30min a 49C protegidas de la luz. En el caso de las muestras de SVF,
tras la incubacidon con anticuerpos se lisaron los eritrocitos de la muestra
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afiadiendo 500ul de Quicklysis™ (Cytognos) e incubando a temperatura
ambiente durante 15min. Finalmente se afiadieron 500ul de tampdén de
citometria y se analizaron las muestras en un citdmetro de flujo Coulter Epics
XL con el programa Expo 32 ADC XL 4 color (Beckman Coulter). En cada
experimento se adquirieron un total de 10.000 eventos y se realizaron
controles de isotipo para cada anticuerpo. Los anticuerpos utilizados se detallan
enla Tabla 7.

6.2 Viabilidad y proliferacion celular

La proliferacién de las ASC de rata se valoré mediante el kit MTS CellTiter 96
Agueous One Solution cell proliferation assay kit (Promega). Se trata de un
ensayo colorimétrico que permite la cuantificacién de células metabdlicamente
activas, las cuales son capaces de metabolizar el sustrato MTS  (3-
[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio)
en presencia de un intermediario aceptor de electrones (metasulfato de
fenazina). La reduccién del compuesto MTS resulta en la formacién de
formazan, un compuesto soluble cuantificable a una longitud de onda de
490nm (Figura 22). La produccion de formazan es directamente proporcional al
numero de células vivas en cultivo.
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Figura 22. Estructura del sustrato MTS y el producto de su metabolizacidn. Fuente: Promega

Para ello se sembraron por triplicado 5x10° células en una placa de 96 pocillos y
se incubaron en las condiciones de cultivo antes descritas durante 24 horas. Se
afiadieron 10ul de reactivo MTS a cada pocillo y se incubd la placa a 372C
durante 2h. La cuantificaciéon de la absorvancia a 490nm se realizé en un
espectrofotdmetro Spectramax 250 con el programa SoftMax (Molecular
Devices).
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6.3 Cinética de crecimiento celular

La cinética de crecimiento y el tiempo de duplicacién celular se analizaron en
las ASC de tejido adiposo perivascular coronario. Se sembraron 2 x 10* células
en placas de 6 pocillos en medio de crecimiento. Cada 2 dias se tripsinizaron y
se contaron mediante camara de Neubauer las células de 2 pocillos (duplicado)
hasta un total de 10 dias. Se relaciond entonces el nimero de células obtenidas
con el numero de dias de cultivo desde la siembra, para obtener una curva de
crecimiento celular. Una vez determinada la fase exponencial de la curva de
crecimiento, se calculé el tiempo de duplicacion celular (PDT, del inglés
Population Doubling Time) mediante la férmula PDT= Te/[(log N2 - log
N1)/log2], donde Te es el tiempo (en dias) en la fase de crecimiento
exponencial, N1 es el numero de células al inicio y N2 es el nimero de células al
final de la fase de crecimiento exponencial.

6.4 Diferenciacion celular in vitro

Una de las caracteristicas distintivas de las ASC es su capacidad de
diferenciacion hacia multiples linajes celulares, principalmente de origen
mesodérmico. En esta tesis se realizaron estudios de diferenciacién in vitro
tanto para confirmar la identidad de las células obtenidas como para estudiar el
impacto de diferentes variables sobre el potencial de diferenciacién de las ASC.

6.4.1 Diferenciacion adipogénica

Se sembraron por triplicado las ASC en placas de 6 pocillos a una densidad de
1.5x10* células/cm”* en medio de crecimiento. Dos dias después de haber
alcanzado un 100% de confluencia se inicid el tratamiento con el medio de
diferenciacion adipogénica descrito en la Tabla 8. El medio se reemplazé tres
veces por semana durante 21 dias. Al finalizar la diferenciacidon se obtuvo RNA
mensajero (mMRNA) y se realizé una tincion de lipidos.

El analisis de la diferenciacidn celular al linaje adipogénico se realiz6 mediante
la cuantificacién de los niveles de expresion de mRNA de genes caracteristicos
de adipocitos maduros: Cd36 (también conocido como Fat/Cd36: Fatty acid
translocase), Lpl o Lipoproteina lipasa (Lpl: Lipoprotein lipase) y Fabp4 o
Proteina de union a dcidos grasos 4 (Fabp4: Fatty Acid Binding Protein 4)
mediante PCR a tiempo real (ver apartado 13). Paralelamente se realiz6 una
tincién de lipidos para evaluar la presencia de vacuolas lipidicas mediante el
colorante Oil Red O (Sigma-Aldrich).
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Protocolo de tincién de lipidos Oil Red O

- Preparar la solucidn Stock de Oil Red O: 350mg de Oil Red en 100ml de
isopropanol. Dejar en agitacidn durante 24h protegido de la luz

- Inmediatamente antes de realizar la tincidn, preparar la solucién de trabajo:
60% de la solucidn stock de Oil Red y 40% de agua destilada.

- Filtrar la solucidn con papel de filtro y tapar para proteger de la luz (este paso
es imprescindible para evitar la formacidn de precipitados en la tincién)

- Realizar dos lavados con PBS vy fijar las células con paraformaldehido al 4%
(pH7.4) durante 15min

- Realizar un lavado con isopropanol al 60% durante 1min
- Tefir con solucidn de trabajo de Oil Red durante 30min
- Realizar un lavado con isopropanol al 60% durante 1min
- Realizar dos lavados con agua destilada

- Observar al microscopio de contraste de fases (Figura 23)

10X ‘ 20X ' 40X

Figura 23. Tincion de lipidos Qil Red O. ASC de tejido adiposo subcutaneo de rata después de 21
dias de diferenciacién adipogénica. Bajo cada imagen se indica el objetivo utilizado.

6.4.2 Diferenciacion osteogénica

Se sembraron por triplicado las ASC en placas de 6 pocillos a una densidad de
1.5x10* células/cm® en medio de crecimiento. Al dia siguiente se inici6 el
tratamiento con el medio de diferenciacidn osteogénica descrito en la Tabla 8.
El medio se reemplazé tres veces por semana durante 21 dias. Al finalizar la
diferenciacidn se obtuvo mRNA y se realizé una tincion de calcio.
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Diferenciacion adipogénica Diferenciacion osteogénica
. DMEM 4.5g/L glucosa DMEM 1g/L glucosa
Medio Base
+10% FBS + 1%P/S +10% FBS + 1%P/S
Dexametasona 1uM Acido ascérbico 50 uM
Coctel de IBMX 500 uM  B-glicerofosfato sédico  10mM

diferenciacion |,4ometacina 100 uM  Dexametasona 100nM

Insulina 10ug/ml

Tabla 8. Composicion de los medios de diferenciacién adipogénica y osteogénica. Todos los
reactivos se compraron a Sigma-Aldrich.

El analisis de la diferenciacidn celular al linaje osteogénico se realizd mediante
la cuantificacién de los niveles de expresion de mRNA de genes caracteristicos
de osteocitos maduros: Osteopontina (Sppl: Secreted Phosphoprotein 1),
Osteocalcina (Bglap: Bone gamma-carboxyglutamate (Gla) protein) y Fosfatasa
alcalina (Alp: Alkaline phosphatase) mediante PCR a tiempo real (ver apartado
13). Paralelamente se realizd una tincién de calcio para evaluar la presencia
matriz extracelular calcificada mediante el colorante Alizarin Red (Sigma-
Aldrich).

Protocolo de tincion de calcio Alizarin Red

- Preparar la solucién de trabajo de Alizarin Red: 2mg de Alizarin Red en 100ml
de agua destilada. Dejar en agitacién un minimo de 2 horas protegido de la
luz. Filtrar la solucién con papel de filtro y tapar para proteger de la luz (este
paso es imprescindible para evitar la formaciéon de precipitados en la tincidn)

- Realizar dos lavados con PBS vy fijar las células con paraformaldehido al 4%
(pH7.4) durante 15min

- Realizar un lavado con agua destilada
- Tefiir con la soluciéon de Alizarin Red durante 20min
- Realizar tres lavados con agua destilada

- Observar al microscopio de contraste de fases (Figura 24)
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10X 20X

Figura 24. Tincién de calcio Alizarin Red. ASC de tejido adiposo epicardico de rata después de 21
dias de diferenciacion osteogénica. Bajo cada figura se indica el objetivo utilizado.

6.4.3 Diferenciacion endotelial

La induccion al fenotipo endotelial se realiz6 mediante el medio de crecimiento
comercial para células endoteliales EGM™-2 (Lonza). Este medio estd
suplementado con SFB, acido ascérbico, heparina, hidrocortisona, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF; Vascular Endothelial Growth Factor),
factor de crecimiento fibroblastico (FGF; Fibroblast Growth Factor), factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1: Insulin-like Growth Factor 1),
factor de crecimiento epidérmico (EGF: Epidermal Growth Factor), gentamicina
y anfotericina a concentraciones no especificadas por el fabricante.

Las ASC se sembraron por triplicado en placas de 6 pocillos a una densidad de
1x10* células/cm® en medio de crecimiento. Al dia siguiente se inicio el
tratamiento con el medio EGM™-2. El medio se reemplazd tres veces por
semana durante 14 dias. Al finalizar la diferenciacién se obtuvo mRNA y se
realizd un ensayo de formacion de estructuras tubulares en matrigel (ver
apartado 6.7).

6.5 Ensayo de migracion in vitro

Para analizar la migracion de las ASC en cocultivo con las VSMC se utilizaron
placas especiales para migracion (Culture-Insert u-Dish 35mm low, Ibidi). Estas
placas permiten sembrar dos tipos celulares distintos en una misma placa
dejando una separaciéon de 500um entre ellas, gracias a un inserto de silicona
biocompatible que forma dos pocillos rectangulares. Una vez adheridas a la
superficie de la placa, se retira el inserto de modo que las células compartan el
medio y puedan tanto recibir las sefiales paracrinas como migrar hacia la otra
poblacién celular (Figura 25).
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En este ensayo se sembraron 70ul de suspensidn celular (1,8x10° ASC y 2,5x10°
VSMC) en cada pocillo. Al dia siguiente, se extrajeron los insertos, se realizaron
dos lavados con PBS para eliminar restos celulares que hayan podido
desprenderse de la placa y se afiadieron 500ul de medio fresco. Durante el
proceso de migracién, se captaron imdagenes a las 0, 2, 4, 6, 8 y 10 h, con un
microscopio invertido ECLIPSE TS5100 (Nikon) y una cédmara Moticam 10
(Motic). El drea cubierta por células se analizé utilizando el programa Image).

A. Placa + Inserto
B. Siembra

C. Retirada del inserto

D. Lavado

E. Siembra de dos tipos
celularesdistintos. Detalle
del cultivo de ASCy VSMC
antes de iniciar la migracién

Figura 25. Detalle del procedimiento de siembra en placas lbidi Culture-Insert. Adaptado de
www.ibidi.com

6.6 Tincion de membrana celular en cultivo

Tanto los ensayos de angiogénesis in vitro como los ensayos de migracion
permitieron analizar la interaccidn entre las ASC y las VSMC en cocultivo. Para
diferenciar los dos tipos celulares se utilizaron tinciones fluorescentes que se
intercalan en la membrana celular sin afectar la viabilidad ni la funcién celular y
que por tanto permiten el seguimiento de las células vivas en cultivo™
mediante microscopia de fluorescencia. En todos los casos las ASC se marcaron

con fluorescencia roja (PKH26, Sigma-Aldrich) y las VSMC con fluorescencia
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verde (PKH67), con picos de excitacién de 551 y 490nm; y picos de emisidn de
567 y 502nm respectivamente (Figura 26). El protocolo utilizado se detalla a
continuacion.

ASC
VSMC

Figura 26. Tincidn de células en cultivo. A) Formacién de estructuras tubulares en matrigel en un
co-cultivo de ASC (rojo) y VSMC (verde). B) Ensayo de migracion in vitro de ASC (rojo) y VSMC
(verde)

Tincion de membrana celular PKH26/PKH67

- Resuspender 1x10° de células en 5ml de medio de cultivo sin suero
- Centrifugar a 300g durante 10min

- Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 500ul del diluyente
suministrado con el producto (Diluent C, Sigma-Aldrich)

- Preparar un tubo con 500ul de diluyente y 2ul de colorante (PKH26 o PKH67).
Mezclar y afadir al tubo que contiene las células. (Afadir el colorante
directamente a las células podria tener un efecto tdxico sobre estas y producir
muerte celular)

- Incubar durante 5min a temperatura ambiente, protegido de la luz y agitando
con suavidad peridodicamente

- Aiadir 1ml de SFB e incubar durante 1min (el SFB se une a las moléculas de
colorante sobrantes en suspensidn)

- Afadir 1ml de medio completo y centrifugar a 300g durante 10min
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- Realizar un lavado con 5ml de medio completo y volver a centrifugar a 300g
durante 10min

- Descartar el sobrenadante y resuspender las células en el volumen deseado
de medio completo

6.7 Angiogénesis in vitro

El ensayo de formacién de estructuras tubulares en una matriz tridimensional
es un método rapido y cuantificable para evaluar la capacidad de angiogénesis
in vitro. Se utilizé este método para evaluar la capacidad angiogénica in vitro de
las ASC, solas o en co-cultivo con VSMC y el efecto del secretoma de las ASC
sobre la funcién angiogénica de las HUVEC.

La matriz tridimensional escogida fue Matrigel®, una mezcla comercial que
deriva de células de sarcoma de ratén y estd compuesto por laminina, colageno
IV, nidégeno/enactina y proteoglicanos, por lo que su composicion es similar a
la matriz extracelular de muchos tejidos. Se utilizé una composicién de matrigel
con una menor concentracion de factores de crecimiento (Corning® Matrigel®
Growth Factor Reduced Basement Membrane Matrix; Corning) ya que la
composicion del producto original incluye gran cantidad de factores que
podrian enmascarar pequefias diferencias en el potencial angiogénico de las
células analizadas.

Para realizar este ensayo se cubrieron las placas con matrigel y se incubaron a
379C durante 30min. Seguidamente se sembraron las células y se metieron las
placas a la incubadora de CO, durante 30min para permitir la adhesién de las
células a la matriz. Pasado ese tiempo se afiadié el medio correspondiente a
cada estudio suplementado con un 10% de matrigel. La formacion de tubos se
analizd a las 6 horas mediante la captacion de imagenes con un microscopio
invertido ECLIPSE TS5100 (Nikon) y una camara Moticam 10 (Motic). Se analizé
la longitud de los tubos utilizando el programa Imagel.

A continuacidon se muestran dos ejemplos de formacidn de estructuras
tubulares con células ASC y HUVEC (Figura 27).
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HUVEC

Figura 27. Formacion de estructuras tubulares in vitro en una matriz de Matrigel®

7. MODULACION DE LA ViA DE SENALIZACION NOTCH

El papel de la via de sefializacion Notch en las diferencias funcionales
observadas en las ASC se analiz6 mediante la inhibicién y/o activacion de la via
mediante el tratamiento con N-[N-(3,5-Difluorofenacetil)-L-alanil]-S-fenilglicina
t-butil ester (DAPT, Calbiochem) e isotiocianato de fenetilo (PEITC, Sigma-
Aldrich).

7.1 Inhibicion de Notch mediante DAPT

DAPT es un inhibidor de gamma-secretasas que impide la escision del receptor
Notch'®®. Cuando la regién intracelular de los receptores Notch no se libera, no
puede trasladarse al nucleo, donde formaria complejos con otras proteinas
nucleares e iniciaria la transcripcion de sus genes diana en una situacion de
activacion de la via de sefializacién.

En los experimentos de inhibicién de la via de sefializacién Notch se trataron las
células con 50uM de DAPT preparado en dimetilsulféoxido (DMSO) durante 4
dias antes del inicio de la diferenciacién o de los ensayos de angiogénesis in
vivo. Para evaluar el efecto del tratamiento sobre los niveles de activacion de la
via de sefializacion Notch se analizaron los niveles de expresion génica de los
genes diana de esta via (Hes1, Hes7, Heyl, Hey2 y Heyl) y se compararon con
los de las células tratadas con vehiculo (DMSO).

7.2 Activacion de Notch mediante PEITC

PEITC es un compuesto natural que ademds de tener propiedades
quimiopreventivas en cancer, puede activar la sefializacién de la via de Notch al
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mismo nivel que la inhibe el compuesto DAPT, en el paso de escisidén de los
h187.

receptores Notc
En los experimentos de activacion de la via de sefalizacion Notch se trataron
las células con 5uM de PEITC preparado en DMSO durante 8 horas o 4 dias
antes del inicio de la diferenciacién o de los ensayos de angiogénesis in vivo.
Para evaluar el efecto del tratamiento sobre los niveles de activacion de la via
de sefalizacidon Notch se analizaron los niveles de expresion génica de los genes
diana de esta via (Hes1, Hes7, Heyl, Hey2 y Heyl) y se compararon con los de
las células tratadas con vehiculo (DMSO).

8. ANGIOGENESIS IN VIVO

Con el objetivo de validar los resultados obtenidos in vitro, se llevaron a cabo
ensayos de angiogénesis in vivo en ratones Balb/c-nu (BALB/cAnNRj-Foxn1™)
suministrados por Janvier Labs (Figura 28). Estos ratones son portadores de una
mutacion autosdmica recesiva en el gen Foxn1 (forkhead box N1) que provoca
una aplasia timica (timo no funcional) que resulta en una reduccién importante
del numero de linfocitos T. Esta inmunodeficiencia resulta muy util para realizar
xenotrasplante (trasplante heterdlogo).

VO
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=

Figura 28. Ratdn Balb/c-nu. Fuente: Janvier Labs

Se utilizaron ratones macho de 7-8 semanas. Los animales se mantuvieron
estabulados en un ambiente controlado a 20.0-22.0°C, 60 % de humedad
relativa y ciclos de dia/noche de 12 horas en una sala libre de patdgenos
especificos (SPF: Specific Pathogen Free) y fueron alimentados ad libitum con
una dieta comercial estandar (Harlan Iberica SL). La manipulacion de los
animales y la eliminacién de los caddveres se realizd de acuerdo con los
principios y directrices establecidos en la guia Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals publicada por the United States National Institutes of
Health (NIH Publication No.85-23, revised 2011)"” y fueron aprobados por el
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Comité Etico de Experimentacién Animal del Institut Catala de Ciéncies
Cardiovasculars.

La matriz de Matrigel utilizada previamente es también de gran utilidad en este
tipo de ensayos in vivo, ya que tiene la propiedad de licuarse a una
temperatura de 42C y polimerizar en un gel sélido a temperatura ambiente.

Para analizar el efecto de las ASC sobre la formacion de nuevos vasos
sanguineos se resuspendieron 3x10° células en 500p! de matrigel liquido y se
inyectaron en los ratones de forma subcutanea en el lado derecho de la regién
dorsal. En contacto con el animal, el matrigel solidific6 formando una esfera
llamada plug. Al otro lado del mismo ratdn se inyectaron 500ul de matrigel sin
células que sirvié como control negativo para cada animal. A los 7 dias los
ratones se sacrificaron por dislocacidn cervical y los plugs de matrigel se
extrajeron y se fotografiaron con un microscopio Zoom 70XL OPTEM acoplado a
una camara Retiga 1300i Fast. Seguidamente se realizd una cuantificacion del
contenido de hemoglobina de los plugs de matrigel o se fijaron en
paraformaldehido al 4% para su posterior andlisis histoldgico (ver apartado
8.2).

8.1 Determinacion del contenido en hemoglobina

La formacion de nuevos vasos sanguineos se cuantific6 mediante la
determinaciéon del contenido en hemoglobina en los plugs de matrigel
mediante el método Drabkin .

Los plugs de matrigel se mantuvieron a 42C, se disgregaron mecanicamente y
tras afiadir 250ul de PBS con un 0.1% de Brij-35 (Sigma-Aldrich) se
homogeneizaron mediante sonicacion. A continuacidn se centrifugaron a 5000g
durante 5min a 49C y se recogieron los sobrenadantes. En una placa de 96
pocillos se afiadieron 60ul de sobrenadante y 200l de reactivo Drabkin (Sigma-
Aldrich) en cada pocillo, por triplicado. Se incubé durante 5min a temperatura
ambiente protegido de la luz, y finalmente se midio la absorbancia a 540nm en
un espectrofotometro Spectramax 250 con el programa SoftMax (Molecular
Devices).

El cdlculo de la concentracidn de hemoglobina a partir de los valores de
absorbancia se realiz6 mediante la elaboracién de una curva de calibracién con
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diferentes diluciones de hemoglobina (Sigma-Aldrich) diluida en PBS con un
0.1% de Brij-35.

8.2 Deteccion de vasos sanguineos por inmunofluorescencia

La formacion de vasos sanguineos en el interior del matrigel inyectado
subcutaneamente en los ratones se observd mediante inmunofluorescencia,
con el marcaje de Von Willebrand Factor (VWF), una proteina expresada en el
endotelio.

Los plugs una vez fijados se incluyeron en OCT y se congelaron a -802C. Se
realizaron cortes de 10um en un micrétomo, manteniendo una temperatura
inferior a -302C.

Siguiendo el protocolo de inmunofluorescencia descrito en el apartado 3.2, se
marcaron los nucleos con Hoechst y la proteina (VWF) con el anticuerpo
primario policlonal vWF a una dilucién 1:50 (Dako). El anticuerpo secundario
utlizado fue Alexa Fluor® 488 anti-rabbit (1:100). Las imagenes se captaron
mediante microscopia confocal (Leica TCS SP2).

9. TRASPLANTE DE MEDULA OSEA

Los trasplantes de médula dsea nos permitieron analizar el efecto de la
presencia de factores de riesgo cardiovascular en el donante sobre el desarrollo
de la enfermedad cardiovascular en el receptor. El protocolo utilizado, que se
detalla a continuacidn, consta de 3 etapas: el acondicionamiento de los
receptores mediante un tratamiento inmunosupresor, el trasplante de las
células de la médula dsea y la recuperacién de los pardmetros hematoldgicos
post-trasplante.

9.1 Acondicionamiento de los receptores

Los animales recibieron una terapia inmunosupresora combinada consistente
en 60mg/Kg de ciclofosfamida (solucién de trabajo: 1g Genoxal® Baxter
Oncology GmbH disuelto en 50ml de solucidn salina) por via intraperitoneal 2
dias antes del trasplante y 20mg/Kg de busulfan (Allen Farmacéutica S.A.) el dia
anterior al trasplante, resuspendidos en 1ml de solucién salina y administrados
de forma oral mediante una sonda géstrica.

80



MATERIALES Y METODOS

9.2 Extraccion de la médula ésea

El dia del trasplante, los animales donantes fueron anestesiados con una
combinacion de ketamina y medetomidina (75mg/kg y 0.5mg/kg,
respectivamente) por via intraperitoneal y posteriormente fueron sacrificados
con una sobredosis de pentobarbital sddico (Dolethal, Vetoquinol S.A.) por via
intracardiaca. A continuacion se aislaron el fémur y la tibia de ambas patas, se
perforaron ambos extremos de los huesos y se extrajo la médula dsea lavando
repetidamente con medio DMEM vy filtrando la suspensidén a través de una
malla de 100pm para eliminar los fragmentos de hueso. Esta suspensidn se
centrifugd 10min a 300g y se afadi6 medio DMEM para obtener una
concentracién de 6x107 células nucleadas/ml.

9.3 Trasplante de la médula 6sea

El dia del trasplante, los receptores previamente inmunosuprimidos fueron
anestesiados con una combinacidon de ketamina y medetomidina (75mg/kg vy
0.5mg/kg respectivamente) mediante inyeccidn intraperitoneal y se les
administré buprenorfina (0.05mg/kg) como analgésico. Una vez anestesiados,
se colocd una via en la vena lateral de la cola y se inyectaron 0.5ml de
suspension celular (3x10” células nucleadas) seguido de 0.5ml de solucién
salina. Los animales trasplantados recibieron tratamiento antibiético (20mg/kg
enrofloxacina cada 24h por via subcutdnea; Ganadexil®, Industrial Veterinaria
S.A.) durante 5 dias tras el trasplante.

10. DETERMINACION DE LiPIDOS

El analisis de la acumulacion lipidica en higados de rata se realiz6 mediante
cromatografia en capa fina y cuantificacién por densitometria.

10.1 Extraccion lipidica

La extraccion de los lipidos se llevd a cabo a partir de 5mg de higado
(previamente triturado) utilizando disolventes orgdnicos segun el método
descrito por Bligh y Dyer *® con algunas modificaciones. Asi, se resuspendi el
polvo en 1ml de agua y se agitd vigorosamente. Tras ello, se agregaron 3ml de
una mezcla diclorometano-metanol (1:2) y se agitdé intensamente. A
continuacién, se agregd 1ml de diclorometano a cada muestra, se agito
intensamente durante 15seg dos veces y se centrifugaron las muestras durante
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15min a 1500g. Entonces se recogié la fase organica (inferior) con una
jeringuilla y se repitid la extraccién con la fase acuosa restante agregando 1ml
mas de diclorometano, agitando y centrifugando nuevamente durante 15min a
1500g. Después, se separd la nueva fase organica, se unié a la primera y se
dejaron evaporar las muestras bajo una corriente de nitréogeno a 379C para
evitar la oxidacién de los lipidos.

10.2 Cromatografia en capa fina

Los lipidos extraidos se resuspendieron en 100uL de diclorometano, se agitaron
intensamente y se cargaron en placas de silica (DCFertigplatten SIL G-24 UV).
Posteriormente, las placas se colocaron en la cubeta de cromatografia y se
utilizaron dos fases méviles diferentes, la primera (compuesta por una mezcla
heptano:dietiléter:acido acético; 75:21:4) para separar los lipidos y la segunda
(heptano) para arrastrar el frente y los lipidos que no eran de interés, que se
dejé correr 4cm por encima de la primera. Una vez secas, las placas se
sumergieron en una solucién de acido fosfomolibidico 5% y acido sulfurico 5%
en etanol durante 2min, se dejaron secar a temperatura ambiente y se
calentaron a 1002C durante 7min. Los componentes lipidicos se observaron
como bandas azules. La densidad de las bandas se analizd6 con un escaner
Chemidoc XRC (BioRad) y se cuantifico con el programa Quantity One (BioRad).

11. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

11.1 Cuantificacion de IL-1 beta y TNF alpha

Las proteinas IL-1B8 y TNFa son citoquinas liberadas mayoritariamente por
células de sistema inmunitario con una funcién principalmente pro-
inflamatoria. Los niveles de estas proteinas se analizaron en higados de ratas
sometidas a trasplante de médula ésea.

Las muestras de higado (inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido y
almacenas a -802C), se trituraron y se resupendieron en 500ul de tampdn de
lisis (50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1%
dodecilsulfato de sodio) suplementado con inhibidores de proteasas (complete
mini EDTA free protease inhibitor cocktail, Roche). Las muestras se incubaron
durante 30min a 42C en agitacion, seguidamente se homogeneizaron mediante
sonicacidn y se centrifugaron a 10.000g durante 20 min a 42C. Las muestras se
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analizaron entonces mediante los kits ELISA IL-1 beta Rat y TNF alpha Rat
(ab100768 y ab100785 respectivamente, Abcam).

11.2 Cuantificacion de la actividad de TF

El factor tisular es una proteina multifuncional ampliamente conocida por su
participacién como activador de la cascada de coagulacion, que también actuia
en importantes procesos de sefializacién. Para averiguar si el factor tisular
liberado al sobrenadante por las ASC de los diferentes grupos de pacientes
presentaba distinta actividad, ésta se cuantificé mediante el kit ACTICHROME®
TF activity assay (Seikisui diagnostics).

11.3 Cuantificacion de los niveles de CCL2

CCL2 (del inglés C-C motif chemokine 2), también conocida como Monocyte
Chemoattractant Protein 1 (MCP-1), es una proteina soluble secretada al medio
extracelular que participa en la via de senalizacidn del factor tisular, por lo que
se cuantificd la cantidad de esta proteina en los sobrenadantes de los cultivos
celulares de ASC por medio del kit ELISA Quantikine® Human CCL2/MCP-1 (R&D
Systems).

12. SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION DE TF

Con el fin de estudiar el papel del factor tisular en la migracién de las ASC y su
asociacion con las VSMC en la formacion de tubos en matrigel, se moduld la
expresion génica del FT. El método escogido para manipular la expresion de
este gen fue el uso de RNAs de interferencia pequefios, los siRNAs (del inglés:
small interference RNA). Estos RNA son altamente especificos para la secuencia
de nucledtidos de su mRNA diana, y cuando se unen a ella, son reconocidos por
un complejo enzimatico formado por varias proteinas denominado complejo
RISC (del inglés RNA induced silencing complex) que realiza repetidos ciclos de
degradacion especifica del mRNA diana y por tanto produce el silenciamiento
de la expresion del gen correspondiente'®. En la mayor parte de los casos, la
supresion no es completa, por lo que produce una reduccién de la expresion.

El silenciamiento del factor tisular se realizd mediante la tecnologia de
nucleofeccidon, una técnica basada en la transfeccién de acidos nucleicos a
células a través de la electroporacién de su membrana como consecuencia de
aplicar un voltaje especifico. Se utiliz6 el sistema de nucleofeccién y el kit
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Human Mesenchymal Stem Cell (MSC) Nucleofector® (Cultek) y el siRNA TF
#54932 (Applied Biosystems).

En cada experimento de silenciamiento génico se utilizé un control de siRNA
aleatorio (#AMA4638, Applied Biosystems) para contrastar posibles cambios
inespecificos en el perfil génico o fenotipico de las células debido al uso de esta
técnica.

La eficiencia del silenciamiento se comprobd mediante el analisis de los niveles
de mRNA de las células transfectadas 24h después de la nucleofeccién, a través
de PCR cuantitativa (ver apartado 13).

13. ANALISIS DE LOS NIVELES DE RNA MENSAJERO

13.1 Obtencion del RNA celular

El RNA fue obtenido mediante la técnica de extraccion RNeasy isolation kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Esta técnica permite la
purificacién eficiente del RNA combinando la lisis celular del isotiocianato de
guanidina, que desnaturaliza RNasas, con la retencién del RNA en una
membrana de silice.

Los cultivos celulares se lavaron dos veces con PBS y se rasparon tras afiadir
350ul del reactivo RLT (tampdn de lisis que contiene tiocianato de guanidina).
Para extraer el RNA de las células de la médula dsea, las muestras fueron
centrifugadas 10min a 300g, y tras ser lavadas con PBS, se dividieron en
alicuotas de 5x10° células y se afiadieron 350ul de RLT. Las muestras de células
lisadas en tampdn RLT se congelaron a -802C hasta el momento de su
procesado. El lisado celular se homogeneizé pasando la muestra a través de
una aguja de diametro 20G (0.9mm) en una jeringuilla estéril de plastico de
1ml. Seguidamente se afiadid un volumen de etanol al 70%, se mezclé
mediante pipeteo y se introdujo en las columnas. Tras realizar varios lavados y
centrifugaciones con los reactivos especificos del kit, el RNA, que habia
guedado retenido en la membrana de las columnas, se eluyd con 30ul de agua
libre de RNasas. Una vez aislado el RNA, las muestras se congelaron a -802C
hasta su andlisis.

Las muestras de higado, obtenidas tras el sacrificio de los animales, se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se congelaron a -802C hasta
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su uso. Las muestras fueron trituradas manteniendo la muestra congelada en
todo momento con nitrégeno liquido. Se agregd 1ml de reactivo de lisis Qiazol
(Qiagen) a 25mg de tejido triturado en polvo y se homogeneizd con la pipeta.
Seguidamente, se agregaron 200ul de cloroformo a cada muestra, se agitaron
vigorosamente durante 15seg y se dejaron reposar durante 3min. Después, se
centrifugaron 15min a 12000g a 49C y se recogid la fase acuosa (transparente),
a la cual se le agregaron 600l de etanol al 70%. Inmediatamente después de
realizar la mezcla, se transfirieron las muestras a las columnas del kit de
extraccién de RNA y se procedié del mismo modo que en los lisados celulares.

13.2 Cuantificacion del RNA

La concentracion de RNA se determind con el espectrofotémetro NanoDrop
ND-1000 (NanoDrop Technologies), que permite determinar la concentracion y
pureza del RNA. Los 4acidos nucleicos presentan una absorbancia maxima a
260nm, por otro lado, las proteinas tienen un maximo de absorcidon a 280nm
(principalmente por residuos de triptofano). La pureza del RNA se verificd
mediante el cociente 260/280 (valor entre 1.8 y 2).

13.3 Sintesis del DNA complementario

El DNA complementario (cDNA) se sintetizé a partir de 1ug de RNA por
transcripcién reversa, utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Se utilizaron cebadores de secuencias
aleatorias (Random primers) y la enzima Multiscribe™ RT como transcriptasa
reversa (Tabla 9).

Reaccion de Transcripcion Reversa

Tampodn de retrotranscripcion 10X 2,0 ul
Mezcla dNTPs 25X (100mM) 0,8 ul
Random Primers 10X 2,0 ul
MultiScribe™ RT 1,0 ul
H20 libre de RNasas 4,2 ul
RNA 1ugen10 ul
TOTAL 20 pl

Tabla 9. Reactivos utilizados en la transcripcidn reversa del RNA
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Se utilizd el termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
con el programa especificado en la Tabla 10.

Etapa l Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Temperatura 252C 37°C 852C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min o

Tabla 10. Programa utilizado en el termociclador para la sintesis de DNA complementario

13.4 PCR atiempo real

La expresion relativa de mRNA de los genes estudiados fue determinada
mediante PCR a tiempo real con el método de TagMan® Gene Expression Assay
(Applied Biosystems), el equipo de deteccién ABIPRISM 7900HT y el programa
SDS 2.4 (Applied Biosystems).

Este método permite medir a tiempo real la amplificacién de productos a través
de un sistema de dos oligonucledtidos cebadores y una sonda especifica para la
secuencia diana (TagMan® assay). La sonda tiene un fluoréforo en su extremo
3' y una molécula inhibidora o quencher en el extremo 5' que bloquea la
emision de fluorescencia por su proximidad al extremo 3’ (10 nucledtidos). Esta
sonda marcada hibrida especificamente en la parte central del producto de PCR
a obtener. De este modo, cuando se efectia la PCR, la sonda no emite
fluorescencia hasta que la polimerasa la encuentra y la hidroliza mediante su
actividad exonucleasa 5'-3', lo que provoca la separacion del quencher del
fluorocromo y la emisién de fluorescencia.

Se utilizaron placas de 384 pocillos, en las que se cargaron duplicados de 10 ul
por pocillo de la mezcla detallada en la Tabla 11 para cada muestra y gen
analizado.

En todos los procedimientos de PCR a tiempo real, se incluyé una sonda de un
gen enddgeno control: GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) en las
muestras humanas y RplpO (Ribosomal Protein, Large, PO) en las muestras de
rata, ademads de las sondas correspondientes a los genes de estudio, para
cuantificar los resultados obtenidos. Generalmente, estos genes control se
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expresan de forma constante e independientemente de las condiciones
experimentales. El programa de amplificacidn se detalla en la Tabla 12.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

TagMan® Universal PCR Master Mix 2X 10l
TagMan® Assay 20X 10l
(Primers 18uM, probe 5 uM)

H20 libre de RNasas 7 ul
cDNA 2 ul
TOTAL 20 pul

Tabla 11. Reactivos utilizados en la reaccidn en cadena de la polimerasa

Tiempo Temperatura (2C)
Activacion inicial 5 min 95
Desnaturalizacion 15 seg 95
Alineamiento 30 seg 60 40 ciclos
Elongacion 30 seg 72

Tabla 12. Programa de amplificacidn utilizado en la reaccidn en cadena de la polimerasa a tiempo
real

13.5 Cuantificacion

El analisis de los niveles de expresidn génica se realizé mediante la
cuantificacion relativa de los niveles de mRNA. Este tipo de cuantificacion mide
los cambios en el estado basal de un gen de interés respecto a un gen de
expresion endogena. Para realizar este andlisis, y después de establecer el
mismo umbral (o threshold) para todas las muestras y genes analizados dentro
de cada experimento, se restd el valor de Ct (del inglés cycle threshold, cuya
traduccién es ciclo umbral) del gen enddgeno a cada uno de los genes

ACt

problema (ACt). Estos datos se transformaron a 2™ para realizar el analisis

estadistico.

13.6 PCR Array

Los analisis de la expresion de genes relacionados con la via de sefializacion
Notch en las ASC y los genes relacionados con el metabolismo de las
lipoproteinas en higado de rata se realizaron mediante los PCR array especificos
Notch Signaling Pathway PCR Array (PARN-059Z, SA Biosciences) y Lipoprotein
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Signaling & Cholesterol Metabolism PCR Array (PARN-080A, SA Biosciences),
respectivamente. Estos arrays consisten en una placa de 96 pocillos que
contiene 84 assays (cebadores y sonda) para genes relacionados con las vias
especificas, 5 assays para genes enddgenos y 7 pocillos dedicados a controles
internos de amplificacion de DNA gendmico, control de transcripcion reversa y
control positivo de PCR.

El RNA se obtuvo por el método descrito en el apartado 13.1. La sintesis de
cDNA se realizé a partir de 1ug de RNA utilizando el kit RT2 First Strand cDNA
synthesis kit (SA Biosciences). Este kit incluye un paso previo de eliminacién de
DNA gendmico en el que se mezcla el RNA con tampdn de eliminacién de DNA
gendmico (SABiosciences) en un volumen total de 10ul y se incuba a 429C
durante 5min. Tras este paso, se preparé la mezcla para la reaccidon de
transcripcién reversa (Tabla 13), se incubd a 429C durante 15min y se paro la
reaccion calentando la muestra a 952C durante 5min. Seguidamente se
afiadieron 91ul de H20 libre de RNasas a cada muestra de cDNA (20ul) y se
prepard la mezcla detallada en la Tabla 14, de la cual se afiadieron 25ul a cada
pocillo de la placa.

Reaccion de Transcripcion Reversa

BC3 (RT Buffer 3) 5X 4 ul
P2 (Primer and External Control Mix) 1l
RE3 (RT Enzyme Mix 3) 2 ul
H20 libre de RNasas 3ul
RNA 10 pl
TOTAL 20 pl

Tabla 13. Reactivos utilizados en la transcripcidn reversa del RNA para el PCR Array

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

RT® SYBR Green Mastermix 2X 1350 pl
H20 libre de RNasas 1248 pul
cDNA 102 pl
TOTAL 2700 pl

Tabla 14. Reactivos utilizados en la reaccidn en cadena de la polimerasa en el PCR Array
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La técnica de deteccidén en los PCR Array utilizados se basa en el fluoréforo
SYBR-Green, que se une con gran afinidad al surco menor del DNA bicatenario,
aumentando su fluorescencia unas 1000 veces. La deteccion con SYBR-Green es
muy sensible y llega a identificar la produccidn de una Unica molécula. Sin
embargo, habitualmente este formato de deteccién necesita una puesta a
punto previa para que la PCR no amplifique productos inespecificos. Para la
deteccion de falsos positivos se realiza al final del programa de amplificacion de
la PCR una curva de disociacion (Tabla 15), que consiste en desnaturalizar las
cadenas de DNA y aumentar progresivamente la temperatura para obtener la
temperatura de desnaturalizacion (Tm, del inglés melting temperature) que
indica que el DNA de doble cadena amplificado se disocia en DNA de cadena
sencilla al producirse un pico de fluorescencia. Los picos de la curva de
disociacion pueden indicar la Tm de la diana o pueden identificar la presencia
de amplificaciones no especificas.

Tiempo Temperatura (2C)
Activacion inicial 10 min 95
Desnaturalizacién 15 seg 95 .
— - 40 ciclos
Elongacion 1 min 60
C d Desnaturalizacidn 1 min 95
}"va (.e’ Alineamiento 2 min 65
disociacion ——
Disociacion 29C/seg 65a95

Tabla 15. Programa de amplificacion utilizado en el PCR Array

13.7 Analisis in silico de los datos de expresion génica

Los resultados obtenidos del PCR array especifico para la via de sefializacion
Notch se introdujeron en el paquete informatico Partek® Genomics Suite™
(versién 6.5), que permitié analizar los genes diferencialmente expresados
entre los dos grupos analizados.

Adicionalmente se utilizd el programa Ingenuity® Pathway Analysis para
describir y representar graficamente la relacion entre los genes que
presentaron una expresion diferencial y las principales vias de sefalizacion
afectadas en los andlisis mediante PCR arrays en ASC y en muestras de higado.
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RESUMEN

La activacion de la via de sefalizacion Notch en ratas sanas e hiperglucémicas
es distinta en las células madre de tejido adiposo subcutaneo y visceral

Los mecanismos responsables de la diferente funcién y riesgo cardiometabdlico
entre los distintos tejidos adiposos blancos siguen siendo desconocidos. El
tejido adiposo visceral y el tejido adiposo subcutdneo tienen diferentes
funciones metabdlicas que parecen ser atribuidas a sus diferentes capacidades
intrinsecas de expansion. En este estudio, hemos planteado la hipdtesis de que
las caracteristicas del tejido adiposo blanco estan determinadas por las células
madre residentes derivadas de tejido adiposo (ASC) que se encuentran en los
diferentes depdsitos de grasa. Por lo tanto, nuestro objetivo ha sido investigar
la adipogénesis en depdsitos de grasa anatémicamente distintos.

Se caracterizaron las ASC de cinco depdsitos de tejido adiposo (subcutaneo,
mesentérico, retroperitoneal, epididimal y epicardico) tanto en ratas delgadas
sanas como en ratas obesas y diabéticas. Al realizar la comparacion entre los
distintos origenes de las ASC, se encontraron diferencias significativas en la
expresion de algunos de los genes que regulan la multipotencia y los primeros
pasos de diferenciacién adipogénica. Los genes diana de la via de Notch (las
familias de factores de transcripcion Hes/Hey) aparecieron regulados a la alta
en las ASC derivadas de los depdsitos viscerales. Tras la diferenciacion
adipogénica, la expresiéon de marcadores de adipocitos maduros fue menor en
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las ASC de grasa visceral en comparacidén con la subcutanea, revelando una
menor capacidad adipogénica en las ASC de origen visceral y coincidiendo con
una activacion diferencial de la via de sefalizacién Notch. La activacion de la via
de Notch (mediante el uso del activador isotiocianato de fenetilo) atenué la
diferenciacidn adipogénica de las ASC subcutaneas, mientras que la inhibicidn
de Notch mediante DAPT aumentd la diferenciacién adipogénica de las ASC de
origen visceral.

En conclusién, la activacion diferencial de la via de seializacion Notch en las
ASC es al menos una de las causas de las diferentes capacidades intrinsecas de
expansion de los distintos depdsitos de grasa que contribuyen a las variaciones
regionales en la homeostasis y a su riesgo cardiometabdlico asociado.

94



RESULTADOS

STEM CELLS AND DEVELOPMENT
Volume 23, Number 24, 2014

© Mary Ann Liebert, Inc.

DOI: 10.1089/scd.2014.0070

Notch Signaling Pathway Activation in Normal
and Hyperglycemic Rats Differs in the Stem Cells
of Visceral and Subcutaneous Adipose Tissue

Raquel Ferrer-Lorente,! Maria Teresa Bejar,' and Lina Badimon'?

The precise mechanisms underlying the differential function and cardiometabolic risk of white adipose tissue
(WAT) remain unclear. Visceral adipose tissue (Vwat) and subcutaneous adipose tissue (SCwat) have dif-
ferent metabolic functions that seem to be ascribed to their different intrinsic expansion capacities. Here we
have hypothesized that the WAT characteristics are determined by the resident adipose-derived stem cells
(ASCs) found in the different WAT depots. Therefore, our objective has been to investigate adipogenesis in
anatomically distinct fat depots. ASCs from five different WAT depots were characterized in both healthy lean
and diabetic obese rats, showing significant differences in expression of some of genes governing the stemness
and the earlier adipogenic differentiation steps. Notch-target genes [Hes (hairy and enhancer of split) and Hey
(hairy/enhancer of split related with YRPW motif) families| were upregulated in ASCs derived from visceral
depots. Upon adipogenic differentiation, adipocyte cell markers were downregulated in ASCs from Vwar in
comparison to ASCs from SCywar, revealing a lower adipogenic capacity in ASCs of visceral origin than in
those of SCwart in accordance with the differential activation of Notch signaling. Notch upregulation by its
activator phenethyl isothiocyanate attenuated the adipogenic differentiation of ASCs from SCwar whereas
Notch inhibition by N-[N-(3,5-difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT) increased
the adipogenic differentiation of ASCs from visceral origin. In conclusion, the differential activation of Notch
in ASCs is the origin of the different intrinsic WAT expansion capacities that contribute to the regional
variations in WAT homeostasis and to its associated cardiometabolic risk.

Introduction with the adipose tissue expandability hypothesis [13] support
the concept that Vyat and SCyat have different intrinsic
adipose tissue expansion capacities [14]. Understanding

O BESITY IS A MAJOR RISK FACTOR for cardiovascular dis-
differential regulation of resident stem cell differentiation

ease (CVD) and its atherothrombotic complications [1,2].

However, not all excess adiposity shares the same character-
istics. Differences in white adipose tissue (WAT) associated to
anatomical location have been shown [3]. Subcutaneous adi-
pose tissue (SCyy A1) accumulation is a weaker risk factor [4,5],
even associated with protection from cardiometabolic disease
[6,7], whereas expansion of visceral adipose tissue (Vwat) is
closely linked to systemic metabolic alterations [8], being a
key contributor to the development of insulin resistance
through the increased release of free fatty acids, the develop-
ment of lipotoxicity, and, subsequently, ectopic fat accumu-
lation [9-11].

The source and conditioning processes responsible for the
metabolic differences between SCwar and Vst remain
unclear. It has been suggested that the proximity of Vy st to
the portal vein may allow Vyar to exert more direct meta-
bolic effects on the liver [12]. Other evidences in accordance

and adipocyte biogenesis and function in anatomically dis-
tinct fat depots may be critical to prevent the metabolic co-
morbidities of visceral obesity.

For many years WAT has been considered as a passive-
energy-reserve organ. However, this concept has changed in
recent years. WAT is considered a dynamic endocrine organ
playing a central role in homeostasis [15]. WAT is also a
source of pluripotent cells, adipose-derived stem cells
(ASCs), which have been considered an alternative to bone
marrow cells for cell-based therapies and tissue engineering
[16,17], and have opened new avenues to investigate the
mechanisms involved in WAT function.

The generation of mature fat cells from ASCs, or adipo-
genesis, consists of two related steps: the determination of
ASCs into preadipocytes and the differentiation of pre-
adipocytes into mature fat cells [18]. Most of our knowledge
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about adipogenesis refers to terminal differentiation because
most studies have used cell lines that have a restricted po-
tential to differentiate into other cell types [19], limiting the
information about the mechanisms that govern earlier dif-
ferentiation steps and offering little data on depot-specific
aspects of differentiation. The molecular pathways impli-
cated in the commitment of stem cells to the adipocyte
lineage are incompletely defined. Notch signaling that plays
a critical role in controlling stem cell fate, balancing dif-
ferentiation and proliferation of progenitor cells [20-24],
seems to be one of them. Notch activation leads to the
maintenance of self-renewal potential through the down-
regulation of tissue-specific transcription factors and its in-
hibition induces terminal differentiation in proliferating
cells [25,26]. Notch signaling has been shown to be in-
volved in adipocyte differentiation from mesenchymal stem
cells (MSCs). However, the precise role of Notch signaling
remains controversial [27-36].

Thus, the present study investigates how inherent char-
acteristics of resident ASCs could contribute to the regional
variation in fat tissue homeostasis. To achieve this goal, the
ASCs from different WAT depots were investigated to
identify their stemness and their adipogenic differentiation
commitment.

Materials and Methods
Animals

Experiments were carried out in male Zucker diabetic fatty
(ZDF; Leprm“) rats, and their lean male littermates (ZLC;
Lep™* or Lepr™/*) obtained from Charles River Labora-
tories, Inc. All procedures followed in the study fulfilled the
criteria of the Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals published by the U.S. National Institutes of Health (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996) and were approved by the
Internal Animal Committee Review Board. For further details,
see Supplementary Methods (Animals heading) (Supplemen-
tary Data are available online at www.liebertpub.com/scd).

Serum determinations

Blood was collected in serum-separation tubes, centri-
fuged, and stored at —80°C to perform further analysis.
Biochemical analyses were determined with a CLIMA MC-
15 analyzer (RAL). Insulin levels were determined by en-
zyme immunoassay (Rat insulin EIA kit A05105; Spibio),
according to the manufacturer’s instructions.

Isolation and culture of ASCs

WATS [epicardial (ECwar), epididymal (EDywat), mes-
enteric (MEwat), retroperitoneal (RPwat), and SCywar]
were excised and processed to obtain ASCs as previously
described technique [37] and it is detailed in Supplementary
Methods (Isolation and culture of ASCs heading).

Flow cytometric analysis

Cultured ASCs were characterized by flow cytometry. A
detailed description of the protocol and antibodies used is
available in Supplementary Methods (Flow cytometric
analysis heading).
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In vitro ASC proliferation assay

Cell proliferation was evaluated by using a nonisotopic
immunoassay for the quantification of BrdU incorporation into
newly synthesized DNA of actively proliferating cells (Cal-
biochem® BrdU cell proliferation assay; Calbiochem), ac-
cording to the manufacturer’s instructions, ASCs were plated
on 96-well culture plates at a density of 5x 107 and prolifer-
ation was quantified by BrdU uptake 24 h after initial plating.

Gene expression analysis

Total RNA was isolated from ASCs using RNeasy mini
isolation kit (Qiagen) according to the manufacturer’s pro-
tocol. cDNA was synthesized from 1pg total RNA using
High Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems) and
analyzed by real-time polymerase chain reaction (PCR)
using TagMan gene expression assays (Applied Biosystems)
and the Applied Biosystems Prism 7900HT Sequence De-
tection System (Applied Biosystems) according to manu-
facturer’s instructions. Relative gene expression values were
calculated by the AACt method. The raw gene expression
values were normalized according to the expression of ri-
bosomal protein, large, PO (Rpip0). TagMan gene expres-
sion assays used are provided in Supplementary Table S1.

Activation of Notch signaling pathway
by phenethyl isothiocyanate treatment

ASCs were allowed to reach confluence and pretreated
with 5pM  phenethyl isothiocyanate (PEITC; Sigma-
Aldrich) prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO). An equal
volume of DMSO was added to controls. Eight hours or 4
days after treatment, ASCs were induced to differentiate to
adipocytes according to the procedure described in Adipo-
genic differentiation section. After treatment, to assess the
response to PEITC, RNA was extracted and the gene ex-
pression of the members of Notch pathway was measured.
Finally, we evaluated by the gene expression of adipocyte-
related markers whether Notch activation via PEITC would
induce changes in adipogenic differentiation of ASCs.

Inhibition of Notch signaling pathway by N-[N-(3,5-
difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine
t-butyl ester treatment

ASCs were allowed to reach confluence and pretreated
with 50puM N-[N-(3,5-difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-
phenylglycine t-butyl ester (DAPT, Calbiochem No. 565784;
Merk KGaA) for 4 days prior to induction of adipogenic dif-
ferentiation. ASCs pretreated with DMSO (Sigma-Aldrich)
were used as the control group. To assess the response to
DAPT weatment, after 4 days, RNA was extracted from
treated ASCs, and the expression of the members of Notch
pathway was measured. Finally, we evaluated by the gene
expression of adipocyte-related markers whether Notch inhi-
bition via DAPT would induce changes in adipogenic differ-
entiation of ASCs.

Adipogenic differentiation

ASCs were seeded at a density of 1.5x 10* cells/em?
and allowed to grow to confluence. Subsequently, cells
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were allowed to differentiate for 21 days in the adipo-
genic medium containing 0.5mM 3-isobutyl-1-methyl-
xanthine, 1pM dexamethasone, 100puM indomethacin,
and 10 pg/mL insulin. All chemicals were obtained from
Sigma-Aldrich. Differentiation was evaluated micro-
scopically by Oil Red O staining and lineage-specific
gene expression pattern [Cd36, CCAAT/enhancer binding
protein o (C/ebpa), fatty acid binding protein 4 (Fabp4),
lipoprotein lipase (Lpl), and peroxisome proliferator ac-
tivated receptor y (Ppary)].

Statistical analyses

All data are presented as mean + SEM. Statistical analyses
were conducted using Student’s ¢-test for comparisons of the
two groups, and one-way ANOVA with Dunnett’s multiple-
comparison tests or two-way ANOVA with Bonferroni post-
tests analysis. A P<0.05 was considered significant. All
statistical analyses were performed using GraphPad Prism
software 5 (GraphPad) and Partek Genomics Suite software
6.5 (Partek). Principal component analyses (PCA) were
conducted with Partek default settings. PCA procedure was
used to represent sample variability, which defines a group
of PC, in order to explain the variability existing between
the samples.

Results
Metabolic profile

Metabolic profiles of ZDF and ZLC rats are detailed in
Supplementary Table S2. ZLC rats showed normal blood glu-
cose levels (92.43+1.99 mg/dL) whereas those of ZDF rats
were significantly higher (392.75£11.62 mg/dL, P <0.0001 vs.
controls) clearly reflecting their diabetic status. Additionally,
insulin levels, total cholesterol, triacylglycerols, urea, and glu-
tamic pyruvic transaminase were significantly higher in ZDF
rats than in ZLC animals.

Flow cytometric analysis

Most adherent cells expressed CD29 (over 95%), CD90
(over 93%), and CD44 (over 40%—45%) (Fig. 1) and were
negative for hematopoietic marker CD45 (<0.2%). Differ-
ent fat depots exhibited a differential profile for CD29 and
CD90 markers (P<0.01 and P<0.005, respectively) while
no significant differences between fat depots were observed
for CD44 and CD45 markers. It is noteworthy that diabe-
tes was associated with a significant reduction of CD29
marker (P<0.001) and that the percentage of CD29" cells
in EDwat and MEw 7 differed from SCy st in the diabetic

group.

ASCs derived from different fat depots exhibit
different in vitro proliferation rate

Differences in proliferation rates were observed during
in vitro culture of ASCs. Cell proliferation was evaluated
by the quantification of BrdU uptake. Results showed that
fat depot origin significantly affects ASC proliferation
(P<0.0001), whereas no differences between ZLC and
ZDF groups were observed. ASCs derived from MEwart
and ECwar showed a lower proliferation than ASCs
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derived from SCwat in both ZLC and ZDF groups
(Fig. 2).

Gene expression profiles and regional variation
in fat tissue homeostasis

Expression profiling clearly demonstrated significant
differences in gene expression between SCwar and Vyars
in both ZLC and ZDF. PCA showed that the SCyat tran-
scriptome differed greatly from each other visceral depots in
both groups, while ECywat. EDwat, MEwat, and RPyat
depots remained closer (Fig. 3).

The gene expression analysis of ASCs for typical panel
of surface antigens confirms the mesenchymal stem na-
ture of the cell populations (Table 1). The expression of
MSC-specific markers showed significant differences
between fat depots for Cd29, Cd73, Cd90, Cdl05, and
Cd166 in the ZLC group and Cd29, Cd105, and Collal in
ZDF.

The analysis for genes that define the stemness of
ASCs and that maintain their pluripotency and self-renewal
characteristics showed a differential expression between fat
depots, highlighting that most of the genes analyzed were
downregulated in ASCs derived from SCy .t compared
with Vyars in both the ZLC and ZDF groups (Table 1).
These changes reached significance for fibroblast growth
factor 2 (£gf2), podocalyxin-like protein 1 (Podxl), SRY
(sex determining region Y) box 2 (Sox2), and telomerase
reverse transcriptase (Tert) in ZLC and DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 3B (Dnmt3f), Fgf2, Podxl, POU do-
main class 5 transcription factor 1 (PouSf1), and Tert in ZDF
rats.

The analysis performed on Notch signaling pathway re-
vealed that ASCs derived from visceral depots were associated
with an overall higher expression of the members of this
pathway compared with ASCs derived of SCyar. ASCs de-
rived from ZL.C and ZDF rats showed the same pattern (Fig. 4).
‘We observed significant differences between WATS in four
Notch receptors. As such there was increase in ASCs from
Vwars in the expression of Notchl (ZLC: P<0.002; ZDF:
P <0.0005), Notch2 (ZLC: P<0.0005; ZDF: P<0.002), and
Notch3 (ZLC: P<0.001; ZDF: P<0.002) compared with
ASCs from SCwat. Only Notch4 showed a downregulation
in visceral depots versus SCwar (ZLC: P<0.05; ZDF:
P <0.05). The analysis of Notch ligands showed a differential
expression between WATSs and an overexpression of Delta-
like (DII) 3 (ZLC: P<0.0002; ZDF: P <0.001) and Jagged 1
(Jagl) (ZLC: P<0.0001; ZDF: P<0.0005) in ASCs derived
from Vyars compared with SCywar. However, the expres-
sion of DIl] exhibited a reduction in ASCs derived from
visceral depots compared with SCyw T, only reaching sig-
nificance in the ZLC group (P <0.0001). Expression levels
of DIi4 were not detected. Finally, these changes were as-
sociated with a widespread upregulation of down-
stream targets of the Notch signaling in all ASCs derived of
Vwars compared with ASCs derived from SCywar. We ob-
served significant differences between adipose depots for the
transcription factors Hes7 (hairy and enhancer of split)
(ZLC: P<0.0001; ZDF: P<0.0001), Heyl (hairy/enhancer
of split related with YRPW motif) (ZLC: P<0.0001;
ZDF: P <0.005), Hey2 (ZLC: P <0.005; ZDF: P <0.01), and
HeyL (ZL.C: P<0.0001; ZDF: P <0.005). Hesl expression
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Phenotypic characterization by flow cytometric analysis. Surface markers were analyzed in adipose-derived stem
cells (ASCs) after three passages. The data (filled histograms) are the mean £ SEM (n=4-5 per group). #*P < 0.05, **P<(.01
versus subcutaneous adipose tissue (SCwar) (one-way ANOVA with Dunnett’s multiple-comparison tests). Isotype controls
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FIG. 2. In vitro ASC proliferation. Cell proliferation was
evaluated by using a nonisotopic immunoassay for the quan-
tification of BrdU incorporation into newly synthesized DNA
of actively proliferating cells and according to the manufac-
turer’s instructions. BrdU uptake was reported as the mean
relative ODysy. The data are the mean+SEM (n=3-4 per
group, in technical duplicates). ***P <(.001 versus SCyar.
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showed significant differences only in the diabetic group
(P<0.0001).

Differential adipogenic differentiation capacity
of ASCs from different fat depots

Differences in adipogenic differentiation potential be-
tween ASCs derived from different fat depots were reflected
by Oil Red O staining (Figs. 5A and 6A). The microscopic
observations were confirmed by expression levels of the
adipogenic-specific markers (Figs. 5B and 6B). After 21
days of differentiation induction, all cell types increased the
expression of the adipocyte cell markers. However, ASCs
derived from SCywat showed a higher adipocyte cell marker
expression (Supplementary Table $3). This pattern was
more accentuated in the ASCs derived from diabetic adipose
tissues.
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FIG. 3. Principal component analysis (PCA). Gene expression analysis was performed using Partek Genomics Suite
software 6.5. PCA results indicated a distinct separation between ASCs derived from different adipose tissue depots. The
different individuals are visualized as spheres. Closely related individuals are connected through planes. (A) Zucker lean
normoglycemic control (ZLC) (B) Zucker diabetic fatty (ZDF). (n=4-6, in technical duplicates).
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TaBLE 1. GENE EXPRESSION PROFILE OF ADIPOSE-DERIVED STEM CELLS DERIVED FROM DIFFERENT FAT DEPOTS

EC ED ME RP Ne
ZLC

MSC-specific markers

Cd29 1.800£0.448° 2.250%0.145° 2.027+0.289* 1.467£0.219 0.60320.117
Cd44 0.308 £0.037 0.316£0.006 0.325+£0.046 0.270£0.031 0.328£0.062
Cd73 0.111+0.028" 0.163£0.006 0.041+0.007° 0.232+£0.059 0.249+0.053
Cd90 1.934+0.329 1.679+0.118 2.759+0.140 3.462+0.733 2.458+0.112
Cdi105 0.115£0.020 0.138+0.005 0.180+0.028" 0.105£0.015 0.074+0.005
Cdi66 0.054+£0.007 0.099+0.005 0.037+0.009° 0.080+0.005 0.075+0.007
Collal 1.481+0.259 1.940+0.206 1.412+0.042 2.193+0.207 1.565+0.247
Stemness markers

Dnmt3b 0.128 £0.018 0.153+0.019 0.157+0.013 0.139£0.020 0.102+0.013
Fgf2 1.847+0.296 4.951+0.205° 3.526+£0.368° 3.009£0.592° 1.000£0.108
Podxl 0.014£0.002 0.085+0.022° 0.161+0.039° 0.022£0.005 0.010£0.002
Pousfl 0.732+£0.215 0.682+0.044 0.660+0.135 0.532+£0.130 0.593+£0.071
Sox2 0.030+0.010* 0.031+0.006* 0.035+0.004" 0.041 +£0.003" 0.011+0.002
Tert 0.169 £0.020 0.292+0.040° 0.260+0.017° 0.262 +£0.028° 0.110£0.011

ZDF

MSC-specific markers

Cd29 1.454£0.132° 2.280+0.278° 1.704+£0.061¢ 1.285+0.079" 0.473+0.057
Cd44 0.632+0.240 0.287+0.023 0.273+0.013 0.280+0.013 0.247+0.046
Cd73 0.479+0.184 0.185+0.019 0.084+0.016 0.177+0.015 0.141+0.015
Cd90 1.297+0.121 1.562+0.230 1.977+0.271 2.610+0.154 1.989+0.549
Cdi105 0.145 +0.036" 0.141+0.007* 0.170+0.013" 0.096£0.006 0.063+0.014
Cdi66 0.067 +0.008 0.084+0.007 0.052+0.009 0.073 £0.007 0.100+0.025
Collal 1.161 £0.301 2.106+0.209 1.407 £0.062 2.450+0.279 1.63610.275
Stemness markers

Dnmt3b 0.125+0.005 0.141+£0.016 0.153+0.008" 0.153£0.013* 0.108+0.006
Fgf2 2.681£0.777* 4.472£0.488° 2.433+0.169* 1.970+0.157 0.725+0.132
Podxl 0.010£0.003 0.023£0.002 0.060£0.009° 0.015£0.006 0.008£0.001
Pou5fl1 0.626+0.143° 0.824£0.166 0.567+0.122° 0.738 £0.074% 1.224+0.074
Sox2 0.011£0.004 0.007 £0.000 0.015+0.001 0.013£0.002 0.009£0.001
Tert 0.217+0.014° 0.284+0.031° 0.247+0.019° 0.230+0.012° 0.121+0.015

Presence of stem-cell-specific markers was analyzed in the ASCs derived from different adipose tissues by real-time PCR. Each data was
normalized according to the Rplp0 expression level and is presented as gene expression levels relative to reference gene. The data are the
mean + SEM (n=4-6, in technical duplicates).

P <0.05, "P<0.01, “P<0.001 versus subcutaneous (one-way ANOVA with Dunnett’s multiple-comparison test).

ASCs, adipose-derived stem cells; Collal, collagen type ol; Dimr3b, DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3p; EC, epicardial; ED,
epididymal; Fgf2, fibroblast growth factor 2: ME, mesenteric; MSCs, mesenchymal stem cells; PCR, polymerase chain reaction: Podxi,
podocalyxin-like protein 1; Pou3f1, POU domain class 5 transcription factor 1; RP, retroperitoneal; SC, subcutaneous; Sox2, SRY (sex
determining region Y) box 2; Tert, telomerase reverse transcriptase; ZDF, Zucker diabetic fatty; ZLC, Zucker lean normoglycemic control.

ASCs derived from MEw 1 showed the lower adipogenic
potential compared with ASCs derived from SCy st in ZLC
group as well as ZDF group. On the contrary, the adipogenic
differentiation capacity of ASCs derived from RPyar re-
mained closer to SCwar in both ZLC and ZDF animals.

Notch activation by PEITC attenuates

the adipogenic differentiation of ASCs from SCyar
whereas Notch inhibition by DAPT increases

the adipogenic differentiation of ASCs from MEyar

To further confirm the association between the differen-
tial activation of Notch system and the differential adipo-
genic potential observed in ASCs derived from SCyat and
Vwats, ASCs from SCyar were treated with PEITC, an
activator of Notch signaling. PEITC treatment caused a
widespread decrease in the level of the expression of the
adipocyte cell markers (Fig. 7A) especially at the 4-day time
point. Most of the adipogenic markers only showed signif-
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icant increase in DMSO-treated control compared with un-
differentiated cells. Consistent with our hypothesis, these
changes were associated with an induction on mRNA levels
of the receptor Notchl (Fig. 7C) and the downstream gene
Hesl, at both time points, and the downstream gene Hes7 at
the 8-h time point compared with DMSO-treated control
(Fig. 7D). The remaining members of Notch pathway ana-
lyzed did not show significant changes. The same treatment
was performed on ASCs derived from MEwar showing
resistant to change. No significant changes were observed in
the expression of the adipocyte markers nor, consistently, in
the Notch pathway components (Supplementary Fig. S1).
On the other hand, ASCs derived from MEwar were
treated with DAPT, an inhibitor of Notch system. DAPT
treatment enhanced the adipogenic differentiation capacity
of ASCs from MEw, showing a marked increase in the
mRNA expression of the adipogenic marker compared
with undifferentiated ASCs, and significantly different for
Cd36 and Cebp/o versus DMSO-treated control (Fig. 8A).
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FIG. 4. Differential gene
expression profiles of Notch
signaling pathway in ASCs
derived from different fat de-
pots. Expression of Notch li-
gands (A: ZLC; B: ZDF),
receptors (C: ZLC; D: ZDF),
and downstream target genes
of the Notch signaling (E:
Z1.C; F: ZDF) was analyzed
in the ASCs derived from
different adipose depots by
real-time polymerase chain
reaction, Each data point
was normalized according to
Rplp0 expression levels and
is presented as ratio com-
pared with subcutaneous.
The data are the mean + SEM
(n=4-6, in technical dupli-
cates). *P<0.05, **P<0.01,
##5P < (0.001 versus SCwar-

These changes were associated to the effect on Notch
signaling again. Expression of DI[3 was decreased and D{l4
was increased significantly upon treatment with DAPT
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(Fig. 8B), possibly to offset the inhibitory effect on Notch

system. ASCs treated with DAPT exhibited significant

inhibition of Notchl, Notch3, and Notch4 mRNA expres-

sion (Fig. 8C) and strong inhibitory effect on transcription
levels of all Notch target genes (Fig. 8D). The same
treatment was conducted on ASCs derived from SCwat:
however, no change was observed in the adipogenic

Discussion
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potential. This lack of response, as expected, was associ-
ated with no changes in the Notch signaling pathway
(Supplementary Fig. S2).

Differences between adipose depots are particularly evi-
dent when comparing the association between anatomical
localization of WAT and cardiometabolic complications
[38]. It is not only the total amount of fat but rather its
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FIG. 5. Adipogenic differentiation potential of ASCs from ZLC rats. ASCs from different adipose tissues were induced to
differentiate to adipocytes. Adipogenic differentiation potential was evaluated by Oil Red O staining (20 x magnification)
(A) and by the expression of adipocyte molecular markers (B). Each data point was normalized according to the Rpip0
expression level and is presented as gene expression levels relative to reference gene. The data are the mean = SEM (n=3-4,
in technical duplicates). *P <0.05, **P<0.01 versus SCyat. No significant differences were observed between visceral

adipose tissues (Vwar).
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FIG. 6. Adipogenic differentiation potential of ASCs from ZDF rats. ASCs from different adipose tissues were induced to
differentiate to adipocytes. Adipogenic differentiation potential was evaluated by Oil Red O staining (20 x magnification)
(A) and by the expression of adipocyte molecular markers (B). Each data point was normalized according to the Rplp0
expression level and is presented as gene expression levels relative to reference gene. The data are the mean +SEM (n=3-4,
in technical duplicates). *P<0.05, **P <0.01 versus SCywar. No significant differences were observed between Vyar.
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localization and distribution that increase the risk of CVD.
Indeed, visceral fat accumulation is closely linked to met-
abolic complications, whereas the expansion of subcutaneous
fat appears to be metabolically protective [7]. The reason for
this differential effect remains unclear. It has been suggested
that the different metabolic properties between WATS could
be ascribed to intrinsic cell-autonomous differences and their
different expansion capacities [14]. Several evidences indi-
cate that subcutaneous depots show enhanced ability to
generate adipocytes, which may be protective against meta-
bolic dysfunction, while the hypertrophic response charac-
teristic of visceral depots, and subsequently dysfunctionality,
may be maladaptive [39]. But the molecular mechanisms to
explain this different adipogenic ability remain unknown.
Adipogenesis includes the determination of multipotent
stem cells into preadipocytes and the differentiation of

104

preadipocytes into mature fat cells [18]. Although the pro-
cess of differentiation has been investigated, little knowl-
edge exists on the determination of stem cells to adipogenic
lineage. Clearly a large number of questions regarding how
adipogenesis is regulated remain to be answered, and un-
derstanding this process will be essential to the prevention
and treatment of visceral obesity and its associated co-
morbidities.

Our study proposes that inherent characteristics of ASCs
could contribute to the regional variation in fat tissue homeo-
stasis, and have therefore characterized the ASCs derived from
different adipose tissue depots. Immunophenotyping and PCR
analysis demonstrate that there are substantial differences be-
tween ASCs derived from Vyar and SCwar in control and
diabetic animals, above all between MEwat and SCwar. In
particular, the higher expression of Cd29 and Cd/05 in Vyars
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versus SCwar is noteworthy in both groups. CD29 is a surface
marker present in ASCs as well as committed preadipocytes,
but CD105 is a marker only present in ASCs and its down-
regulation enhances adipogenic capacity of ASCs [40]. More-
over, it has been suggested that downregulation of Cd105 may be
a functional requirement for preadipocyte commitment and that
the ability to differentiate into adipogenic lineage is restricted to

cells not expressing Cd 105 [41]. Therefore, we postulate that the
differential expression of Cd/05 between ASCs derived from
Vwats and SCyat may be a hallmark for the adipogenic ability
observed between locations.

Expression profiling revealed significant differences
between different depots in expression for some of the
main molecules governing the stemness. In general, the
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expression of these molecules was significantly higher in
ASCs derived from Vyars, documenting a greater undif-
ferentiated state in ASCs derived from Vyar, compared
with ASCs derived from SCyat. Contrary to expectations,
the expression of Pou3fl was kept lower in ASCs derived
from visceral versus subcutaneous fats in the diabetic
group. This decrease could be in response to the excess
energy availability in order to facilitate preadipocyte
commitment and to generate new adipocytes. Among all
stemness markers, only FGF2 has been directly related
with adipogenesis. It has been recently reported that FGF2
is a regulator of the earliest stages of the adipogenic
process [42]. Therefore, in agreement with a negative role
for FGF2 in adipogenesis, the observed overexpression of
Fgf2 in visceral depots may be a key factor in their dif-
ferential adipogenic capacities.

Several factors have been identified that commit or inhibit
the conversion of MSCs to the adipocyte lineage [43-47].
Among these, Notch signaling pathway, which is critical in
regulation of self-renewal, proliferation, and differentiation of
stem cells [20-24], is included. Notch system has been shown
to play a role in adipocyte differentiation [27-36]. However,
conflicting findings have been reported concerning its role.
Several evidences have demonstrated that inhibition of Notch
signaling enhances adipogenesis [28-32], and, on the con-
trary, other research has shown that its inhibition maintains
undifferentiated state of progenitor cells inhibiting its adi-
pocyte differentiation [33-36]. The analysis of the Notch
signaling pathway confirmed a higher activation of Notch
signaling in ASCs derived from visceral fat depots compared
with ASCs derived from SCy st. Besides the high expression
of Hesl and Heyl, which are known to inhibit adipogenesis
by blocking the expression of key transcription factors, such
as Ppary and Clebpz [27-29], we observed a marked increase
of expression of Notch target genes Hes7, Hey2, and HeyL in
Vwars in comparison to SCyw ar, which contributes to explain
the differences in their adipogenic capacities [14].

In accordance with the expression profiles, significant
differences in adipogenic differentiation potential were ob-
served among ASCs derived from different fat depots. Our
data suggest that adipocyte cell determination is associated
to the level of Notch signaling activation. The visceral
WATSs show significantly more Notch activation and sig-
nificantly lower adipogenic capacity, supporting the results
of Roldan et al. [47].

Additionally, recent studies showed that Notch signaling
is also important in the regulation of stem cell quiescence,
an essential property of this cell population [48]. Notch
signaling activation is required to maintain the quiescent
state, and its inhibition leads to activation, proliferation,
and terminal differentiation of stem cells [49,50]. Notch3,
Hesl, Heyl, and HeyL, which are highly expressed in other
type of quiescent stem cells [50-52], showed upregulated
in ASCs derived from visceral depots compared with ASCs
derived from SCyat. and consistent with these expression
profiles, when the proliferation of ASCs was analyzed by
BrdU cell proliferation assay, we observed differences
between ASCs derived from different fat depots. There-
fore, the upregulation of Notch target genes in ASCs de-
rived from visceral depots might avoid the activation,
proliferation, and adipogenic differentiation of these cells,
keeping their quiescent state.
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Our results suggest that the Notch activation in stem cells
controls adipogenesis through Jag!, which showed to be
highly upregulated in Vyar, with respect to SCwar. The
downregulation of DIlI, no expression of DIl4, and the
upregulation of DII3, which might serve exclusively as a cis-
inhibiting ligand attenuating signaling induced by other
ligands [53], support our hypothesis. Further studies ad-
dressed to confirm this hypothesis will be required.

Collectively, our findings support the association between
Notch signaling activation and maintenance of quiescent
state inhibiting the adipogenic differentiation in ASCs.
Therefore, our data pinpoint to a differential activation of
Notch system between ASCs derived from SCwar and
Vwars, Which would be responsible for their differential
adipogenic potential supporting the concept that Vyar, and
SCwar have different intrinsic expansion capacities. Finally,
in order to confirm the association between the differential
activation of Notch system and the differential adipogenic
potential, ASCs were treated with PEITC, a Notch activator
described as promising cancer chemopreventive agent to date
[54], and ASCs were treated with DAPT, a known inhibitor
of y-secretases [29,55]. The present study reveals, for the first
time, that PEITC treatment activates Notch signaling in ASCs
from SCywat through the overexpression of Notchl-Hesl
axis, and that this activation reduces their adipogenic differ-
entiation ability. At the same time, the increase of the adi-
pogenic potential of ASCs of visceral origin, resulting from
the suppression of Notch system by DAPT treatment, con-
firmed the role of Notch signaling pathway in the WAT ex-
pansion capacity. The lack of response of ASCs from SCyar
to DAPT and ASCs from MEwt to PEITC treatment could
be the result of the respective inhibition and activation of the
Notch system at basal level. Thus, the lack of change in
Notch target genes and subsequent adipogenic differentiation
allow us to confirm again that the aforementioned changes in
the adipogenic potential observed were due to the effect on
the Notch signaling pathway.

We observed an expression profile very similar in ZLC
and ZDF rats, though ASCs derived from diabetic rats
showed a lower activation of the Notch pathway in
ASCs derived from VT, relative to ASCs derived from
SCwar. which would explain the greater adipogenic dif-
ferentiation capacity associated with ASCs derived from
visceral locations in ZDF rats. This greater adipogenic dif-
ferentiation potential could be in response to the excess
energy availability. Therefore, the combination of Vy ars
expandability through adipocyte hypertrophy and inefficient
storing with the severe positive energy balance induced by
leptin signal deficiency [56] may result in severe insulin
resistance, in spillover of lipid to peripheral tissues,and,
consequently, the associated metabolic complications [57].
The higher adipogenic capacity of SCywat observed in ZDF
rats might act as compensatory mechanism, but this is not
enough to compensate the inherent lack of Vyurs expand-
ability with excess energy availability (Supplementary
Fig. S3C).

In summary, the results from this study emphasize the
differential role of WAT in accordance to its anatomical
localization, and pinpoint to differences in their resident
stem cell precursors as responsible for the specific adipose
tissue depot development and for the functional differences
observed between Vi are and SCywar. We propose that the
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adipose tissue expandability hypothesis is based upon the
resident stem cells. ASCs are the ground for the patho-
physiological differences observed between visceral and
subcutaneous fat depots, both in healthy as well as diabetic
conditions. The overexpression of factors, such as Cdl05
and Fgf2, and Notch target genes might induce a blockade in
the progression into an adipogenic phenotype in ASCs from
Vwats- In an adipogenic environment, when increased
storage requirements are needed and this blockade is
maintained, the inability of Vit to form new adipocytes
would lead to the adipocyte hypertrophy and limited storage
capacity, leading to ectopic fat deposition and, ultimately, to
the cardiometabolic alterations. Taken together, our findings
suggest that the Notch signaling pathway is an important
regulator of adipogenesis and cardiometabolic risk. Further
studies are required to get information on the role of the
specific Notch system components. Notch activation may be
a biomarker for predicting cardiovascular risk and a new
tentative therapeutic target to promote adipose tissue storage
capacity.
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Supplementary Methods
Animals

Seven-week-old male Zucker diabetic fatty (ZDF; bepf‘“"l")
rats, a genetic model of metabolic syndrome [1], and age-
matched Zucker lean normoglycemic control rats (ZLC; Lepr'*

or Lepr™'*) were purchased from Charles River Labora-

tories, Inc. The rats were maintained in a controlled envi-
ronment (20.0°C-22.0°C, 60% relative humidity, and light on
from 07:00 to 19:00) and were fed with LabDiet®5008 chow
(Panlab) ad libitum. Rat weights and blood glucose levels
were recorded weekly in all animals (Supplementary Fig.
S3A, S3B). Food intake was recorded daily (Supplementary
Fig. S3C). ZDF rats showed increased blood glucose levels
>300 mg/dL from 11-week old. Fourteen-week-old rats were
anesthetized with a combination of ketamine and medeto-
midine (75mg/kg and 0.5 mg/kg: i.p.), and then killed by
exsanguinations. White adipose tissues (WATS) were dis-
sected immediately after exsanguinations and processed for
adipose-derived stem cell (ASC) isolation. All procedures
followed in the study fulfilled the criteria of the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals published by the U.S.
National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23,
revised 1996) and were approved by the Internal Animal
Committee Review Board.

Isolation and culture of ASCs

WATSs [epicardial (ECywar). epididymal (EDwar), mes-
enteric (MEwar), retroperitoneal (RPwar), and subcutane-
ous (SCwar)] were minced and washed extensively with
phosphate-buffered saline (PBS) 1x supplemented with
100U/mL of penicillin and 100 pg/mL of streptomycin
(Gibco, Life Technologies). Immediately, the tissues were
digested at 37°C for 30 min with type I collagenase solution
(1 mg/mL; Sigma-Aldrich) on a prewarmed orbital shaker.
Collagenase activity was neutralized with equal volume of
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Life
Technologies) supplemented with 10% fetal bovine serum
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(Biological Industries) and 1% penicillin/streptomycin and
centrifuged at 1,200rpm for 10min to obtain the stromal
vascular fraction (SVF). The SVF was resuspended in the
medium described previously and filtered through a 100-um
mesh filter to eliminate remaining tissue fragments. The
isolated SVF was counted and plated onto a 25-cm? cultare
flasks. After 24 h, nonadherent cells were removed and the
medium was replaced. Adherent cells were referred as
ASCs. ASCs were expanded in a humidified environment at
37°C with 5% CO», and maintained at subconfluent levels.
All analyses were performed at passage 3.

Flow cytometric analysis

Cultured ASCs were characterized by flow cytometric
analysis, as reported previously [2]. Cells were suspended in
flow cytometry buffer (FCB; PBS, 2% bovine serum albu-
min, and 0.1% sodium azide). Cell aliquots (0.5 x 10° cells)
were incubated for 30 min at 4°C with PerCP-conjugated
monoclonal antibody against CD90 (Clone OX-7; BD
Biosciences), R-phycoerythrin-conjugated monoclonal an-
tibody against CD44 (Clone OX-50; AbD Serotec), FITC-
conjugated monoclonal antibody against CD29 (Clone Ha2/
5; BD Biosciences), and FITC-conjugated monoclonal an-
tibody against CD45 (Clone OX-1; BD Biosciences). Iso-
type-identical antibodies (BD Biosciences) were used as
controls. After two washes with cold FCB, a total of 50,000
events were analyzed by fluorescence-activated cell sorting
using a Beckman Coulter Epics XL instrument and Expo 32
ADC XL 4 color software.
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Notch activation in adipose-derived stem cells (ASCs) from visceral adipose tissue

(Vyar) by phenethyl isothiocyanate (PEITC). ASCs from mesenteric adipose tissues (MEy, 41) were pretreated with 5 M
PEITC and induced to differentiate to adipocytes. Adipogenic differentiation potential was evaluated by the gene expression
of adipocyte molecular markers (A). *P <005, #*P <0.01, ¥*+P <0.001 versus undifferentiated ASCs. The response to
PEITC was assessed by the gene expression of the members of Notch pathway (B-D). Each data point was normalized
according to the Rplp0 expression level and is presented as gene expression levels relative to reference gene. The data are

the mean+ SEM (n=4, in technical duplicates).
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SUPPLEMENTARY FIG. 82. Notch inhibition in ASCs from subcutaneous adipose tissue (SCywar) by N-[N-(3,5-
difluorephenacetyl-L-alanyl)]-S -phenylglycine t-butyl ester (DAPT). ASCs from SCy o7 were pretreated with 50 pM DAPT
and induced to differentiate to adipecytes. Adipegenic differentiation potential was evaluated by the gene expression of
adipocyte molecular markers (A). ***P < 0.001 versus undifferentiated ASCs. The response to DAPT was assessed by the
gene expression of the members of Notch pathway (B-D). Each data point was normalized according to the Rplp0
expression level and is presented as gene expression levels relative to reference gene. The data are the mean+ SEM (z=4,in
technical duplicates).
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SUPPLEMENTARY FIG. 83. Rat weights (A) and
fasting blood glucose levels (B) were recorded weekly in all
animals. (C) Feod intake was recorded daily in all animals.
The data are the mean+=SEM (n=6 per group). *P <0.05,
P <001, P D001 Zucker diabetic fatty (ZDF) versus
Zucker lean normoglycemic contrel (ZLC).
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SUPPLEMENTARY TABLE S1. LisT oF TAGMAN GENE
EXPRESSION AssAYs USED FOR REAL-TIME
POLYMERASE CHAIN REACTION

TagMan gene expression

Gene symbol assay reference
Cdz9 Rr00566727 ml
Cd36 Rn01442640 gl

Cd44 Rn00563924 _ml
Cd73 Ru00665212_ml
Cdog Ru00562048_ml
Cdigs Rn01438763_ml
Cdi66 Rn00582112 ml
Clebpa RrO0560963 sl

Collal Rn01463848 mli
Diil Rn00583276_ml
D3 Ru00586368_ml
Dii4 Rn01512886_ml
Dnmi3b Rn1536414_gl

Fabp4 Rr00670361 ml
Fgf? RrO0570809_ml
Hesl Rn00577566_ml
Hes7 Ru01464206_ml
Heyl Rn00468865 ml
Hey2 Rn01537342_ml
HeylL Rn01749696 _ml
Jagl Rn00569647 ml
Lpl Rn00561482 ml
Notchl Rn01758633 ml
Notch?2 Rn00577522_ml
Notch3 Rn00571731 ml
Notchd RnQI1525719 ml
Podxl Rn00593804 ml
Pousfl Rn01532129 gl

Ppary Rn00440945 ml
Rpipt} Rn00821065_gl

Sox2 Rn(1286286_gl

Tert Rn01409454 ml

Crebpa, CCAAT/enhancer binding protein &; Collal, collagen
type al; DI, delta-like; Dame3b, DNA (cytosine-3-)-methyltrans-
ferase 3[3; Fabp4, fatty acid binding protein; Fgf2, fibroblast growth
factor 2; Hes, hairy and enhancer of split; Hey, hairy/enhancer of
split related with YRPW motif; Jagl, jagged 1; Ipl, lipoprotein
lipase; Podx!, podocalyxin-like protein 1; Pouifl, POU domain
class 5 transcription factor 1; Ppary, peroxisome proliferator
activated receptor v; Rplp0, ribosomal protein, large, PO; Sox2,
SRY (sex determining region Y) box 2; Tert, telomerase reverse
transcriptase.
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SUPPLEMENTARY TABLE S2. METABOLIC PROFILE

ZLC ZDF P value
Total cholesterol (mg/dL) 93.8317.73 197.50£12.56 <0.0001
Glucose (mg/dL) 92.43+1.99 392,75+ 11.62 <0.0001
HDL cholesterol {mg/dL) 30.35£9.94 76.03£38.23 ns
Triacylglycerols (mg/dL) 119.50£13.31 856.67193.20 <0.0001
Urea {mg/dL) 48.31+3.14 59.17£1.13 0.0086
Protein (g/dL) 7.38+0.39 795£0.64 ns
GOT (U/L) 74.82£8.50 82.81+18.43 ns
GPT (U/L) 40.61£2.65 74.99+£12.75 0.0248
Creatinine (mg/dL) 0.62£0.10 0.59+0.07 ns
Insulin {ng/mL) 0.25+0.07 0.87£0.17 0.0095

The data are the mean+ SEM (n=6 per group).
GOT, glutamic oxaloacetic transaminase; GPT, glutamic pyruvic transaminase; HDL, high-density lipoprotein; ns, not statistically
significant; ZDF, Zucker diabetic farty; ZLC, Zucker lean normoglycemic control.

SUPPLEMENTARY TABLE S3.

ADIPOGENIC DIFFERENTIATION POTENTIAL OF ADIPOSE-DERIVED STEM CELLS

EC ED ME RP SC

Adipocyte

cell marker Ratio Ratio Pvalue  Ratio P value Ratio P value Ratio P value
zZLc

Cd36 +30.56 0.00281 +111.13 0.00411 +1041 0.00033  +314.76 0.00463 +22775.10 4.77E-13

Cebpo +17.29 0.00138 +5.43 0.01067 +2.40 0.00210 +10.25 0.00794 +9.81 3.80E-07

Fabpd +1991.45 0.00043 +121.46 0.03157 +12.50 0.00709  +130.75 002472 +4362.39 1.12E-09

Lpl +4.03 0.06621 +4.36 0.02758 +2.36 0.00263 +2.09 0.29396 +1.70 0.11787

Ppary +30.56 0.00281 +6.60 0.08299  +2.92 0.00504 +35.85 000793  +100.61 347E-09
ZDF

Cd36 +8696.90 0.00017 +61.64 0.00870 +103.41 0.00403 +1191.93 0.00135 +23530.20 9.51E-16

Cebpa +34.49 0.00578 +5.67 0.00017  +6.69 0.00435 +24.83 0.00637 +24.01  4.70E-09

Fabp4 +14649.00 2.18E-05 +240.77 0.00744 +112.07 0.00385 +1361.34 0.00264 +10599.80 2.357E-09

Lpl +11.10 0.01090 +5.57 0.00842  +4.10 0.01881 +6.03 0.02758 +3.74 0.000538

Ppary +23.22 0.01155 +4.84 0.00128 +5.75 3.68e-06 +40.51 0.01080 +55.84 346E-09

ASCs from different fat depots were induced to differentiate to adipocytes. After 21 days, differentiation capacity was evaluated by the
expression of the adipocyte cell markers. Each data was normalized according to Rplp0 expression and is presented as ratio of differentiated
versus undifferentiated ASCs (n=23-4, in technical duplicates).

ASCs, adipose-derived stem cells; C/ebpa, CCAAT/enhancer binding protein «; EC, epicardial; ED, epididymal; Fabp4, fatty acid
binding protein 4; Lpl, lipoprotein lipase; ME, mesenteric; Ppary, peroxisome proliferator activated receptor y; RP, retroperitoneal; SC,

subcutaneous.
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RESUMEN

Enfoque de biologia de sistemas para la identificacidon de alteraciones en el
reservorio de células madre de tejido adiposo subcutaneo en un modelo de
diabetes en rata: efectos sobre la funcion y el potencial de diferenciacion

Las células progenitoras autdlogas representan una opcidn prometedora en
terapia celular regenerativa. Sin embargo, se ha demostrado que la edad y los
factores de riesgo cardiovascular como la diabetes afectan las células
progenitoras endoteliales circulantes y las células madre derivadas de médula
Osea, limitando su potencial terapéutico. Aun asi, su impacto sobre otras
poblaciones celulares es aun desconocido. El objetivo de este estudio es
investigar los efectos de la diabetes sobre las células madre derivadas de tejido
adiposo (ASC) y si esos efectos podrian limitar el potencial terapéutico de las
ASC autdlogas.

Mediante un andlisis de biologia de sistemas se estudid la expresion de genes
relacionados con la identificacion de células madre en tejido adiposo
subcuténeo, la fraccidén vascular del estroma, y ASC aisladas y cultivadas de
ratas diabéticas obesas y de controles sanos. Se analizé complementariamente
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un modelo de diabetes sin obesidad. El andlisis del significado bioldgico de
estos cambios se realizd mediante técnicas bioinformaticas. Ademds se
realizaron estudios funcionales de viabilidad celular y potencial de
diferenciacion.

Se observd una tendencia a la regulacién a la baja de marcadores de célula
madre en el tejido adiposo subcutdaneo de las ratas diabéticas. La expresion
génica y el analisis in silico revelaron un efecto significativo en moléculas
involucradas en el mantenimiento de la multipotencia y la auto-renovacion, y
en la alteracién de vias de sefializacién importantes en el mantenimiento de las
células madre. Tanto la viabilidad como el potencial de diferenciacién de las
ASC de ratas diabéticas aparecieron reducidos en modelos in vitro como en
ensayos de angiogénesis in vivo.

Por tanto, nuestros resultados indican que el impacto de la diabetes mellitus
tipo 2 puede comprometer la eficiencia de auto-reparacién endégena, asi como
de la terapia celular autéloga con ASC.
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Abstract

Aims/hypothesis Autologous progenitor cells represent a
promising option for regenerative cell-based therapies. Nev-
ertheless, it has been shown that ageing and cardiovascular
risk factors such as diabetes affect circulating endothelial and
bone marrow-derived progenitor cells, limiting their therapeutic
potential. However, their impact on other stem cell populations
remains unclear. We therefore investigated the effects of diabetes
on adipose-derived stem cells (ASCs) and whether these effects
might limit the therapeutic potential of autologous ASCs.
Methods A systems biology approach was used to analyse the
expression of genes related to stem cell identification in sub-
cutaneous adipose tissue (SAT), the stromal vascular fraction
and isolated ASCs from Zucker diabetic fatty rats and their
non-diabetic controls. An additional model of type 2 diabetes
without obesity was also investigated. Bioinformatic approaches
were used to investigate the biological significance of these
changes. In addition, functional studies on cell viability and
differentiation potential were performed.

Results Widespread downregulation of mesenchymal stem
cell markers was observed in SAT of diabetic rats. Gene
expression and in silico analysis revealed a significant effect
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onmolecules involved in the maintenance of pluripotency and
self-renewal, and on the alteration of main signalling pathways
important for stem cell maintenance. The viability and differen-
tiation potential of ASCs from diabetic rats was impaired in
in vitro models and in in vivo angiogenesis.
Conclusions/interpretation The impact of type 2 diabetes on
ASCs might compromise the efficiency of spontaneous self-
repair and direct autologous stem cell therapy.

Keywords Adipose-derived stem cells - Cell therapy -
Differentiation potential - Gene expression and in silico
analysis - Pluripotency - Stemness - Subcutancous adipose
tissue - Type 2 diabetes

Abbreviations

ASCs Adipose-derived stem cells

ASCs“IPMIL - ASCs from ChDMII rats
ASCs™F ASCs from ZDF rats
ASCs?LC ASCs from ZLC rats

AU Arbitrary units

BMPCs Bone marrow-derived progenitor cells

ChDMII Chemically generated rat model of non-obese
type 2 diabetes

EC Endothelial cell

EPCs Endothelial progenitor cells

FGF Fibroblast growth factor

IPA Ingenuity Pathway Analysis

MSCs Mesenchymal stem cells

MTS 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium, inner salt (assay)

SAT Subcutaneous adipose tissue

SVF Stromal vascular fraction

ZDF Zucker diabetic fatty

ZLC Zucker lean normoglycaemic control
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Introduction

Cell therapy is a promising option for tissue engineering and
regenerative medicine. In recent years, numerous animal stud-
ies on cell therapy as a potential treatment for ischaemic
diseases have been conducted and shown promising results
[1, 2], in particular studies using bone marrow-derived pro-
genitor cells (BMPCs) |3, 4]. Nevertheless, the translation of
such therapies into clinical trials has generated controversy [,
6]. It has been shown that ageing and cardiovascular risk
factors such as diabetes affect endothelial progenitor cells
(EPCs) and BMPCs, thereby limiting their therapeutic potential
[7-11]. However, the effect of the above risk factors on other
stemn cell populations remains unclear.

Mesenchymal stem cells (MSCs) were first discovered as
clonogenic, adherent colony-forming fibroblastic cells that are
present in bone marrow stroma [ 12]. The key characteristics of
MSCs include: adherence to plastic, extensive proliferative
capacity, expression of several common cell surface antigens
and the ability to differentiate into many lineage-specific cell
types [13, 14]. For many years, BMPCs were considered the
major source of stem cells for tissue engineering applications.
However, it is now known that MSCs reside in all organs and
tissues [15]. Due to their abundance and ease of collection,
stem cells isolated from adipose tissue (adipose-derived stem
cells [ASCs]) have in recent years generated rapidly growing
interest in their developmental plasticity and therapeutic
potential [16, 17]. Clinically relevant stem cell numbers
can be isolated from adipose tissue, as ASCs have higher
proliferation rates than BMPCs [18]. ASCs are an abundant
and practical source of donor tissue for autologous cell
replacement [19, 20].

Our aim therefore was to investigate the possible effects of
diabetes on ASCs and whether these effects might limit the
efficiency of autologous ASC transplantation in diabetic pa-
tients. Our investigations were performed using two models of
diabetes: (1) the Zucker diabetic fatty (ZDF) (Lep L'ﬂ‘) rat,
which is a genetic model of type 2 diabetes and obesity [21];
and (2) age-matched Zucker lean normoglycaemic control
(ZLC) (Lepr™/Lepr™™) rats, a second model of biochemically
induced diabetes without obesity [22].

Methods
Animals

All procedures followed in the study fulfilled the criteria of the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals published
by the US National Institutes of Health (NIH Publication
number 85-23, revised 1996) and were approved by the Intemal
Animal Committee Review Board.

4} Springer

Zucker diabetic fatty rats We purchased 7-week-old male
ZDF and ZLC rats from Charles River Laboratories
(L’ Arbresle Cedex, France). Only ZDF rats had blood glucose
levels of >16.65 mmol/l from 11 weeks of age (electronic
supplementary material [ESM] Fig. 1).

Rat model of non-obese type 2 diabetes We used a chemically
generated rat model of non-obese type 2 diabetes (ChDMII)
based on ZLC rats, which were made diabetic by a combination
of nicotinamide (230 mg/kg, i.p.) injected 15 min before
streptozotocin (65 mg/keg, i.v.) [22].

Nude Balb/c mice We purchased 8-week-old nude Balb/c
mice from Janvier Laboratories (Le Genet-St-Isle, France)
and used them for in vivo angiogenesis assays.

A detailed description of the protocols is available in the
ESM (Methods, section 1.1).

Serum determinations

Blood was collected, centrifuged and stored at —80°C for
further analysis. Biochemical analyses were determined with
an analyser (CLIMA MC-15; RAL, Barcelona, Spain).

Isolation and culture of ASCs

Subcutaneous adipose tissue (SAT) was excised and
processed as detailed in the ESM (Methods, section 1.2) to
obtain ASCs.

Flow cytometry

Freshly collected stromal vascular fraction (SVF) and cultured
ASCs were characterised by flow cytometry. A detailed
description of the protocol and antibodies used is available
in the ESM (Methods, section 1.3).

ASC viability and detection of apoptosis in vitro

Cell viability was evaluated by using the colorimetric 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt (MTS) assay (CellTiter
96 AQeous One Solution Cell Proliferation Assay; Promega,
Madison, W1, USA). Apoptotic cells were detected using an in
situ apoptosis detection kit (ApopTag Red; Chemicon, Temecula,
CA, USA) and an annexin V-FITC apoptosis detection kit (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA). The protocols are described
i detail in the ESM (Methods, sections 1.4 and 1.5).

Gene expression and in silico analysis

Total RNA was isolated from SAT and ASCs using kits (SAT:
RNeasy lipid tissue kit, ASCs: RNeasy mini isolation kit, both
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from Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufac-
turer’s instructions. cDNA was synthesised from 1 pg total
RNA using a high-capacity ¢cDNA archive kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) and analysed by real-time
PCR using the Prism 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems) according to the manufacturer’s instruc-
tions. mRNA expression in ASCs and SAT was normalised
against the average expression of two reference genes, Rpip(
and Rpll3a, the stability of whose expression was validated
using geNorm version 3.5 software (http://medgen.ugent.be/
genorm). The respective cycle threshold (C,) values in ZLC
were 20.12 and 24.5 for SAT, and 17.59 and 18.4 for ASCs.
The mean expression of reference genes differed between ZLC
and ZDF rats by factors of 1.04 and 1.26 in ASCs and SAT,
respectively. mRNA expression in ASCs after adipogenic,
osteogenic and endothelial differentiation was normalised
against the expression of the reference gene Rpip0), which
differed in cells of ZLC and ZDF rats by factors of 0.65, (.72
and 1.0, respectively. TagMan gene expression assays and
sequences of the primers used are provided in ESM Table 1.

Gene expression in the SVF was analysed by a specific
array (Rat Stem Cell PCR; SA Biosciences, Frederick, MD,
USA), using pooled material due to the limited number of
samples. The contribution of each sample was equal. A de-
tailed description of the protocols is available in the ESM
(Methods, section 1.6).

The Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software package
(Ingenuity Systems, www.ingenuity.com) was used to gain
insight into biological functions and pathways represented by
the differentially expressed transcripts in each group.

In vitro ASC differentiation

Adipogenic, osteogenic and endothelial cell (EC) differentia-
tion assays were performed using specific differentiation
media. Detailed protocols can be found in the ESM (Methods,
section 1.7).

Angiogenesis assay in vivo

Nude mice (8 weeks old) were injected subcutancously with
4 10° undifferentiated ASCs diluted in 400 ul cold, growth
factor-reduced Matrigel (BD Biosciences). As a control,
Matrigel without cells was also injected. After 7 days, mice
were killed and Matrigel plugs were removed, photographed
and processed for histological analysis or haemoglobin
assessment. For detailed methods, see ESM (Methods sections
1.8 and 1.9).

Statistical analyses

Results are expressed as mean = SEM. Student’s ¢ test or
one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test
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were used for statistical analysis using a software package
(GraphPad, La Jolla, CA, USA). A value of p<0.05 was
considered significant.

IPA software uses right-tailed Fisher’s exact test to calcu-
late the p» value, thus determining the probability that biolog-
ical functions are affected. The regulation z score algorithm is
used to make predictions on whether functions should in-
crease or decrease given the observed gene expression
changes. The z score algorithm is designed to reduce the
chance that random data will generate significant predictions.
An absolute z score of >2 is considered significant.

Results
Metabolic profile

Metabolic profiles of ZDF and ZLC rats are detailed in ESM
Table 2. ZLC rats had normal blood glucose levels (5.13+
0.11 mmol1), whereas those of ZDF rats were significantly
higher (21.80=0.64 mmol/l, p<0.0001 vs controls), clearly
reflecting their diabetic status (ESM Fig. 1). Significantly
increased levels of total cholesterol, triacylglycerol, urca and
glutamic pyruvic transaminase were also observed in ZDF
compared with ZLC rats.

Primary culture of ASCs increases specific stem cell markers

Results revealed the presence of low numbers of stem cells in
the SVF. After in vitro culture (passage 3), most adherent cells
expressed CD29 (over 95%), CD90 (over 94%) and CD44
(44-60%), and were negative for the haematopoietic marker
CD45 (0.2%). No differences between groups were observed
(ESM Table 3).

ASCs from ZDF rats exhibit loss of viability

Loss of viability was observed during in vitro culture of ASCs
from ZDF rats (ASCs“PF). Flow cytometric analysis revealed
a significant decrease in the percentage of live ASCs™™" cells
compared with ASCs from ZLC rats (ASCs”M0 (ESM
Fig. 2a). To confirm our observations, the viability of ASCs
was measured. The MTS assay showed that the number of
viable cells in ASCs™" cultures was significantly lower than
in ASCs™'C cultures (ESM Fig. 2b). To determine whether
this difference was due to an increased incidence of cell death,
apoptosis assays were performed. A significantly increased
percentage of apoptotic cells was detected in ASCs™™ cul-
tures compared with ASCs”™ (ESM Fig. 2¢). The Annexin
V-FITC apoptosis detection kit also showed an increase in
apoptotic cells (ESM Fig. 2d).
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The expression of genes that define stemness is significantly
decreased in ASCs“F

Considering the possible effects of diabetes on ASC charac-
teristics, we investigated the expression of genes related to
stem cell identification, maintenance and growth. To confirm
the effects on ASC content and that the differences observed
between ASCs were due to the effects of diabetes and not
induced by culture conditions, we analysed the gene expres-
sion profiles of SAT and the SVF. Most of the genes analysed
were downregulated in diabetic animals,

Gene expression analysis of ASCs for MSC markers
(Cd29 [also known as Jighl ], Cd44, Cd73 [also known as
Nise], Cd90 [also known as Thyl], Cdi05 [also known as
Engl, Cdl66 [also known as Aleam | and collagen type ol
[Collal]) revealed no significant differences between both
groups, although, interestingly, ASCs”™ had widespread de-
creased expression of these markers (Fig. 1). The analysis
performed on tissue revealed that diabetes was associated with
an overall downregulation of MSC-specific markers. Statistically
significant reductions were found for Cd44, Cd90, Cd105,
Cdl66 and Collal (Fig. 2).

The expression of genes that define stemness markers was
severely perturbed in diabetic SAT, just as in the derived
ASCs, highlighting the decreased expression of Pou3fi.
Other genes involved in maintaining pluripotency and self-
renewal showed significantly reduced expression in diabetic
samples, e.g. Figf4 and Podxl in ASCs (Fig. 1), and Dnmi3b,
Fgf2, Sox2, Tert and Podx! in SAT (Fig. 2). Moreover,
changes in genes encoding molecules related to signalling
pathways important for stem cell maintenance (Notch, Wnt
and Hedgehog pathways) and linked to cellular movement
(Cxell2 and Cxerd) were observed. These changes reached
significance for DIl and Notch2 in ASCs (Fig. 1), and for
Notchl, Notch2 and Cxcll2 in tissue (Fig. 2).

SVF gene expression analysis showed the same pattern.
We observed a widespread downregulation of stem cell
markers in this compartment (ESM Fig. 3), again suggesting
that the pluripotent capacity was attenuated.

In silico analysis shows the impact of diabetes on pluripotency,
self-renewal and the differentiation potential of ASCs

To identify molecular pathways and functional assignments
that differ between the two groups, thus allowing a biological
interpretation of these differences, the lists of genes were
uploaded into the TPA software. TPA highlighted the implica-
tion of downregulation of these genes in cell cycle progres-
sion, cellular growth and proliferation, cellular movement,
and cardiovascular system development and function. The
analysis made it possible to detect related genes, and subse-
quently analysed and confirmed that genes involved in the
maintenance of pluripotency and self-renewal pathways were
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Fig. 1 Gene expression profile of cultured ASCs afer three passages.
The presence of stem cell-specific markers in subcutaneous ASCs was
analysed by real-time PCR. Each data point is presented as the ratio of
ASCs™TASCS™ ™ n=5-6 per group, in technical duplicates: *p <0.05
and **p<0.01 for ASCs™" vs ASCs™ ¢

downregulated in diabetic samples (Tables 1 and 2, ESM
Fig. 4).

In agreement with our functional observations in cell via-
bility assays, IPA predicted a decrease of proliferation-related
(p=2.22%107"", z score —2.232) and an increase of apoptosis-
related (p=9.56x10 %, z score 2.718) gene expression in
ASCs™™ compared with ASCs™“,

Changes to the in vitro differentiation potential of ASCs™"

Adipogenic differentiation Morphological changes associated
with adipogenesis were faster and higher in ASCs“PF, as also
evidenced by a marked increase in Herxheimer staining
(Fig. 3a). The microscopic observations were confirmed by
expression levels of adipogenic markers (Fig. 3b). Both cell
types were able to differentiate into adipocytes, showing
significant increases in expression of the adipocyte markers
Lpl, Fabp4, Cd36 and Pparg. However, differentiated
ASCs? had higher expression of Lpl (p=0.0012), Fabp4
(p=0.0405), Cd36 (p=0.0201) and Pparg (p =NS) than dif-
ferentiated ASCs“™C, This pattern of expression showed that
the adipogenic differentiation potential of ASCs“"" was
higher than that of ASCs™C.
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Fig. 2 Gene expression analysis of SAT. The presence of stem cell-
specific markers in SAT was analysed by real-time PCR. Each data point
is presented as the ratio of ZDF:ZLC; n=5-6 per group, in technical
duplicates; *p<0.05, **p<0.01 and ***p <0.001 for ZDF vs ZLC

Osteogenic differentiation Real-time PCR analysis of lineage-
specific genes indicated differences in osteogenic differentiation
between ASCs™ and ASCs“™. Both cell types were able to
differentiate (Fig. 4a, b), showing significantly increased expres-
sion of genes encoding the osteogenic markers osteopontin
(Sppl), alkaline phosphatase 1 (4{pl) and osteocalcin (Bglap)
(Fig. 4b). Thus, in contrast to adipogenic differentiation,
ASCs”" had reduced osteogenic potential.

Endathelial cell differentiation To investigate whether diabe-
tes affects EC differentiation potential, we measured the
expression of specific markers in ASCs and capillary-like tube
formation in Matrigel. ASCs”™* and ASCs™"" showed in-
creased expression of Pecam! after differentiation (ASCs?™C
p<0.0001, ASCs“PF p=0.0109), whereas the expression of
Cd105 only increased significantly in ASCs™ (Fig. Sa).
Although both differentiated ASC groups were able to devel-
op capillary-like networks (Fig. 5b), the ability of ASCs”™
was significantly impaired compared with that of ASCs?©
(Fig. 5c). To study in-depth the angiogenic potential of ASCs,
we measured the expression of genes encoding the anti-
angiogenic factors endostatin (Col/8al), thrombospondin-1
(Thbsl) and serpin peptidase inhibitor, clade E (Serpinel)
(ESM Fig. 5a). Interestingly, ASCs”™ had significantly
higher expression levels of endostatin (»=0.0311) and a
non-significant increase in expression of 7hbs! and Serpinel .
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On the other hand, when ASCs were differentiated the expres-
sion of anti-angiogenic factors tended to decrease, reaching
significance for Serpinel in both types of cells (ESM Fig. 5b).

Angiogenesis in vivo

Macroscopic observations of the retrieved plugs at day 7 post-
implant showed angiogenesis in both types of ASC (Fig. 6a).
However, haemoglobin quantification (Fig. 6b) and histological
examination (Fig. 6¢) revealed that the ability to stimulate
microvessel growth was impaired in ASCs™*. The haemoglobin
content was only significantly increased in the ASCs™ plugs
with respect to control plugs (without ASCs) (»=0.0239). A
higher level of von Willebrand factor was also evident in the
plugs containing ASCs™C,
Impaired function in ASCs™"
deficiency

is not due to leptin receptor

ASCs from ChDMII rats (ASCs ™M) were also investigated
to distinguish between the impact of diabetes and that of leptin
receptor deficiency on ASCs. Gene expression profiles for
ASCs“™PMI and ASCs™™ were similar. Only the expression
of Cdi66 differed significantly between ASCs“"™™! and
ASCs™F, The expression of Fg/2 and Pou5fl was more
significantly affected in ASCs“"™™ than in ASCs?PF compared
with controls (ESM Fig. 6).

In vitro differentiation assays confirmed that the differen-
tiation potential in ASCs“™" and ASCs“" was equal. No
significant differences in differentiation markers were ob-
served between ASCs“"™I and ASCs”F (Fig. 7). As with
ASCs™, the adipogenic potential of ASCs™"™ was higher
than that of ASCs”"*, showing significantly higher expression
of the adipocyte markers Lpl, Fahp4 and Cd36; in contrast,
osteogenic and EC differentiation capacity was reduced. Differ-
entiated ASCs™™™" only showed a significant increase in
expression of the osteogenic marker Sppl, but this increase
was significantly lower than in differentiated ASCs™. No
sigmificant increase of EC markers was observed in differenti-
ated ASCs“"™™" Differentiated ASCs“™™" were able to de-
velop capillary-like networks of similar length to ASCs?™"
(ASCs“"PMIL 2802636 arbitrary units [AU]; ASCs“PF
31044580 AU), but these were significantly smaller than in
ASCS™C (55074637 AU, p=0.0310),

Discussion
Autologous progenitor cells represent a novel treatment op-
tion for ischaemic complications requiring therapeutic

revascularisation and vascular repair. One of the main groups
of patients who could benefit from cellular therapy is patients

€) springer
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Table 1 Principal functions affected by diabetes

Biological functions

Category Function p value Top molecules associated

Cellular growth and proliferation Proliferation of cells 222x107" CD44, COLIAL, CXCLI12, DLL1, DNMT3B, CD103,
FGF2, FGF4, NOTCHI, NOTCH2, POUSF1, SOX2,
TERT

Cellular growth and proliferation Growth of cells 145%1077 CD44, CXCLI12, DLL1, DNMT3B, CDI105, FGF2,
FGF4, NOTCHI, NOTCH2, POUSF 1, SOX2, TERT

Cell cycle Cell cycle progression 1.12x10°%  CD44, COLIAI, CXCLI12, FGF2, NOTCH],
NOTCH2, POUSF1, SOX2, TERT

Cell cycle Arrest in cell eycle progression 4.13%10°7 COL1A1, NOTCHI1, NOTCH2, POUSFI1, SOX2

Cell death Apoptosis 9.56x107  CD44, CXCL12, DLL1, DNMT3B, FGF2, NOTCHI,
NOTCH2, POUSF1, TERT

Cell morphology Tubulation of cells 152x107  €D166, CXCL12, FGF2

Cellular movement Transmigration of cells 4.09%10°% CD44, CXCLI12, CD9%0

Cellular movement Migration of cells 233x10 7 CDI66, CD44, COLIAL, CXCL12, DNMT3B, CD105,
FGF2, PODXL, CDY0

Cellular movement Chemotaxis of endothelial cells 1.82x107° CXCL12, FGF2,

Cellular movement Mobilisation of stem cells 6.11%10°  CXCLI12

Cell-to-cell signalling and interaction  Binding of cells 1871077 CD44, CD166, CXCLI12, FGF2, NOTCHI

Cellular development Differentiation of cells 3502107 CXCL12, DLLI1, CDI105, FGF2, FGF4, NOTCHI,
POUSFI, SOX2, TERT

Cellular development Differentiation of endothelial cells  1.33x107* FGF2, NOTCHI

Cellular development Endothelial cell development 6.82x1077 D44, CD105, FGF2, NOTCH1

Tissue development Tissue development 506%10°° D44, COL1AL, CXCL12, DLLI, CD105, FGF2,
NOTCH]1

Tissue development Osleogenesis 292x107° D44, COLIAL, CXCLI12, DLLI1, CD105, FGF2,
NOTCHI

Cardiovascular system development Development of blood vessel 537x10 % €DI 66, CD44, COL1AL, CXCL12, CD105, FGF2,

and function NOTCHI, TERT
Cardiovascular system development Vasculogenesis 458%10° 17 CDI166, CD44, CXCL12, CD105, FGF2, NOTCHI,
and function TERT
Cardiovascular system developmeni  Angiogenesis 2.14x107  CDI66, CXCLI2, CD103, FGF2, TERT

and function

(Gene expression data were visualised in the context of biological function using IPA software (Ingenuity System, www.ingenuity.com). The table shows
the principal functions of the 70 biological functions significantly associated with the molecules analysed. The function analysis of IPA was generated on

the basis of all currently available published data
p values are from Fisher’s exact test right-tailed

Protein abbreviations: COLIAIL, collagen type acl; CXCL12, chemokine (C-X-C motif) ligand 12; DLLI, delta-like 1; DNMT3B, DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 3 p; PODXL, podocalyxin-like protein 1: POUSF1, POU domain class 5 transcription factor 1: SOX2, SRY (sex-determining region Y)

box 2; TERT, telomerase reverse transcriptase

with diabetic complications, yet broadly dysfunctional cells
may limit the feasibility of this approach. As many of these
cells are being considered for clinical therapies, it is essential
to validate the identity and potency of these cells.

The link between diabetes and impaired properties of EPCs
and BMPCs is well established [7-10]. However, the impact
of diabetes on other types of stem cell remains unclear. In this
study, we analysed the effect of the presence of diabetes on
ASCs. We compared ASCs from a rat model of diabetes and
from age-matched non-diabetic rats, analysing their gene

4) Springer

expression profiles, in vitro viability and differentiation po-
tential. To confirm that the differences observed between both
groups of ASCs were due to the effects of diabetes and rule
out the possibility that changes were induced by in vitro
culture and clonal expansion, we analysed the differences
between animals in gene expression profiles of SAT and the
SVE. As in any gene expression study, the selection of a valid
endogenous control is critical to avoid misinterpretation of
results. Thus, the suitability of endogenous control genes
was evaluated in all experimental groups under comparison,
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Table 2 Top modified canonical pathways in ZDF compared with ZLC

rats

Top canonical pathways

Pathway p value

Notch signalling 1.76x107
Human embryonic stem cell pluripotency 1.06x107°
Leucocyte extravasation signalling 6.16%10°°
Role of Oct4 in mammalian embryonic 371x107°

stem cell pluripotency

‘Wt B-catenin signalling 922x107°
FGF signalling 661x10°

Gene expression data were visualised in the context of biological function
using IPA software (Ingenuity System, www.ingenuity.com). The table
shows the top canonical pathways affected by diabetes; 26 pathways were
significantly mapped. The pathway analysis of IPA was generated on the
basis of all currently available published data

p values from Fisher’s exact test nght-tailed

confirming that the reference genes did not show a systematic
bias that was causally related to the inherent diabetic pheno-
type. The C; of endogenous genes showed no systematic
variation in the ZDF compared with the ZLC group; in all

a

Differentiated Undifferentiated

2 weeks 3 weeks

Weeks in culture

=

Gene expression
(relative to Rpip())

Il " Fabpd Cd36 Pparg

Fig. 3 Adipogenic differentiation of ASCs™™ and ASCs™C. ASCs
isolated from ZDF rats showed greater adipogenesis than those from
ZLC rats. (a) The evolution of morphological changes using a bright-
field microscope (magnification x20). Differentiation potency was eval-
uated by Herxheimer staining and (b) by lineage-specific gene expression
patterns determined by real-time PCR using specific markers (Lpl,
Fabp4, Cd36 and Pparg). White bars, undifferentiated ASCs™; dark
grey bars, undifferentiated ASCs™PT light grey bars, differentiated
ASCs™™; black bars, differentiated ASCs”™. Fach data point (b) is
presented as gene expression relative to the reference gene. The results
are means = SEM; n=5-6 per group, in technical duplicates; *p<0.05
and **p<0.01 for ASCs“™ vs ASCs?C; 1p<0.05, p<0.01 and

1‘“‘p<000l for differentiated vs undifferentiated cells
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Fig. 4 Osteogenic differentiation of ASCs”™™ and ASCs”". (a) Differ-
entiation potency was evaluated by Alizarin red staining and (b) by
lineage-specific gene expression patterns determined by realtime PCR
using specific markers (Spp!, Alpl and Bglap). White bars, undifferen-
tiated ASCs™; dark grey bars, undifferentiated ASCs™™; light grey
bars, differentiated ASCSZU:; black bars, differentiated ASCs ¥ Each
data point (b) is presented as gene expression relative to the reference
gene. The results are means = SEM; n=5-6 per group, in technical
duplicates; #*p<0.01 for ASCs“?F vs ASCsZS; 1520.05 and

p <0.001 for differentiated vs undifferentiated cells

cases, moreover, the small variability that we did observe
(AC,<0.5) was the common variability associated with the
procedure [23].

ASCs” " cultures showed a significant worsening in the
course of time. To confirm our observations, viability and
apoptosis assays were performed, showing impaired viability
in ASCs“P" compared with ASC*'C. Previous studies had
shown increased apoptotic activity of MSCs after exposure
in vitro to added high glucose concentrations [24].

In agreement with several studies [15, 18, 19], ASCs were
positive for the MSC marker genes Cd29, Cd44, Cd73,
Cd90, Cdl105, Cdl66 and Collal. Interestingly, although
gene expression analysis failed to reveal significant differences
between the two groups, ASCs“"" had decreased expression for
these surface markers. The analysis performed for genes related
to stem cell identification in SAT and the SVF revealed overall
downregulation, possibly indicating that diabetes reduces the
stem cell reservoir in SAT.

IPA enables gene expression data to be displayed in a
systems biology context, showing a significant effect on sig-
nalling pathways important for stem cell maintenance. Results
revealed a clear effect of diabetes on molecules involved in
maintenance of pluripotency and self-renewal, highlighting
the significant decreased expression of PousfI, which en-
codes an essential factor for maintenance of the pluripotent
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Fig. 5 Differentiation of ASCs™P" and AQC\ZU' into ECs. (a) The
acquisition of an endothelial phenotype was evaluated by specific endo-
thelial marker genes (Pecam] and Cdl05) using real-time PCR and (b)
by a Matrigel in vitro tube formation assay. (a) Each data point is
presented as gene expression levels relative to the reference gene. White
bars, undifferentiated ASCs”“; dark grey bars, undifferentiated
ASCs™F, 1%}“ grey bars, dlﬁcrc-nllatcd ASCs™ thk bars, differenti-
ated ASCs™ . (¢) Quantification of total length of the tubes formed by
differentiated ASCs. (a, ¢) The data are means + SEM: n =5-6 per group,
(a) in technical duplicates; *p <0.05 for ASCsF v ASCSZLE: ip <005
and ' ‘p<0.001 for differentiated vs undifferentiated cells

state and for self-renewal in stem cells [25]. This transcription
factor is not only required to maintain pluripotency in the
developing embryo [26], but is also, as shown by several
studies, associated with the undifferentiated pluripotent state
of stem cell populations derived from adult tissues, as well as
playing a role as reprogramming factor to induce pluripotent
stem cells [27, 28].

Of the 26 pathways significantly mapped, Notch signalling
was the top canonical pathway affected by diabetes. Notch
signalling is implicated in the maintenance of self-renewal
potential in stem cells [29]; its activation in stem cells leads
to the maintenance of self-renewal potential through down-
regulation of tissue-specific transcription factors, while its
inhibition induced terminal differentiation [30]. Notch was
shown to play a role in adipocyte differentiation from MSCs
[30-33]. However, conflicting findings have been reported
conceming its role. It has been argued that Notch is dispens-
able in adipocyte differentiation [30]; but other evidence
shows that inhibition of Notch signalling or its target genes
can inhibit adipocyte differentiation [31] or, in contrast, that
Notch inhibition enhances adipogenesis [32, 33]. Here, we
show an obvious inhibition of Notch signalling in ASCs™"",
which in agreement with the results of Huang et al [33] and
Ugarte et al [32], would explain the overexpression of Pparg
in undifferentiated ASCs”" and their higher adipogenic
differentiation potential.

4 springer

Our analysis also disclosed an effect on the Wnt—[3-catenin
signalling pathway. Wnt signalling maintains pre-adipocytes
in an undifferentiated state through inhibition of the pro-
adipogenic transcription factors CCAAT- enhancer binding
protein o and peroxisome proliferator-activated receptor y
[34]. Therefore, the higher expression of Pparg in undiffer-
entiated ASCs“™ may be a result of the reduced Wnt (also
known as Wnt2) expression, again indicating a greater predis-
position to adipogenic differentiation in ASC: 5/”1'

Beside the Notch and Wnt pathways, the fate of MSCs is
also determined by fibroblast growth factor (FGF) signalling

35]. Gene expression analysis also revealed an effect of
diabetes on the FGF pathway, which has been implicated in
cell survival, proliferation, pluripotency and the lineage deter-
mination of stem cells [36, 37]. FGF2 supports the osteogenic
and chondrogenic differentiation potential of MSCs and a
marked increase in adipocytes has been observed in BMSC
cultures from Fgf2 " animals [37]. The effect on FGF signalling
might have contributed to the differences in adipogenic and
osteogenic differentiation observed between ASCsZPF
and ASCs™C,

It has been reported that advanced glycation end-products
interfere with in vitro differentiation of MSCs into adipogenic,
chondrogenic and osteogenic lineages [38]. Pre-adipocytes of
type 2 diabetes participants have shown decreased adipogenic
differentiation capacity [39] and a high glucose concentration
is a potent inhibitor of BMPC differentiation into osteoblastic
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Fig. 6 Angiogenesis assay in vivo. (a) Macroscopic view of representa-
tive blood vessels formed in Matrigel plugs in vivo (n=4 per group).
Plugs were visualised and photographed with a Zoom 70XL (Optem;
Fairport, NY, USA) coupled to a camera (Retiga 1300i Fast Camera;
Surrey, BC, Canada), or with a fluorescence stereomicroscope (M165 FC;
Leica; Wetzlar, Germany) (top to bottom row, respectively). (b) Quanti-
fication of haemoglobin (Hb) concentration using Drabkin’s method.
Grey bars, Matrigel without cells; black bars, Matrigel with ASCs.
*p=0.05 for Matrigel with ASCs vs Matrigel without cells. (¢) Immu-
nofluorescence staining for von Willebrand factor (green) and nucleus
(blue). White arrowheads, neovessel formation
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Fig. 7 Differentiation potential of ASCs from ChDMII rats. To evaluate
the differentiation potential of ASCs from ChDMII rats, cells were
induced to differentiate into adipocyles (a, d), osteoblasts (b, e) and
ECs (¢, f). White bars, undifferentiated ASCsTPMIL back bars, differ
entiated ASCs“™MI The acquisition ol a lineage-specific phenotype was
evaluated by real-time PCR. Each data point is presented as gene

lineages [40]. In agreement with these studies, we observed
impaired osteogenic differentiation of ASCs“PF. However, we
found that the adipogenic differentiation potential of ASCs™™"
was higher than that of ASCs™“. Aguiari et al show that
glucose-enriched medium induces the adipogenic differentia-
tion of stem cells [41]. We propose that the effect of diabetes
on Notch, Wnt and FGF signalling is the cause of ASCs”™"
commitment to the adipogenic lincage compared with
ASCs?M . Therefore, the cffects of type 2 diabetes in major
signalling pathways implicated in the maintenance of the
undifferentiated state might compromise the plasticity and
self-renewal of ASCs and, consequently, the strategies for
tissue regeneration in diabetic patients. Further studies will
be required to confirm the involvement of these signalling
pathways in the commitment of ASCs”™" to an adipogenic
lincage.

To test whether diabetes affects the EC differentiation
potential of ASCs, we induced their differentiation towards
ECs. Although both differentiated ASC groups were able to
develop capillary-like networks, the ability of ASCs™™ was
significantly impaired. We also performed in vivo plug angio-
genesis assays to study the ability of ASCs to form new
vessels. Consistent with their in vitro EC differentiation ca-
pacity, ASCs”™ had an impaired ability to stimulate the
formation of an extended network of microvessels in the
implanted plug. Several studies have shown a role of the
Notch and Wnt pathways in angiogenesis [42—44]. Notch
signalling is required for angiogenesis in ischaemia models,
and DI, the expression of which was lower in ASCs™™, is
essential for postnatal angiogenesis [45], while jagged-1
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expression levels relative to the reference gene. The results (a—¢) are
means = SEM: n=4 per group, in technical duplicates. No significant
differences were observed between ASCs ™™™ and ASCs™ ", *p<0.05
and ***p<0.001 for differentiated ASCs“"™" vs differentiated
ASCs?M: 1p<0.05, Tp<0.01 and TTp<0.001 for differentiated
ASCs“MPM! v undifferentiated ASCs"M!

(Jagl), which we also found downregulated, enhances angio-
genesis [46]. Recent reports have underlined the important
role of the Wnt system in vascular morphogenesis and in
organ-specific EC differentiation [47]. It has also been report-
ed that anti-angiogenic factors, such as collagen, type XVIII,
alpha 1, inhibit Wnt signalling activity [48]. Our results for
gene expression analysis revealed a significant increase in
expression of Coll8al in ASCs“P", Therefore, the inhibition
of signalling, with the increase in anti-angiogenic factors,
might be responsible for the impaired capacity of ASCs™F
to develop newly formed microvessels.

Finally, because leptin is involved in regulating MSC dif-
ferentiation [49, 50], we investigated another model of diabe-
tes in addition to the ZDF leptin receptor-deficient model. Its
gene expression profile, as well as differentiation potential,
showed a similar pattern to ASCs”™" and ASCs“"™!,
Therefore, we can conclude that the impaired differentiation
potential observed in ASCs*F is independent of leptin
receptor deficiency.

In summary, this is to our knowledge the first report to
analyse the effect of diabetes on molecules involved in the
maintenance of pluripotency and self-renewal of ASCs. Our
results indicate that the effects of diabetes on main signalling
pathways implicated in the maintenance of an undifferentiated
state are the cause of the greater ASCs”P" commitment to an
adipogenic lineage, compared with ASCs™C, and that this
leads to a gradual depletion of the ASC pool.

For the first time, we demonstrate that the EC differentia-
tion potential and the ability of ASCs” to develop capillary-
like networks in vitro and in vivo are significantly impaired
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compared with ASCs”™C. Functional results, as well as gene
expression and subsequent in silico analysis show that the
benefits of using ASCs derived from diabetic patients might
be limited in angiogenic therapies. Collectively, our data also
help to explain the reduced spontancous self-repair of hypoxic
and ischaemic damage in diabetic patients,

Acknowledgements  The authors would like to thank J. Crespo (Flow
Cytometry Department, Cardiovascular Research Center, CSIC-ICCC,
Barcelona, Spain) for his technical help with flow cytometric analysis and
M. Sanchez (Cardiovascular Research Center, CSIC-ICCC, Barcelona,
Spain) for her excellent technical assistance.

Funding This work was supported by research grants from the Spanish
Ministry of Health-Instituto de Salud Carlos [T (CIBERobn-CB06/03
and RETIC TERCEL RD/06/0010/0017), the Spanish Ministry of
Science and Innovation (PNS SAF2010/16549) and the Govemment of
Catalonia (CTP-ITT 2009). RFL is recipient of a Sara Borrell contract
from the Spanish Ministry of Science and Innovation-Instituto de Salud
Carlos III. MTB has received a fellowship from Institut Catala de
Ciéncies Cardiovasculars. MT was a Postdoctoral Fellow of Fundacion
de Investigacion Cardiovascular and a Juan de la Cierva investigator
(Spanish Ministry of Science and Innovation, MICINN). GV is a Ramon
y Cajal investigator (Spanish Ministry of Science and Innovation,
MICINN).

Duality of interest The authors declare that there is no duality of
interest associated with this manuscript.

Contribution statement RFL, GV and LB contributed to the study
conception and design. RFL, MTB and MT contributed to the acquisition
of data. RFL and MTB contributed to the analysis of data. RFL, MTB and
LB contributed to the interpretation of data. RFL was responsible for
writing the manuscript. All authors contributed to the revision of the
manuscript and approved the final version to be published.

References

. Pittenger MF, Martin BJ (2004) Mesenchymal stem cells and their
potential as cardiac therapeutics. Cire Res 95:9-20
Van der Bogt KEA, Sheikh AY, Schrepfer S et al (2008) Comparison
of different adult stem cell types for treatment of myocardial
ischemia. Circulation 118:5121-8129
Kamihata H, Matsubara H, Nishiue T et al (2001} Implantation of
bone marrow mononuglear cells into ischemic myocardium enhances
collateral perfusion and regional function via side supply of
angioblasts, angiogenic ligands, and cytokines. Circulation 104:
1046-1052
Orlic D, Kajstura J, Chimenti § et al (2001) Bone marrow cells
regenerate infarcted myocardium. Nature 410:701-705

. Cleland JGF, Fremantle N, Coletta AP, Clark AL (2006) Clinical
trials update from the American Heart Association: REPAIR-AMI,
ASTAML, JELIS, MEGA, REVIVE-L SURVIVE, and PROACTIVE.
Eur I Heart Fail 8:105-110
Gimble JM, Guilak F, Bunnell BA (2010) Clinical and preclinical
translation of cell-based therapies using adipose tissue-derived cells
Stem Cell Res Ther 1:19

. Tepper OM, Galiano RD, Capla JM et al (2002) Human endothelial
progenitor cells from type IT diabetics exhibit impaired proliferation,
adhesion, and incorporation into vascular structures. Circulation 106:
27812786

=]

v

=

[

=

-~

) Springer

=

=

™

o

]

. Li TS, Furutani A, Takahashi M et al (2006) Impaired potency of

bone marrow mononuclear cells for inducing therapeutic angiogen-
esis in obese diabetic rats. Am J Physiol Heart Circ Physiol 290:
HI1362-H1369

Fadini GP, Sartore S, Schiavon M et al (2006) Diabetes impairs
progenitor cell mobilization after hindlimb ischaemia-reperfusion
injury in rats. Diabetologia 49:3075-3084

. Sharpless NE, DePinho RA (2007) How stem cells age and why this

makes us grow old. Nat Rev Mol Cell Biol 8:703-713

. Friedenstein Al, Piatetzky-Shapiro II, Petrakova KV (1966) Osteogen-

esis in transplants of bone marrow cells. J Embryol Exp Morpholog 16:
381-390

. Dominici M, Le Blanc K, Mueller E et al (2006) Minimal

criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells.
The International Society for Cellular Therapy position statement.
Cytotherapy 8:315-317

. Chamberlain G, Fox I, Ashton B, Middleton J (2007) Concise

review: mesenchymal stem cells: their phenotype, differentiation
capacity, immunological features, and potential for homing.
Stem Cells 25:2739-2749

. Da Silva ML, Chagastelles PC, Nardi NB (2006) Mesenchymal stem

cells reside in virtually all post-natal organs and tissues. J Cell Sci
119:2204-2213

Zuk PA, Zhu M, Ashjian P et al (2002) Human adipose tissue is a
source of multipotent stem cells. Mol Biol Cell 13:4279-4295

. Gimble IM, Katz AJ, Bunnell BA (2007) Adipose-derived stem cells

for regenerative medicine. Circ Res 100:1249-1260

. Zhu Y, Liu T, Song K, Fan X, Ma X, Cui Z (2008) Adipose-derived

stem cell: a better stem cell than BMSC. Cell Biochem Funet 26:
664-675

. Schiffler A, Biichler C (2007) Concise review: adipose tissue-

derived stromal cells—basic and clinical implications for novel
cell-based therapies. Stem Cells 25:818-827

. Madonna R, Geng Y, de Caterina R (2009) Adipose tissue derived

stem cells: characterization and potential for cardiovascular repair.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 29:1723-1729

. Mizuno H, Tobita M, Uysal AC (2012) Adipose-derived

stem cells as a novel tool for future regenerative medicine.
Stem Cells 30:804-810

. Clark JB, Palmer CJ, Shaw WN (1983) The diabetic Zucker fatty rat.

Proc Soc Exp Biol Med 173:68-75

. Masiello P, Broca C, Gross R et al (1998) Experimental NIDDM:

development of a new model in adult rats administered streptozotocin
and nicotinamide. Diabetes 47:224-229

3. Golzelniak K, Janke J, Engeli S, Sharma AM (2001) Validation of

endogenous controls for gene expression studies in human adipocytes
and preadipocytes. Horm Metab Res 33:625-627

. LiYM, Schilling T, Benisch P et al (2007) Effects of high glucose on

mesenchymal stem cell proliferation and differentiation. Biochem
Biophys Res Commun 363:209-215

. Nichols J, Zevnik B, Anastassiadis K et al (1998) Formation of

pluripotent stem cells in the mammalian embryo depends on the
POU transcription factor Oct4. Cell 95:379-391

26. Boiani M, Schiler HR (2005) Regulatory networks in embryo-

derived pluripotent stem cells. Nat Rev Mol Cell Biol 6:872-884

. Riekstina U, Cakstina I, Parfejevs V et al (2009) Embryonic

stem cell markers expression pattemn in human mesenchymal
stem cells derived from bone marrow, adipose tissue, heart and
dermis. Stem Cell Rev Rep 5:378-386

. Park TH, Zhao R, West JA et al (2008) Reprogramming of

human somatic cells to pluripotency with defined factors.
Nature 451:141-146

. Radtke F, Raj K (2003) The role of Notch in tumorigenesis: oncogene

or tumor suppressor? Nat Rev Cancer 3:765-767

. Nichols AM, Pan Y, Herreman A et al (2004) Notch pathway is

dispensable for adypocite specification. Genesis 40:40-44

127



RESULTADOS

Diabetologia

31

34,

[
n

w
>

3

et

[
s

39.

Gareés C, Ruiz-Hidalgo MIJ, Font de Mora | et al (1997)
Notch-1 controls the expression of fatty acid-activated tran-
scription factors and is required for adipogenesis. I Biol Chem
272:29729-29734

. Ugarte F, Ryser M, Thieme S et al (2009) Notch signalling enhances

osteogenic differentiation while inhibiting adipogenesis in primary
human bone marrow stromal cells. Exp Hematol 37:867-875

. Huang Y, Yang X, Wu Y et al (2010) y-Secretase inhibitor induces

adipogenesis of adipose-derived stem cells by notch regulation of
Notch and PPARy. Cell Prolif 43:147-156

Laudes M (2011) Role of Wnt signalling in the determination of
human mesenchymal stem cells into preadipocytes. J Mol Endocrinol
46:65-72

. Lanner F, Rossant J (2010) The role of FGF/Erk signalling in

pluripotent cells. Development 137:3351-3360

. Zaragosi LE, Ailhaud G, Dani C (2006) Autocrine fibroblast growth

factor 2 signalling is critical for self-renewal of human multipotent
adipose-derived stem cells. Stem Cells 24:2412-2419

. Xiao L, Sobue T, Esliger A et al (2010) Distuption of the Fgi2 gene

activates the adipogenic and suppresses the osteogenic program in
mesenchymal marrow stromal stem cells. Bone 47:360-370

. Kume S, Kato S, Yamagishi S et al (2005) Advanced glycation end-

products attenuate human mesenchymal stem cells and prevent
cognate differentiation into adipose tissue, cartilage, and bone.
I Bone Miner Res 20:1647-1658

Van Tienen FHI, van der Kallen CJH, Lindsey PJ, Wanders RJ,
van Grevenbrock MM, Smeets HIM (2011) Preadypocytes of type 2
diabetes subjects display an intrinsic gene expression profile of
decreased differentiation capacity. Int J Obes 35:1154-1164

128

40

4

4

r

4.

o)

44,

4

4

3

48.

4

n
o

Il

bl

Gopalakrishnan V, Vignesh RC, Arunakaran I, Aruldhas MM,
Srinivasan N (2006) Effects of glucose and its modulation by insulin
and estradiol on BMSC differentiation into osteoblastic lineages.
Biochem Cell Biol 84:93-101

. Aguiari P, Leo S, Zavan B et al (2008) High glucose induces

adipogenic differentiation of muscle-derived stem cells. PNAS 105:
1226-1231

. Bicknell R, Harris AL (2004) Novel angiogenic signalling pathways

and vascular targets. Annu Rev Pharmacol Toxicol 44:219-238

. Zerlin M, Julius MA, Kitajewski J (2008) Wnt/Frizzled signalling in

angiogenesis. Angiogenesis 1:63-69
Phng LK, Gerhardt H (2009) Angiogenesis: a team effort coordinated
by Notch. Dev Cell 16:196-208

5. Limbourg A, Ploom M, Elligsen D et al (2007} Notch ligand delta-

like 1 is essential for posinatal arteriogenesis. Circ Res 100:363-371
Benedito R, Roca C, Sirensen I et al (2009) The Notch ligands D114
and Jagged] have opposing effects on angiogenesis. Cell 137:1124
1135

. Dejana E (2010) The role of Wnt signalling in physiological and

pathological angiogenesis. Circ Res 107:943-952

Zhang B, Ma J (2010) Wnt pathway antagonists and angiogenesis.
Protein Cell 1:898-906

Chang YJ, Shih DT, Tseng CP, Hsiech TB, Lee DC, Hwang SM
(2006) Disparate mesenchyme-lineage tendencies in mesenchymal
stem cells from human bone marrow and umbilical cord blood.
Stem Cells 24:679-685

. Scheller EL, Song J, Dishowitz MI, Soki FN, Hankenson KD,

Krebsbach PH (2010) Leptin functions peripherally to regulate differ-
entiation of mesenchymal progenitor cells. Stem Cells 28:1071-1080

£) Springer



RESULTADOS

SUPPLEMENTARY MATERIAL
ESM Methods
1.1 Animals

Rats were maintained in a controlled environment (20.0-22.0 2C, 60 % relative
humidity and light on from 07:00 to 19:00) and were fed with LabDiet®5008
chow (Panlab, Barcelona, Spain) ad libitum. Rat weights and blood glucose
levels were recorded weekly in all animals (ESM Fig. 1). 14 weeks old rats were
anesthetized with a combination of ketamine and medetomidine (75 mg/kg
and 0.5 mg/kg; i.p.), and then killed by exsanguination. Immediately,
subcutaneous adipose tissue (SAT) was dissected, frozen in liquid nitrogen and
stored at -80°C or processed for ASCs isolation.

1.2 Isolation and culture of ASCS

SAT was washed, minced and digested at 37°C for 30 min with type |
collagenase solution (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The digested
tissue was centrifuged at 1200 rpm for 10 min to obtain the stromal vascular
fraction (SVF). The SVF was resuspended in DMEM (Gibco, Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) supplemented with 10% FBS (Biological Industries,
Kibbutz Beit-Haemek, Israel) and 1% penicillin/streptomycin (Gibco, Life
Technologies), filtered through a 100 Em mesh and seeded. After 24 hours
nonadherent cells were removed and the medium replaced. Adherent cells
were referred as ASCs. Cells were expanded (372C with 5% CO,) and maintained
at subconfluent levels. All analysis was performed at passages 3 (P3).

1.3 Flow cytometry

Freshly collected SVF and cultured ASCs were characterized by flow cytometry,
as reported previously [1]. We analyzed the presence of ASCs surface markers
CD29, CD44 and CD90 and CD45 was used as a marker of hematopoietic cells.
Cells were suspended in flow cytometry buffer (FCB) (PBS, 2% BSA, 0.1%
sodium azide). Cell aliquots (5 x 10° cells) were incubated for 30 min at 4°C with
PerCP-conjugated monoclonal antibody against CD90 (Clone OX-7, BD
Biosciences, San Diego, CA, USA), RPE-conjugated monoclonal antibody against
CD44 (Clone OX-50, AbD Serotec, Kidlington, UK), FITC-conjugated monoclonal
antibody against CD29 (Clone Ha2/5, BD Biosciences) and FITC-conjugated
monoclonal antibody against CD45 (Clone OX-1, BD Biosciences). Isotype-
identical antibodies (BD Biosciences) were used as controls. After two washes
with cold FCB, a total of 50000 events were analyzed by fluorescence-activated
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cell sorting (FACS) using a Beckman Coulter Epics XL instrument and Expo 32
ADC XL 4 color software (Beckman Coulter Inc., France).

1.4 In vitro ASCs viability

Cell viability was evaluated by using the colorimetric 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt
(MTS) assay (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay;
Promega Corporation, Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s
instructions. ASCs (5 x 10° cells) were seeded on 96-well plates and, after 24
hours in culture, viability was assessed with optical density measurements at
490 nm (SpectraMax 250; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

1.5 Detection of apoptosis

ApopTag®Red in Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon International Inc.,
Temecula, CA, USA) was performed for detection of apoptotic nuclei according
to manufacturer’s instructions. The results were analyzed using inverted
fluorescence confocal microscope (Leica TCS SP2-AOBS, Wetzlar, Germany).
Randomly selected microscopic fields (n=3) were evaluated to calculate the
ratio of positive cells by specific staining to total cells.

Furthermore, quantification of apoptotic cells was performed using an Annexin
V-FITC Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences) according to the
manufacturer’s instructions. Analyses were performed by FACS. The cells in the
FITC-positive and Propidium lodide-negative fraction were regarded as
apoptotic cells.

1.6 Rat Stem Cell PCR Array

Total RNA from SVF was extracted using RNeasy mini isolation kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. cDNA was
synthesized from 0.5 Bg total RNA using RT? First Strand Kit (SABiosciences,
Frederick, MD, USA) and analyzed by a specific Rat Stem Cell PCR Array
(SABiosciences) according to manufacturer’s protocols. Data analysis was
performed using PCR array Data Analysis Web Portal
(http://www.SABiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php).

1.7 In vitro ASCs differentiation

Adipogenic differentiation ASCs were seeded at a density of 1.5 x 10* cells/cm?
and allowed to grow to confluence. Subsequently, cells were allowed to
differentiate for 21 days in the adipogenic medium containing 0.5 mM 3-
isobutyl-1-methylxanthine, 1 M dexamethasone, 100 BM indomethacin and 10
Blg/ml insulin. All chemicals were obtained from Sigma-Aldrich. At the end of
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the culture, differentiation potency was evaluated microscopically by
Herxheimer staining and lineage specific gene expression pattern (peroxisome
proliferator activated receptor @: Ppar®, lipoprotein lipase: Lpl, fatty acid
binding protein 4: Fabp4 and Cd36) by real time PCR.

Osteogenic differentiation ASCs were seeded at a density of 1.5 x 10* cells/cm?
and induced with osteogenic medium containing 2 mM [-glycerophosphate
disodium, 107 M dexamethasone, 50 Bg/ml ascorbic acid and 0.15 mM sodium
phosphate for 21 days. All chemicals were obtained from Sigma-Aldrich. At the
end of the culture, Alizarin red staining and osteopontin, alkaline phosphatase
(Alp) and osteocalcin expression by real time PCR were analyzed to detect
osteogenic differentiation of ASCs.

Endothelial cell differentiation ASCs were seeded at a density of 5 x
10%cells/cm? and induced with endothelial cell (EC) differentiation medium (M-
199 supplemented with 10 ng/Bl basic fibroblast growth factor (FGF) (BD
Biosciences) and 50 ng/@l vascular endothelial growth factor (VEGF) (Sigma-
Aldrich) for 7 days. The acquisition of the EC phenotype was evaluated in
Matrigel (BD Biosciences) in vitro tube formation assay and specific EC markers
expression (platelet endothelial cell adhesion molecule 1: Pecam-1 and Cd105).
Total length of tubular structures was quantified with Imagel 1.44p software
(NIH, USA).

1.8 Haemoglobin assessment

Haemoglobin content of Matrigel plugs was analyzed using the Drabkin’s
method. Plugs were homogenized in 250 Bl of PBS containing 0.1% Brij-35
(Sigma-Aldrich) using electric homogeneizer following by centrifugation at 5000
g for 5 min. The supernatant was used in duplicate to measure haemoglobin by
adding Drabkin’s reagent (Sigma-Aldrich). The sample was incubated at room
temperature for 5 min and absorbance at 540 nm was measured using
spectrophotometer (SpectraMax 250; Molecular Devices).

1.9 Immunofluorescence staining

Blood vessels were visualized by immunofluorecent staining. Matrigel plugs
were fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in OCT. 10 @m thick frozen
Matrigel plug sections were prepared for immunostaining. We used rabbit anti-
rat von Willebrand factor (vWF) (1:50) (Dako, Glostrup, Denmark), this was
followed by incubation with Alexa 488-conjugated goat anti-rabbit antibody
(1:100) (Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA). Cell nuclei were counterstained
with Hoechst 33342 (1:1000) (Molecular Probes). Samples were covered with
Prolong Gold antifade reagent (Molecular Probes). Images were recorded on a
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Leica inverted fluorescence confocal microscope. Cells were viewed with HCX
PL APO 63x/1.2 W Corr/0.17 CS objective. Fluorescent images were acquired in
a scan format of 1.024 x 1.024 pixels in a spatial data set (xyz) and were
processed with the Leica Standard Software TCS-AOBS. Controls with no
primary antibody showed no fluorescence labelling.

ESM References

1 Miyahara Y, Nagaya N, Katsoka M, et al (2006) Monolayered
mesenchymal stem cells repair scarred myocardium after myocardial
infarction. Nat Med 12(4): 459-465.
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ESM Fig. 1Rat weights (a) and fasting blood glucose levels (b) were recorded
weekly in all animals. The data are the mean + SEM (n = 5-8 per group). Grey
diamonds, ZLC; black diamonds, ZDF; white diamonds, ChDMIIL. * p <0.05,
** p<0.01 and *** p<0.001 vs ZLC. ¥ p<0.05 and t11 p<0.001 vs ZDF.
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ESM Fig. 2
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ESM Fig. 2 In vitro ASC viability. (a) Determination of live cells by flow
cytometric analysis (n=5 per group). (b) The number of viable cells in
proliferation of ASCs cultures was evaluated using a colorimetric MTS assay.
(n=3-4 per group, in technical triplicates).(c) Detection of apoptotic nuclei
using ApopTag®Red in Situ Apoptosis detection Kit (n=3 per group, in
technical triplicates). (d) Quantification of apoptotic cells using an Annexin
V-FITC Apoptosis Detection Kit (n=3 per group). Grey bars, ZLC; black
bars, ZDF. The data are the mean + SEM. * p <0.05 for ZDF vs ZLC.

134



RESULTADOS

ESM Fig. 3
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ESM Fig. 3Gene expression profile of the SVF. Gene expression was analyzed
by a specific Rat Stem Cell PCR Array that profiles the expression of genes
related to identification, growth and differentiation of stem cells. Each data point
was normalized according to Rpl13a, ribosomal protein large P1, hypoxanthine
phosphoribosyltransferase and lactate dehydrogenase A expression levels and is
presented as the ratio ZDF vs ZLC. (a) Venn diagram illustrates the number of
genes analyzed. Of 91 gene interrogated, gene expression analysis identified a
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cluster of 69 genes that were differentially expressed between control and
diabetic SVF; 68 genes were down-regulated, 21 genes were not modified
(intersection) and only 1 gene showed increased expression in diabetic vs control
SVF. (b) Diabetes was associated with an overall down regulation of stem cell
specific markers in SVF. Mesenchymal stem cell specific markers, genes
involved in signalling pathways important for stem cell maintenance and genes
that defines the stemness of these cells and that maintain their pluripotency and
selfrenewal characteristics showed a reduced expression in the SVF from
diabetic rats.
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ESM Fig, 4
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ESM Fig. 4Modified stem cell pluripotency canonical pathway. Schematic
overview of the main molecules involved in the maintenance of pluripotent state

and self-renewal in stem cells. Diabetes is associated with a reduced expression
of the colored molecules. Green indicates molecules analyzed in SAT, SVF and
ASCs. Purple indicates molecules only analyzed in SVF. Modified diagram was
performed using IPA software (Ingenuity System Inc, www.ingenuity.com
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ESM Fig. §
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ESM Fig. SExpression of anti-angiogenic factors of ASCsZDFand
ASCsZLC. (a) Expression in ASCs cultured after three passages. Each data
point was normalized according to Rplp0O and Rpll3a expression levels and is
presented as the ratio ASCsZDF vs ASCsZLC (n=5-6 per group, in technical
duplicates). Grey bars, ASCsZLC; black bars, ASCsZDF. (b) Expression in
differentiated or undifferentiated ASCs towards endothelial cells. Each data
point was normalised according to the Rplp0 expression level and is presented as
the ratio vs undifferentiated cells (n=15-6 per group, in technical duplicates).
White bars, undifferentiated ASCsZLC; dark grey bars, undifferentiated
ASCsZDF; light grey bars, differentiated ASCsZLC; black bars, differentiated
ASCsZDF. * p<0.05 for ZDF vs ZLC. ¥ p<0.05 and ft p<0.01 for
differentiated vs undifferentiated cells.
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ESM Fig. 6
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ESM Fig. 6Gene expression profile of ASCs from ChDMII rats. Expression
of stem cell specific markers was analyzed by real time PCR. Each data point
was normalized according to Rplp0 and Rpll3a expression levels and is
presented as the ratio vs ASCsZLC (n=4-6 per group, in technical duplicates).
Grey bars, ASCsZLC; black bars, ASCsZDF; white bars, ASCsChDMII. *
p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001 vs ASCsZLC. {1 p<0.001 vs
ASCsZDF.
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ESM Table 1. List of TagMan gene expression assays, primers and probes used
for real time PCR

Gene symbol Taq Man gene expression assays reference
Cd29 Rn00566727 ml

Cd44 Rn00563924 ml

Cd73 Rn00665212_ml

Cd90 Rn00562048_ml

Cd105 Rn01438763 ml

Cd166 Rn00582112_ml

Collal Rn01463848 _ml

Dnmt3b Rn01536414_gl

Fgf2 Rn00570809_m1

Fgf4 Rn00709728 ml

Pousfl Rn01532129 gl

Sox2 Rn01286286 gl

Tert Rn01409454_ml

Podxl Rn00593804_m1

Dill Rn00583276_ml

Dii3 Rn00586568_ml

Jagl Rn00569647 ml

Notchl Rn01758633_ml

Notch2 Rn00577522 ml

Wntl Rn01761722_ml

Dhh Rn01761787 ml

Cxcll2 Rn00573260_m1

Cxcrd Rn01483207 ml

Lpl Rn00561482 ml

Fabp4 Rn00670361_ml

Cd36 Rn01442640 gl

Osteopontin Rn00681031 ml

Alp Rn00564931 ml

Osteocalcin Rn01455285 gl

Endostatin Rn01428995 ml

Thbsl Rn01513693 ml

SerpinEl Rn01481341 ml

Rpip0 Rn00821065_gl

Rpli3a Rn00821946 gl

Gene symbol Forward primer (5°-3”) Probe Reverse primer (5°-3°)
Pecam-1 gccaagcecatcecaatigtaaa  ctectgectigttaatgt  aaacagegcecteccattct
Ppary+* aacccaacitctacaacaggccaca agcticaatcggatggticticgg

*Ppary expression was analyzed using SyBR green fluorescence detection.

140



RESULTADOS

ESM Table 2. Metabolic profile

71.C ZDF ChDMII p-value
Glucose (mmol/l) 513+£0.11  21.80+£0.64%%% 2329+ 0.46%**  <0.0001
Total cholesterol (mmol/)  2.43 +0.20 512+ 0.33%%* 2.92+0.14"  <0.0001
HDL cholesterol (mmol/l)  0.79 £ 0.26 1.97+£0.99 2.07 +£0.07 ns

Triacylglycerols (mmol/l)  1.35+0.15 9.68 + 1.05%** 3.93+020"  <0.0001

Urea (mmol/l) 17.25+1.12 21.12 +0.40* 15.17+0.59"  0.0005
Protein (g/1) 73.83 +4.00 79.50£6.35  125.20 +5.79TT#x < 0.0001
GOT(u/l) 7482+850  82.81+18.43 85.07+6.18 ns
GPT (u/l) 40.61+£2.65  7499+12.75%  89.11+4.74**  0.0033
Creatinine (umol/l) 46.90 + 791 44.61 £5.88 43.01+1.85 ns

The data are the mean = SEM (n = 5-8 per group). ns: not statistically significant. * vs
ZLC, T vs ZDF.
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ESM Table 3. Phenotypic characterization by flow cytometric analysis

a
SVF
Surface marker (%) 71.C ZDF p-value
CD90" 4.08 +£0.39 3.96 +0.18 ns
CD44" 3.04+0.12 3.14+0.12 ns
CD45" 4.34+0.22 5.72+£0.96 ns
b
ASCs
Surface marker (%) 71.C ZDF p-value
CD90" 94.51 +£1.25 94.92 +£1.08 ns
CD44" 43.96+3.38  59.61 +12.63 ns
CD29" 96.64 £ 1.76 92.94+1.75 ns
CD45" 0.19+£0.01 0.18 £0.01 ns

Surface markers were analyzed in the stromal vascular fraction (SVF) (a) and adipose-
derived stem cells (ASCs) cultured after three passages (b). The data are the mean +
SEM (n =5 per group). ns: not statistically significant.
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RESUMEN

La inhibicion de Notch rescata el potencial angiogénico afectado por los
factores de riesgo cardiovascular en las células madre derivadas de tejido
adiposo epicardico

El tejido adiposo epicardico es un reservorio de células madre (ASC) con efectos
aun desconocidos sobre la homeostasis del miocardio y las arterias coronarias.
El objetivo de este estudio es investigar la funcidn angiogénica de las ASC de
tejido adiposo epicardico y como ésta puede verse afectada por la presencia de
factores de riesgo cardiovascular.

El tejido adiposo epicardico se obtuvo de un modelo animal con acumulacién
de factores de riesgo cardiovascular (FRCV): ratas Zucker diabetic fatty, y de
ratas control sanas sin FRCV. Las ASC se aislaron, y su funcién se analizo
mediante ensayos de proliferacidn, diferenciacidn, citometria de flujo,
expresion génica y analisis de angiogénesis in vivo. Las ASC de ambos grupos
mostraron tener capacidad de diferenciacién a los linajes osteogénico y
adipogénico. Sin embargo, las ASC provenientes de animales con FRCV
mostraron una menor habilidad para formar estructuras tubulares in vitro
después de la diferenciacién endotelial, asi como un potencial angiogénico
reducido in vivo comparado con las ASC de animales control. Ademas, las ASC
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de ratas con FRCV mostraron una mayor expresion de los genes diana de la via
de sefializacion Notch Hes7, Heyl y HeyL en comparacién con las del grupo
control. La inhibicion de la via de sefalizacion Notch, mediante el
condicionamiento de las ASC con un inhibidor de gamma-secretasas, indujo una
reduccién de la expresion de los genes Hes/Hey y recuperd la funcidon
angiogénica in vivo de las ASC de animales con FRCV.

En este estudio mostramos por primera vez el impacto de la acumulacién de
FRCV en las ASC del tejido adiposo epicdrdico, que la pérdida de funcién
angiogénica es en parte causada por un incremento en la sefializacién de Notch
y que el condicionamiento de las ASC mediante el bloqueo de la via de
sefializacion Notch rescata su potencial angiogénico.
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Inhibition of Notch rescues the angiogenic potential
impaired by cardiovascular risk factors in epicardial
adipose stem cells

Maria Teresa Bejar,* Raquel Ferrer-Lorente, Esther Pefia, and Lina Badimon'
*Cardiovascular Research Center, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas-Institut Catala de Ciéncies Cardiovasculars, Institut
d'Investigacié Biomédica Sant Pau, Barcelona, Spain

ABSTRACT: The epicardial adipose tissue (EAT) is a reservoir of adipose-derived stem cells (ASCs), with as yet
unknown effects on myocardial and coronary arteries homeostasis. The purpose of this study was to investigate the
angiogenic function of epicardial ASCs and their regulation by the common cardiovascular risk factors (CVRFs)
affecting heart disease. Epicardial fat was obtained from a rodent model with clustering of CVRFs (Zucker diabetic
fatty) rats (ZDF-Leprr") and from their control littermates (ZDF-lean-crl) without CVRFs, ASCs were isolated, and
their function was assessed by proliferation and differentiation assays, flow cytometry, gene expression, and in vivo
Matrigel angiogenesis analysis. Epicardial ASCs from both groups showed adipogenic and osteogenic differenti-
ation capacity; however, epicardial ASCs from CVRF animals had a lesser ability to form tubular structures in vitro
after endothelial differentiation, as well as a reduced angiogenic potential in vive compared to control animals.
Epicardial ASCs from CVRF rats showed up-regulation of the downstream Notch signaling genes Hes7, Hey1, and
Heyl compared with control animals. The inhibition of Notch signaling by conditioning epicardial ASCs from CVRF
animals with a y-secretase inhibitor induced a reduction in Hes/Hey gene expression and rescued their angiogenic
function in vive. We report for the first time the impact of CVRF burden on the ASCs of EAT and that the defective
function is in part caused by increased Notch signaling. Conditioning ASCs by blocking Notch signaling rescues
their angiogenic potential.—Bejar, M. T., Ferrer-Lorente, R,, Pefia, E., Badimon, L. Inhibition of Notch rescues the
angiogenic potential impaired by cardiovascular risk factors in epicardial adipose stem cells. FASEB J.
30, 000-000 (2016). www.fasebj.org

KEY WORDS: angiogenesis - ZDF . epicardial adipose tissue - Hes/Hey family - differentiation
Clustering of cardiovascular risk factors (CVRFs), hyper-

cholesterolemia, hyperglycemia, and obesity: seiated
subclinical inflammation induces a chronic metabolic dis-

and coronary arteries (4). Recent studies showed a corre-
lation between the amount of EAT and coronary artery
disease (CAD), often in the presence of CRVFs, such as

turbance with implications in diverse cells and organ func-
tion, including vascular dysfunction, affecting the vascular
system from microvessels to arteries (1). Hyperglycemia in
the presence of other metabolic risk factors increases the
absolute risk of coronary events (2, 3).

Epicardial adipose tissue (EAT) is a thoracic fat depot of
great interest because of its proximity to the myocardium
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obesity or type 2 diabetes (5, 6). The endocrine role exerted
by EAT (7) is widely recognized, and ithas been suggested
that dysregulation of adipokine secretion is involved in
CAD (8,9).

Adipose tissue, besides containing adipocytes, fibro-
blasts, pericytes, endothelial cells, and macrophages, is a
source of mesenchymal stem cells (MSCs). Adipose-derived
stem cells (ASCs) stimulate angiogenesis-promoting pro-
genitor cell differentiation and paracrine proangiogenic and
immunomodulatory effects (10). However, little is known
about epicardial ASCs and their contribution to cardiac cell
function or to the endogenous repair process after ischemic
injury. Angiogenesis is essential for repair of wounded or
ischemic organs, and insufficient angiogenic switch in is-
chemic heart disease limits revascularization, healing, and
regeneration (11).

We have reported previously that subcutaneous
adipose-tissue-resident ASCs, inbothhumans and inrats
are functionally affected by CVRFs (12, 13). Particularly
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the ASCs in the subcutaneous fat are committed to the
adipogenic lineage, and their proliferation rate and
proangiogenic potential are impaired (13, 14).

The purpose of this study was to investigate whether
the ASCs in epicardial fat depots are functionally affected
by CVRFs and whether the functional impairment can be
rescued.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Male ZDF—[EPI‘Ia (obese, hyperlipidemic, and type-2 diabetic)
rats were chosen as a model of CVRF clustering (1 = 10), and
ZDF-crl (lean nondiabetic) rats (n = 10) were used as controls. The
animals were purchased from Charles River Laboratories (Saint-
Germain-Nuelles, France) and were maintained in a controlled
environment (20.0-22.0°C; 60% relative humidity and lights on
from 0700 to 1900 h) and were fed LabDiet 5008 chow (Panlab,
Barcelona, Spain) ad libitum. Rat weights and cholesterol and
ghicose levels were recorded weekly. Biochemical parameters
are reported in Supplemental Table S1. Fourteen-wk-old rats
were anesthetized with a combination of ketamine and mede-
tomidine (75 and 0.5 mg/kg, ip., respectively) and killed by
exsanguination. The animals were subjected to a thoracotomy,
the pericardium was completely removed, the heart was
extracted from the thoracic cavity, and the EAT attached to the
heart was immediately dissected and processed for stromal
vascular fraction (SVF} and ASC isolation.

All procedures used in the study fulfilled the criteria of the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals [National Institutes
of Health (NIH), Bethesda, MD, USA] and were approved by the
Internal Animal Committee Review Board of the Cardiovascular
Research Center (CSIC-ICCC, Barcelona, Spain).

Epicardial ASC isolation and culture

EAT was washed with sterile PBS supplemented with 100 U/ml
penicillin and 100 pg/ ml streptomyecin (Thermo Fisher Scientific,
Grand Island, NY, USA}. Once the weight was determined, the
tissue was minced into a type I collagenase solution (1 mg/ml;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and was incubated for 30
min in a 37°C prewarmed orbital shaker. Collagenase activity
was neutralized with an equal volume of DMEM (Thermo Fisher
Scientific) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS;
Biologic Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israel) and 1%
penicillin/streptomycin, and the suspension was centrifuged at
1200 rpm for 10 min to obtain SVE. The pellet was resuspended in
themedium described above and filtered througha 100 pmmesh
to eliminate the remaining tissue fragments. [solated SVFE cells
were counted and either analyzed or placed in 25 em?® culture
flasks. After 24 h, nonadherent cells were removed and the me-
dium replaced. The cells were expanded in a humidified envi-
ronment at 37°C with 5% CO, and maintained at subconfluent
levelsbefore phenotypic profile analysis, The identity of the ASCs
was defined by using the following criteria: adherence to plastic,
cell surface antigen phenotyping, and multipotent differentiation
potential. All analyses were performed at passage 3.

Flow cytometry

Surface-specific MSC markers were analyzed in ASCs at passage
3 by flow cytometry. The cells were suspended in flow cylometry
buffer (FCB}(PBS; 0.1% bovine serum albumin and 0.1% sodium
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TABLE 1. TagMan gene expression assay probes wsed in RT-PCR

Gene symhbol TagMan gene expression assays reference
Alpl Rn00564931_m1
Bglap (osteocalcin) Rn(1455285 gl
Cd36 RnO1442640 gl
Dnmt3b RnGi536414 gl
Fabpd Rn00670361_m1
Fygf2 Rn0OO570809 m1
Kdr Rn00564986_m1
Lpl Rn00561482_m1
Nanog RnO1462825 ml
Pecaml RnO1467262 ml1
Podxi Rn00593804_m1
Pou5f1 Rn0i532129 gl
Rplp Rn00821065 gl
Serpinel Rn(1481341_mi
Sox2 Rn(1286286 gl
Sppl (osteopontin) RnO0681031_mi
Tert RnG1409454 m1
Thbsl Rn(1513693 mi
Vasf RnO1492147 ml

azide). Cell aliquots (1 X 10° cells) were incubated for 30 min at
4°C with PerCP-conjugated monoclonal antibody against CD90
(Clone OX-7; BD Biosciences, San Diego, CA, USA), RPE-
conjugated monoclonal antibody against CD# (Clone OX-50;
AbD) Serotec, Kidlington, United Kingdom), FITC-conjugated
monoclonal antibody against CD29 (Clone Ha2/5; BD Bio-
sciences, Franklin Lakes, NJ, USA) and FITC-conjugated
monoclonal antibody against CD45 (Clone OX-1; BD Biosci-
ences). Isotype-identical antibodies (BD Biosciences) were used
as controls. After 2 washes with cold FCB, 50,000 events were
analyzed by fluorescence-activated cell sorting (FACS) on a
Coulter Epics XL instrument with Expo 32 ADC XL 4-color
software (Beckman Coulter, Jersey City, NJ, USA).

Cell proliferation

Cell proliferation was determined by 3-(4,5-d imethylthiazol-
2-y1)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfopheny)-2H-
tetrazolium (MTS) assay (CellTiter 96 Aqueous One Solution
cell proliferation assay kit; Promega, Madison, W1, USA). In this
assay, MTS tetrazolium is converted to formazan (490 nm ab-
sorbance) by metabolically active cells. The cells (5 X 10%) were
seeded in a 96-well plate, and 24 h later, 10 ul MTS per well
was added and incubated for 2 h. The absorbance was then
quantified.

Transcriptomic analysis

Total RNA was isolated from SVF and ASCs with the RNeasy
mini-isolation kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)used according to
the manufacturer’s instructions. [solated total RNA was reverse
transcribed into cDNA with a High Capacity cDNA Archive kit
(Thermo Fisher Scientific). mRNA levels were analyzed by real-
time PCR using TagMan gene expression assays and the Prism
7900HT Sequence Detection System (all from Thermo Fisher
Scientific) according to the manufacturer’s instructions. An
Absolute quantification method by standard curve was used.
All expression analyses were normalized with ribosomal pro-
tein (Rplp0). Gene expression data are expressed as target gene
mRNA expression relative to housekeeping gene Rpip() ex-
pression. TagMan gene expression assays are provided in
Table 1. Specific Notch-related gene expression in ASCs was
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analyzed by a specific PCR array (Rat Notch Signaling Pathway
PCR Array; Qlagen, Hilden, Germany). To analyze the results
obtained, we used RT* Profiler PCR Array Data Analysis
Template v4.0 Software (Qiagen). A 1.5-fold change threshold
was applied to select differentially expressed genes.

In vitro epicardial ASC differentiation
Adipogenic differentiation

ASCs were seeded at a density of 1.5 X 10t cells/em? in 6-well
plates and allowed to grow to confluence. Subsequently, the cells
were allowed to differentiate for 21 d in adipogenic medium
containing 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine, 1 uM dexa-
methasone, 100 pM indomethacin, and 10 wg/ml insulin. All
chemicals were obtained from Sigma-Aldrich. Differentiation
was evaluated by Herxheimer staining and lineage-specific gene
expression pattern (Ipl, Fabpd, and Cd36) by real-time PCR.

Osteogenic differentiation

ASCs were seeded at a density of 1.5 x 10* cells/cm” in 6-well
plates and induced with osteogenic medium containing 2 mM
B-glycerophosphate disodium, 1 077 M dexamethasone, 50 g/ ml
ascorbic acid, and 0.15 mM sodium phosphate for 21 d. All
chemicals were obtained from Sigma-Aldrich. Differentiation
was evaluated by Alizarin red staining and lineage-specific gene
expression by real-time PCR (Spp1, Bglap, and Alpl).

Endothelial differentiation

ASCs were seeded at a density of 5 X 10% cells/cm? in 6-well
plates. They were allowed to grow to 80% confluence, and
differentiation was induced with endothelial cell growth
medium-2 (BulletKit; Lonza Group, Walkersville MD, USA}
for 1 wk. Differentiation was evidenced by a Matrigel-based
{BD Biosciences) angiotube formation assay (15) and by real-
time PCR determination of Kdr, Vwf, Pecaml, Thbsl, and
Serpinel expression.

HUVEC angiotube formation assay

Matrigel-based angiotube formation assay with HUVECs pur-
chased from ATCC (CRL-1730; American Type Culture Collec-
tion, Manassas, VA, USA) was used to assess the paracrine
angiogenic potential of epicardial ASCs. In brief, ASCs were
cultured up to 80% confluence; the culture medium was then
removed and replaced with fresh medium. Forty-eight hours
later, all the cell cultures were equally confluent, and the medium
(secretome) was harvested, centrifuged at 1200 rpm for 10 min,
and frozen at —80°C. Fresh DMEM supplemented with 10% FBS
was frozen and used as the negative control. HUVECs were
maintained in M199 medium (Thermo Fisher Scientific),
supplemented with 20% FBS, 1% penicillin/streptomycin,
1% 1-ghatamine, 1% sodium pyruvate, 1% heparin, and 20 jug/ml
endothelial cell growth factor. For the tube formation assay,
HUVECs were trypsinized, and 2 X 10* cells were seeded into
96-well culture plates that were precoated with 50 pl of growth
factor-reduced Matrigel. Thirty minutes after seeding, a 1:1
ratio of secretome medium and HUVEC medium was added.
Three different combinations were used: DMEM supple-
mented with 10% FBS, secretome from control ASCs, and
secretome from CVRF ASCs. The cells were incubated in a 37°C
incubator with 5% CO, for 6 h, to allow the formation of tubes.
Tubes from 3 fields per well (X40 magnification) were

NOTCH REGULATES ANGIOGENESIS IN ADIPOSE STEM CELLS

quantified with Image] 1.44p software (NIH). Each condition
was assessed in triplicate,

Inhibition of Notch signaling pathway by N-[N-(3,5-
difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine
t-butyl ester treatment

ASCs were seeded at a density of 5 X 10° cells/cm” in 6-well
plates. They were allowed to grow to 80% confluence and then
were treated with 50 uM N-[N-(3,5-difluorophenacetyl-L-
alanyl}]-5-phenylglycine t-butyl ester (DAPT), a y-secretase in-
hibitor that blocks Notch pathway signaling (Calbiochem no
565784; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) for 4 d before in-
duction of endothelial differentiation. ASCs pretreated with ve-
hicle (DMSCO); Sigma-Aldrich) were used as the control group. To
assess the response to DAPT treatment, after 4 d, RNA was
extracted from treated ASCs, and the expression of Notch effector
genes was measured.

Angiogenesis assay in vivo

For Matrigel plug injection, 6-wk-old nude mice were anes-
thetized with a combination of ketamine and medetomidine
(75and 0.5mg/kg, i.p., respectively). ASCs (3 X l[}s), treated with
50 uM DAPT or vehicle (DMSO} for 4 d, were mixed with growth
factor-reduced Matrigel to a final volume of 500 pl and were
subcutaneously injected into the dorsum of the mice. As a neg-
ative control, Matrigel without cells was injected into the same
animals. After 7 d, the mice were euthanized by cervical dislo-
cation after anesthesia, and the Matrigel plugs were removed,
visualized, and photographed with the Zoom 70XL OPTEM
lens system (Qioptiq Photonics GmbH & Co. KG, Munich,
Germany) coupled to a Retiga 1300i Fast camera (QImaging
Corp., Burnaby, BC, Canada). The hemoglobin content of the
ASC Matrigel plugs was analyzed by the Drabkin method.
The plugs were homogenized in 250 ul1 PBS containing 0.1%
Brij-35 (Sigma-Aldrich) with an electric homogenizer fol-
lowed by centrifugation at 5000 g for 5 min. The supernatant
was used in duplicate to measure hemoglobin by adding
Drabkin’s reagent (Sigma-Aldrich). The sample was in-
cubated at room temperature for 5 min, and absorbance at
540 run was measured with a spectrophotometer (SpectraMax
250; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Statistical analyses

Values are expressed as means = sem. Data were compared by
1-way ANOVA, followed by the Bonferroni post hoc test. Stu-
dent’s { testwas used for single comparisons between control and
CVRF groups. All statistical calculations were performed with
GraphPad software (San Diego, CA, USA). Values were consid-
ered to be significantly different when P < 0.05.

RESULTS
EAT mass and cell content

Animals with CVRF clustering had a larger EAT mass than
did the controls; however, when connective tissue fibers
and adipocytes were removed, the number of cells in the
SVF was similar in both groups. The amount of CD90"
cells was significantly lower in the SVF of the CVRF ani-
mals (Table 2).
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TABLE 2. Anabysis of cells obtained through the epicardial ASC isolation process

EAT characterization Control CVRF P
EAT weight (mg) 147 = 32 376 = 46 0.001
EAT weight/body weight (%c) 0.36 = 0.10 0.93 =~ 0.11 0.003
Total SVF cells obtained 1914 = 489 1763 = 290 0.77
Total CD90" cells in SVF 85,75 = 21.91 28.56 + 47 0.005

Data are means + sem. EAT depot was larger in CVRF-exposed rats. The dissected tissue was =>2-fold
greater in CVRF rats than in control animals. SVF was isolated from the obtained EAT; no significant
difference in isolated cell number was found. In the SVF, the number of CD90" cells was significantly

lower in CVRF animals (n = 10,

Characterization of SVF in CVRF and
control rats

Expression of stemness genes was investigated in freshly
isolated SVF cells. Genes governing multipotency, such as
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3- (Dnmt3b), fibro-
blast growth factor 2 (Fgf2), telomerase reverse transcrip-
tase (tert), and podocalyxin-like protein 1 (Podxl) were
down-regulated in SVF from CVRF-bearing rats compared
with control rats (Fig. 14). Expression of Nanog homeobox
(Nanog) and POU class 5 homeobox 1(Poubf1 or Oci3/4)
genes was not detectable.

Characterization of isolated epicardial ASCs
from CVRF and control rats

In the MTS assay, ASCs from CVRF animals showed a
lower proliferation rate (P = 0.021) than ASCs from con-
trols (Fig. 1B, C). ASCs at passage 3 were characterized by
flow cytometry analysis of CD29, 44, and 90 (MSC
markers) and CD45 (marker of hematopoietic cells). The
number of CD45" cells was negligible, whereas the cells
were positive for ASC markers in both groups (Fig. 1D).

Epicardial ASCs differentiation into
mesenchymal cell lineages

To find out the effects of CVRF clustering in the differen-
tiation capacity of ASCs, cells were induced for 21 d with
specific adipogenic and osteogenic culture conditions.
During the differentiation process, changes in ASC mor-
phology were observed. Lipid staining and calcium de-
position confirmed the differentiation to adipogenic and
osteogenic lineages, respectively (Fig. 1E).

Differentiation of ASCs into adipocytes was evidenced
by intracellular lipid dreplets and the analysis of adipocyte
markers. Fabpd was increased with respect to undifferen-
tiated ASCs, both in control (P = 0.01) and in CVRFs
(P = 0.01). Lpl and CD36 showed the same pattern,
appearing significantly increased in differentiated cells
(control P = 0.008, CVRF P < 0.0001; and control P = 0.04,
CVRF P = 0.04, respectively) (Fig. 1F).

After osteogenic induction, Sppl (also known as
osteopontin), an extracellular structural protein expressed
in bone-forming cells (osteoblasts and osteocytes), was
strongly up-regulated in differentiated cells from both
groups (control P < 0.001; CVRF P < 0.001). No differences
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were found in Bglap (also known as osteocalcin) mRNA
levels, probably because of the high expression levels in
undifferentiated cells. However, Alpl (alkaline phospha-
tase) appeared to be up-regulated in differentiated control
ASCs (P = 0.007), but not in CVRF ASCs (P = 0.83). The
levels of Alpl expression were significantly higher in the
control than in the CVRF group (P = 0.03).

Paracrine proangiogenic effects of epicardial
ASCs on HUVECs

To test proangiogenic paracrine effects of ASCs, a
Matrigel-based HUVEC tube formation assay was per-
formed. HUVECs were incubated with the secretomes
(conditioned medium) of control ASCs and CVRF ASCs,
and the total length of the formed tubular structures was
measured. Control ASC secretomes promoted more ex-
tensive formation of HUVEC tubes (P < 0.05) than CVRF
ASC secretomes (Fig. 24, B).

Epicardial ASC differentiation into
endothelial cells

ASCs were induced to differentiate into endothelial cells.
After 7 d, the ASCs’ morphology changed drastically. The
transcriptomic analysis revealed an increased Kdr ex-
pression in differentiated ASCs in both groups (P < 0.01).
Pecaml expression significantly increased only in differ-
entiated control ASCs, and Vuwf did not show significant
differences in expression. Two antiangiogenic genes were
also analyzed, Thbs1 was reduced in differentiated cells in
both control (P < 0.0001) and CVRFs (P < 0.01), whereas
Serpinel (Pai-1) gene expression was decreased but
reached significance only in control ASCs (P < 0.05) (Fig.
2C). Functional assays, based on the formation of angio-
tubes in Matrigel, showed that the capability of CVRF
ASCs to form tube-like structures was impaired (P = 0.03;
Fig. 2D, E).

Epicardial ASCs from animals with CVRF
clustering show an up-regulation of the Notch
signaling pathway

The Notich signaling pathway is involved in a wide

range of cell functions, including cell differentiation
and proliferation and angiogenesis. Thus, a specific
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Figure 1. SVF and ASC characterization. A) Multipotencyrelated gene expression of SVF. B) Representative images of ASCs after
7 d in culture. €) Proliferation of ASCs assessed by MTS assay. D) Flow cytometry analysis for MSC markers of cultured epicardial
ASCs. Representative histograms and percentage of CD297, -447, -907, and 457 cells at passage 3. E, F) Adipogenic and osteogenic
differentiation of epicardial ASCs was evaluated by specific staining and RT-PCR. Adipogenic differentiation was evidenced
by lipid droplets stained by the Herxheimer method. Alizarin red staining showed extracellular calcium (n = 8). *P << 0.05;
wEP <2 (.01; #FFP < 0.001.
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Magnification, X40. *P <2 0.05; #¥P < 0.01; *pP < 0.001.

Notch pathway PCR array was performed on ASCs to
identify specific genes within this signaling pathway
that could be affected by CVRF (Supplemental Table
52). After a 1.5-fold change threshold was applied,
several genes involved in cell cycle regulation were
found to be down-regulated in CVRF ASCs: Cyclin D1
(Cendl), Cyclin E1 (Ccnel), FBJ osteosarcoma oncogene
(Fos), FOS-like antigen 1 (Fosi1), and Hairless (Hr)
(Fig. 3A). Expression of Pparg, a regulator of adipo-
cyte differentiation, was increased (P = 0.001) in the
CVRF rats. ¢-Fos induced growth factor (Figf), a
member of the platelet-derived growth factor/vascular
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endothelial growth factor (PDGF/VEGF) family, which is
active in angiogenesis, appeared significantly decreased
(P =0.008) in the CVRF group. In relation to Notch ligands
(Fig. 3B), whereas Delta-like 1 (DI/1), Delta-like 4 (Dil4),
and jagged 2 (Jag2) had a modest expression; jagged 1
(Jag1) was strongly transcribed. Only Delta-like 3 (DIi3)
showed significant differences between groups (P = 0.006).
Although no differences in Notch receptor expression
were found between control ASCs and CVRF ASCs,
Notch2 was the most highly expressed receptor in ASCs
(Fig. 3C). Three downstream effectors were up-regulated
in CVRF ASCs (Heyl1, P = 0.03; Heyl, P = 0.03; and Hes7,
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Figure 3. Notch pathway-specific array. A regulation threshold of 1.5fold was applied to select differential expressed genes. A)
Cell cycle regulator and differentiation-related genes involved in the Notch signaling pathway, (B) Notch ligands, (C) Notch
receptors, (D) Notch target effectors, and (E) a Notch pathway diagram showing affected genes (n =6). *P < 0.05; **P < 0.01.

P = 0.001) (Fig. 3D). Figure 3E is a diagram of the Notch
canonical signaling pathway showing up- and down-
regulated genes in CVRF ASCs (Ingenuity Pathways Anal-
ysis software; Qiagen Silicon Valley, Redwood, CA, USA).

Notch inhibition by DAPT increases angiotube
formation in vitro and angiogenic potential of
epicardial ASCs from CVRF animals

To clarify whether the activation of Notch pathway is the

cause of the reduced angiogenic potential observed in
CVRF ASCs, endothelial differentiation was induced by

NOTCH RECULATES ANGIOGENESIS IN ADIPOSE STEM CELLS

pretreating ASCs with an inhibitor of the Notch signaling
pathway. Although DAPT, a y-secretase inhibitor, did not
induced great changes in control ASC gene expression or
tube formation capacity, DAPT treatment induced a sharp
decrease in Notch downstream gene expression in CVRF
ASCs, which proved specificity for Notch pathway in-
hibition. The in vifro angiotube formation assay showed
that the ability to form tubule-like structures increased
in DAPT-treated CVRF ASCs when seeded in Matrigel.
Transcription of Vwf, Pecam1, Thbs1, and Serpinel was
regulated according to the rescued angiotube forma-
tion (Fig. 4).
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(DMSQ) for 4 d before endothelial differentiation. Analysis of mRNA expression of Notch target effectors, specific endothelial
markers, and antiangiogenic genes after endothelial differentiation. Representative images and total tube length of differentiated
ASCs in Matrigel-based angiotube formation assay of the control {A-C) and CVRF {D-F) groups (n =4). Magnification, X40.

*P < 0.05; FFRP < 0.001.

The angiogenic capacity of undifferentiated epicardial
ASCs was then investigated in vivo in a Matrigel angio-
genesis plug assay in immunodeficient mice. Plug obser-
vation and hemoglobin content indicated a significant
increase in angiogenesis in CVRF ASCs plugs after DAPT
treatment (Fig. 5). Angiogenesis in vivo was not altered by
the treatment of control ASCs with DAPT.

DISCUSSION

Clustering of hypercholesterolemia, hyperglycemia, and
obesity confers a high cardiovascular risk. The function of
circulating endothelial progenitor cells and the therapeutic
potency of bone marrow MSCs appear to be impaired in
metabolic syndrome (16, 17). In our study, we showed for
the first time that resident epicardial ASCs in animals with
CVRFs lose their original angiogenic potential. Further-
more, we identified Notch pathway activation as the ori-
gin of the reduced proangiogenic potential of epicardial
ASCs exposed to CVRFs.
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In agreement with human data (6), CVRF rats had a
larger mass of EAT than did the lean control rats. Despite
the greater volume of tissue, an analysis of the SVF
revealed that the number of cells in CVRF rats was similar
to that in the control animals in this fraction. However, the
cytometry analysis revealed that there were a significantly
lower number of CD90" cells in the SVF of CVRF rats,
suggesting a reduced number of MSCs. Subsequently, the
transcriptomic analysis performed to evaluate the stem-
ness potential revealed an overall down-regulation of
stemness-related gene transcription in the SVF of CVRE-
exposed animals. Genes governing maintenance of the
proliferative activity (Dnmt3b), the undifferentiated state
(Fgf2), and the telomerase activity (Tert) of CVRF ASCs
showed an ~50% reduced expression compared with that
in the controls. A recent study of the EAT transcriptome in
humans has described a trend toward suppression of di-
verse gene sets involved in fundamental cellular functions
in the EAT of CAD patients compared with individuals
without CAD (18). In line with these findings, we provide
evidence supporting that the presence of CVRF in ZDF rats
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Figure 5. Notch inhibition increases the angiogenic potential in vivo of CVRF ASCs. Matrigel phugs containing undifferentiated
ASCs treated with DAPT or vehicle (DMSO) were injected subcutaneously in nude mice. Matrigel plugs without cells were used as
negative controls. A macroscopic view of the plugs 7 d after injection (A) shows an increased formation of blood vessels in DAPT-
treated CVRF ASCs compared to untreated CVRF ASCs. B) Quantification of ASC plug hemoglobin content by Drabkin’s method

(n =4). *P < 0.05.

down-regulates the transcription of stemness-related genes
within the SVE. These findings may be explained by both a
recduced amount of epicardial ASCs and a reduced multi-
potency of the ASCs found in the SVF.

By definition, a stem cell is characterized by its capacity
for self-renewal and by its ability to differentiate into
multiple cell lineages (19). ASCs from both groups showed
the ability to differentiate into the adipogenic and osteo-
genic lineages, although the lower expression of Alpl
suggests a reduced osteogenic differentiation potential in
CVRF ASCs. A significantly different behavior was found
in ASCs derived from CVRF animals when induced to
differentiate into endothelial cells. Even though Kdr was
drastically increased in both groups, ASCs from CVRF rats
did not form tubular structures of the same length as those
formed by ASCs from control animals, and Pecam? ex-
pression was not increased, suggesting reduced angio-
genesis. Some alterations found in CVRF ASCs could
explain their decreased capability to form new vessels.
Plasminogen activator inhibitor-1 (Pai-1 or Serpinel),
an inhibitor of angiogenesis (20), did not show down-
regulation after endothelial differentiation. Pai-1
inhibits matrix metalloproteinases interfering with for-
mation of angiotubes. In addition, that the increased ex-
pression of Pparg has been described as a potent inhibitor
of angiogenesis is noteworthy (21). Induced Pparg tran-
scription was foeund tobe asseciated with anenhancement
of Notch activation (22). Finally, Figf, a member of the
PDGF/VEGF family, active in angiogenesis and endo-
thelial cell growth, (23, 24) was strongly down-regulated
in CVRF ASCs,

Paracrine functions of stem cells have been related to
their regenerative potential, which in proangiogenic terms
could be even more important than their differentiation
potential (25-28). Our results showed that CVRF-exposed
ASCs have an impaired proangiogenic paracrine effect on
endothelial cells that would be detrimental in new vessel
formation after ischemic injury.

To identify the mechanism behind the reduced proan-
giogenic potential in ASCs of the EAT of CVRF animals,
we analyzed the transcriptomic profile of these cells. The

NOTCH REGULATES ANGIOGENESIS IN ADIPOSE STEM CELLS

Notch signaling pathway was investigated because of its
implied role in cell fate determination (29-32). We found
all Notch receptors (Notch1-4), ligands (DIl1, DI3, Dil4,
Jagl, and Jag2), and Notch direct target genes (Hes/Hey
family) expressed in all epicardial ASCs. Notch2 was the
most expressed receptor of this family. The transcripts of
downstream genes Heyl and Heyl appeared to be up-
regulated in the CVRF ASCs. CVRFs did not affect Notch
receptor expression levels, but reduced DIi3 and Hr, which
are Notch antagonists when overexpressed in mammals
(33) and Drosophila melanogaster (34, 35), respectively.
Thus, an overactivation of Notch signaling is present in
epicardial ASCs from animals with CVRFs. It has been
found that advanced glycation end products up-
regulate the Notch-Hesl pathway in neural stem cells
in vitro (36). Another plausible explanation of the Notch
overactivated state in ASCs could be the increased
visceral adipose tissue velume in CVRF rats, which
induces systemic inflammation attracting macrophages
to adipose tissue and leading to enhanced secretion of
inflammatory adipokines and cytokines (37). Another
study has reported an increased expression of Notch
pathway members in the presence of inflammatory
cytokines (38). This chronic inflammatory state is re-
lated as well to hypercholesterclemia and to insulin
resistance. Some investigators have found a link be-
tween overactivation of Notch and insulin resistance in
hepatocytes (39, 40).

To elucidate whether Notch pathway activation is
causal in the impaired proangiogenic capacity of CVRF
ASCs, we investigated the effects of Notch pathway in-
hibition. DAPT, a y-secretase inhibitor, induced a decrease
in Notch target genes, which confirmed the inhibition of
the pathway. High levels of Notch signaling have been
shown to correlate with adult (non-stem) cell quies-
cence or slow cell cycle progression (41, 42), which is a
pattern similar to that reported here in stem cells. Notch
up-regulation in ASCs reduces expression of cell-
cycle-related genes and the proliferation rates.

On the other hand, it has been described that Notch
signaling activation in stem cells leads to the maintenance
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of self-renewal potential threugh the activation of Hes/
Hey genes, which encode transcriptional repressors that
shut down gene expression for tissue-specific transcription
factors, thereby inhibiting terminal differentiation in pro-
liferating cells (43, 44). This mechanism could explain the
lack of vasculogenic differentiation in CVRF ASCs. Notch
receptors and ligands are influenced by a broad spectrum
of posttranslational modifications and other cellular
processes that strongly modulate Notch pathway activity
in specific contexts (45, 46), so Notch may have different
roles depending on the cell type, localization, or differen-
tiation process. Earlier work by our group described the
implication of the Notch system in the intrinsic differences
between ASCs from visceral and subcutaneous fat depots,
regarding their adipogenic capabilities (47). Notch recep-
tors and downstream effectors were 5- to 50-fold down-
regulated in subcutaneous ASCs in comparison to visceral
ASCs, which led to a significantly increased adipogenic
differentiation potential of the subcutaneous ASCs. In
epicardial ASCs, the presence of CVRF induces differences
in Notch expression that de not lead to major effects on
their adipocyte and osteocyte differentiation, given that
epicardial ASCs from both groups achieved the differen-
tiated phenotype. However, in epicardial ASCs, Notch
activation is a key element in angiogenic potential. Specific
Notch signaling inhibition by DAPT induced down-
regulation of Hes /Hey genes and rescued the angiogenic
potential in CVRF ASCs to the levels of control ASCs
(never exposed to CVRFs). This finding highlights the
regulatory importance of Notch signaling in epicardial
ASCs and provides a possible new target for improving
the endogenous angiogenesis in the ischemic heart. In this
study, we showed that epicardial ASCs can be rescued to
an angiogenic phenotype and that local conditioning of
ASCs may be a future treatment target. However, we must
take into account that Notch signaling is a conserved and
broadly expressed pathway that exerts different roles,
depending on specific contexts. Although activation of
Notch instem cells leads to a quiescent state, in endothelial
cells, Notch coordinates fate specification at the end of
sprouts (48). Thus, additional studies in animal models
of ischemia are necessary to approach a clinical translation
of these findings.

Inconclusion, for the first time, we repert that exposure
to CVRFs impairs the angiogenic capacity of epicardial
ASCs because of an overactivation of the Notch pathway
and that inhibition of Notch rescues stem cell angiogenic
function.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Control CVRF p-value
Weight 277.3 + 18.64 316.9 +£19.47 0.01
Fasting glucose (mmol/l) 5.38+0.20 22.07 £1.65 <0.0001
Total cholesterol (mmol/) 2.54+0.14 5.85+0.37 <0.0001
LDL cholesterol (mmol/1) 1.90 +0.34 3.04+0.25 0.03
Non-HDL cholesterol (mmol/1) 1.44 +£0.32 3.83 +£0.50 0.0007
Triacylglycerols (mmol/l) 126 £0.11 7.76 £ 1.01 <0.0001
Urea (mmol/1) 14.63 +1.23 17.67 + 1.44 ns
Protein (g/1) 80.50 £3.69 90.60 £+ 5.96 ns
GOT(U/N) 92.94+£9.28 67.02 +12.59 ns
GPT (U/) 42.63+2.11 60.12+9.72 ns
Creatinine (pmol/l) 48.50 + 4.04 42.10+3.61 ns

Table S1. Metabolic profile. Data are shown as mean = SEM (n=10). ns: not
statistically significant, CVRF: cardiovascular risk factors
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Fold-Regulation Fold-Regulation

Gene  CVRF vs. control  P7Y3IUC Gene  CVRF vs. control P21
Adaml10 -1,01 0,975 Il6st -1,22 0,376
Adaml17 -1,1 0,614 Jagl 1,45 0,173
Aes 1,01 0,869 Jag2 -1,32 0,533
Axinl 1,02 0,888 Lfng -1,06 0,763
Cbl 1,16 0,342 Lmo2 1,39 0,319
Cendl -4,54 0,219 Lrp$5 -1,12 0,761
Ccnel -1,55 0,121 Maplb 1,12 0,538
Cd44 -1,49 0,387 Map2k7 -1,01 0,934
Cdcl6 -1,07 0,399 Mmp7 1,37 0,753
Cdknla -1,1 0,81 Mycll 1,32 0,553
Cflar -1,13 0,458 Ncor2 -1,14 0,421
Chuk 1,06 0,679 Ncstn 1,02 0,913
Ctnnbl 1,08 0,572 Neurl -1,14 0,554
DIl 1,22 0,629 Nfkbl -1,01 0,936
DII3 -1,65 0,007 Nfkb2 -1,03 0,927
Dll4 1,48 0,289 Notchl 1,53 0,249
Ep300 1,15 0,313 Notch2 1,25 0,09
Erbb2 -1,02 0,874 Notch3 -2,13 0,271
Figf -3,71 0,009 Notch4 -1,13 0,404
Fos -1,72 0,375 Nr4a2 -1,03 0,899
Fosll -2,08 0,059 Numb 1,2 0,261
Fzdl 1,08 0,835 Pcaf -1,08 0,455
Fzd2 1,4 0,222 Pdpkl 1,1 0,64
Fzd3 1,06 0,856 Pofutl 1,04 0,912
Fzd4 1,33 0,157 Pparg 1,86 0,001
Fzd5 -1,02 0,937 Psenl 1,01 0,938
Fzd6 -1,34 0,637 Psen2 -1,08 0,822
Fzd7 -1,18 0,517 Psenen -1,09 0,602
Gbp2 1,06 0.58 Rbpjl 1,19 0.452
Gsk3b 1,08 0,37 Rfng -1,06 0,612
Hdacl -1,24 0,044 Runx1 1,3 0,304
Hes1 11,56 0.188 Selll 111 0.584
Hes5 1,01 0,959 Smo 1,19 0,361
Hes7 1,60 0,002 Stat6 -1,08 0,477
Heyl 1,84 0,043 Sufu -1,02 0,83
Hey2 -1,08 0,851 Supt6h -1,02 0,818
Heyl 1,84 0,041 Teadl 1,15 0,394
Hoxb4 1,09 0,648 Tlel 1,26 0,094
Hr 2,19 0,05 Wispl 131 0.339
1117b 2,59 0,044 Wntl1 -1,17 0,798

Table S2. Notch pathway specific array of epicardial ASCs. Results are
expressed as fold-up or down regulation of CVRF wvs. control. CVREF:
cardiovascular risk factors.
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RESUMEN

El trasplante de médula 6sea de donantes con factores de riesgo
cardiovascular incrementa el fenotipo pro-aterosclerdtico en los receptores

La supervivencia a largo plazo de pacientes sometidos a un trasplante de
médula ésea ha permitido observar en ellos un aumento de la aparicién de
factores de riesgo cardiovascular, un mayor riesgo de desarrollar sindrome
metabdlico y una mayor propensién a sufrir eventos cardiovasculares de forma
prematura. Sin embargo, los estudios realizados hasta el momento no han
descrito de forma satisfactoria el mecanismo por el cual los factores
relacionados con el trasplante estan asociados con estas observaciones. En
estos estudios, no se ha prestado atencién a cémo los factores de riesgo que
pudieran estar afectando la médula de los donantes pueden tener un efecto en
el riesgo cardiovascular de los receptores. Por tanto, el objetivo de este estudio
es analizar, usando un modelo animal, si el trasplante de medula désea de
donantes con factores de riesgo cardiovascular aumenta el riesgo
cardiovascular en receptores sanos.

158



RESULTADOS

Se extrajeron las células de la médula dsea de ratas con y sin acumulacién de
factores de riesgo cardiovascular (FRCV), y se trasplantaron a ratas sanas de la
misma edad. Catorce semanas tras el trasplante, y tras administrar dieta con
alto contenido en grasa, se analizé el perfil metabdlico de los receptores.

Nuestros resultados demostraron que la médula ésea de donantes con FRCV
inducen modificaciones pro-aterogénicas en el perfil de colesterol de los
receptores sanos, aumentando la fracciéon de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) en comparaciéon con aquellos trasplantados con médula de animales
control. Ademas, la médula dsea de donantes con FRCV indujo alteraciones
significativas en la expresion de genes relacionados con el estado inflamatorio y
el metabolismo lipidico en el higado de los receptores, que pueden contribuir a
alterar la homeostasis del colesterol.

Con todo, estos resultados sugieren que los FRCV en los donantes confieren
una alteracion cardiometabdlica a sus células de la médula ésea que se
transfiere a receptores sin enfermedad cardiovascular previa, afectando su
funcidn hepatica e incrementando su riesgo cardiovascular.
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Improvement of long-term survival after hematopoi-
etic stem cell transplantation has revealed that these
patients have an increased appearance of de novo
cardiovascular risk factors. Even though in these clin-
ical studies no relation to transplant-related factors
has been found, no attention has been paid to the
influence of cardiovascular risk factors affecting the
bone marrow donors on the cardiovascular risk of
the recipients. Thus, the aim of this study was to
analyze, using an animal model, whether transplan-
tation of bone marrow from donors with cardio-
vascular risk factors increases cardiovascular risk
in healthy recipients. Results from transplantation
experiments have shown that bone marrow from
donors with cardiovascular risk factors induced pro-
atherogenic modifications in the cholesterol profile
of healthy recipients, increasing the low-density
lipoprotein cholesterol fraction in comparison to
those transplanted with control bone marrow. More-
over, bone marrow from donors with cardiovascular
risk factors induced significant alterations in liver
pro-inflammatory state and lipid metabolism-related
gene expression that could contribute to alter
cholesterol homeostasis. Altogether, these results
suggest that cardiovascular risk factors in the donor
confer a cardiometabolic alteration to their bone
marrow cells that is transferred to noncardiovascular
disease transplant recipients, affecting their liver
function and increasing their cardiovascular risk.

Abbreviations: AFl, abdominal fat index; BMC, bone
marrow cells; CE, cholesteryl ester; CVRF, cardiovas-
cular risk factors; FxR, farnesoid x receptor; FC, free
cholesterol; GOT, glutamic-oxaloacetic transaminase;
GPT, glutamic-pyruvic transaminase; HF, high-fat
diet; HSCT, hematopoietic stem cell transplantation;
PBMNC, peripheral blood mononuclear cells; PCR,
polymerase chain reaction; RxR, retinoid x receptor;
REG, regular diet; TG, triglycerides; TNF, tumor

160

necrosis factor; ZC, Zucker lean normoglycemic
control rats; ZD, Zucker diabetic fatty rats
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Introduction

Hematopoeietic stem cell transplantation {HSCT) has
become the treatment of choice for various malignant
and nonmalignant hematological diseases {1). As a con-
sequence, HSCT methods and supportive-care strategies
have been improved, resulting in an increase in long-term
survivors. However, with the improvement in survival
rates concerns have been raised regarding late event
occurrence related to HSCT and the long-term health sta-
tus of these patients (2-4).

Evidence of premature cardiovascular event occurrence
in HSCT survivors first appeared as isolated case reports
(6-7). However, various studies analyzing the presence
of cardiovascular risk factors {CVRF) and the risk of car-
diovascular disease in long-term survivors of HSCT have
recently been published (8-13). Results from these stud-
ies have shown that HSCT survivors have an increased
risk of developing metabolic syndrome compared to the
normal population (8,10,11) and are likely to suffer pre-
mature cardiovascular events (13). Furthermore, several
of these studies have shown an increase in the appear-
ance of de nove CVRF in HSCT survivors who received
allegenic transplants (9,11,12). Nevertheless, results from
these studies have been contradictory, as some of them
have observed associations between transplant-related
factors and an increased appearance of some CVRF (total
hody irradiation was associated with increased risk of
developing diabetes [9] and chronic graft-versus-host dis-
ease with hypertension [10]}, while others have found no
association of transplant-related factors with cardiovascu-
lar risk {11-13)

Recently, various conditions in the recipients {e.g. total
body irradiation, endocrine dysfunctions, hypothyroidism,
and gonadal dysfunction) have been proposed as causes
of the increased cardiovascular risk observed in HSCT
survivors (14,15} However, no attention has been paid
to the fact that the presence of CVRF in the bone
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marrow donors might also contribute to increase
cardiovascular risk in the recipients.

Previously, traditional CVRF such as diabetes,

hypercholesterolemia, obesity, and hypertension have
been shown to affect cell function and activity in animal
models (16,17} as well as in humans (18-20), and
patient-derived bone marrow cells have been proven to
be functicnally impaired compared to those of healthy
controls {21-23). In fact, cell therapy clinical tnals using
autologous bone marrow cells to improve myocardial
function in heart failure or after infarction {24-26} have
failed to reproduce the promising results obtained in
healthy mouse models and in studies performed with
cells from healthy subjects (27-29). Moreover, we have
described in a rat model that hypercholesterolemia and
obesity with insulin resistance (with and without type 2
diabetes) induces alterations in bone marrow cells that
transfer an increased thrombotic risk to transplanted
healthy recipients (30,31). Therefore, the aim of this
study was to analyze, in an animal model, whether
transplantation of bone marrow cells from donors with
clustering of CVRF affects cardiovascular risk in healthy
recipients.

Materials and Methods

Animals

Sixteen 12-week-old Zucker lean normoglycemic control rats {ZC)
received bone marrow transplants, eight from age-matched Zucker dia-
betic fatty rats (ZD) and the other eight from age-matched ZC donors.
Both transplanted groups were fed with LabDier®™ 5008 chow {regular)
(PMI Nutrition International, St Louis, MO} during a S-week recovery per-
iod following transplantation after which they were fed with a high-far
dier (HF) (high-fat; TestDiet™ 58R6;, PMI Nutrition Intemationall for
9 weeks. Additicnally, sixteen 12-week-old ZC rats were divided into two
groups (n = 8 per groupl; one was ‘ed with regular chow for 14 weeks
and the other, similarly 7o transplanted animals, was fed with regular
chow for 5 weeks after which animals were fed with the HF for
9 weeks. A scheme of the study is shown in Figure 1

All animals were purchased from Charles River Laboratories (Sain-
Germain-sur-I'Arbresle, France). The study protocol was approved by
the Animals Ethics Committee of our Institution (CSICAICCC). All animal
procedures conform to the guidelines from Directive 2010/63/EU of
the European Parlizment on the protection oF animals used for scien-
purposes or the Natonal Institures of Health guidelines. In addi-
tion, we have followed the ARRIVE {Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments) guidelines {32) and commintied to the 3Rs (Replace-
ment, Reduction and Refinement) of laboratory animal research and
consequenty used the minimal number of animals to resch stafistical
significance

Blood samples and biochemical parameters determination

Blood was collected in either 3.8% sodium citrate or serum-separation
scted in serum-separation tubes was incubated at 37°C
to clot. Then, samples were centrifuged 15 min at 1800g at 4°C to collect
serum, and samples were immediately frozen and stored for further anal-
ysis. Biochemical analyses of serum samples were performed with 3
CLIMA MC-15 analyzer {RAL, Barcelona, Spain).

Bone marrow transplants

Bone marrow transplants were performed following a procedure previ-
ously proven to produce an effective engraftment of donor hone marrow
in the recipients {31). Receptors were immunosuppressed with a cormn-
bined therapy cons of cyclophosphamide and busulfan prior 1o
fransplantation. On transplant day, donor bone marrow was extracted
from femurs and tbias and cells were injected to the recipients through
the lateral tail vein. Transplanted animals received antibiotic treatrment for
5 days after ransplantation and hematolegical parameters were roufinely
analyzed 10 assess the effectiiveness of the immunosuppressive Trear
ment and postiransplantation recovary.

Determination of liver cholesteryl esters (CE), triglycerides (TG),
and free cholesterol (FC)

Liver samples were extracted immediately after euthanasia, frozen in lig-
uid nitrogen, and stored for further analysis. Liver lipids were extracted
‘ollowing Bligh and Dyer's method {33) with minor moditications (34,35)
Samples were partitioned by thin-layer chromatography, and densitome-
y of spots corresponding o CE, TG, and FC was analyzed.

Gene expression analyses

Liver RNA was isolated and reverse-transcribed into ¢DNA using High
Capacity cDNA Archive kit {Applied Biosystemns, Foster City, CAl mRNA
levels were analyzed by realtime polymerase chain reaction {(PCR) using
TagMan gene expression assays {(Applied Biosysterns) and the Applied
Biosystems Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosys-
tems} according to manutacturer's instructions. Expression analyses were
normalized with Peptidylprolyl isomerase A {eyclophilin Al TagMan gene
expression assays are provided in Table S1

Expression of 84 genes was analyzed with a rat-specific lipoprotein sig-
naling PCR aray (PARN-080A, SA Biosciences, San Diego, CA). Gene
expression values obtained were normalized using five endogenous con-
ol genes included in the array and transformed o 2 At prior 10 per-
‘orming statistical analysis. Genes with low expression levels {mean Ct
value =32) were excluded from the statistical analysis. Fold-chenges were
determined by the delta-dela-Cr method

Tumor necrosis factor alpha (TNFz) and IL- 1§ measurements
Liver samples were homogenized, and suspended in 500 ul o lysis bu-
fer containing protesse inhibitor cocktail for 10 min. The homogenate
was incubated for 30 min at 4°C in gentle agitation and then sonicatad
and centrifuged at 10 000g for 20 min at 4°C. IL-1p and TNFux levels
were measured using the commercially available colorimetric enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kits {TNF alpha Rat ELISA Kit
ab100785; IL-1 beta Rat ELISA Kit ab; Abcam, Cambridge, UK} The pro-
cedure was performed according to the manufacturer's instructions.
The results were expressed as microgram per milligram of total protein

In silica analysis

Ingenuity™ pathway analysis {IPA™ version 14400082; Qiagen, Valencis,
CA) software was used to identify canonical pathways and functions in
which those genes signiticantly modified were involved. Genes showing
a tendency toward significance (p < 0.07 and fold-change =1.2 or
<-1.2) were also included in the in siico analysis (such genes are
clearly identified when corresponding)

Statistical analysis
Resuls were expressed as mean + SEM. Student t-test or one-way anzk
ysis of variance, as appropriate, were used to determine statistical signifi-
cance between groups. Simple regression analyses were performed to
determine correlations of mRNA expression levels. A p < 0.05 was
considerad significant
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Figure 1: Study design. Sixteen 12-week-old Zucker lean normoglycemic control rats (ZC} received bone marrow (BM} transplants,
eight from age-matched Zucker diabetic fatty rats (ZD) and the other eight from age-matched ZC donors. Transplanted animals were fed
with LabDiet™ 5008 chow (regular) for & weeks following transplantation after which they were fed with a high-fat diet (HF) (high-fat;
TestDiet™ 58RE) for @ weeks. Additionally, 16 12-week-old ZC rats were divided into two groups (N = 8 per group). One was fed with reg-
ular chow for 14 weeks and the other was fed with regular chow (REG) for 5 weeks and then with the high-fat diet for 9 weeks.

A detailed version of the Methods section is provided in Data $1.

Results

Metabolic profile of bone marrow donors

Important differences were cbserved in the metabolic
profile of bone marrow donors, as ZD doners were dia-
betic and cbese compared to ZC doners (Table 1). ZD
donors also showed a mixed dyslipidemia with increased
TG, HDL, non-HDL, LDL and total cholestercl levels com-
pared to those of ZC donors as well as a significantly
increased total/HDL cholesterol ratio {Table 1)

Effects of HF on ZC rats

As shown in Table 2, no significant differences were
observed in weight, BMI, or abdominal fat index (AFl}
between ZC animals fed with the regular diet {ZC-REG)
and those fed with the HF (ZC-HF). Similarly, the HF had
no effect on glycemia, as no differences were observed
in fasting blood glucose or glycosylated hemogiobin
(HbA1c) levels between ZC-REG and ZC-HF. However,
as expected, the HF induced meodifications in the lipid
profile as ZC-HF animals showed significantly increased
total and non-HDL cholesterol levels compared to ZC-
REG. Moreover, ZC-HF rats showed a 2.5-fold increase
in the total/HDL cholesterol ratio and a threefold increase
in the LDL/HDL cholesterol ratio compared to ZC-REG,
thus reflecting a more pro-atherogenic profile {Table 2).
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Table 1: Metabolic profile of bone marrow donors

Parameter ZC D

Age, weeks 12 12

Fasting blood glucose, mg/dL 87 +8 369 + 417%%

Weight, g 331 + 11 351 + 19*

Lipid profile
Total cholesterol, mg/dL 84 +3 161 + 3%%%
HDL cholesterol, ma/dL 58 + 2 98 + g¥*¥
Non-HDL cholesterol, mgfdL 26 + 2 63 + 7FEF
LDL cholesterol, mo/dL 1240 20 + 3*
Triglycerides, mg/dL 684 + 11 155 + 23**
Total/HDL cholesterof ratio 1.45 £ 0.03 1.69 £ 0.11*
LDL/HDL cholesterol ratio 0.21 4+ 0.01 0.22 + 0.04

Hepatic and renal function markers
GOT, U/L 49 + 4 67 + 4%*
GPT, UL 31+ 1 G2 o4 5FF¥
Creatinine, mg/dL 0.78 + 0.03 0.82 + 0.03
Urea, mg/dL 39 + 2 51 o 2%
Total proteins, g/dL 56 + 0.1 59+ 01

GOT, glutamic-oxaloacetic transaminase; GPT, glutamic-pyruvic
transaminase; HDL, high-density lipoprotein, LDL, low-density
lipoprotein; ZC, normoglycemic control rats; ZD, Zucker diabetic
fatty rats.*p <0.05 versus ZC; **p <001 wversus ZC;
***p < 0.001 versus ZC.

Analysis of the contribution of HDL, LDL, and the very
low-density forms of cholesterol (VLDL) to total cholestercl
{Figure 2A) confirmed the pro-atherogenic modification of

3
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Table 2: Group characteristics

Parameter ZC-REG ZC-HF ZC-BM/ZC ZD-BM/fZC
Age at euthanasia (weeks) 26 26 26 26
Bone marrow transplant and chow
Bone marrow transplant MNo MNo Yes Yes
Donor - zc D
Recipient c ZC ZC pans
Chow Regular High fat High fat High fat
Glycemic status
Fasting blood glucose, mg/dL 101 +2 98 + 1 104 + 4 101 +56
Glycated hemoglohin, % 58+ 0.1 6.4 + 0.0 59 + 0.2 6.0+ 0.1
Weight and body characteristics
Weight, g 433 + 7 468 + 9 378 + 201 370 + 27#x111
Length, cm 251 + 04 255+ 0.4 237 4+ 0.4%" 235 4 0.2+
Width, cm 88+ 0.2 9.5+ 0.2 8.7 +0.3" 86 + 0.41
Body mass index, kg/m? 7.0+02 73+ 03 66 +04 6.7 £ 0.3
Abdominal fat index 0.35 + 0.01 0.37 + 0.00 0.37 £ 0.01 0.37 + 0.01
Lipid profile
Total cholesterol, mg/dL 101 +3 187 4+ 10%%* 201 £ 10%** 197 £ 17%%%
HDL cholesterol, ma/dL 60+ 3 45 £ 2%%* 57 + 2" 60 + 4"
Nen-HDL cholesterol, mg/dL 40+ 3 143 + 8*** 145 + g*** 137 £ 17%**
LDL cholesterol, mg/dL 14 + 1 28 + 2 36 + 3 101 + 15**#11tT
Triglycerides, ma/dL 125 + 16 164 + 27 121 £ 28 64 + g+t
Total/HDL cholesterol ratio 1.7 + 0.1 4.2 + 0.1%** 3.6 + 0.2%%% 3.4 + 0.4%*%1
LDL/HDL cholesterol ratio 0.2 + 0.0 0.6 + 0.0% 0.6 + 0.0% 1.7 £ 0.2%*% 11132
Hepatic and renal function markers
GOT, UL 49 + 4 68 + 3% 77 + 3** 85 + 9=+t
GPT, UL 26+ 1 33 +2* 24 + 17 23 + 3
Creatinine, mg/dL 0.69 + 0.056 0.67 + 0.04 0.64 + 0.04 0.80 + 0.03%
Urea, mafdL 33+ 1 28 + 1%% 24 + 1ot 23 + 2raet
Total proteins, gfdL 6.5+ 0.1 7.1+ 0% 68 +0.2 6.4 + 0.1

GOT, glutamic-oxaloacetic transaminase; GPT, glutamic-pyruvic transaminase, HDL, high-density lipoprotein, LDL, low-density lipopro-
tein; ZC-BM/ZC, normoglycemic control rats transplanted with bone marrow from ZC denors; ZC-HF, normoglycemic control rats fed with
high-fat diet, ZC-REG, normoglycemic control rats fed with high-fat diet. *p < 0.05 versus ZC-REG, **p < 0.01 versus ZC-REG,
e < 0,001 versus ZC-REG; 'p < 0.05 versus ZC-HF, "Tp < 0.01 versus ZC-HF, o < 0,001 versus ZC-HF, *p < 0.01 versus ZC-BM/ZC,

Hp < 0.001 versus ZC-BM/ZC.

the cholesterol profile produced by the HF in ZC-HF ani-
mals. Indeed, the HF significantly reduced the HDL choles-
terol fraction (ZC-REG: 60.0 = 2.3%; ZC-HF: 24.0 £ 0.6%;
p < 0.0001), and increased that of VLDL cholesterol (ZC-
REG: 257 = 1.9%, ZC-HF: 61.2 + 1.0%; p < 0.0001) in
ZC-HF compared to ZC-REG, while the LDL cholesterol
fraction remained unaltered (ZC-REG: 14.3 &+ 0.8%; ZC-
HF: 14.8 £ 0.7%; p = 0.9230).

Besides the differences observed in blood lipid levels
and cholesterol profiles between animals fed with both
diets, the HF also produced a significant increase in
serum  glutamic-oxaloacetic transaminase (GOT), glu-
tamic-pyruvic transaminase, and total protein levels as
well as a significant decrease in urea levels in ZC-HF
compared to ZC-REG (Table 2).

Effects of bone marrow transplantation on high-fat
fed rats

Despite the differences in the metabolic profile of the
donors, transplantation had no effect, regardless of

4

marrow origin, on the recipients’ glycemic status as no
differences were observed in fasting blood glucose or
HbAlc levels between transplanted and nontransplanted
animals (Table 2). In line with these results, transplantation
had no effects on the BMI or the AFl between trans-
planted and nontransplanted animals {Table 2), despite that
both groups of transplanted animals showed signifi-
cantly lower weights than nontransplanted animals
(Table 2) as a consequence of the immunosuppressive
treatment.

Similarly to that observed in ZC-HF, animals transplanted
with ZC bone marrow and fed with the HF (ZC-BM/ZC)
showed significantly increased total and non-HDL choles-
terol levels and significantly increased total/HDL and
LDL/MHDL  cholesterol  ratios  compared to ZC-REG
(Table 2). In fact, the cholesterol profile observed in ZC-
BM/ZC animals was very similar to that observed in ZC-
HF, showing a reduced HDL cholesterol fraction
(28.6 + 1.8%, p < 0.0001), an increased VLDL cholesterol
fraction (53.8 £ 1.8%, p = 0.0005), and an unaltered LDL

American Journal of Transplantation 2016; XX: 1-12
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Figure 2: Cholesterol composition and lipid accumulation in the liver. (A} Cholesterol composition. High-fat diet (HF) reduced the
low-density lipoprotein (LDL) cholesterol fraction and increased the very low-density lipoprotein (VLDL) fraction in Zucker lean normo-
glycemic control rats (ZC) fed with high-fat diet (ZC-HF) and in ZC transplanted with ZC bone marrow (BM) and fed with the high-fat
diet (ZC-BM/ZC) compared to ZC fed with regular chow (ZC-REG). In contrast, ZC transplanted with Zucker diabetic fatty rats (ZD)
bone marrow (ZD-BM/ZC) showed decreased high-density lipoprotein (HDL} and VLDL fractions with an increased LDL fraction com-
pared to ZC-REG, ZC-HF, and ZC-BM/ZC. (B) Thin-layer chromatography of liver samples. Representative images of liver samples ana-
lyzed by thin layer chromatography. CE, cholesteryl esters; FC, free cholesterol; TG, triglycerides. (C) Accumulation of liver
triglycerides. ZC-HF, ZC-BM/ZC, and ZD-BM/ZC showed significantly increased TG accumulation compared to ZC-REG. No differences
were observed between transplanted ZC and ZC-HF, regardless of bone marrow origin, nor between ZC-BM/ZC and ZD-BM/ZC.
(D) Liver CE accumulation. CE were increased in ZC-HF, ZC-BM/ZC, and ZD-BM/ZC compared to ZC-REG. A significant increase in CE
accumulation was observed in ZD-BM/ZC compared to ZC-BM/ZC. *p < 0.05 versus ZC-REG, 'p < 0.05 versus ZC-BM/ZC.

cholesterol fraction (17.6 = 0.7%, p = 0.5373) compared
to ZC-REG (Figure 2A).

On the other hand, animals transplanted with bone mar-
row from ZD donors and fed with the HF (ZD-BM/ZC)
also showed increased total and non-HDL cholesterol
levels compared to ZC-REG (Table 2). However, the
most important difference was that ZD-BM/ZC rats
showed a highly significant increase in LDL cholesterol
levels compared to those of ZC-REG, ZC-HF, and ZC-
BM/ZC (7.2, 3.6, and 2.8-fold increase, respectively).
Additionally, they had significantly reduced ftriglyceride
levels compared to ZC-REG and ZC-HF, and & nearly sig-
nificant reduction of TG compared to ZC-BM/ZC
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(o = 0.06) (Table 2). Such a difference was confirmed by
analyzing the cholesterol profile of this group (Figure 2),
as ZD-BMJZC animals showed a significantly increased
LDL fraction {52.7 £ 7.2%) compared to ZC-REG, ZC-HF,
and ZC-BM/ZC (143 £ 08%, 148 £07%, and
17.6 £ 0.7%, respectively; p < 0.0001 wvs. all three
groups) and a significantly reduced VLDL fraction
(155 £ 9.5%) compared to ZC-HF and ZC-BM/ZC
{61.2 £ 1.0% and 53.8 &£ 1.8%, respectively; p < 0.0001
vs. both groups). Moreover, this pro-atherogenic modifi-
cation of the lipid profile was also reflected by a nearly
threefold increase in the LDL/HDL cholesterol ratio in
ZD-BM/ZC compared to both ZC-HF and ZC-BM/fZC
(Table 2).
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Similarly to ZC-HF, both transplanted groups showed
significantly higher GOT levels compared to ZC-REG.
Interestingly, ZD-BM/ZC showed significantly higher crea-
tinine levels compared to ZC-HF and ZC-BM/ZC (Table 2).

CE and TG accumulation in the liver

Thindayer chromatography of liver samples (Figure 2B)
revealed that the HF induced a significant increase in
accumulation of TG and CE compared to the regular diet
(Figures 2C and D, respectively). However, bone marrow
transplantation showed no effects on liver TG levels, as
both transplanted groups (ZC-BM/ZC and ZD-BM/ZC)
showed similar levels compared to ZC-HF (Figure 2C). In
contrast, CE levels observed in the liver of ZD-BM/ZC
animals were significantly higher than those observed in
ZC-BM/ZC (Figure 2D).

Effect of bone marrow origin on liver gene
expression

Given that bone marrow from donors with CVRF produced
pro-atherogenic modifications on the cholesterol profile of
healthy recipients, we analyzed the expression of genes
related to lipoprotein signaling in the liver of both groups of
transplanted animals (Figure 3A, Table S2).

In silico analysis of gene expression data revealed signifi-
cantly modified canonical pathways in ZD-BM/ZC com-
pared to ZC-BM/ZC Including Farnesoid x receptor
(FxR)/Retinoid = receptor (RxR) and Liver x receptor
(LxR)/RxR activation, which are involved in the regula-
tion of lipid metabolism, inflammation, and cholesterol to
bile acid catabolism (Figure 3B). On the other hand, the

A
Abca2 178
Cdh13  -192
Cela3b 165
Colec12 1,61
Dhcr24 227
Ldirapt”® 133
Lrpt0 -1,39
Lrpé 1,25
Nr1h4 127
Snx17 -1,48
Srebft -229
Stards” 126
vidir
Zmynd15 .51
4 2 o 2

differential gene expression observed in the liver of ZD-
BM/ZC and ZC-BM/ZC rats appeared significantly associ-
ated with biclogical functions such as metabolism of
cholesterol, lipid accumulation, and interestingly, inflam-
matory response (Table 3).

Inflammatory cytokines in liver of transplanted
animals

Regarding the alterations in inflammatory response found
in the liver of rats that received bone marrow transplant
from obese and diabetic animals, and their higher levels of
GOT and creatinine compared to rats transplanted with
bone marrow from healthy donors, we analyzed the pres-
ence of the pro-inflammatory cytokines IL-1f and TNFx in
the livers of transplanted rats. We found a 1.7- and 3.1-fold
increase of IL-1B and TNFa levels in the livers of ZD-BM/
ZC animals compared to ZC-BM/ZC, confirming a pro-
inflammatory state in those animals (Figure 4}.

Macrophage-related gene expression in liver

A pro-inflammatory state is usually associated with an
increased homing of inflammatory cells; therefore, we
analyzed the expression of the macrophage markers
Cd68 and Cd163 in the liver of the four groups of the
stucy. Expression of both macrophage markers was
increased in ZC-HF and ZD-BM/ZC compared to ZC-REG.
Moreover, ZD-BM/ZC showed significantly higher levels
of Cd163 expression compared to ZC-BM/ZC (Figure 5A).
The analysis of macrophage's lipid metabolism-related
genes showed an increased expression of Fatty acid
binding protein 4 (Fabp4) and Lipoprotein lipase (Lp) in
the liver of ZD-BM/ZC rats compared to the other groups.

B ZD-BWZC vs ZC-BWZC

wht isigh
|
M)QT“‘
{Lipogsnssis
T
Uptake of ol
= /\
B e
\ J/
VLDL
secration

Figure 3: Alterations in liver gene expression. (A) Genes significantly modified in ZD-BM/ZC compared to ZC-BM/ZC. Data are
expressed as fold change relative to ZC-BM/ZC. (B) FxR/RxR activation pathway - role of Nr1h4 (FxR} in lipoprotein and lipid metabo-
lism. Significantly modified genes are highlighted. Arrows indicate up-regulation or down-regulation of genes in ZD-BM/ZC. *Genes
with p < 0.07 and fold-change >1.2 or <—1.2 included in the in silico analysis. VLDOL, very low-density lipoprotein. BM, bone marrow;
FxR, farnesoid x receptor; RxR, retinoid x receptor; VLDL, very low-density lipoprotein; ZC, Zucker lean normoglycemic control rats;

ZD, Zucker diabetic fatty rats.
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Table 3: Significantly modified canonical pathways and bio func-
tions in which modified genes are involved

ZD-BM/ZC versus

ZC-BMYZC p-value Modified genes involved
Canonical pathways
FxR/RxR activation <(0.0001 Nrihd, Srebf1, VLDL*
LxR/RxR activation 0.0029  Nrih4, Srebfi
Hepatic cholestasis 0.0051 Nr1h4, Srebf1
Bio functions
Metabolism of <(0.0001 Cela3b, Dhcr24, Srebfl,
cholesterol Stard3*
Disorder of <0.0001 Ldirap1*, Nrihd, Srebf1,
lipid metabolism VLDLr*

Accumulation of lipid
Inflammatory
response

0.00019  Abca2, Nrih4, Srebf1
0.01310  Cdh13, Cela3b, Nr1ha

FxR/RxR, farnesoid x receptor/retinoid x receptor; LxR, lver x
receptor; ZC-BM/ZC, normoglycemic control rats transplanted with
bone marrow from ZC donors; ZD-BM/ZC, normoglycemic control
rats transplanted with bone marrow from ZD donors.

*Genes with p < 0.07 and fold-change >1.2 or <-1.2 included in
the in silico analysis.

Cd36 was increased in high-fat fed animals, though it only
reached statistical significance in ZC-HF rats. Surprisingly,
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (Fparyl,
regulator of the above genes, did not show different gene
expression among groups (Figure 5B).

Gene expression levels of Cd68 and Cdi63 were posi-
tively correlated to Cd36, Fabp4, and Lpl expression (Fig-
ure S1), while no association of the macrophage markers
was found with Ppary expression (data not shown).

Inflammatory state of bone marrow cells (BMC} in
donors
In order to elucidate whether the pro-inflammatory state

of ZD-BM/ZC livers could be a direct consequence of the
received BMCs, we analyzed in these cells the gene

IL1B
0.25 4

0.20

0.154

0.104

pg / prot mg

0.06 1

ZC-BM/ZC ZD-BM/ZC

Cardiovascular Risk in Bone Marrow Transplant

expression of the inflammasome component Nip3,
Cd14, and the two inflammatory cytokines found altered
in ZD-BM/ZC livers. All those molecules were found 1o
be upregulated in ZD donors with a 1.8- and 1.7-fold
increase in f-1ff and Tnfx, respectively. Interestingly,
peripheral blood mononuclear cells (PBMNCs) of ZD
doner animals showed high levels of /15 and Tnfx, with
15.5- and 6-fold increase compared to ZC rats (Figure 6).

Discussion

In this study we have shown, for the first time to our
knowledge, that the presence of CYRF in bone marrow
donors can contribute to increase cardiovascular risk in
the recipients by altering the liver's inflammatory state
and thereby the liver's gene expression, inducing pro-
atherogenic modifications in their cholesterol profile.

In recent years, various clinical studies performed in
long-term  HSCT survivors have shown that these
patients present an increased risk of developing meta-
bolic syndrome (8,11) and are likely to suffer premature
cardiovascular events (13). Moreover, some of these
studies have described an increase in the appearance of
de novo CVRF in allogenic-HSCT survivors (9,11,12).
However, results from these studies are controversial
regarding the association of transplant-related factors
{e.g. acute or chronic graft-versus-host disease occur-
rence, conditioning regimen used, etc.) with cardiovascu-
lar risk; and even though total body irradiation and some
common complications of HSCT have recently been pro-
posed as causes of the increased cardiovascular risk
observed in HSCT survivors (14,15), there are still no
mechanistic evidences to support these observations.

The presence of CVRF in bone marrow donors is an

important aspect that may contribute to increase cardio-
vascular risk in HSCT survivors and that has so far been

TNFa
34 -

Hg/ prot mg

ZC-BM/IZC ZD-BM/ZC

Figure 4: IL-1p and TNFa protein levels in liver of transplanted animals. At the end of the study, ZD-BM/ZC rats showed higher
levels of the inflammatory cytokines IL-1p and TNFa in the liver compared to ZC-BM/ZC animals. *p < 0.05; **p < 0.01. TNF, tumor
necrosis factor; ZC, Zucker lean normoglycemic control rats; ZD, Zucker diabetic fatty rats.
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Figure 5: Gene expression of macrophage-related genes in the liver. {A) Macrophage markers CD88 and CD163 gene expression.

(B} Lipid metabolism-related gene expression. *p < 0.05 versus ZC-REG,; **p < 0.01 versus ZC-REG; ***p -

Mp < 0.01 versus ZC-BM/ZC. ZC-REG, Zucker le
ZC bone marrow (BM) and fed with the high-fat diet.

overlooked. We have previously described that, in rats,
obesity with insulin resistance and hypercholesterolemia
induces alterations in these cells that are transferred te
healthy recipients by transplantation, increasing their
thrombotic risk {30,31). Thus, in this study we tested the
hypothesis that the metabolic status of bone marrow

0.001 v

5 ZC-REG,

1 normeglycemic control rats fed with regular chow; ZC-BM/ZC, ZC transplanted with

donors contributed to increase cardiovascular risk in bone
marrow transplant recipients

Results from the studies reported herein provide evi
dence to support a detrimental role exerted by CVRF on
the donor bone marrow cells that is translated to an
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Figure 6: Inflammasome-related gene expression in donors. (A} Bone marrow cells (BMC) from ZC and ZD donors gene expres-

sicn. (B} Peripheral blocd mononuclear cells [PBMNC) from ZC and ZD donors gene expression. *p < 0.05; **p <

0.01; **¥p < 0.001.

ZC, Zucker lean normoglycemic control rats; ZD, Zucker diabetic fatty rats.

increased cardiovascular risk in HSCT survivors because
intriguingly, bone marrow from donors clustering CVRF
produced pro-atherogenic modifications in the cholesterol
profile of healthy recipients, significantly increasing their
LDL cholesteral fraction, in comparison to animals trans-
planted with bone marrow from healthy donors. Surpris-
ingly, these alterations in blood lipid levels were
observed after only 9 weeks on a HF and as early as
14 weeks after transplantation.

The liver plays a key role in lipid metabolism, hence a
thorough analysis of the liver of transplanted animals
was essential to understand the mechanisms by which
engrafted bone marrow cells could modify the lipoprotein
profile of recipients. Bone marrow frem doners with
CVRF produced significant alterations in the FxR/RxR
activation pathway in ZD-BM/ZC livers compared to ZC-
BM/ZC, which can contribute to explaining the differ-
ences observed in lipid profiles between these groups.
Nrih4 {also known as FxR) is a sensor for endogenous
bile acids and is the master regulator of bile acid physiol-
ogy as It regulates synthesis, transport, and refilling of
the gallbladder (36,37). Nevertheless, Nr1h4 also plays
an important role in the regulation of lipid metabolism

American Journal of Transplantation 2016; XX: 1-12
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(38-40). Nr1h4 activation increases the expression of
NrObZ, which in turn reduces the expression of Srebfi
and its lipogenic target genes (41). Therefore, the
increased expression of Nrih4 and Vidir observed in the
liver of healthy recipients transplanted with bone marrow
from donors with CVRF can contribute to explaining the
reduction of the VLDL cholesterol fraction observed in
these animals compared to ZC-BM/ZC.

Interestingly, the in sifico analysis of gene expression
data suggested alterations in the inflammatory response
that were confirmed by the detection of significantly
higher levels of the pro-inflammatory cytokines IL-1ff and
TNF« in the liver of ZD-BM recipients.

Kupffer cells are resident macrophages of the liver that
when activated produce inflammatory cytokines, inciud-
ing IL-1p and TNFe, that mediate diverse metabolic
effects by a paracrine action (42). Subsequent analysis
showed that HF leads to an increased gene expression
of macrophage’s markers in the liver of ZC-HF and ZD-
BM/ZC animals, suggesting an active recruitment of
pro-inflammatory cells. Neither CDB8 nor CD163 mark-
ers were significantly increased in ZC-BM/ZC compared

9
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to ZC-REG rats. It should be noted that transplanted
animals received immunosuppressive therapy prior to
transplantation, thus the myeloablative and immunosup-
pressive effect of cyclophosphamide and busulfan com-
bination should have maintained a low inflammatory
response in those treated rats (43,44). Therefore, dif-
ferences found in activation of immune cells in ZD-BM/
ZC and ZC-BM/ZC rats (treated both with immunosup-
pressive therapy followed by HF) are related to the
received bone marrow transplantation.

CVRF such as type 2 diabetes and obesity are associated
with chronic inflammation. Our results on inflammasome-
related gene expression evidenced a pro-inflammatory
activation of BMCs in ZD compared to ZC donors, which
is transferred to PBMNCs. These findings suggest that
homing of bone marrow derived-macrophages/Kupffer
cells to the liver could be the origin of the increased IL-1p
and TNFu levels,

Moreover, direct correlations observed between macro-
phage markers (Cd68 and Cd163 and Lpl Fabp4, and
Cd36 expression levels support a relationship between
inflammatory cell infiltration and the impairment of
liver lipid homeostasis observed in ZD-BM/ZC. FABP4 is
involved in several macrophage functions, including coor-
dinating cholesterol trafficking, inflammatory activity and
endoplasmic reticulum stress, and in line with our

TNFa
I-1g

@ 'BMC—"\@

Macrophage/KC

results, it has been previously correlated with CD68 and
CD163 mRNA levels in a monocyte/macrophage lineage
{45). On the other hand, LPL catalyses the hydrolysis of
lipoprotein TG and since rodents lack CE transport pro-
tein its significant increased expression found in ZD-BM/
ZC can contribute to explain the higher levels of LDL in
those rats. Moreover, LPL could increase atherosclerotic
risk by acting as a bridge between protecglycans and
lipoprotein receptors, such as LDL receptors, to induce
the retention and uptake of atherogenic lipoproteins by
cells within the vascular wall {46,47)

PPARY 1s a master regulator of adipogenesis and acts
as a transcription factor of CD36, FABP4, and LPL in
mature adipocytes (48); however, no differences in
liver mRNA expression were found between groups,
suggesting the presence of alternative activation path-
ways of the latter genes. Previous studies in liver
steatosis have shown that inflammatory cytokines can
regulate lipid metabolism of hepatocytes in vitro and
that macrophage/Kupffer cell-derived cytokines have a
stimulatory effect on lipid accumulation mediated by IL-
1P (49,50).

Qur findings suggest that bone marrow cell transplants
from donors that have a clustering of CVRF induce homing
and/or activation of pro-inflammatory macrophages into the
liver. These innate immune cells release pro-inflammatory

High-Fat Diet
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Figure 7: Schematic representation of the proposed mechanism by which ZD donors transfer cardiovascular risk to recipi-
ents of bone marrow transplant. High-fat diet produced cholesteryl esters (CE) and triglycerides (TG) accumulation in the liver. Bone
marrow cells from donors clustering cardiovascular risk factors (ZD} provided activated pro-inflammatory macrophages/Kupffer cells
that after homing in the liver of recipients (ZD-BM/ZC) released pro-inflammatory cytokines, triggering changes in lipid metabolism-—
related genes (LPL and FxR/RxR pathway), leading to a significant increase of pro-atherogenic lipoproteins (LDL). BMC, bone marrow
cells; CE, cholesteryl esters; TG, triglycerides; FxR, farnesoid x receptor or Nr1hd,; KC, Kupffer cells; LDL, low-density lipoprotein;
LPL, lipoprotein lipase; TNFa, tumor necrosis factor-x; ZC, normoglycemic control rats; ZD, Zucker diabetic fatty rats;, ZC-BM/ZC,
normoglycemic control rats transplanted with bone marrow from ZC donors; ZD-BM/ZC, normoglycemic control rats transplanted with
bone marrow from ZD donors.

10 American Journal of Transplantation 2016; XX: 1-12

169



RESULTADOS

cytokines, triggering changes in lipid metabolism-related
genes in the liver through alterations in FxR/Rx R pathway
and increased expression of LPL, thus leading to a signifi-
cant increase of pro-atherogenic lipoproteins (Figure 7).
Thus, in line with previous ohservations in which BMCs
from obese donors transferred a pro-thrombotic phenotype
to healthy recipients {30), we described here, in a similar
way, the transference of a pro-inflammatory state to
healthy recipients from donors clustering CVRF.

It deserves to be acknowledged that our transplantation
model is maore similar to syngenic rather than to allogenic
transplants, as transplanted animals only received immuno-
suppressive therapy prior to transplantation and did not
develop graftversus-host disease. However, results from
this study provide selid evidences to suggest that the
presence of CVRF in bone marrow donors can contribute
to increase cardiovascular risk in healthy recipients by
inducing a pro-inflammatory state in the liver and thus
leading to pro-atherogenic modifications in their lipid pro-
file. Even though the mechanisms behind these alterations
are complex and will require further studies to be fully
understood, these results are of great clinical relevance as
they open a new line of investigation to determine the
causes of increased cardiovascular risk observed in HSCT
survivors.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL AND METHODS

Blood glucose and glycated hemoglobin Alc (HbAlc) determination

For glucose level determination, animals were fasted for 4h after which a blood
sample was extracted through the lateral tail vein and analyzed with a
Glucocard™ Memory 2 meter (A. Menarini Diagnostics). HbAlc was determined
from sodium citrate-anticoagulated blood using the GLYCO-Tek Affinity Column
Kit (Helena Laboratories).

Body mass index and abdominal fat index ratio determination

Photographs of all animals were taken on the day of sacrifice and length
(distance from nose to anus) and waist width for each animal were determined
using NIH Image J software (public domain software, National Institutes of
Health, version 1.62) by a blinded observer. BMI was calculated by
BMI=Weight(kg)/Length(m)? and the abdominal fat index (AFI) was calculated
by AFI=Waist(cm)/Length(cm).

Bone marrow transplants

A) Recipient conditioning. Animals received combined immunosuppressive
therapy consistent of 60mg/kg of cyclophosphamide (i.p.; Genoxal® Baxter
Oncology GmbH) 2 days prior to transplantation (day -2) and 20mg/kg of
busulfan (Allen Farmaceutica S.A.) on day -1 administered orally through a
gastric gavage diluted in 1ml saline.

B) Bone marrow extraction. Animals were anesthetized with a combination of
ketamine and medetomidine (75mg/kg and 0.5mg/kg; i.p.) and then sacrificed
with an overdose of sodium pentobarbital (i.c.). Femurs and tibias from both
hind legs were isolated and bone marrow was flushed with Dulbecco’s Modified
Eagle Media (DMEM; Gibco) and filtered through a 100um mesh to eliminate
remaining bone fragments.

C) Bone marrow transplantation. On day 0, previously immunosuppressed
recipients were anesthetized with ketamine-medetomidine (i.p.) and
buprenorphine was administered as an analgesic. Bone marrow was extracted
from the donors as previously described. 3x10’ fresh bone marrow nucleated
cells suspended in DMEM (6x10’cells/ml) were injected through the lateral tail
vein followed by 0.5ml of saline. Transplanted animals received antibiotic
treatment for 5 days following transplantation (enrofloxacine; 20mg/kg every
24h; s.c.). Blood cell counts were performed on days -2, 0, 7, 14, 21, and 28 to
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assess the effect of the immunosuppressive treatment as well as post-

transplantation recovery.

FIGURE S1

159 RZ=0s528
R =0727
p = 0.0074
©o
S 104 .
3 ) L
< e
= g
% 5 ’)2'.
.'. .
c T T 1
0 5 10 15
mRNA Cd68
087 R2-g716
R =0.846
0.4{ p=0.0005
E P . /’-
§ 0.3 e
& s
< . e
Z 021 %
£ A
0.14 ’/‘
<
0.0 ; T )
0 5 10 15
mRNA Cd68
209 Rr=goz7
R =0.963
g
15 Pp<00001 e
3
< y"
z " P
£ -
0.54 o ‘.
d
.
0.0 r T
0 5 10 15
mRNA Cd68

157 Rr?=0662
R =0814
p=00013
£ 104 . ®
3 e
< -
4 P
¥ L
E 5 e .
L
0 T T 1
0 2 4 6
mRNA Cd163
057 R2z0743
R =0.862
044 p=0.0003
< .
_g. ]
0.3 .
& -
< -
Z 0.2 * 2 o
m ’f L]
E o
0.1 s
."n .
0.0 T T 1
0 2 4 6
mRNA Cd163
207 R2=qeg1
R =0825 .
15 Pp=00010
5' . -
L o . Prag .
2 1.0 R
£ el
0.5 o>
L]
0.0 T T 1
0 2 4 6
mRNA Cd163

Figure S1. Correlations between macrophage markers and lipid metabolism-
related gene expression. Cd68 and Cd763 were found positively correlated to
Cd36, Fatty acid binding protein 4 (Fabp4) and Lipoprotein lipase (Lp/)) mRNA
expression in liver.
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Table S1. List of Tagman gene expression assay probes used in RT-PCR.

TagMan gene expression

Gene symbol assays reference
Cdi4 Rn00572656_g1
Cd36 RNn01442640_g1
Cd68 Rn01495634 g1
Cdie3 Rn01492522 g1
Fabp4 Rn00670361_m1
I11b Rn00580432_m1
Lpl Rn00561482_m1
Nirp3 Rn04244625 m1
Pparg Rn00440945_m1
Ppia Rn00690933_m1
Tnfa Rn9999917 m1
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Table S2. Lipoprotein signaling specific PCR Array analysis of transplanted rats'
liver. Data are shown as gene expression fold-change of ZD-BM/ZC vs ZC-BM/ZC

rats.
ZD-BM/ZC vs ZC-BM/ZC
Gene Fold-Change p-value Gene Fold-Change p-value

Abcal 1,08 0,7017 Insig2 1,24 0,3480
Abca2 -1,78 0,0187 Lcat 1,03 0,8597
Abcgl 1,33 0,3726 Ldir -1,21 0,3986
Acaa2 -1,08 0,3555 Ldlrapl -1,33 0,0690
Akrldl 1,00 0,9901 Lep -1,07 0,9462
Angptl3 -1,09 0,5366 Lipe 1,01 0,9404
Ankra2 1,11 0,5195 Lrpl10 -1,39 0,0397
Apoal 1,02 0,8436 Lrp12 -1,19 0,2065
Apoa2 1,18 0,4216 Lrplb 1,64 0,2013
Apoad -1,12 0,2521 Lrp6 1,25 0,0097
Apob 1,18 0,2710 Lrpapl 1,08 0,6297
Apocl 1,09 0,5421 Mbtps1 -1,20 0,2131
Apoc3 1,03 0,7687 Mvd -1,16 0,6561
Apod 1,51 0,3041 Mvk 1,05 0,8356
Apoe -1,06 0,6515 NrOb2 -1,22 0,7206
Apof -1,23 0,3307 Nrih2 -1,07 0,4413
Apol2 1,43 0,2395 Nr1h3 -1,23 0,2707
cdh13 -1,92 0,0400 Nr1h4 1,27 0,0228
Cel 1,13 0,2829 Nsdhl -1,01 0,9611
Cela3b 1,65 0,0010 Olr1 1,86 0,2698
Cnbp -1,01 0,9105 Osbplla 1,08 0,5688
Colec12 1,61 0,0293 Osbpl5 1,26 0,2814
Cxcll6 -1,02 0,9548 Pcsk9 1,12 0,7824
Cyb5r3 -1,08 0,6673 Pmvk 1,12 0,2918
Cypllal 1,32 0,6117 Prkaal -1,06 0,6094
Cyp39al -1,05 0,8140 Prkaa2 1,16 0,3325
Cyp46al -1,93 0,3111 Prkag2 -1,10 0,5719
Cyp51 1,11 0,6926 RGD1564999 -1,01 0,9931
Cyp7al -1,01 0,9785 Scap 1,11 0,4903
Cyp7bl 1,30 0,1204 Scarfl -1,06 0,7812
Dhcr24 -2,27 0,0438 Snx17 -1,48 0,0158
Dhcr7 -1,17 0,4785 Soatl 1,24 0,2346
Ebp 1,04 0,8185 Soat2 -1,20 0,2314
Fdftl 1,14 0,5478 Sorll 1,04 0,7087
Fdps 1,11 0,7333 Srebf1 -2,29 0,0348
Hdlbp -1,10 0,4273 Srebf2 -1,03 0,8831
Hmgcr 1,13 0,4498 Stab2 -1,15 0,1245
Hmgcs1 1,17 0,4639 Stard3 -1,26 0,0694
Hmgcs2 -1,10 0,4469 Tm7sf2 1,05 0,8519
Idil 1,03 0,8761 Trerfl -1,32 0,6198
114 1,60 0,1498 Vidir 1,30 0,0625
Insigl 1,49 0,1958 Zmynd15 3,51 0,0088
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RESUMEN

Los factores de riesgo cardiovascular regulan la interaccion de las células
madre derivadas de tejido adiposo perivascular coronario con las células
vasculares

El tejido adiposo perivascular estd intimamente asociado a los factores de
riesgo cardiovascular, asi como a la presencia de enfermedad de las arterias
coronarias. A pesar de que se acepta la implicacién de las células madre
vasculares/perivasculares en el desarrollo de la placa aterosclerdtica, no se ha
estudiado el posible papel de las células madre derivadas de tejido adiposo
(ASC) perivascular coronario en este proceso.

El objetivo de este estudio es caracterizar las ASC del tejido adiposo
perivascular coronario e investigar su interacciéon directa e indirecta con las
células musculares lisas (VSMC), las cuales juegan un importante papel en el
desarrollo de la aterosclerosis.

Las ASC se obtuvieron de la arteria coronaria lateral anterior descendente de
pacientes sometidos a trasplante de corazén, y se caracterizaron mediante
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citometria de flujo, ensayos de proliferacidn, diferenciacidén y angiogénesis in
vitro. Los co-cultivos y el medio condicionado de las ASC se utilizaron para
analizar las interacciones entre ASCy VSMC.

Se detectaron marcadores tipicos de ASC en la adventicia de las arterias
coronarias, asi como en la fraccién vascular del estroma del tejido adiposo
perivascular coronario. Las ASC mostraron tener un alto potencial angiogénico
en los ensayos de formaciéon de tubos en matrigel en co-cultivo con VSMC.
Ademads, las ASC de pacientes con una elevada carga de factores de riesgo
mostraron una mayor expresion de Tissue factor (TF), asi como una mayor
migracion en co-cultivo hacia las VSMC y un mayor efecto proliferativo sobre
estas ultimas. El silenciamiento de la expresidn de TF en las ASC dio lugar a una
disrupcién de las interacciones angiogénicas en matrigel con las VSMC.

Nuestros resultados sugieren un nuevo mecanismo por el cual el tejido adiposo
perivascular podria participar en la regulacién vascular. Las ASC de tejido
adiposo perivascular coronario podrian dirigir los procesos angiogénicos y
proliferativos de las VSMC, por una sefializacion mediada en parte por la
expresion de TF.
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ABSTRACT

Background. The amount of perivascular adipose tissue (PVAT) has been
associated to the burden of cardiovascular risk factors and the presence of
coronary artery disease. Although the "outside to inside" regulation hypothesis
of perivascular fat is currently accepted, the role of the coronary PVAT derived
stem cells (ASC) niche is not known.

Objectives. The aim of this study is to characterize ASCs from coronary PVAT
and investigate direct and indirect interactions with vascular smooth muscle
cells (VSMC), which play a principal role in atherosclerosis development.

Methods. ASC were obtained from PVAT of lateral descending anterior (LAD)
coronary arteries of patients undergoing heart transplantation and
characterized in vitro by flow cytometry, proliferation, differentiation and
angiogenesis assays. Co-cultures and ASC-conditioned medium were used to
analyze the effect of ASC on VSMCs.

Results. ASCs expressing typical mesenchymal stem cell markers were detected
in the adventitia of LAD coronary arteries and in the stromal vascular fraction of
LAD PVAT. High angiogenic potential of cultured ASCs was shown in vitro by
matrigel-based tube formation assay in co-culture with VSMC. Moreover, ASCs
from patients with high clustering of cardiovascular risk factors and
predominance of dyslipidemia showed an increased expression of F3 gene and
tissue factor protein, and a higher migration in co-culture with VSMC, as well as
a higher induction of VSMC proliferation. F3 gene silencing in ASCs led to a
disruption of angiogenic interaction with VSMC in matrigel.

Conclusions. Our results indicate for the first time a novel mechanism of
regulation of vascular function by perivascular fat. Coronary PVAT-ASCs drive
the angiogenic and proliferative processes in coronary artery VSMC, by a
mechanism in part mediated by F3 expression and tissue factor production.

Keywords: perivascular fat, coronary arteries, adipose-derived stem cells, tissue
factor, vascular smooth muscle cells
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ABBREVIATIONS

ASC: adipose-derived stem cells; CVRF: cardiovascular risk factors; DLP:
dyslipidemia; LAD: left anterior descending; MSC: mesenchymal stem cells;
PDT: population doubling time; PVAT: perivascular adipose tissue; SVF: stromal
vascular fraction; TF: tissue factor; VSMC: vascular smooth muscle cells
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INTRODUCTION

Perivascular adipose tissue (PVAT) is increasingly being investigated as a key
partaker in vascular function. PVAT directly surrounds most of human arteries,
including coronary arteries, and recent studies are providing insights to the role
PVAT may play in cardiovascular disease risk (1-3). Coronary perivascular fat
volume has been closely associated with atherosclerotic plaque burden (4) and
it has been shown that segments of coronary arteries lacking perivascular
adipose tissue or separated from it by a bridge of myocardium are protected
against the development of atherosclerosis (5, 6). However, both protective
physiologic and pathologic properties of PVAT have been proposed, and the
precise mechanisms underlying the effects of PVAT on cardiovascular disease
development are not fully understood.

Adipose tissue is a source of adipose-derived stem cells (ASC), which in
response to specific signaling from their niche can stimulate angiogenesis,
promoting progenitor cell differentiation and paracrine pro-angiogenic and
immunomodulatory effects (7). Recent studies have described a co-localization
of ASC and the arterial adventitia in adipose tissue (8), thus suggesting a close
interaction between ASC and the vasculature-related cells.

Inflammation and neogenesis of vasa vasorum in the adventitia contribute to
neovascularization of both media and intimal plaques (9, 10), and it is known
that unstructured neoangiogenesis and its associated intraplague hemorrhages
increases the vulnerability of atherosclerotic plaques (11, 12). Moreover,
increasing evidence has shown that abnormal proliferation and migration of
vascular smooth muscle cells (VSMCs) are the main cause of intimal thickening
(13, 14).

In this study we hypothesized that the PVAT-ASC niche participates in
cardiovascular disease development by regulating the angiogenic processes in
the enclosed underneath coronary artery through ASC-paracrine effects over
vascular lineage cells. Thus, the aim of this study is to isolate and characterize
the angiogenic properties of resident ASC in human coronary PVAT, and
investigate direct and indirect interactions with VSMC, to shed light on the role
of ASC in atherosclerotic coronary artery disease development.

181



RESULTADOS

METHODS
Sample collection/ Patients

Coronary perivascular adipose tissue was obtained from 15 patients undergoing
cardiac transplantation at the Hospital de Sant Pau i la Santa Creu. Tissue was
obtained with informed consent of patients. The protocol was approved by the
Research Ethics Committee at the study center and was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki. Patients used regular medication
as recommended in the guidelines. Left anterior descending (LAD) coronary
arteries were collected, and after PVAT isolation, fixed in 4% paraformaldehyde
and stored at -802C embedded in OCT until histological analysis. Coronary
perivascular adipose tissue was carefully dissected, placed in tubes with 5ml of
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco, Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) supplemented with 1% penicillin/streptomycin (Gibco, Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) and processed immediately. A simplified
scheme of the procedure is shown in Figure 1.

Immunohistochemical analsysis

Coronary artery samples were characterized by staining with Masson’s
trichromic or hematoxylin-eosin in order to classify atherosclerotic lesions into
Early or Advanced atherosclerosis according to the criteria of the American
Heart Association (AHA) (15). Additionally, the samples were processed for
immunohistochemistry. Sections (5 um thick) were immunostained with
conjugated antibodies CD44-PE, CD45-PE-Cy5, CD90-FITC (BD Biosciences), a-
smooth muscle actin (SMA)-FITC (Abcam), or primary antibody TF (Sekisui
diagnostics) with secondary antibody Alexa Fluor anti-mouse 633 IgG. Images
were recorded on a Leica inverted fluorescence confocal microscope.

ASC isolation and culture

Coronary PVAT was washed with sterile phosphate buffered saline (PBS)
supplemented with 100 U/ml of penicillin and 100 pg/ml of streptomycin. Once
the weight was determined, the tissue was minced into a type | collagenase
solution (1 mg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and was incubated for 1
hour in a 372C pre-warmed orbital shaker. Collagenase activity was neutralized
with equal volume of DMEM supplemented with 10% FBS (Biological Industries,
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Kibbutz Beit-Haemek, Israel) and 1% penicillin/streptomycin and the suspension
was centrifuged at 1200 rpm for 10 min to obtain SVF. The pellet was
resuspended in the medium described above and filtered through a 100um
mesh filter to eliminate remaining tissue fragments. Isolated SVF cells were
counted and either analyzed or plated onto a 25-cm?® culture flasks. After
twenty-four hours non-adherent cells were removed and the medium replaced.
Cells were expanded in a humidified environment at 372C with 1% O,, 5% CO,
and maintained at subconfluent levels prior to phenotypic profile analysis. The
identity of ASCs was defined by using the following criteria: adherence to
plastic, cell surface antigen phenotyping and differentiation into multiple cell
lineages. All analyses were performed between passages 3 to 5.

Flow cytometry

Surface specific mesenchymal stem cell (MSC) markers were analyzed by flow
cytometry in SVF and ASCs at passage 3. Cells were suspended in flow
cytometry buffer (FCB) (PBS, 0.1% BSA, 0.1% sodium azide). Cell aliquots (1 x
105 cells) were incubated for 30 min at 42C with monoclonal labeled antibodies
against, CD29-PE, CD44-PE, CD45-PE-Cy5, CD73-FITC, CD90-FITC, CD105-PE (BD
Biosciences, Belgium), CD14-FITC and CD34-PC5 (Beckman Coulter, France).
Isotype-identical antibodies (BD Biosciences) were used as controls. A total of
10,000 events were analyzed by fluorescence-activated cell sorting (FACS) using
a Beckman Coulter Epics XL instrument and Expo 32 ADC XL 4 color software.

ASCs differentiation potential

Adipogenic differentiation: ASCs were seeded at a density of 1.5 x 10* cells/cm?’
in 6-well plates and allowed to grow to confluence. Subsequently, cells were
allowed to differentiate for 21 days in the adipogenic medium containing 0.5
mM 3-isobutyl-1-methylxanthine, 1 uM dexamethasone, 100 uM indomethacin
and 10 pg/ml insulin. All chemicals were obtained from Sigma-Aldrich.
Differentiation was evaluated by Oil Red O staining and lineage specific gene
expression pattern (ADIPOQ, FABP4, LPL and PPARG) by real-time PCR.

Osteogenic differentiation: ASCs were seeded at a density of 1.5 x 10” cells/cm”
in 6-well plates and induced with osteogenic medium containing 2 mM pB-
glycerophosphate disodium, 10-7 M dexamethasone, 50 pg/ml ascorbic acid
and 0.15 mM sodium phosphate for 21 days. All chemicals were obtained from
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Sigma-Aldrich. Differentiation was evaluated by Alizarin red staining and
lineage specific gene expression by real-time PCR (ALP, BMP2, SPP1 and
RUNX2).

Growth kinetics of ASCs

To determine the growth kinetics of ASCs, 2 x 104 cells were seeded in 6-well
plates. Cells from 2 duplicate wells were harvested and counted every other
day. ASC numbers were plotted against the number of days cultured. The
exponential-growth phase was determined, and population doubling time
(PDT) was calculated using the formula PDT= Te/[(log N2 - log N1)/log2], where
Te is time (d) in the exponential-growth phase, N1 is the number of cells at the
beginning of the exponential-growth phase, and N2 is the number of cells at
the end of the exponential-growth phase.

Angiotube formation assay

Matrigel-based angiotube formation assay was employed to assess the
angiogenic potential of ASCs. Briefly, 1x105 cells were seeded in a matrigel-
coated plate and incubated in endothelial cell growth medium (EGM-2
BulletKit, Lonza, USA) for 24h to allow the formation of angiotubes. In the co-
culture assay, VSMC were mixed in a 1:1 ratio with ASC prior to seeding in
matrigel. Tube length and tube-covered area from three fields per well (X40
magpnification) were quantified using ImageJ 1.50a software (National Institutes
of Health, USA).

In vivo cell labeling co-culture assays

ASC and VSMC co-cultures (1:1) in matrigel tube formation assay were labeled
to discriminate each cell type with two different living cell fluorescent
membrane dyes, PKH26 and PKH67 Linker for red/green cell labeling and Cell
Linker Kit (Sigma-Aldrich), following manufacturer’s indications. Images were
acquired on a Leica inverted fluorescence confocal microscope (Leica TCS SP2-
AOBS, Germany).

Wound healing assay

Wound healing assays were performed in lbidi’s Culture-Insert petri dish (lbidi,
Martinsried, Germany). Confluent monolayers of VSMC were seeded on one
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side of the insert and ASC on the other side. Cell migration into the wound
surface was monitored every two hours for 10h. Wounds areas were analyzed
by using Image J software.

ASC conditioned medium collection

ASC at passage 3 were allowed to growth until reaching sub-confluence, then
cells were washed exhaustively with PBS to remove FBS and serum-free
medium was added. After 24h, the ASC conditioned medium was collected and
centrifuged at 1200 rpm for 10 min to remove cellular debris and kept at -802C
until used.

Effect of ASC conditioned medium on VSMC proliferation

The effect of the ASC secretome on VSMC proliferation was determined by 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfopheny)-2H-
tetrazolium (MTS) assay (CellTiter 96 Aqueous One Solution cell proliferation
assay kit; Promega, Madison, WI, USA). 5x103cells were seeded in triplicates in
a 96-well plate in growth medium and allowed to attach overnight. Growth
media was removed, cells were washed twice with PBS and ASC conditioned
medium was added. 24 hours later, 10ul of MTS per well were added,
incubated for two hours and then the absorbance was quantified.

CCL2 and TF activity determination

The presence of CCL2, end-product of TF signaling in vascular cells, and active
TF in the ASC conditioned medium was determined by human MCP-1 enzyme
linked immunosorbent assay (Abcam) and ACTICHROME® TF activity assay
(Seikisui diagnostics) respectively, according to the manufacturer's instructions.

Gene expression analysis

Total RNA was isolated from ASCs using RNeasy mini isolation kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Isolated total
RNA was reverse-transcribed into cDNA using High Capacity cDNA Archive kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). mRNA levels were analyzed by real-
time PCR using TagMan gene expression assays (Applied Biosystems) and the
Applied Biosystems Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems) according to manufacturer’s instructions. Gene expression data are
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expressed as target gene mRNA expression relative to housekeeping gene
expression (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; GAPDH). TagMan
gene expression assays are provided in tableS1.

Silencing RNA

The insertion of small interfering RNAs (siRNAs) into ASCs was done with a
Nucleofector device and the Human Mesenchymal Stem Cell (MSC)
Nucleofector® Kit (Amaxa, Inc.). The transfection protocol was performed
following the manufacturer’s instructions using the U23 program. The siRNAs
against TF (s4932), was purchased from Applied Biosystems. In all experiments,
a scrambled siRNA (Silencer Negative control siRNA from Applied Biosystems
#AMA4638) was used as control to evidence any unspecific changes in cell
phenotype that may result from the use of siRNA.

Statistical Analyses

Values are expressed as mean = SEM. Shapiro-Wilk test was applied to verify
the normal distribution of the data and statistical analysis were accordingly
applied. For independent factors (comparisons between groups) Mann-
Whitney and Kruskal-Wallis tests were used to analyze non-parametric data. All
statistical calculations were performed using GraphPad software (La Jolla, LA,
USA). Values were considered to be significantly different when P<0.05.

RESULTS
Characterization of human coronary PVAT stromal vascular fraction (SVF)

Fresh isolated SVF cells analyzed by flow cytometry showed the presence of
surface mesenchymal stem cell markers CD29, CD34, CD44 (>10% of positive
cells) and CD90 (>5% of positive cells). Triple staining for CD29+CD90+CD45-
cells, corresponding to potential ASCs, represented around 1% of the SVF
population. Monocyte/macrophage as well as CD45+ (hematopoietic) cells
were more abundant than ASC in the SVF (Figure 2 and Figure S1).

Characterization of isolated ASC from coronary PVAT

ASCs were isolated as described from coronary PVAT and characterized by cell
surface markers analysis and the evaluation of their multilineage differentiation
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capacity. At passage 3, ASCs expressed the mesenchymal stem cell surface
markers CD29, CD44, CD73, CD90 and CD105, and were negative for the
hematopoietic marker CD45 (Figure 3).

ASCs were induced to differentiate by specific adipogenic and osteogenic
culture conditions. During the differentiation processes, changes in ASC
morphology were observed. Differentiation of ASCs into adipocytes was
evidenced by intracellular lipid droplets and the analysis of adipocyte markers.
Adipocyte-specific genes Fatty acid binding protein 4 (FABP4), Lipoprotein
lipase (LPL), Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy) and
adiponectin (ADIPOQ), which were nearly undetectable in undifferentiated
ASCs, were significantly increased after adipogenic induction (Figure 4). After
osteogenic induction, a highly calcified extracellular matrix was observed after
Alizarin red staining. Moreover, alkaline phosphatase (ALP), bone
morphogenetic protein 2 (BMP2) and Runt-related transcription factor 2
(RUNX2) were up-regulated in differentiated cells (Figure 4).

Therefore ASCs present in atherosclerotic coronary artery PVAT are functional
and multipotent.

Angiogenic potential in vitro of ASCs

ASCs at passage 3 expressed the angiogenesis-related genes PECAM1, VEGFR1,
VEGFR2 and VWF. Interestingly, high levels of F3 mRNA (gene encoding for TF
protein) expression were found in these cells (Figure 5A). A matrigel-based tube
formation assay was performed to analyze the functional angiogenic capacity of
coronary perivascular ASCs in a three-dimensional matrix in vitro. Results
showed that ASCs were able to form tubular networks in matrigel (Figure 5B).

To assess whether ASC and VSMC were able to interact, a matrigel-based tube
formation was performed (3D co-cultures). The co-culture showed that ASCs
and VSMCs were able to form tubular networks with a close interaction
between both cell types, in presence of endothelial growth medium (Figure 5C).
Moreover, serum-free ASC-conditioned medium (secretome of cultured ASCs)
significantly increased the proliferation of VSMCs compared to control medium
(Figure 5D).
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Impact of CVRF on ASC-VSMC cross-talk

Interestingly, TF mRNA expression was 2-fold increased in ASC obtained from
patients with high cardiovascular risk factors clustering and dyslipidemia
(CVRF/DLP+) compared to those with low CVRF burden (CVRF/DLP-). Vascular
endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) mRNA levels were reduced in
ASCs from CVRF/DLP+ patients, while no differences were found in other less
expressed angiogenesis-related genes (Figure 6A). Despite of the differences
observed in gene expression, ASCs from both groups were able to form tubular
structures in a matrigel-based assay (Figure 6B) and no differences were found
in TF activity nor CCL2 protein levels measured in serum-free ASC-conditioned
medium (Figure 6C). Because dyslipidemic patients are always treated with
statins, we tested whether effects due to statins could modulate expression of
TF or ASC proliferation in vitro. As shown in Figure S3, treating with atorvastatin
slightly reduced TF expression, while no effects on proliferation were observed.

A wound repair test was performed opposing ASCs and VSMCs and the wound-
recovered area was measured. ASCs showed higher motility than VSMCs (Figure
7A) as more ASCs moved over the wound. ASCs from CVRF/DLP+ patients had
increased migratory activity over that of ASC from CVRF/DLP- patients, reaching
significance at 8 hours of migration (Figure 7B).

Tissue factor protein expression was investigated by confocal microcopy. ASCs
showed higher expression levels of TF than VSMCs and those ASC from
CVRF/DLP+ patients had higher TF levels in the migratory front (Figure 7C).

In order to assess whether CVRF clustering could induce changes in the ASC
secretome, VSMC proliferation was measured after 24h treatment with serum-
free ASC-conditioned medium. As shown in Figure 7D, the ability to induce
VSMC proliferation was higher in ASC from CVRF/DLP+ patients compared to
CVRF/DLP-.

Moreover, ASCs from CVRF/DLP+ showed higher proliferation rate compared to
those from CVRF/DLP- patients (PDT: 2 £ 0.3 days vs 3.2 + 0.3 days respectively;
Figure S2).

188



RESULTADOS

In summary, ASCs from patients with high cardiovascular risk factors (CVRF)
clustering with a predominance of dyslipidemia (CVRF/DLP+) showed higher
expression of TF and an increased migration in co-culture with VSMC.

Tissue factor silencing in ASCs disrupts the angiogenic interaction with VSMC

In order to ascertain whether the expression of tissue factor in ASCs could
affect the ASC-VSMC interaction, F3 gene was silenced in ASCs by siRNA prior to
the co-culture in a matrigel tube formation assay. F3-silencing achieved a
reduction of a 96.4% in TF expression compared to ASC transfected with a
negative control siRNA. Abrogation of TF expression in ASCs reduced their
ability to migrate towards VSMCs and form complex tubular networks. As
shown in Z-sections of Figure 8 (lateral right of confocal images), F3-silenced
ASC were not able to merge with VSMC (colored in yellow) to form tubular
structures.

ASC are found in the boundary of adventitia-PVAT of the studied coronary
arteries

The studied LAD coronary arteries showed different stages of atherosclerotic
lesion development, that were classified as moderated (from adaptative intimal
thickening to type lll) and advanced (from type IV to VIII) lesions (Table 1).
Histological analysis of coronary arteries with advanced atherosclerotic lesions
evidenced the presence of well developed microvessels in the boundary of the
coronary artery adventitia and the perivascular adipose tissue (PVAT), as shown
by a-SMA staining (Figure 9). Because our previous studies had shown the
relationship between inner atherosclerotic plaque angiogenesis and Tissue
factor (TF)(16), we analyzed TF protein expression and ASC markers in the
boundary layer. TF was detected in microvessel-rich areas (Figure 9B).
Interestingly, serial sections showed co-localization of microvessels and
CD44+CD90+CD45- ASCs (Figure 9C,D).

DISCUSSION

Perivascular adipose tissue can be found directly around the adventitia of most
arteries, including coronary arteries, without any laminar structure or barrier to
separate them. It has been described that PVAT releases a wide range of
biologically active molecules which acts as paracrine modulators of vascular
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function, affecting vascular tone and infiltration of inflammatory cells (17, 18).
Coronary PVAT volume has been closely associated with atherosclerotic plaque
burden (4), however, while recent studies are focusing on the contribution of
PVAT to adventitial inflammation, little attention has been paid on resident ASC
and their contribution to atherosclerotic development. In this study, we
described coronary perivascular ASC angiogenic and paracrine properties that
suggest an active contribution of these cells to vessel wall function and
structure.

In agreement to previous reports (8), ASC markers were detected in the tunica
adventitia of human coronary arteries. Interestingly, serial sections of coronary
arteries with advanced atherosclerotic lesion showed co-localization of ASC
markers and vasa vasorum in the adventitia. The presence of resident ASCs in
coronary PVAT was assessed by flow cytometry analysis of the SVF, which
consists in the heterogeneous cellular mixture obtained from PVAT enzymatic
digestion and adipocyte removal. Triple staining allowed the detection of non-
hematopoietic stem cells (CD45-) expressing characteristic MSC markers, and
our results showed that ASCs represent an average of 1% of total SVF cells in
LAD coronary PVAT. After three passages, an homogeneous population of ASC
was obtained, fulfilling the criteria stated by the International Society for
Cellular Therapy to define MSC (19). Multilineage differentiation potential in
vitro of coronary perivascular ASCs was shown by high expression of terminal
differentiation markers of both adipocytes and osteoblasts, in addition to
morphological changes as intracellular lipid droplet formation or extracellular
calcium secretion respectively.

Pro-angiogenic properties of ASCs are of great interest in terms of regenerative
medicine, since several studies have shown that ASCs express and release
important angiogenic growth factors and cytokines and that their conditioned
medium promotes angiogenesis in vitro and in vivo (20, 21). Although vessel-
promoting capability of ASCs is mainly attributed to their paracrine effects,
some authors have reported that ASCs are able to differentiate into endothelial
cells (22) or integrate into vascular components and potentially stabilize their
structure during network development (23). Given the location of ASCs within
the adventitia in the analyzed coronary arteries and their angiogenesis-related
features, a contribution to the modulation of vasa vasorum neogenesis and
therefore participation in atherosclerosis development should be considered.
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Hence, we analyzed the angiogenic capacity of coronary perivascular ASCs.
Undifferentiated ASCs at passage 3, expanded under 1% oxygen atmosphere,
expressed the endothelial marker genes PECAM1, VEGFR1, VEGFR2 and VWF.
VEGFR2, which regulates several cellular activities involved in angiogenesis,
including endothelial cell migration, survival and tube formation, was the most
expressed transcript. Indeed, ASCs formed a network of tubular structures
when seeded in matrigel in the presence of angiogenic growth factors,
suggesting angiogenic competence.

Growth (proliferation and/or hypertrophy) and migration of VSMC play a major
role in proliferative vascular diseases such as atherosclerosis. The phenotypic
switching of VSMC, which induces an aberrant proliferation that promotes
plague formation, is stimulated by the local microenvironment, including
released growth factors and cytokines (24). While it has been shown that PVAT
surrounding arteries may signal from the outside in, the vasculature should
have a similar capacity to directly communicate with the adventitia and PVAT.
This concept supports the hypothesis that VSMCs have the potential to
crosstalk with surrounding PVAT and therefore resident ASCs. In order to
elucidate whether ASCs may interact with VSMC, a 3D co-culture was
performed in presence of endothelial growth factors. As a result, in a few hours
the two cell populations established close interactions and became organized
by building a tubular network. However, not only the direct crosstalk between
both cell populations was noticeable, because the secretome released by ASCs
induced VSMC proliferation. These findings suggest for the first time that ASC
may interact with VSMCs in a pro-angiogenic manner in the arterial outer
layers.

TF has been shown to participate in a variety of physiological processes distinct
from coagulation, including cellular signaling, cell migration, and angiogenesis
(25-27). Accordingly to previously reported data (28), TF protein expression
was detected in the adventitia of coronary arteries, near to microvessels. TF
mMRNA expression was then analyzed in ASC and a strikingly high level of
expression was found, suggesting an important biological function for TF on
these cells. Up-regulation of F3 as well as elevated TF activity in microvessels
have been found in circulating monocytes and plasma, respectively, from
hyperlipidemic patients (29, 30). On the other hand, dyslipidemia together with
other CVRF have shown to affect ASC phenotype and angiogenic function (31—
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33). Based on the foregoing, we aimed to assess whether a higher expression of
F3 in ASCs was related to the presence of dyslipidemia and CVRF clustering.

Due to high variability in clinical features, patients were divided in two groups
depending on their low or high accumulation of CVRF. High CVRF burden was
highly associated to the presence of dyslipidemia, consequently the groups
were named CVRF/DLP- for patients with lower risk factors burden and absence
of dyslipidemia and CVRF/DLP+ for dyslipidemic patients together with higher
CVRF clustering. Comparison between groups showed a 2-fold up-regulation of
F3 gene expression in ASCs from CVRF/DLP+ patients. Tubular structure
formation capacity in 3D culture was not altered in the ASC from these
patients, however, VEGFR2 expression was significantly decreased and
proliferation rate was higher in comparison to CVRF/DLP- group. Although the
impact of this differences on the angiogenic properties of ASCs is difficult to
observe in relatively short time assays, a higher TF signaling together with
lower expression of genes orchestrating tube formation as VEGFR2 and an
active proliferative state may result in a prompt but unstable vascular
formation in vivo(34-36). In addition, wound healing assay demonstrated a
significantly higher migration of ASCs from CVRF/DLP+ patients towards VSMCs
simultaneously to a higher expression of TF protein detected by confocal
microscopy. Even though CVRF/DLP+ ASCs showed lower population doubling
time than CVRF/DLP- ASCs, proliferation is not involved in short time migration
assays. Moreover, a higher paracrine crosstalk between ASCs from CVRF/DLP+
patients and VSMCs is indicated by an increased proliferation of VSMC treated
with CVRF/DLP+ ASC secretome compared to CVRF/DLP- ASCs. The above
described pro-angiogenic and proliferative effects of coronary perivascular
ASCs on VSMCs deserve further investigation, since it is known that increased
coronary vasa vasorum neovascularization precede coronary endothelial
dysfunction in presence of hypercholesterolemia (37) and intraplaque
hemorrhages due to unstructured neoangiogenesis increases plaque
vulnerability (11, 12). It is noteworthy to remark that patients corresponding to
the CVRF/DLP+ group presented more advanced atherosclerotic lesions,
however, whether their ASC phenotype is cause or consequence from it, should
be addressed in the future. Previous results from our group have shown that TF
signals may regulate coronary VSMC migration and vascular remodeling (38).
Thus, we silenced TF expression in ASCs in order to elucidate the role of TF in
ASC-VSMC angiogenic crosstalk. A tube formation assay in a 3D co-culture
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showed that TF silenced ASCs were not able to form tubular structures nor
closely interact to VSMCs, confirming a principal role of TF in these processes.

As a limitation to our study we should mention the low number of samples.
However heart transplant operations are rare and not many hearts could be
use in this research where both PVF and the underneath coronary artery are
analyzed. A second limitation resides in the characteristics of the patients
waiting for heart transplant as they are not in the acute phase and they are
treated as per guidelines with pharmacological agents. Both groups were
receiving similar treatments except for statins in the dyslipidemic group.
Studies were performed and showed as supplementary material on the
tentative effects of atorvastatin.

In summary, we report for the first time a novel angiogenic crosstalk between
human coronary perivascular ASCs and VSMCs driven in part by TF expression
that is increased in patients with accumulation of CVRF with predominance of
dyslipidemia and with advanced atherosclerotic lesions.
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TABLE 1. Patients' clinical and demographic characteristics

Low CVRF High CVRF
All clustering clustering
patients patients
(CVRF/DLP-) (CVRF/DLP")
Gender (m/f) 8/7 4/2 4/5
Age 5271126 453 +134 57.7+9.8
BMI 26.1+5.4 22.7+2.4 28.3+5.7*
N2 CVRF 1.7+0.1 0.3%0.5 2.4+ 1.0%**
Dyslipidemia 9; 60% 0; 0% 9; 100%***
Obesity (n;%) 5;33.3% 0; 0% 5; 55.5%*
Hypertension (n;%) 7;,46.7% 1;,16.7% 6; 66.6%
Diabetes (n;%) 2;13.3% 0; 0% 2;22.2%
Smoker status
Ex-smoker 8;53.3% 2;33.3% 6; 66.6%
Current smoker 2;13.3% 1;16.7% 1;16.7%
Statins treatment 9; 60% 0; 0% 9; 100%***
LAD coronary lesion
AIT-1I-111 5;33.3% 4;66.7% 1;,11.1%
IV-Viil 10; 66.7% 2;33.3% 8; 88.9%

*p<0.05 vs CVRF/DLP- patients; ***p<0.001 vs CVRF/DLP- patients.
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FIGURE 1
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Figure 1. Sample collection. Left anterior descending (LAD) coronary artery was
exposed and adipose tissue directly attached to the artery was dissected and
processed to obtain the ASCs. LAD coronary was fixed and analyzed by
immunohistochemistry. SVF: stromal vascular fraction; ASC: adipose derived-
stem cells.
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FIGURE 2
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Figure 2. Flow cytometry analysis of the SVF. SVF from LAD coronary
perivascular adipose tissue was analyzed by flow cytometry for mesenchymal
stem cell markers and a monocyte/macrophage marker. SVF: stromal vascular
fraction.
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FIGURE 3

CD90

Figure 3. ASC phenotypic characterization by flow cytometry analysis. Surface
mesenchymal stem cell markers were analyzed in coronary perivascular ASCs at
passage 3. A. Filled histograms show positive staining; open histograms
correspond to isotype controls. B. FACS data are presented as percentage of

positive cells.
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FIGURE 4
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Figure 4. Adipogenic and osteogenic differentiation of coronary perivascular
ASCs.  Differentiation was evaluated by specific staining and RT-PCR.
Adipogenic differentiation was evidenced by lipid droplets stained by Oil red.
Alizarin red staining showed extracellular calcium deposition. *p<0.05;
**p<0.01 vs undifferentiated.
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FIGURE 5
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Figure 5. Angiogenic potential in vitro of coronary perivascular ASCs. A. mRNA
expression analysis of Tissue factor and angiogenesis-related genes in ASCs at
passage 3. B. Representative image of ASCs in matrigel-based angiotube
formation assay (40X magnification). C. Co-culture of ASC (red) and VSMC
(green) in matrigel led to organized tubular networks. D. ASC-conditioned
medium (ASC-CM) treatment during 24h increased the proliferation of VSMC
compared to control medium. ***p<0.001 vs control.
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FIGURE 6
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Figure 6. Angiogenic potential of PVAT-ASCs. Comparison of angiogenic
properties of ASCs from patients with high CVRF clustering with a
predominance of dyslipidemia (CVRF/DLP+) and patients with low CVRF
clustering (CVRF/DLP-). A. mRNA expression analysis of Tissue factor and
angiogenesis-related genes in ASCs at passage 3. B. Representative image of
ASCs in matrigel-based angiotube formation assay (40X magnification) and total
tube lenght. C. Tissue factor activity and CCL2 protein detected in ASCs-
conditioned medium. *p<0.05 vs CVRF/DLP-.
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FIGURE 7
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Figure 7. Wound healing assay in a co-culture of ASC and VSMC. A.
Representative images of the wound at start and end point of migration (40X
magnification). B. Percentage of recovered area. C. Immunofluorescence
showing tissue factor expression (green) after 10 hours of migration (200X
magnification). D. VSMC proliferation assay after 24h-treatment with ASC-
conditioned medium from CVRF/DLP+ and CVRF/DLP- patients. *p<0.05;
*p<0.01 vs control.
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FIGURE 8
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Figure 8. Tissue factor silencing in ASCs. Silencing of F3 (gene encoding TF
protein) in ASC (red) inhibited the formation of tubular organized structures in
combination with VSMC (green). Z-sections show ASC-VSMC intercalation.
***p<0.001 vs control.
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FIGURE 9

Figure 9. Serial sections of LAD coronary arteries analyzed by
hematoxylin/eosin staining and immunofluorescence. A. LAD showing advanced
atherosclerotic lesion. Square shows the area analyzed in B, C and D. B.
Immunofluorescence staining for a-SMA (green) and TF (red). Head arrows
show microvessels. Asterisks indicate TF staining. C-D. Area with high density of
microvessels co-localized with ASCs (CD90+CD44+CD45- staining).
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TABLE S1. List of Tagman gene expression assay probes used in RT-PCR.

TagMan gene expression

LD T assays reference
ADIPOQ Hs00605917_m1
ALP Hs01029144_m1
BMP2 Hs00154192_m1
FABP4 Hs01086177_m1
GAPDH Hs02758991_g1
LDLR Hs01092524 m1l
LPL Hs00173425_m1l
MMP-9 Hs00234579_m1l
PECAM1 Hs01065282_m1
PPARG Hs00234592_m1
RUNX2 Hs01047973_m1l
SPP1 Hs00959010_m1
TF Hs00175225_m1
VEGFA Hs00900055_m1
VEGFR1 Hs01052961_m1
VEGFR2 Hs00911700_m1
VWF Hs01109446_m1
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Las enfermedades cardiovasculares son un ejemplo ilustrativo de
enfermedad multigénica y compleja, que engloban diversos estados
evolutivos y eventos patoldgicos. Las diferencias en su manifestacién se
atribuyen a diversos determinantes ambientales, genéticos y de
comportamiento, y a la interaccién entre ellos. En la investigacién sobre Ia
enfermedad cardiovascular, prevalecen dos objetivos cientificos: mejorar la
prediccidén de futuros eventos clinicos y entender los procesos patolégicos
subyacentes a la enfermedad, y por extensidn, identificar potenciales
dianas terapéuticas y preventivas.

Los factores de riesgo cardiovascular son una serie de condiciones que
favorecen la aparicién de eventos cardiovasculares® y que permiten estratificar
a los pacientes estimando su probabilidad de desarrollar enfermedad
cardiovascular dentro de un periodo de tiempo determinado.

El tejido adiposo es un d6rgano que esta directamente implicado en la
regulacién de la homeostasis energética, y que participa en la mayor parte
de mecanismos patolégicos que desembocan en la aparicién de FRCV,
como la obesidad y la resistencia a insulina.

Las ASC son una opcidon terapéutica emergente dentro del campo de la
medicina regenerativa, que estd siendo exhaustivamente estudiada en el
tratamiento de multiples patologias'®. Sin embargo, hasta ahora se ha
dedicado poca atencidon a estudiar el papel fisiolégico de estas células
madre adultas que se encuentran en relativa abundancia en todas las
localizaciones adiposas y que posiblemente tienen una funcién en la
reparacion espontanea de érganos y sistemas.

Los trabajos que forman parte de esta tesis se centran en analizar las
diferencias intrinsecas de las ASC en funcién del depdsito de grasa al que
pertenecen, y en evaluar el efecto que tiene la presencia de FRCV sobre las
propiedades de esta poblacidn celular. El objetivo global es poder descifrar
el papel que las ASC pueden ejercer en la regeneracidon o reparacién
espontanea de los drganos rodeados por el tejido adiposo en el que
residen, y en su defecto, las disfunciones que la pérdida de funcionalidad
de las ASC puede comportar para dicho érgano.
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Un incremento del volumen de tejido adiposo visceral se ha asociado
clinicamente con un mayor riesgo de desarrollar sindrome metabdlico,
enfermedad de las arterias coronarias, hipertensiéon y dislipemia,
significativamente superior en comparacién con un incremento de la grasa

%1 Una de las caracteristicas que

con distribucién periférica o subcutdnea
explican la asociacion de la grasa visceral con un mayor riesgo
cardiovascular es su limitada capacidad de expansién en comparacién con
la subcutanea, que puede resultar en una acumulacién ectdpica de lipidos

192 v un estado pro-inflamatorio'®. Sin embargo, no se

(lipotoxicidad)
conocen los mecanismos que regulan las diferentes capacidades de

expansion de los depdsitos de grasa subcutaneos y viscerales.

La generacidon de nuevos adipocitos requiere de la determinaciéon de las
células madre mesenquimales hacia progenitores adipociticos
(preadipocitos) y la diferenciacién terminal a adipocitos maduros®. Aunque
el proceso de diferenciaciéon terminal ha sido ampliamente estudiado,
existe poca informacidn sobre el proceso que regula la determinacion de
las células madre hacia el linaje adipocitico, por lo que nuestro primer
objetivo fue detectar diferencias en las ASC inherentes al tejido en el que
residen.

Con ese fin, el primer paso en este estudio fue caracterizar las ASC de los
cinco principales depdsitos de tejido adiposo blanco, tanto en una situacién
fisioldgica (ratas sanas) como en una situacidon patoldgica de acumulacién
de FRCV (ratas ZDF, diabéticas y obesas). Los resultados mas destacables de
esta primera aproximacion fueron los relativos al patrén global de
expresion génica de estas células, que mostraba claras diferencias en
funcién de su origen. Mediante el andlisis de componentes principales se
observd una separacidn evidente entre el perfil de expresidon de las ASC de
localizacidon subcutdnea y las de los depdsitos viscerales, resultado que se
acentud en ratas obesas diabéticas. Estos resultados demuestran que las
diferencias en los niveles de expresion génica de los distintos tejidos
adiposos descritas en estudios previos™®'®, no son exclusivamente
debidas a modificaciones en los adipocitos maduros, ya que por lo menos
las ASC participan de estos cambios. Un analisis mas detallado del
transcriptoma de las ASC mostré una mayor expresion de genes
relacionados con el mantenimiento de la multipotencia en las que
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provenian de depdsitos de grasa viscerales, sugiriendo un estado mas
indiferenciado de éstas respecto a las ASC de grasa subcutdnea.

Los ensayos de proliferacién y diferenciacién adipogénica de las ASC fueron
coherentes con estudios previos en los que se describe una menor tasa
proliferativa, asi como una menor capacidad de diferenciaciéon a adipocitos
por parte de las ASC de origen visceral en comparacion con las de origen

subcutaneo®*®,

Mientras que un alto porcentaje de las ASC de tejido
adiposo subcutdneo se diferenciaron al linaje adipocitico y almacenaron
eficientemente gotas lipidicas in vitro, las ASC de origen visceral sometidas
a la misma induccidn, presentaron un fenotipo menos diferenciado, con un
menor numero de células almacenando lipidos y una menor expresion de
genes marcadores de diferenciaciéon adipogénica. De nuevo, estas
diferencias se incrementaron en ratas obesas y diabéticas, ya que ante una
situaciéon de exceso de energia y acumulacién de factores de riesgo, las ASC
subcutaneas incrementaron notablemente su capacidad de diferenciacion
adipogénica. Esta nueva observacidn concuerda con estudios previos de
nuestro grupo, en los que se han descrito modificaciones en el perfil de
expresion génica de las ASC residentes en el tejido adiposo subcutdneo de
pacientes con obesidad modrbida (IMC > 40kg/m2) en comparaciéon con
individuos no obesos'”. Los genes modificados en ese estudio estaban
relacionados con la regulacion de la multipotencia, el destino de linaje
celular y la inflamacién; mostrando en general una pérdida de Ia
multipotencia a favor de una mayor diferenciacion adipogénica.

Es interesante el hecho de que no todos los depdsitos viscerales
presentaron las mismas caracteristicas. Las ASC aisladas de grasa
subcutdanea y mesentérica se situaron en las posiciones mas extremas en
cuanto a la capacidad de diferenciacidon adipogénica o el perfil de expresion
génica. En cambio, las ASC obtenidas de los demas tejidos considerados
viscerales presentaron caracteristicas algo mas intermedias. El tejido
adiposo retroperitoneal fue el mds cercano a las caracteristicas del
subcutaneo, mientras que el epicardico se acercé mas al mesentérico, y el
epididimal quedd en una posicién intermedia, sobretodo en cuanto a
potencial adipogénico.
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Puesto que la via de sefializacion Notch ha demostrado estar implicada en
la regulacién de los procesos de diferenciacion de las ASC a varios linajes

celulares™® ¢

, se analizé la expresidn génica de sus componentes. Después de
observar que la mayoria de ligandos y receptores de la via estan expresados en
las ASC, se prestd una especial atencidn a los genes diana de la via candnica de
Notch (familia Hes/Hey), que son indicadores del grado de activacion de la
misma. Segun los resultados de PCR a tiempo real, las ASC de los depdsitos
mesentérico, epicardico y epididimal expresaron niveles de algunos de los
genes diana de Notch del orden de 10 a 100 veces superior respecto a las del
depdsito subcutaneo. Estas diferencias entre tejidos siguen una tendencia muy
similar a la encontrada entre distintos depdsitos de grasa durante la
diferenciacién adipogénica, por lo que se decidié investigar la implicacién de la
via de Notch en el potencial de diferenciacién adipogénico de las ASC. Para ello,
se trataron las ASC de origen subcutdneo y mesentérico (como representacion
de la localizacion visceral) con un activador y un inhibidor de la via de
sefalizacion Notch, previamente a la induccién adipogénica. Los resultados del
tratamiento revelaron la implicacién de la via de Notch en la regulacion de la
capacidad adipogénica en las ASC. En las ASC de origen subcutaneo, donde la
sefializacion Notch estaba reducida en comparacién con otras localizaciones,
una activacién de la via (confirmada mediante el analisis de expresion de los
genes diana) dio lugar a una reduccién en la expresién de los marcadores de
diferenciacidn adipociticos. Por otro lado, la inhibicién de la sefializacion Notch
en las ASC de origen visceral derivd en un aumento de los marcadores de
diferenciacion.

Los tratamientos de inhibicidon de la via de Notch en las ASC subcutaneas y de
activacion en las viscerales no produjeron ningin cambio significativo en Ila
expresion de marcadores de diferenciacion. Esto se debe probablemente a los
niveles basales de activacidn de Notch en estas células, de modo que un
tratamiento inhibidor en una situacion de poca activacién de la via no tendra
efectos en su sefializacion y viceversa.

Aunque el estudio de vias de sefalizacidon tan ampliamente expresadas y con
una regulacién compleja como la via de Notch a menudo da lugar a datos
contradictorios, diversos estudios han descrito una inducciéon de la
diferenciacidon adipogénica en inhibir la sefializacién de esta via en células

159,161,197,198

progenitoras , en linea con los datos obtenidos en esta tesis.
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Por lo tanto, los resultados de este trabajo aportan evidencias de la
participacion de la via de sefializacién Notch en el proceso de
diferenciacidon adipogénica de las ASC y la sefialan como candidata a ser
responsable de las diferencias intrinsecas de las ASC residentes en el tejido
adiposo, en relacién con su potencial de diferenciacion, y por tanto, la
capacidad de expansién de las distintas localizaciones adiposas. Asi, la
variaciéon entre depdsitos de grasa puede ser resultado de no Unicamente
influencias externas como el microambiente hormonal y paracrino, la
disponibilidad local de nutrientes o las limitaciones anatdémicas, sino
también de las diferencias inherentes entre las ASC residentes.

Una menor capacidad de diferenciacion por parte de las ASC de depdsitos
viscerales puede explicar en parte la reaccién hipertrofica que se produce ante
un exceso de energia, dandose una acumulacién de los lipidos en los adipocitos
ya existentes, y creandose grandes vacuolas lipidicas. En cambio, la mayor
capacidad de diferenciacion de las ASC subcutdneas resulta en la acumulacion
del exceso caldrico en adipocitos nuevos y con vacuolas mas pequefias'®.

El grado de activacién de la via de senalizacion Notch se presenta por tanto
como un regulador de la adipogénesis en las ASC, e indirectamente, también
del riesgo metabdlico. Aunque se requieren mds estudios para conocer el papel
concreto de los componentes de la via que participan en este proceso, la
modulacion de la sefializacién Notch podria ser una diana terapéutica para
promover un aumento en la capacidad de almacenamiento de determinadas
localizaciones adiposas.

Por otro lado, en este estudio se ha hecho patente que la acumulacion de FRCV,
como la obesidad y la diabetes, induce una modificacion de la expresién génica
y fenotipica de las ASC. Cambios en la regulacién de la multipotencia, el perfil
de secrecién de citoquinas y la capacidad de diferenciacién, no sélo pueden
derivar en un compromiso de las ASC hacia el linaje adipocitico que determine
las propiedades del tejido adiposo, sino que pueden tener efectos en su
potencial angiogénico y regenerativo, tanto de forma enddgena como en el
contexto de la terapia celular autéloga*®.

Las ASC autdlogas representan una opcidn novedosa y prometedora para el

tratamiento de las complicaciones isquémicas que requieren revascularizacién

117,133,143,200

0 reparacidn vascular Los pacientes diabéticos, con multiples
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complicaciones vasculares, son un colectivo que podria beneficiarse de este
tipo de terapia. Sin embargo, una disfuncién del potencial angiogénico en estas
células como consecuencia de la misma presencia de diabetes u otros FRCV
puede limitar la viabilidad de esta aproximacidn. Existen evidencias de los
efectos negativos de la diabetes tanto en las MSC de médula ésea como en las
células progenitoras endoteliales, que provocan una disminuciéon de la
proliferacién, diferenciacion endotelial, capacidad de adhesién o de

2017293 Otros factores de riesgo como la

incorporacion a estructuras vasculares
edad, la hipercolesterolemia o la hipertensién producen también una
disminucién en la capacidad de proliferacién, migracién y adhesién de las
células progenitoras endoteliales, asi como en su capacidad vasculogénica®*
2% Algunos grupos, entre ellos el nuestro, han descrito ya algunos efectos
deletéreos que produce en las ASC de tejido adiposo subcutaneo la presencia
de FRCV como la obesidad, los altos niveles de glucosa, el tabaco y la avanzada

151,181,207-209
edad

. Sin embargo, en el caso concreto de la diabetes tipo 2 y los
factores de riesgo asociados, no se han identificado aun las alteraciones que
sufren las ASC de tejido adiposo subcutdneo, lo que requiere mds investigacion
en el tema, dado que son candidatas ideales para ser utilizadas en terapia
regenerativa vascular debido a su potencial angiogénico, inmunomodulador, y
a su facil y poco invasiva obtencion'**'*,

Con el fin de descubrir qué tipo de modificaciones se producen en las ASC
residentes en el tejido adiposo subcutaneo en presencia de diabetes y otros
FRCV, se utilizd de nuevo el modelo animal de ratas ZDF, y se compararon
fenotipica y funcionalmente con las ASC de animales sanos sin presencia de

FRCV.

El analisis del transcriptoma de las ASC revel6 una tendencia de regulacidn a la
baja de genes relacionados con la multipotencia y los marcadores de células
madre. De forma destacable, se encontrd una reduccion en la expresién del gen
Fibroblast growth factor 4 (Fgf4), involucrado en la actividad mitogénica y la
supervivencia celular’®, y de POU class 5 homeobox 1 (Pou5fl) también
conocido como Oct4, que codifica para un factor esencial en el mantenimiento
del estado pluripotente y la auto-renovacién en las células madre®™.

El analisis global de los resultados mediante el programa bioinformatico
Ingenuity pathway analysis (IPA) permite la presentacion de los datos
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obtenidos en un contexto de biologia de sistemas, interpretando los resultados
como un sistema integrado e interrelacionado de genes, proteinas y reacciones
bioquimicas, que da lugar a procesos biolégicos. Este abordaje dio lugar a la
identificacion de vias de sefalizacion importantes en el mantenimiento de la
multipotencia en las células madre que estaban claramente afectadas en las
ASC por la acumulacidn de factores de riesgo, entre las que destacd la via de
sefializacion Notch, seguida por la sefalizacion Wnt-B-catenin y los factores de
crecimiento de la familia Fibroblast Growth Factor (FGF). Ademas, el programa
IPA predijo a partir de los datos de expresién génica una disminucién de la
proliferacién y un incremento de la apoptosis en las ASC de animales ZDF, que
fueron confirmados posteriormente en estudios in vitro.

Varios grupos han demostrado cambios en las propiedades de las ASC como
consecuencia de las diferentes condiciones del cultivo y la expansidén de las
MSC?**72* Ppara verificar que las diferencias observadas entre ambos grupos de
ASC eran debidas a la diabetes junto con los demas FRCV, y descartar la
posibilidad de que los cambios fueran inducidos por el cultivo y la expansién in
vitro, se analizaron las diferencias en la expresién génica del tejido adiposo
subcutdneo y la SVF de los dos grupos de animales. Estos andlisis mostraron
diferencias incluso mds importantes entre los dos grupos de las que se
encontraron en las ASC en cultivo, con una regulacidn a la baja generalizada de
los genes marcadores de célula madre mesenquimal y de los involucrados en el
mantenimiento de la multipotencia. Este resultado sugiere que la presencia de
diabetes y FRCV puede estar reduciendo tanto el numero como la
multipotencia de las células madre residentes en el tejido adiposo subcutaneo,
y gue estos cambios permanecen después del aislamiento y cultivo de las ASC.

Una reduccidn en la expresidon de genes caracteristicos de las células madre
como Pou5fl y Sox2, involucrados en el mantenimiento de un estado
indiferenciado, puede derivar en un aumento de la diferenciacion de las
MSC**>*" por lo que se analizd la capacidad de diferenciacién de las ASC de
ambos grupos hacia los linajes osteogénico, adipogénico y endotelial.

La induccidn adipogénica de las ASC de ratas ZDF dio lugar a un mayor niumero
de células diferenciadas, con visibles gotas lipidicas en su interior y una mayor
expresion de marcadores caracteristicos de adipocitos (Cd36, Fabp4 y Lpl) en
comparacion con las ASC de ratas delgadas sin FRCV, en linea con lo que se
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habia observado en el estudio anterior. Los mecanismos transcripcionales que
regulan la adipogénesis y la osteogénesis se basan en parte en la actividad de
receptores nucleares y la unién a sus ligandos. Uno de estos receptores es el
Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma (PPARy), cuyos ligandos
incluyen acidos grasos de cadena larga, derivados oxidados de acidos grasos y
las tiazolidinedionas®®. El incremento en la expresién de Ppary respecto a los
niveles basales (de las ASC no diferenciadas) fue significativamente superior en
las ASC de ratas ZDF. Esta observacién puede explicar en parte la menor
capacidad de diferenciacién osteogénica mostrada por estas células, ya que se
ha descrito que la activacion de PPARy promueve la adipogénesis al mismo

219220 pndemds, se conoce que la expresion

tiempo que inhibe la osteogénesis
del gen Fibroblast growth factor 2 (Fgf2), disminuida en los animales ZDF,
promueve la diferenciacion osteogénica y condrogénica de las MSC,
observandose ademds un marcado aumento de adipocitos en cultivos de MSC
de médula dsea de animales Fgf2—/- 221

Varios autores han descrito las propiedades pro-angiogénicas de las ASC,
basadas en su actividad paracrina y el potencial de diferenciaciéon a célula

endotelial®*133222,

Estudios previos de nuestro grupo han descrito que la
obesidad afecta el potencial de diferenciacién de las ASC hacia el fenotipo
endotelial’®. Los resultados de estas tesis demuestran, ademas, que en
animales con acumulacién de factores de riesgo, incluyendo diabetes vy
obesidad, las ASC del tejido adiposo subcutdneo ven reducida tanto su
capacidad para formar estructuras tubulares in vitro como su potencial pro-

angiogénico in vivo.

La disfuncidon angiogénica de las ASC en animales con FRCV puede tener
distintos origenes. Por un lado, las vias de sefalizacién Notch y Wnt-B-catenin
estan involucradas en la regulacion del desarrollo vascular vascular y la

223228 nor lo que la alteracion de estas

especificacion de las células endoteliales
vias podria limitar la diferenciacidn hacia el linaje endotelial o la habilidad para
formar redes de estructuras tubulares en una matriz tridimensional. Por otro
lado, se detectaron en estas células altos niveles de collagen XVIII (Col18al),
precursor de la proteina anti-angiogénica endostatin, la cual disminuye
especificamente la proliferacion, migraciéon y la formacién de tubos de las

, . 225,22
células endoteliales?>**°,
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Puesto que el modelo animal escogido es deficiente en el receptor de leptina, y
ésta ha demostrado tener efectos periféricos en la regulacion de la
diferenciacion de MSC de médula ésea’”’, se indujo quimicamente diabetes
tipo 2 a los animales utilizados hasta ahora como controles. Como resultado, las
ASC de estos animales diabéticos, pero no obesos ni deficientes en el receptor
de leptina, mostraron un comportamiento muy similar a las de los animales
ZDF, al presentar una determinacién hacia el linaje adipogénico en detrimento
de la diferenciacién osteogénica y endotelial.

Por tanto, los resultados de este estudio demuestran que la diabetes tiene
importantes efectos en las principales vias de sefializacién implicadas en el
mantenimiento de la multipotencia o el estado indiferenciado de las células
madre, y que esto puede comprometer la viabilidad, la plasticidad y la auto-
renovacion de las ASC de tejido adiposo subcutdaneo, y consecuentemente,
reducir la eficacia las estrategias de terapia celular autéloga regenerativa en
pacientes diabéticos con FRCV.

Estudios posteriores al nuestro, han descrito otras vias por las que la diabetes o
la obesidad podrian contribuir a reducir el potencial angiogénico de las ASC de
tejido adiposo subcutaneo: la deplecidon selectiva de ciertas subpoblaciones
celulares de ASC (CD34+CD31-CD45-) 228 5 |a reduccidn del contenido de VEGF,
MMP-2 y miR-126 en las vesiculas extracelulares generadas por las ASC?.

La identificacidon de las vias responsables de un menor potencial angiogénico de
las ASC es imprescindible no sélo para hallar el origen de la baja autoreparacion
tisular espontanea o la reducida efectividad de algunos tratamientos, sino que
son necesarios para llevar a cabo distintos abordajes en la prevenciéon y la
reparacion del dafio tisular mediante células madre adultas.

La renovacién de cardiomiocitos esta aumentada en condiciones patoldgicas
como el infarto de miocardio o la insuficiencia cardiaca®>**?, lo que sugiere que
tejidos como el cardiaco tienen cierta capacidad de regeneracion, aunque es
limitada e incapaz de compensar dafios significativos. El reclutamiento de MSC
de médula ésea se ha asociado a la reparacién cardiaca®®?, y recientemente,
mediante andlisis histoldgicos, se han detectado ASC enddgenas localizadas en
heridas de la dermis en proceso de curaciéon®>’. Ademas, se ha demostrado que
la administracion de MSC estimula la expresidn de varios genes responsables de
la migracién celular, incluyendo los ejes C-X-C Motif Chemokine Ligand 12/C-X-
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C Motif Chemokine Receptor 4 (CXCL2/CXCR4), Platelet Derived Growth
Factor/Platelet Derived Growth Factor Recetor (PDGF/PDGFR), y Vascular
Endothelial Growth Factor/Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
(VEGF/VEGFR), lo que podria mobilizar células madre enddgenas con capacidad
regenerativa®’.

Potenciar los procesos que ocurren de manera natural en la reparacion tisular
es una estrategia prometedora para la reconstruccion de los tejidos cardiacos
dafiados después de un infarto de miocardio®®. Muy recientemente se han
empezado a disefiar estrategias para estimular el potencial regenerativo de las
células madre enddgenas, utilizando desde exosomas de células madre
embrionarias hasta pequenas moléculas como la Apelin-13, que promueven un
aumento en la migracidn, supervivencia y la proliferacion de células
progenitoras endégenas en el musculo cardiaco”**¥.

La afectacion de las propiedades pro-angiogénicas de las ASC por la presencia
de FRCV puede ser un componente perjudicial durante los procesos de
regeneraciéon enddgena. Por su proximidad al corazén y a las arterias
coronarias, el tejido adiposo epicardico es de gran interés en el estudio de las
enfermedades cardiovasculares, y de hecho, se ha asociado un mayor volumen
de esta grasa con la presencia de FRCV como la diabetes o la obesidad, y con la
severidad de la enfermedad arterial coronaria®?*****°. Por su localizacién, las
ASC residentes en este tejido son candidatas a participar de los mencionados
procesos de regeneracidon cardiaca enddgena, asi como en los procesos
metabdlicos, angiogénicos e inflamatorios relacionados con el tejido adiposo
epicardico. Es sorprendente, sin embargo, el reducido nimero de estudios que
existe sobre esta poblacidn celular en la literatura cientifica.

Nuestros resultados han demostrado que de forma similar a lo que
encontramos en el tejido adiposo subcutaneo, la SVF del tejido adiposo
epicardico de ratas ZDF presenta una menor expresion de genes relacionados
con la multipotencia, y ademas, un menor porcentaje de células positivas para
marcadores de célula madre mesenquimal en comparacidn con las ratas sanas.
Los ensayos de diferenciacién in vitro no desvelaron sin embargo diferencias en
la habilidad adipogénica y osteogénica de las ASC de ratas ZDF y controles. Este
hallazgo es una comprobacién mas de las diferencias entre localizaciones
adiposas, ya que tal y como se describié en el primer trabajo de esta tesis, los

220



DISCUSION

depdsitos viscerales no incrementan de forma suficiente su determinacion
adipogénica y no son capaces de asumir el requerimiento de nuevos adipocitos
en una condicion patolégica de obesidad. De hecho, un estudio reciente ha
descrito un deterioro de la capacidad adipogénica en las ASC de tejido adiposo
epicdrdico de pacientes con enfermedad cardiovascular. Capacidad que difiere
en funcién del sexo, la presencia de diabetes, obesidad o enfermedad arterial
coronaria®®.

La exposicidon a factores de crecimiento endotelial de las ASC de tejido adiposo
epicardico de ratas control estimuldé la expresion de Pecaml y Vascular
endothelial growth receptor 2 (Vegfr2 o Kdr), coincidiendo con lo descrito en
ratones en un estudio reciente®*’. La presencia de FRCV tuvo sin embargo una
repercusién notable en el potencial angiogénico de las ASC, tanto en la
diferenciacién endotelial y formacidon de estructuras tubulares como a nivel
paracrino.

El inhibidor de serin proteasas Plasminogen activator inhibitor-1 (Pai-1 o
Serpinel), es un regulador clave del sistema de activacion del plasmindgeno,
una cascada proteolitica implicada en varios procesos fisiolégicos y patoldgicos
gue incluyen la trombolisis vascular, la inflamacién, la curacién de heridas y la
neovascularizacion®®. Pai-1, cuya expresion se ha observado aumentada en las
ASC de animales de avanzada edad®®, es un inhibidor de la angiogénesis y de
metaloproteasas de matriz extracelular, lo que interfiere con la formacién de
angiotubos®”. La expresion de Pai-1 se mantuvo elevada en las ASC de ratas
ZDF después de la induccidn al fenotipo endotelial, lo que podria explicar su
menor capacidad angiogénica. Cabe destacar también que PPARy, mas
expresado en las ASC de ratas con FRCV, se ha definido también como un
potente inhibidor de la angiogénesis®®.

En base a nuestros resultados previos, realizamos un analisis mediante PCR
array dirigido especificamente a analizar la via de sefializacién Notch, con el fin
de identificar un posible papel de esta via en las alteraciones observadas en las
ASC de animales con FRCV, concretamente en la disminucidon de su potencial
angiogénico.

El analisis reveld una mayor expresion de algunos de los genes diana a la vez
gue una regulacién a la baja de elementos antagonistas de Notch, indicando
una mayor activacion de la via en las ASC de animales diabéticos y obesos en

221



DISCUSION

comparacion con los controles. Altos niveles de activacién de Notch se han
correlacionado con quiescencia celular o con una lenta progresion del ciclo

240247 por otro lado, en células madre, se ha

celular en células somaticas adultas
descrito que una activacion de la sefializacion mantiene el potencial de auto-
renovacion a través de la activacién de los genes Hes/Hey, que reprimen la
expresion de factores de transcripcion de diferenciacion terminal especificos de
tejid0248,249

FRCV podria estar manteniendo el estado indiferenciado de estas células,

. Por tanto, la activacién de Notch observada en las ASC de ratas con

reduciendo asi su capacidad de diferenciacidon endotelial.

El tratamiento inhibidor de Notch en las ASC de ratas ZDF redujo
significativamente la expresién de los genes diana de la via candnica, que fue
particularmente marcada en el caso de Heyl y HeyL. Estos dos factores acttdan
de forma cooperativa, y se ha observado que ratones doble knockout (Hey1-/-
/HeylL-/-) agotan sus reservas en musculo esquelético de células satélite
guiescentes, las cuales son esenciales para la regeneracion, debido a una
diferenciacion prematura®’. La reduccién de la expresidn de los genes diana de
Notch dio lugar a una evidente mejora de la capacidad para formar estructuras
tubulares asi como de promover la formacidn de nuevos vasos sanguineos. Este
resultado puede deberse al cese de la represidon de genes involucrados en la
diferenciacidn endotelial, ocasionada por los altos niveles de los genes diana
de Notch (Familia Hes/Hey). Los factores de transcripciéon Hey (Heyl, Hey2 y
Heyl) actian como represores transcripcionales directos. Se ha observado que
en ventriculos cardiacos de embriones de raton, los KO para Heyl/Heyl y Hey2
presentan un aumento de la transcripcidon de genes relacionados con la

angiogénesis como Vegfrl y Vegfr2”".

No obstante, la expresidn de estos
factores de transcripcion en células endoteliales es imprescindible para un
correcto desarrollo vascular. Si Heyl y Hey2 son suprimidos simultdneamente,
aparece un defecto vascular embrionario muy temprano, con un remodelado
angiogénico defectuoso y una falta de diferenciacion arterial >,

Es preciso mencionar que la via de Notch no se limita a actuar Unicamente a
través de los factores de transcripcion Hes/Hey. Un estudio reciente ha
descubierto que esta via regula también la expresion del micro ARN miR-342-
5p, el cual reduce la expresidn de marcadores endoteliales e incrementa la de

. 2
marcadores mesenquimales >3,
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Se ha propuesto que Notch2 y Jaggedl, podrian actuar como pareja ligando-
receptor durante el desarrollo vascular especializado en corazén, higado y
rifén®>*. Notch2 y Jaggedl son precisamente el receptor y ligando mas
expresados en las ASC de tejido adiposo epicardico, lo que sugiere una posible
participacién de esta poblacidon celular en la formacién y remodelado de la

vascularizacién cardiaca.

Estas observaciones abren las puertas al desarrollo de nuevas estrategias para
promover la neovascularizacién cardiaca después de un evento isquémico
mediante la estimulacién de las ASC enddgenas, a través de la modulacién de la
via de sefalizacidon Notch. Es importante, sin embargo, tener en cuenta que los
receptores y ligandos Notch estdn influenciados por un amplio espectro de
modificaciones post-traduccionales y otros procesos celulares que modulan
fuertemente la actividad de la sefalizacion Notch en contextos

especificos*>*°

, por lo que Notch puede tener distintos papeles en funcién del
tipo celular, la localizaciéon o el proceso de diferenciacion. Mientras que la
activacion de Notch conduce a un estado de quiescencia en las células madre,
en las células endoteliales coordina los patrones de formacién de brotes

(sprouting) y ramificaciones en respuesta a VEGF *’

. Por tanto, se requieren
estudios adicionales para encontrar una traslacion terapéutica viable a los

hallazgos aqui presentados.

El andlisis conjunto de los resultados hasta ahora comentados confluye en que
la activacidn de la via de sefializacion Notch en las ASC, induce un estado
guiescente en estas células, con un menor grado de determinacion de linaje y
un mayor mantenimiento de la multipotencia. Por otro lado, su inhibicién en las
ASC en un contexto patolégico puede inducir la formacién de nuevos adipocitos
en detrimento de la diferenciacion hacia otros linajes, asi como del
mantenimiento de una poblacidon residente de ASC multipotentes.

La pregunta que generan estos resultados es qué mecanismos modulan la via
de sefializacion Notch, especialmente en las localizaciones adiposas viscerales,
donde la via estda mds activada. Se ha demostrado que los productos de la
glicacion avanzada (AGEs, del inglés advanced glycation end products) pueden

inducir la sefializacién Notch-Hes1 en células madre neurales®®

, por lo que la
diabetes podria estar participando en su activacién en las ASC. Por otro lado, el

incremento de volumen del tejido adiposo visceral induce inflamacion
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sistémica, lo que deriva en el reclutamiento de macrdéfagos y en un incremento

29 Este estado inflamatorio crénico

de la secrecion de citoquinas inflamatorias
estd también relacionado con la hipercolesterolemia y la resistencia a insulina.
Varios estudios han reportado un aumento en la expresion de los componentes
de Notch en presencia de citoquinas inflamatorias®®’, y en modelos de
resistencia a insulina®®*?%,

Es dificil identificar cual de los factores de riesgo de nuestro modelo tiene
mayor peso en la afectacion funcional de las ASC, sin embargo, los
pacientes suelen presentar también una acumulacién de estos factores de
riesgo, que a su vez tienen efectos sinérgicos mas que acumulativos. Es
necesario, por tanto, realizar un abordaje que represente la manera

compleja y sinérgica en que se da esta situacidn.

Puesto que las ASC representan en torno al 1-3% del total de células de la
SVF del tejido adiposo™, el sistema mas probable mediante el cual los
FRCV tienen efecto en su fenotipo es la modificacién de su nicho celular. La
liberacion de citoquinas, asi como la variacién de concentraciones de
metabolitos, oxigeno, y otros componentes en el microambiente de las
ASC, pueden generar cambios en su perfil de expresiéon génica. Se han
observado alteraciones similares en MSC y en células endoteliales

progenitoras en presencia de FRCY'>>1%3263:264

, lo que refuerza el concepto
de que sea una condicién patoldgica sistémica la que afecte el nicho de
células madre/progenitoras, y en consecuencia éstas vean alterado su
potencial regenerativo. Es importante destacar que segun nuestros
resultados, las ASC una vez aisladas y cultivadas, y por tanto, fuera de su
nicho celular, mantienen las modificaciones producidas en el tejido de
origen, en concordancia con lo observado en el caso de MSC de médula

264

dsea”™. Esto hace poco recomendable, en general, el uso de células madre

de donantes con FRCV en terapia regenerativa.

Existen hoy en dia terapias habituales en el tratamiento de neoplasias
hematoldgicas, basadas en el trasplante de células madre hematopoyéticas
procedentes de la médula dsea’®. Los pacientes sometidos a este tipo de
trasplantes, tienen un riesgo cardiovascular significativamente superior,
incluyendo una elevada incidencia de enfermedad arterial coronaria,

55,56,266

accidente cerebrovascular e insuficiencia cardiaca , asi como una alta
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probabilidad de desarrollar sindrome metabdlico®’®.

aunque se han valorado los efectos de los tratamientos previos al

No obstante, vy

trasplante y la enfermedad injerto contra huésped, aln no se ha
conseguido relacionar con éxito estos factores con el elevado riesgo
cardiovascular observado.

Dado que nuestros resultados indican que los FRCV tienen un efecto
deletéreo y permanente en las ASC (probablemente a través de
alteraciones en su nicho celular), y teniendo en cuenta que otros estudios
han descrito efectos similares en las MSC de médula 6sea, decidimos
analizar si el trasplante de las células de la médula ésea de donantes con
FRCV puede favorecer el desarrollo de enfermedad cardiovascular en
receptores sanos. Para ello, se extrajeron las células de la médula ésea de
ratas con y sin acumulacién de FRCV, y se trasplantaron a ratas sanas de la
misma edad. El analisis del perfil lipidico de los receptores, 14 semanas
después del trasplante, mostré un incremento significativo de la fraccidn
de colesterol LDL en aquellos animales que habian recibido médula ésea de
donantes con FRCV. El higado tiene un papel principal en el metabolismo
de los lipidos y las lipoproteinas, por lo que se analizé su perfil de
expresion génica. Las células de la médula 6sea de donantes con FRCV
produjeron alteraciones significativas en la via de sefalizaciéon Farnesoid X
Receptor/Retinoid X Receptor (FXR/RXR), involucrada en la regulacién de
los &cidos biliares y el colesterol*®”**®, Destacé, ademas, la alteracion de la
expresion de genes relacionados con la respuesta inflamatoria, lo que se
confirmd al detectar niveles hepaticos significativamente superiores de las
citoquinas inflamatorias IL-18 y TNFa en los receptores de médula del
grupo con FRCV. Los macréfagos son los principales productores de estas
citoquinas, que en el higado, y de forma paracrina pueden tener efectos en
el metabolismo®®. El analisis subsiguiente mostré una mayor expresién de
marcadores de macréfagos en el higado de animales trasplantados con
médula 6sea de donantes con FRCV, que se correlacionaban directamente
con una mayor expresion de los genes Lpl, Fabp4 y Cd36. Este hallazgo
sugiere una relacion entre la infiltracién de células inflamatorias y el
desequilibrio de la homeostasis lipidica en el higado, observada en los
animales que recibieron médula de donantes con FRCV.
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En resumen, estos resultados sugieren que el trasplante de médula ésea de
donantes que tengan una acumulacién de FRCV puede inducir la migracién
y la activacion de macréfagos pro-inflamatorios en el higado de los
receptores. La liberacidon de citoquinas pro-inflamatorias por parte de esas
células puede producir cambios en genes relacionados con el metabolismo
lipidico a través de la sefializacion FXR/RXR, y un aumento de LPL, que
cataliza la hidrélisis de triglicéridos contenidos en lipoproteinas plasmaticas
y puede inducir la captacién y retencion de lipoproteinas pro-
aterogénicas®’%?’!,

Estos resultados pueden tener una gran relevancia a nivel clinico, ya que a
pesar de que los mecanismos implicados son complejos y requieren
investigaciones adicionales para ser comprendidos, sugieren que la
presencia de FRCV en los donantes de médula dsea puede transferir un
estado pro-inflamatorio e incrementar el riesgo cardiovascular de
receptores sanos. Esto plantea la necesidad de analizar la presencia de
FRCV en los donantes, asi como realizar un seguimiento exhaustivo en los
receptores, prestando especial atencidon a los procesos inflamatorios.

Por ultimo, debido a las interesantes propiedades angiogénicas de las ASCy a la
notable influencia que tiene sobre su fenotipo la presencia de FRCV, en esta
tesis nos interesamos por el posible papel que éstas pueden tener en el
desarrollo de la enfermedad aterosclerética.

El tejido adiposo perivascular rodea directamente las arterias, sin ninguna capa

gue separe ambos tejidos, y esta asociado con la presencia y la severidad de

97,272

enfermedad aterosclerdtica en las arterias coronarias . Se ha observado que

los segmentos de arteria coronaria que carecen de grasa perivascular estan

protegidos frente el desarrollo de aterosclerosis™°.

Aunque se ha propuesto un efecto paracrino pro-inflamatorio del tejido

adiposo perivascular coronario como responsable de su supuesto papel pro-

7. 1,2 . . .z
aterogénico’™”?, no debe desestimarse su contribucidon en procesos

274,275

angiogénicos La inflamaciéon y la nueva formacién de microvasos

inestables en la capa adventicia de las arterias coronarias contribuye a la

276,2 ,
76277 - Ademads, estos nuevos

neovascularizacion de las placas aterosclerdticas
microvasos desestructurados se asocian a hemorragias intraplaca que

. ‘e 4t 278,2 .
incrementan la vulnerabilidad de la placa aterosclerética”®*”®. Estudios de
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transcriptoma y secretoma muestran un enriquecimiento en vias relacionadas
con la angiogénesis, y una mayor capacidad de secrecidon de estos productos,
en la grasa perivascular en comparacion con otros depdsitos adiposos®®.

En esta tesis se han caracterizado por primera vez las ASC de tejido adiposo
perivascular coronario humano, concretamente, las localizadas en torno a la
arteria coronaria descendente anterior izquierda. En promedio, las ASC
identificadas mediante triple marcaje representaron un 1% del total de células
de la SVF, en linea con lo descrito en otras localizaciones adiposas'*®. Una vez
en cultivo, y tras comprobar su identidad mediante el andlisis de marcadores de
superficie y la capacidad de diferenciacidon a los linajes mesodérmicos, se
analizaron las caracteristicas angiogénicas de esta poblacion.

Las ASC en cultivo, sin ser sometidas a diferenciacién endotelial mediante
factores de crecimiento, expresaron los genes PECAM1, VEGFR1, VWF y, en
mayor medida, VEGFR2, involucrado en la migracidn, supervivencia y formacion
de tubos en células endoteliales®. También fueron capaces de formar
estructuras tubulares en matrigel, lo que puso de manifiesto su potencial pro-
angiogénico. Sin embargo, uno de los hallazgos mds destacables de esta
caracterizacion fue la elevada expresidon génica de TF en las ASC. Si bien es
conocida su funcién trombogénica, TF participa también en mecanismos de

282-284

sefializacion celular, migracidon y angiogénesis , ¥ su elevada expresion

sugiere una funcion bioldgica en las ASC.

Existen evidencias de que la proliferacién y migracién anormales de las células
musculares lisas vasculares (VSMC) son la causa principal del engrosamiento de

285,286

la capa intima de las arterias . Se ha demostrado que las ASC cooperan con

las células endoteliales para formar redes tubulares in vitro, funcionando como

135287 Sin embargo, la interaccién entre las ASC y las VSMC ha sido

pericitos
poco estudiada. Nuestros resultados demostraron que el co-cultivo de estas
dos poblaciones da lugar a una interaccion directa entre las ASC y las VSMC,
gue se organizan para formar una red de estructuras tubulares en la que ambas
poblaciones resultan intercaladas y perfectamente integradas. La comunicacion
entre estas poblaciones no consistié Unicamente en el contacto directo, ya que
observamos un aumento de la proliferacién en las VSMC cuando fueron
tratadas con el secretoma de las ASC, en comparacién con el medio no

condicionado. Esta ultima observacidon coincide con los resultados de un
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estudio previo, que describe que el medio condicionado de las ASC de tejido
adiposo subcutaneo puede promover la proliferacion de las VSMC, y que el
efecto se suprime al inactivar el medio mediante calor’®,

La transformacién fenotipica que experimentan las VSMC durante la progresiéon
de la lesion aterosclerdtica esta estimulada por el microambiente local, incluida
la secrecién de citoquinas y factores de crecimiento®. Dado que existen
evidencias de una conexién de la microvasculatura de la grasa perivascular y la

86,89,290

pared de la arteria coronaria , es factible la posibilidad de que las ASC del

tejido adiposo perivascular coronario participen en ese proceso.

A lo largo de esta tesis se ha demostrado que la presencia de FRCV tiene un
impacto considerable en el fenotipo y funcién de las ASC. Las muestras de
tejido adiposo perivascular coronario utilizadas en este estudio, se obtuvieron
de corazones explantados a pacientes sometidos a un trasplante cardiaco. Se
evaluo el efecto de la acumulacién de FRCV comparando las ASC obtenidas de
pacientes con una baja y alta presencia de FRCV. El grupo con una alta carga de
FRCV se caracterizd por una predominancia de dislipemia y por la presencia de
lesiones ateroscleréticas avanzadas. Aunque no se detectaron diferencias
sustanciales en la habilidad de formar estructuras tubulares in vitro, las ASC de
los pacientes con elevada acumulacién de FRCV mostraron una expresion de TF
elevada en comparacidn con el grupo menos afectado por FRCV. Los lipidos son
estimulos potentes de la expresién de TF en células endoteliales y VSMC*"*%,
lo que podria explicar en parte el aumento de su expresion en ASC. Se debe
tener en cuenta que todos los pacientes dislipémicos a la espera de trasplante
recibieron tratamiento hipolipemiante con estatinas, las cuales han

293,294 pesar del tratamiento, las ASC

demostrado reducir la expresién de TF
de grasa pericoronaria de estos pacientes mostraron una mayor expresion de

TF.

En un ensayo de migracién in vitro en co-cultivo, las ASC de pacientes con
mayor acumulacion de FRCV migraron mas rapidamente hacia las VSMC, a la
vez que expresaron altos niveles de TF en el frente de migracidén. Ademas, el
secretoma de éstas indujo en mayor medida la proliferacién de las VSMC.
Teniendo en cuenta el potencial angiogénico de las ASC y su capacidad para
formar estructuras tubulares en asociacion con las VSMC, esto sugiere que las
ASC podrian contribuir a promover la formacidn de nuevos vasos sanguineos en
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la zona peri-adventicia, asi como el fenotipo "sintético" o proliferativo de las
VSMC, en arterias coronarias de pacientes con elevada acumulacién de FRCV.

Con el fin de analizar si la expresion de TF en las ASC guarda relacién con la
comunicacion intercelular con las VSMC, se realizaron co-cultivos de estas
poblaciones después de silenciar la expresion de TF en las ASC mediante
transfeccion con siRNA. El silenciamiento ocasiond en las ASC una pérdida de la
capacidad para organizarse en estructuras tubulares, asi como de establecer
interacciones célula-célula con las VSMC. Este resultado pone de manifiesto
que la expresion de TF en las ASC juega un papel clave en la comunicacion
angiogénica con las VSMC.

Mediante analisis histolégicos se detectd la expresion de TF en la adventicia de
arterias coronarias con lesiones ateroscleréticas avanzadas, localizado cerca de
microvasos, de acuerdo con lo observado por otros autores®”. De hecho, el TF
se expresa en las células endoteliales de los vasa vasorum y en la adventicia de
los vasos sanos, pero no en el lumen arterial de estos. En las placas
aterosclerdticas se observa expresion de TF en el endotelio de los microvasos
intraplaca, pero no en el endotelio luminal. En nuestro estudio, en la zona
adventicia/adiposo perivascular, y en linea con lo descrito previamente en
otros vasos'® se detectaron marcadores de ASC. Estudios previos de nuestro
grupo han demostrado la relacién entre TF y la angiogénesis intraplaca®®®. Los
resultados aqui presentados sugieren, ademas, la participaciéon de las ASC del
tejido adiposo perivascular coronario en la produccién de TF en las ASC, y la
estimulacion proliferativa y angiogénica de las VSMC. Esta actividad estaria
potenciada en pacientes con una elevada acumulacién de factores de riesgo y
lesiones ateroscleréticas avanzadas, aunque nuestros resultados no nos
permiten precisar todavia qué condiciones modifican el fenotipo de las ASC.

De forma similar a la mayoria de procesos biolégicos, el modo en que la
contribucidén de las ASC al progreso de la enfermedad aterosclerdtica es
positivo o negativo en términos clinicos, depende de un delicado balance. Si las
ASC promueven de forma descontrolada la proliferacidn de las VSMC, secretan
altos niveles de TF, y promueven la formacidon de microvasos de manera rapida
pero inestable, contribuirdn de manera perjudicial, favoreciendo el
engrosamiento de la intima y desencadenando episodios hemorrdgicos que
hagan la placa mas vulnerable a la ruptura. Por el contrario, si la interaccion de
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las ASC con las VSMC vy las células endoteliales da lugar a la formacién y
maduracién de vasos estables, se evitard el estrés oxidativo y las cascadas
inflamatorias derivadas de una oxigenacion insuficiente.

Teniendo en cuenta la importancia de los procesos inflamatorios en torno al
desarrollo de la placa aterosclerdtica®®’, seria interesante analizar, en futuras
investigaciones, las modificaciones que la presencia de FRCV pueden haber
ocasionado en las propiedades inmunomoduladoras de las ASC de tejido
adiposo perivascular coronario. Estudios recientes, que han propuesto las ASC
de tejido adiposo epicardico como candidatas para su uso en terapia celular

® han descrito en estas células la capacidad de suprimir la

cardiaca®
proliferacién de células T y de regular la secrecion de citoquinas

inflamatorias™’.

Este estudio tiene como principal limitacién el reducido nimero de pacientes
analizados, ya que para tener la posibilidad de obtener las arterias coronarias y
el tejido adiposo perivascular que las rodea, la obtencidon de muestra queda
limitada a corazones de un grupo de pacientes trasplantados. Ademsds, las
caracteristicas de estos pacientes no corresponden a una fase aguda de la
enfermedad, ya que en espera del trasplante, estdn tratados
farmacoldgicamente siguiendo las guias clinicas. A excepcién de las estatinas,
ambos grupos de pacientes recibieron tratamientos similares que incluyen
farmacos antitrombdticos, vasodilatadores, diuréticos y beta-bloqueantes.

En resumen, los resultados de esta tesis ponen de manifiesto que existen
diferencias intrinsecas de las ASC residentes en los distintos depdsitos de
grasa, relacionadas con su potencial de diferenciacién, y que ayudan a
explicar la menor capacidad de expansion del tejido adiposo visceral. Por
otro lado, demuestran que la presencia de FRCV tiene un impacto negativo
en las propiedades angiogénicas de las ASC subcutdneas y epicardicas. Esta
disminucidon de la capacidad para estimular la formacién de vasos limita el
uso autdlogo de estas células para tratar enfermedades de caracter
isquémico, pero también podria ser una de las causas de los problemas
vasculares asociados a importantes FRCV, como la disfuncién endotelial en
pacientes hipertensos o las complicaciones microvasculares en pacientes
diabéticos. La via de sefializacion Notch se ha revelado, en todos los casos,
como un mecanismo clave en la regulacién del potencial de diferenciacion de
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las ASC, mediante el cual las modificaciones patoldgicas producidas por la
acumulacién de FRCV tienen un impacto sobre la funcionalidad de las ASC de
las distintas localizaciones adiposas.

Adicionalmente, se ha observado que la médula ésea de donantes con FRCV
incrementa el riesgo cardiovascular de los receptores, lo que plantea la
necesidad de contemplar las caracteristicas de los donantes.

Finalmente, en esta tesis se han descrito por primera vez las caracteristicas
fenotipicas y funcionales de las ASC derivadas del tejido adiposo
perivascular coronario humano. Aunque es necesaria una investigacion mas
profunda en el tema, nuestros resultados muestran una comunicacion
activa entre ASC y VSMC, en un proceso mediado por la expresion de TF en
las ASC. Este hallazgo, junto con la observacién de altos niveles de
expresion de TF en las ASC de pacientes con acumulacion de FRCV, abre un
nuevo enfoque en la investigacidn sobre los procesos angiogénicos que se
desarrollan en torno a la placa aterosclerdtica de las arterias coronarias.
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A partir de los resultados presentados en esta tesis se han obtenido las

siguientes conclusiones:

>

Las ASC residentes en tejidos adiposos viscerales presentan diferencias
intrinsecas respecto a las de tejido adiposo subcutdneo en cuanto a la
expresién génica de elementos reguladores de la multipotencia y la
determinacidn celular.

La activacion de la via de sefializacion Notch limita el potencial
adipogénico de las ASC residentes en tejidos adiposos viscerales.

Las diferencias observadas en el perfil transcriptomico y la capacidad de
diferenciacién adipogénica de las ASC del tejido adiposo subcutaneo vy
visceral se acentlan en presencia de factores de riesgo cardiovascular.

La acumulacion de factores de riesgo cardiovascular reduce la expresién de
genes caracteristicos de células madre mesenquimales en el tejido adiposo
subcutaneo.

La capacidad multipotente de las ASC de tejido adiposo subcutdneo y su
potencial angiogénico se ven reducidos por la presencia de factores de
riesgo cardiovascular.

La acumulacién de factores de riesgo cardiovascular reduce el nimero de
ASC y la expresion de genes de multipotencia en la fraccidn vascular del
estroma del tejido adiposo epicardico.

La acumulacién de factores de riesgo cardiovascular reduce el potencial
angiogénico de las ASC de tejido adiposo epicardico mediante la activacion
de la via de sefializacién Notch.

El trasplante de médula ésea de donantes con acumulacién de factores de
riesgo cardiovascular transfiere un fenotipo pro-inflamatorio y aumenta el
riesgo cardiovascular en receptores sanos.

Las ASC de tejido adiposo perivascular coronario se organizan con las
VSMC para formar estructuras tubulares en un proceso en el que es
imprescindible la expresidn de TF en las ASC.
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>

En la capa adventicia de arterias coronarias humanas con lesion
aterosclerdtica avanzada co-localizan marcadores de microvasculatura, TF
y ASC.

Las ASC de tejido adiposo perivascular coronario de pacientes con mayor
acumulacién de factores de riesgo cardiovascular y lesiones
aterosclerdticas avanzadas presentan una mayor migracion hacia las VSMC
y estimulan de forma mas potente su proliferacion.

En resumen, las conclusiones generales extraidas de esta tesis doctoral son las

siguientes:
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1. Las ASC presentan distintas caracteristicas fenotipicas y funcionales
en funcidn del tejido adiposo del que provienen.

2. La via de sefializacion Notch tiene un papel importante en la
regulacion del potencial de diferenciacion de las ASC, y podria
estudiarse su uso como diana terapéutica o estrategia de
condicionamiento.

3. En terapia regenerativa, es desaconsejable el uso de células madre de
donantes que presenten una acumulacion de factores de riesgo
cardiovascular, por su reducido potencial regenerativo y la posibilidad
de incrementar el riesgo cardiovascular en el receptor.

4. Las ASC de tejido adiposo perivascular coronario interaccionan de
forma directa y paracrina con las VSMC, en un proceso en el que
participa la expresion de Tissue factor en las ASC.
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