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RESUMEN

Los adipocitos son las células principales del tejido adiposo. Una de sus funciones
es el almacén de energia en forma de triglicéridos. Existen tres tipos de adipocitos
diferenciados por sus caracteristicas y marcadores particulares, el blanco, marrén y
beige, de los cuales, los dos ultimos tienen la capacidad de liberar energia en forma
de calor debido a un proceso llamado termogénesis. Como alternativa a la
patologia de obesidad se buscan factores importantes que promuevan el aumento
en numero y actividad de estos ultimos, por su capacidad termogénica, siendo de
mayor relevancia el beige por compartir depositos con el tejido adiposo blanco.
Estudios previos han mostrado los diversos efectos de la hormona de crecimiento
(somatotropina) en el tejido adiposo como: la lipdlisis, la diferenciacion de
preadipocitos y la expresion de la proteina UCP-1 para aumentar la termogénesis
en el tejido adiposo marrén. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto de la hormona de crecimiento en la diferenciacion de
preadipocitos a adipocitos beige mediante la determinacion de uno de los
marcadores principales de los adipocitos beige, CD137. Se trabajé con tres grupos
de células 3T3-L1: uno con induccién a adipocito blanco y otro con induccién a
adipocito beige, como controles, y un tercer grupo con induccién a adipocito beige
suplementado con hormona de crecimiento. Se observaron los cambios en la forma
y complejidad de las células mediante microscopia de luz a lo largo de todo el
proceso al igual que el grado de diferenciacion mediante la técnica de rojo oleoso.
De igual forma se evalué la expresion proteica de CD137 mediante citometria de
flujo, al igual que los marcadores CITED1, en adipocitos beige, y TCF21, en
adipocitos blancos, mediante western blot y PCR punto final. Los resultados
mostraron que no existe diferencia estadistica significativa en la acumulacion de
lipidos entre los grupos de células diferenciadas, sin embargo, si existe diferencia
en la forma de las gotas lipidicas asi como su organizacién en la célula. De igual
forma, se corrobora la diferenciacion a adipocito blanco con la expresién de TCF21
y la diferenciacién a adipocito beige con la expresién de CITED1, sin embargo, al
comparar entre todos los grupos mediante citometria de flujo para el marcador
CD137, el grupo de células con el estimulo de diferenciacion a adipocitos beige con
y sin hormona de crecimiento presentaron menor expresion del marcador respecto
a los demas grupos, contrario a lo esperado. De acuerdo a los resultados, y bajo
las condiciones de exposicion y tratamiento, la hormona de crecimiento no tiene
efecto sobre la expresion del marcador CD137 en el proceso de diferenciacion a
adipocito beige.

Palabras clave. Adipocito beige, CD137, termogénesis, somatoropina
diferenciacion.



SUMMARY

Adipocytes are the main cells of adipose tissue, having as one of its main functions
the storage of energy in the form of triglycerides. There are three types of
adipocytes differentiated by their characteristics: white, brown and beige. The brown
and beige adipocytes have the ability to release energy as heat through a process
called thermogenesis. As an alternative to the pathology of obesity, it is important to
develop factors that promote the increase in number and activity of the brown and
beige adipocytes, being more important for us, the adipocyte beige because it
shares deposits with white adipose tissue. Previous studies have shown the
different effects of growth hormone (somatotropin) in adipose tissue as lipolysis,
preadipocyte differentiation and expression of UCP-1 protein to increase
thermogenesis in brown adipose tissue. Therefore, the objective of this work was to
determine the effect of growth hormone in the differentiation of preadipocytes cell
line 3T3-L1 to beige adipocytes by the measure of one of the markers of beige
adipocytes, CD137. We used three groups of cell culture, one was worked with
white induction and the second with beige induction. The third group was the beige
induction with growth hormone. The adipocyte morphology and differentiation was
determined by the oil red procedure and light microscope observation. Finally, the
protein expression of CD137 was evaluated as one of the specific markers of beige
adipocytes. We evaluated changes in the shape and complexity of the cells by light
microscopy throughout the whole process as well as the degree of differentiation by
the oily red technique. In the same way, CD137 protein expression was evaluated
by flow cytometry, as well as CITED1 marker in beige adipocytes and TCF21 in
white adipocytes by western blot and end point PCR. The results showed that there
is no significant statistical difference in lipid accumulation between groups of
differentiated cells, however, we showed differences in the form of lipid droplets as
well as their organization in the cell. We corroborated the differentiation to white
adipocyte with the expression of TCF21 and the differentiation to adipocyte beige
with the expression of CITED1. However, when comparing all groups by flow
cytometry for the marker CD137, the group of cells with the stimulus of
differentiation to beige adipocytes with and without growth hormone showed lower
expression of the marker with respect to the other groups, contrary to what was
expected. According to the results, and under the conditions of exposure and
treatment, the growth hormone has no effect on the expression of the marker
CD137 in the process of differentiation to beige adipocyte.

Keywords: Beige adipocyte, CD137, thermogenesis, somatotropin, differentiation
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I. INTRODUCCION

El tejido adiposo es un tejido que almacena triglicéridos y funciona de manera
endocrina secretando hormonas. Un desequilibrio en la acumulacion de
triglicéridos genera obesidad, y con ello patologias secundarias como
enfermedades cardiovasculares, dafio renal y diabetes tipo Il, entre otras, por lo
cual en los ultimos afios se ha generado especial enfoque en su estudio, ya
que, el incremento en los indices de obesidad en la poblacion mundial es
alarmante, de acuerdo a reportes publicados por la Organizacion Mundial de la
Salud.

El tejido adiposo se clasifica hormalmente en tejido adiposo blanco y marrén,
ambos diferenciados entre si por sus caracteristicas de localizacion anatémica
general, ya que se ubican de manera independiente, sin embargo, se ha
encontrado que no estan aislados el uno del otro, con el reciente
descubrimiento de adipocitos marrones en sitios caracteristicos del tejido
adiposo blanco. Estos adipocitos reciben el nombre de beige (o brite, del inglés

‘brown in white”).

El origen de los adipocitos beige no esta del todo claro, lo que ha originado el
inicio de varias investigaciones, encontrando dos teorias acerca de cémo surge
este adipocito en particular. Una de ellas sefiala que existe transdiferenciacion
de adipocito blanco a tipo beige y la segunda que se genera a partir de un

mismo progenitor en tejido adiposo blanco.

El efecto de agentes terapéuticos enddcrinos se ha estudiado en la
diferenciacion y proliferaciébn de ambos tipos de tejido adiposo. Se conoce el
efecto de la hormona de crecimiento (GH) en el control de la diferenciacion y
proliferacion de preadipocitos del tejido adiposo blanco, al igual que su efecto



en lipdlisis. Otro mecanismo observado ha sido la inhibicion en la diferenciacion
de preadipocitos de tejido adiposo blanco en cultivo primario, lo cual no se
refleja en la estimulacion de su proliferacion, obteniendo un resultado contrario.
De igual forma se ha encontrado efecto de la hormona de crecimiento (GH) en
el aumento de la masa de tejido adiposo marrén bajo la administracién de dosis
altas en ratones. Los resultados observados para la hormona del crecimiento
varian de acuerdo a la metodologia utilizada, sin embargo, no se tiene claro ain

su efecto en los adipocitos beige.



[I. ANTECEDENTES

II.1. Componentes del tejido adiposo

La principal célula que compone al tejido adiposo es el adipocito, un tipo de
células encargadas de almacenar el exceso de energia en forma de triglicéridos
para movilizar asi los acidos grasos libres cuando éstos se requieren; sin
embargo, no es el Unico componente celular que se encuentra en el tejido.
Otros tipos celulares contribuyen a su crecimiento y funcién, dentro de los
cuales encontramos a los preadipocitos (llamadas también progenitoras, que
estaran ya comprometidas y se encuentran en la fraccion del estroma vascular
del tejido adiposo), linfocitos o células T, fibroblastos y células vasculares
(Figura 1). En un estado de obesidad, se presentan cambios en todos los tipos
celulares que conforman al tejido adiposo, tanto en su morfologia como en

namero (Ouchi y col., 2011; Lee y col., 2014c).

Matrix extracelular
Preadipocito
.. Adipocito
CélulaT . . Lumen de vasos
Capilar sanguineos
ofF 40
OfF %0
OF %10
Macroéfago
OfF 310
OF %0
’ Vaso sanguineo
Fibroblasto Células Célula Endotelial
musculares
vasculares lisas

Figura 1. Diferentes componentes celulares del tejido adiposo (Modificado de
Ouchiy col., 2011)



I1.1.1. Adipocito

Los adipocitos son las células principales del tejido adiposo cuya principal
funcién es almacenar triglicéridos en respuesta al exceso en el consumo de
alimentos, sin embargo, no es la Unica, ya que también tiene la habilidad de
liberarlos ante una deficiencia de energia, al igual que producir y secretar
hormonas especificas del tejido adiposo llamadas adipocinas, cuya funcién es
regular la homeostasis de energia en otros tejidos, aunado a que son células
sensibles a la insulina, con lo cual se podrian englobar éstas como sus
principales funciones. Cuando se presentan deficiencias en cualquiera de
dichas funciones, como en estados de obesidad, se rompe la homeostasis
(Sarjeant y Stephens, 2012).

Existen diferentes tipos de adipocitos (Figura 2), clasificados con base en su
coloracién particular, dada por la cantidad de lipidos contenidos en la célula asi
como de un tipo de organelo, la mitocondria. Estas caracteristicas pueden ser
diferenciadas mediante microscopia y con ellos denominar a los adipocitos
blancos, marrones y beige (Rutkowski y col., 2015).

Adipocito blanco Adipocito beige Adipocito marrén

Figura 2. Los diferentes tipos de adipocitos (Modificado de Feng y col., 2013).



[1.1.2. Tipos de adipocitos

[1.1.2.1. Adipocito blanco

Los adipocitos blancos son células generalmente esféricas con sus organelos
reacomodados en los extremos debido a la presencia de una gota lipidica Unica
que ocupa el citosol en su mayoria. El nucleo esta localizado entre ésta y la
membrana plasmética. Los demas organelos como mitocondrias, aparato de
Golgi y reticulo endoplasmético estan distribuidos alrededor (Sarjeant y
Stephens, 2012).

Dentro de la gota lipidica, los adipocitos blancos, almacenan lipidos en forma de
triglicéridos mediante un proceso denominado esterificacion, la cual se lleva a
cabo como respuesta positiva ante la alimentacion evitando asi la citotoxicidad

de éstos en otros tipos celulares (Rutkowski y col., 2015).

De igual forma, asi como se lleva a cabo el almacén de triglicéridos ante el
incremento en el consumo de alimentos, también se puede llevar a cabo su
degradacion ante la necesidad de energia, proceso que recibe el nombre de
lipdlisis la cual es activada en respuesta al estimulo de diferentes hormonas
(Brasaemle y col., 2004).

[1.1.2.1.1. Distribucién del tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco se encuentra distribuido a lo largo del cuerpo humano,
identificando dos grandes clasificaciones, el tejido adiposo subcutaneo y el
tejido adiposo visceral (Figura 3). El primero se encuentra localizado debajo de
la piel, diferenciando entre subtipos y distribucion, el cual incluye al inter-

escapular y axilar localizado en la region escapular, y el inguinal localizado



adjunto dorsalmente a lo largo de la pelvis hacia el muslo de la extremidad

posterior (Sanchez-Gurmaches y Guertin, 2014).

| Grasa en Higado

Preperitoneal

Subcutaneo Abdominal
superficial

Subcutaneo Abdominal
profundo

Omental

Gluteal

Femoral

Figura 3. Depésitos de tejido adiposo blanco en humanos (Modificado de Lee y
col., 2013; Park y col., 2014).

El tejido adiposo visceral, se encuentra localizado dentro del peritoneo y esta
distribuido alrededor de los 6rganos internos. Al igual que el tejido adiposo
subcutaneo, tendra clasificaciones que dependeran de su localizacion, tal como
mesentérico, el cual es parte del soporte de los intestinos recubriendo su
superficie; retroperitoneal que se encuentra dentro de la cavidad abdominal a lo
largo de la parte dorsal del abdomen encontrandose detras del rifidn pero no
conectado a éste o mezclado con la grasa marron peri-renal; peri-gonadal que,
como su nombre lo indica, esta relacionado con el Utero y los ovarios en
mujeres, mientras que en hombre esta unido a epididimo y testiculos; y

finalmente el tejido adiposo visceral omental se refiere al localizado alrededor

6



del estbmago y el bazo (Sanchez-Gurmaches y Guertin, 2014; Park y col.,
2014).

[1.1.2.2. Adipocito marrén

Los adipocitos marrones son células mas pequefias que los adipocitos blancos,
y contienen como caracteristica distintiva particular, gotas lipidicas y
mitocondrias multiples; éstas ultimas expresan la proteina UCP-1 responsable
del proceso de termogénesis en los adipocitos marrones. Ademas, su nudcleo

esta relativamente centrado (Sarjeant y Stephens, 2012).

El adipocito marrén constituye al tejido adiposo marron el cual es considerado
un dérgano termogénico, por su funcion en mantener la temperatura promedio
bajo control ante una exposicion al frio, siendo muy abundante en recién
nacidos vy, recientemente, se ha descubierto que esta presente y activo en
menor proporcion en adultos. La importancia que tienen los adipocitos marrones
es su actividad termogénica la cual esta inversamente relacionada con el indice

de masa corporal y la edad (Feng y col., 2013).

Con base en lo mencionado, la funcién principal del adipocito marrén es la
produccion de calor, accién en la cual esta involucrada la proteina UCP-1 (del
inglés Uncoupling Protein) que se encuentra en la membrana mitocondrial
interna de manera basal y es nombrada de este modo porque es capaz de
disipar el gradiente de protones generado por la cadena respiratoria,

desacoplando de este modo la fosforilacién oxidativa (Justo y col., 2005).



11.L1.2.2.1. Distribucién del tejido adiposo marron.

En roedores, el tejido adiposo marrén se clasifica en interescapular, sub-
escapular y cervical. Estas regiones se encuentran en la parte anterior y
superior del tronco y el cuello, aunque también se desarrolla tejido adiposo
marron alrededor de la aorta y rifiones. Todas estas regiones se denominan
clasicas para distinguirlas de los adipocitos marrones que se localizan en el
tejido adiposo blanco y que aqui denominaremos como beige (Sanchez-

Gurmaches y Guertin, 2014).

La distribucion del tejido adiposo marrén en humanos difiere entre adultos y
recién nacidos, asi como entre ratones y ratas. A diferencia de los roedores, los
humanos no poseen un depoésito de tejido adiposo marrén interescapular
abundante a lo largo de todo su desarrollo (Figura 4), ya que en el caso de
adultos y adolescentes, el depdsito que se identifica como mayoritario es el

encontrado en el area supraclavicular (Enerback, 2010; Richard y col., 2012).
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Figura 4. Localizacion del tejido adiposo marron en infantes y adultos
(Modificado de Enerbéack y col., 2010; Peirce y col., 2014).



[1.1.2.3. Adipocito beige

En los ultimos afos se ha reportado la existencia de otro tipo similar al adipocito
marron que se encuentra distribuido en el tejido adiposo blanco, al cual, por
esta particular caracteristica particular, se ha denominado beige o brite (del
inglés brown in white); en el caso de modelos murinos, las zonas de tejido
adiposo que contienen estos adipocitos en especifico, adquieren una coloracién
beige (Wuy col., 2012).

Estas células en particular fueron reportadas por primera ocasion por Young y
col. en tejido adiposo blanco después de aclimatacion con frio en hembras de la
cepa de ratones BALB/c, denominandose células positivas a UCP-1 (Young y
col., 1984; Irving y col., 2014).

Asi, los adipocitos beige son adipocitos marrones o células positivas a UCP-1
en el tejido adiposo blanco, identificAndolas como un segundo tipo de adipocito
marron diferente al adipocito marrén clasico encontrado en su mayoria en la
region interescapular de ratén (Wu y col., 2012; Carobbio y col., 2013; Lidell y
col., 2014).

La razoén por la cual este adipocito beige es considerado un tercer tipo de célula
adiposa, es que a pesar de compartir caracteristicas morfolégicas con el
adipocito marrén clasico como el alto contenido mitocondrial y multiples gotas
lipidicas, los adipocitos beige tienen expresion de genes diferentes y derivan de
un precursor diferente al de los adipocitos marrones (Okamatsu-Ogura y col.,
2013).



11.1.2.3.1. Localizacion del adipocito beige: diferencias entre el

adipocito beige humano y murino.

La definiciébn de adipocito beige que se explicé con anterioridad es respecto al

tipo celular que se ha encontrado en modelos murinos; sin embargo, en

humanos, las células del tejido adiposo marron se asemejan mas a las

denominadas células beige encontradas en raton que a las células del tejido

adiposo marrén del mismo (Wu y col., 2012).

Lo mencionado anteriormente se basa en estudios realizados recientemente, en

los cuales se sugiere que el tejido adiposo marron encontrado en el area

supraclavicular de adultos humanos es mas del tipo beige que marrén (Cuadro

1), resultados que dejaban en cuestionamiento de si existia la posibilidad que el

tejido adiposo marron hasta ahora identificado en adultos humanos fuera

realmente de este tipo o en realidad solo beige (Cannon y Nedergaard, 2012;
Sharp y col., 2012; Lidell y col., 2014).

Cuadro 1. Diferencias entre adipocito marrén y beige (Modificado de Harms y
Seale, 2013)

Inmunohistoquimica

con anti-Ucp-1

Ubicacion en

Humanos

Ubicacion en

Raton

Origen

Interescapular

Interescapular

Células Myf5*
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Lidell y col., trataron de encontrar respuesta al cuestionamiento planteado de la
existencia real de tejido adiposo marrén en humanos o solamente beige. Para
su estudio, realizaron andlisis en tejido adiposo marrén de la region
interescapular, considerado como tejido adiposo marrén clasico, en infantes, al
igual que en tejido adiposo marrén supraclavicular de adultos. El estudio fue
realizado bajo aprobacién del comité de ética regional de Linkoping, Suecia. Los
resultados mostraron una mayor expresion de Zicl, un gen encontrado de
manera especifica en tejido adiposo marron. Por el contrario, en el caso de la
muestra de tejido adiposo marron supraclavicular, predominé la expresion de
Tbx1, un gen especifico en este caso para adipocitos beige. Con base en estos
resultados (Figura 5), se sugiere que el tejido adiposo interescapular en

humanos es marrén y el supraclavicular beige (Lidell y col., 2013).

Estos resultados dejan la pregunta de qué es lo que sucede respecto al tejido
adiposo blanco y la presencia de adipocitos beige en éste, tal como sucede en
modelos murinos, lo cual es una linea abierta a la investigacién, ya que la
estimulacién de adipocitos beige en tejido adiposo visceral se podria considerar

benéfico por las funciones que éste desempefa.
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Figura 5. Diferencias en la localizacion anatémica del adipocito beige entre
murinos y humanos (Modificado de Bartelt y Heren, 2014).

II.2. Origen del adipocito: Diferenciacion

El proceso que refiere al origen de las células del tejido adiposo, se denomina
adipogénesis, el cual es la diferenciacion de las células madre o
mesenquimales hasta células del tejido adiposo maduras. Durante éste ocurren
diferentes cambios morfologicos desencadenados por la expresion de genes y

proteinas especificas asi como por la sensibilidad a hormonas (Moseti y col.,
2016).
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11.2.1. Modelos de estudio: Células 3T3-L1

Las lineas celulares establecidas, como las células 3T3-L1, una linea celular de
preadipocitos, son utilizadas ampliamente para estudiar mecanismos
moleculares relacionados con la diferenciacién de adipocitos, conocida también

como adipogénesis (Green y Kehinde 1975; Farmer 2006).

Una vez que los preadipocitos 3T3-L1 alcanzan la confluencia, se detiene su
crecimiento por contacto, conocido como inhibicion por contacto. En un estado
fisiolégico, el proceso de diferenciacion requiere de un estimulo enddécrino en el
que en su mayoria involucra la insulina, IGF-1 (del inglés insulin growth factor-
like 1), la hormona de crecimiento y glucocorticoides, entre otros. De igual
forma, para que se lleve a cabo el proceso de diferenciacion o adipogénesis, en
las células 3T3-L1, se requiere de factores adipogénicos que promuevan la
diferenciacion como suero fetal bovino (SFB), dexametasona (como
glucocorticoide), isobutilmetilxantina (IBMX) e insulina. Las células estimuladas
vuelven a entrar inmediatamente en el ciclo celular, requiriendo previamente
uno o dos ciclos de division celular, conocido como expansion clonal mitética,
durante las primeras 48 horas. Durante este tiempo, las células expresan
factores de transcripcion adipogénicos especificos, asi como reguladores del
ciclo celular. Después de este evento, las células comprometidas se someten a
la diferenciacién terminal que se caracteriza por la produccion de gotas
lipidicas, asi como la expresion de mdltiples programas metabdlicos
caracteristicos de las células adiposas maduras. Dentro de las caracteristicas
particulares que esta linea celular adquiere cuando se diferencia, es el cambio
en su morfologia del tipo fibroblasto a una esférica con acumulacion de gotas
lipidicas (Farmer, 2006).
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[1.2.2. Factores de transcripcion involucrados en la diferenciacién

Durante el proceso de diferenciacion, diferentes factores nucleares de
transcripcion se ven involucrados. Dos familias de estos factores tienen
principal relevancia en la adipogénesis, C/EBP (de inglés, CCAAT/enhancer
binding protein) y PPAR (del inglés, peroxisome proliferator activated receptor)
(Guo y col., 2014).

La familia C/EBP, se encuentra altamente expresada en adipocitos. La
estimulacion de la expresion de C/EBP B y 6 resulta de la fosforilacion de CREB
(del inglés cyclic AMP response element-binding protein) mediada por la
isobutilmetilxantina, que inhibe a la fosfodiesterasa e incrementa los niveles de
AMPc promoviendo con ello la diferenciacion. La dexametasona también esta
involucrada en la expresion de C/EBP & en etapas tempranas de la
diferenciaciéon y su principal funcion es activar a C/EBPa, el cual sera
responsable de la activacion de genes especificos de cada tipo de adipocito ya
que es un importante factor de transcripcion en el control de la homeostasis
energética. De igual manera C/EBP [ activa la expresion de PPARy
(correspondiente a la familia de PPAR), el cual se considera el principal inductor
de la expresién de genes que promueven la adipogénesis, en conjunto con
C/EBPa (Guo y col., 2014).

La insulina es otro de los inductores involucrados en la diferenciacion; ésta tiene
la funcion de estimular la entrada de glucosa a las células para que sea
almacenada en forma de triglicéridos y con ellos promover la diferenciacion al
tipo de adipocito en particular. Por lo tanto, el estimulo dado a las células en
cultivo para promover la diferenciacion genera dos estadios particulares, la
etapa temprana en la cual encontraremos una alta expresion de C/EBPS y
C/EBPS vy la etapa tardia en la cual se encuentran mayoritariamente PPARy y
C/EBPa (Moseti y col., 2016).
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PPARYy es, por lo tanto, un regulador clave del desarrollo de los adipocitos in
vitro e in vivo. Es necesario para que se lleve a cabo la diferenciacion de
adipocitos y en muchos casos es también suficiente para convertir a los
precursores en células adiposas. Se encuentra en dos isoformas diferentes
denominadas, PPARy1 y PPARy2, de las cuales, PPARy2 se expresa en su
mayoria en el tejido adiposo. Este importante factor de transcripcién, pertenece
a los PPARs, que en general, son miembros de la superfamilia de receptores
nucleares y tienen la caracteristica de ser activados por una variedad de
coactivadores. Esta familia de receptores estd conformada por tres subtipos
diferentes, PPARa, B/d, y, todos los cuales son importantes reguladores del
metabolismo de lipidos y carbohidratos en diferentes tejidos, no solamente el

adiposo, incluyendo el musculo esquelético y el higado (Sierbaek y col., 2010).

[1.2.3. Factores involucrados en la diferenciacion del adipocito marrén y

beige.

PPARYy es el factor de transcripcion principal durante la diferenciacion de los
adipocitos en general, tanto adipocito blanco, marron como beige. Sin embargo,
a pesar de ser clave durante la adipogénesis, necesita de coactivadores
especificos los cuales si difieren en cada caso. Por ejemplo, el coactivador TIF2
conduce a un adipocito blanco, mientras que los factores de transcripcion
PPARa y FOXC2, SRC1, PGC - 1a y PRDM16 promueven la adipogénesis a un
fenotipo marrén (Peirce y col., 2014).

En el caso especifico del adipocito marrén y beige, PGC-1a (del inglés PPARYy-
Coactivador 1) y PRDM16 son los principales factores reguladores. PGC1 es
una familia de coactivadores que esta conformada por tres miembros: PGC-1q,
PGC-18 and PGC-1. Son coactivadores, principalmente, del factor de

transcripcion PPARy y del receptor a la hormona tiroidea los cuales son
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inducidos en el tejido adiposo marrén y el masculo esquelético en respuesta a
la exposicion al frio, con lo cual se consideran importantes en la regulacion de
la termogénesis adaptativa, regulando la biogénesis mitocondrial y el
metabolismo energético. También pueden interactuar con otros factores de
transcripcion importantes en la regulacion de la diferenciacion de los adipocitos
como PPARa y SREBP (del inglés sterol regulatory element binding protein)
siendo por tal motivo reguladores importantes del metabolismo de lipidos y la

homeostasis energética (Puigserver y col., 1998; Lin y col., 2005).

PRDM16 (del inglés PRD1-BF-1-RIZ1 homologous domain containing protein-
16), es otra proteina involucrada en el proceso, del tipo dedos de zinc de 140
kDa, la cual se encuentra altamente expresada en el tejido adiposo marron en
comparacién con el tejido adiposo blanco. Esté relacionada en su funcién con
PGC-1a, ya que no solamente induce el aumento en la expresion de éste,
también se puede unir a €l al igual que a PGC-1 para aumentar la actividad de
ambos. De igual forma PRDM16 puede unirse a los otros factores de
transcripcion ya mencionados como PPARy, PPARa y a los miembros de la
familia C/EBP (Kajimura y col., 2010).

Es asi como PPARa, es otro factor altamente involucrado en la diferenciacion
de los adipocitos marrones y beige ya que activa la expresiéon de UCP-1,
PRDM16 y PGC1a. Este factor de transcripcion se encuentra expresado
también en los adipocitos marrones y esté involucrado en el paso de un fenotipo
blanco a marrén, siendo activado por diferentes tipos de agonistas. De sus

funciones principales se encuentra el regular la $-oxidacién (Seale, 2015).
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[1.2.4. Origen del adipocito blanco y marrén

Los adipocitos beige y marron tienen diferencias en funcion, morfologia y
depdsito en el cual se encuentran. La misma diferencia existe en cuanto a su
origen, ya que el precursor comun para el tejido adiposo marrén es del linaje
Myf5 positivo, pero no exclusivo, siendo también precursor para los adipocitos
del tejido blanco subcutaneo y visceral, mientras que para los depdsitos de
tejido adiposo blanco inguinal y perigonadal su precursor es el linaje Myf5
negativo (Figura 6). Por esta razén por la cual no puede generalizarse al tejido
adiposo marrén como linaje positivo y al blanco como negativo (Sanchez-

Gurmaches y Guertin, 2014).

El origen de los adipocitos marrones y blancos mencionado, se refiere al caso
de los modelos animales murinos, ya que hablando de la especie humana, no

se tiene claro si comparten esta particularidad.

[1.2.5. Origen del adipocito beige

El origen de los adipocitos beige alun no esta claro del todo, sin embargo, se
tienen diferentes modelos que proponen el origen de éstos (Figura 6). La
primera propuesta es que los adipocitos beige se originan por
transdiferenciacion de los adipocitos blancos existentes, mientras que la
segunda, propone que existe un precursor diferente al del adipocito blanco del
cual se origina (Sanchez-Gurmaches y Guertin, 2014). La dudltima esta
fundamentada en la observacion de que los adipocitos beige se encuentran en
conjunto dentro del tejido adiposo blanco y no aislados, razén por la cual se
cree deben tener un origen clonal derivado de un precursor (Nedergaard y
Cannon, 2014).
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Los modelos descritos presentan complejidad. En el caso de la propuesta de
transdiferenciacion, se tienen resultados diferentes de acuerdo al tipo de
depdsito de tejido adiposo en cuestion, ya que en algunos casos cuando se
estimula el tejido adiposo blanco con un agonista que estimula proliferacion de
los adipocitos beige, se observa que surgen de un precursor, mientras que bajo
el mismo estimulo, los beige encontrados en el tejido adiposo blanco inguinal

surgen por transdiferenciacion (Cinti, 2009; Lee y col., 2012a).
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Figura 6.- Diferenciacion de célula progenitora en cada tipo de adipocito

maduro.

Si se analiza la segunda propuesta del origen de los adipocitos beige, el
precursor para los adipocitos del cual provengan dependera del tejido adiposo
blanco donde estén, ya que como se mencion6 anteriormente, es diferente para

cada depdsito. Por lo tanto, los adipocitos beige que se localizan en el tejido
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adiposo blanco peri-gonadal e inguinal son del linaje Myf5 negativo, mientras
que los originarios del tejido adiposo blanco subcutdneo y visceral seran Myf5
positivo. En este caso se repite la excepcion ya que no todos los adipocitos
beige son de origen Myf5 negativo, teniendo como conclusion que los
adipocitos beige de diferentes depdsitos, tendran diferentes origenes (Sanchez-
Gurmaches y col., 2012; Seale y col., 2008).

I1.3. Marcadores especificos de cada tipo de adipocito

Para poder identificar o caracterizar los diferentes tipos de adipocitos que se
han descrito no es suficiente con la observacion y analisis de su morfologia y
funcién, sobre todo en el caso especifico del adipocito beige, el cual comparte
particularidades de los adipocitos marrones y esta localizado dentro del tejido
adiposo blanco (en el caso de modelos murinos) (Wu y col., 2012; Schulz y col.,
2013).

Por tal razon, es necesario identificar caracteristicas particulares. En el caso de
los adipocitos beige, éstos son multiloculares, con mayor densidad de
mitocondrias. Ademas, tienen expresion de genes similares a los adipocitos
marrones como UCP-1, PPARGC1A, y CIDEA, pero carecen de otros
marcadores especificos de los mismos como Zicl (factor de transcripcién de
dedos de zinc 1), Lhx8 (homeobox de la proteina LIM 8), Meox3, y PRDM16, lo
que los diferencia entre si. De igual forma carecen de la expresion del marcador
especifico de adipocitos blancos, TCF 21, pero comparten la expresion de
Hoxc9. Sin embargo, a pesar de compartir similitudes y marcadores con los
adipocitos marrones y blancos, los adipocitos beige presentan la expresion de
marcadores especificos como, CD137 (miembro 9 de la superfamilia de
receptores TNF), Cited1l (Transactivador asociado CBP/p300), Thx1 (factor de

transcripcion asociado a T-box) y Tmem26 (transmembrana 26) (Cuadro 2), lo
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gue marca que sea un tipo celular diferente (Petrovic y col., 2010; Walden y
col., 2012; Wu y col., 2012).

Cuadro 2. Marcadores especificos expresados en cada tipo de adipocito.

Adipocito Marcadores Factores de Activadores
Transcripcion
Marron Zicl Cebp/p Frio
Tiazolidinedionas
Lhx8 Pdrm16 Péptidos Natriuréticos
Eval Pgc-1a Hormona Tiroidea
FGF21
Meox3 Ppar- a BMP7
Orexina
Pdk4 Ebf2
Epstill
Beige Cd137 Cebp/B Frio
Tiazolidinedionas
Cited1 Pdrm16 Péptidos Natriuréticos
Tmem26 Pgc-1a FC_;FZI
Irisina
Thx1
Shox2

Algunos articulos sugieren que el tejido adiposo marron en humanos tiene una
composicion celular mas similar a los adipocitos beige murinos ya que algunos
marcadores que se han designado especificos de los adipocitos beige como,
CD137, TMEM 26 y TBX1, se han encontrado expresados en adipocitos
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marrones humanos, aunado a que ciertos analisis histoldgicos de tejido adiposo
marrén muestran que los adipocitos marrones humanos comparten el mismo
depdsito con adipocitos blancos formando agrupaciones caracteristicas de los

adipocitos beige murinos (Sharp y col., 2012; Wu y col., 2012).

Respecto a la funcién y caracteristicas de los marcadores que se han
designado como especificos del adipocito beige se sabe que CD137 (también
conocido como 4-1BB 6 TNFRSF9) es miembro de la familia de los receptores a
TNF (factor de necrosis tumoral). Se conoce por su funcién en los linfocitos T
activados (CD4+ Y CD8+) como molécula coestimuladora siendo por lo tanto un
regulador importante del sistema inmune. Se le ha denominado como marcador
de los adipocitos beige, ya que se ha encontrado de manera especifica en estas
células comparado con los adipocitos blancos o marrones. Se sugiere, que la
funcion de esta molécula en los adipocitos beige podria estar relacionada con la
expresion de la molécula UCP-1, ya que en un estudio realizado por Kiskinis y
col. se observé que al reprimir la expresion de CD137 en adipocitos beige, se
inhibe también la expresion de UCP-1 (Kiskinis y col., 2007; Chu-Dinh y Chu,
2014).

El otro marcador importante mencionado, considerado también especifico de
los adipocitos beige es CITEDL1 (del inglés CBP/p300-interacting transactivators
with glutamic acid [E]/aspartic acid [D]-rich C-terminal domain) que es una
proteina nuclear de unién a CBP/p300 y es considerada factor de transcripcion
corregulador, ya que no se une directamente al ADN. Una de sus funciones
reportadas es como factor de transcripcion coactivador del receptor a
estrogenos. Dentro de las funciones de CITED1 se encuentran el aumentar la
transcripcion mediada por el factor de transcripcion SMAD de manera
dependiente a CBP/p300 (Yahata y col., 2001). Se considera que CITED1 es un
marcador de adipocitos beige en humanos y murinos ya que bajo un estimulo

cronico B3 adrenérgico es expresado en células positivas a UCP-1 en el tejido
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adiposo inguinal, consideradas beige en ratones, contrario al control y siendo
también expresado en células del tejido adiposo marron en humanos que se

asemejan mas a los adipocitos beige en ratones (Sharp y col., 2012).

II.4. Adipocitos beige y su actividad termogénica: alternativa contra la

obesidad

La proteina UCP-1, que es altamente expresada en adipocitos marrones (y de
especial relevancia en su expresion en adipocitos beige), es la encargada de
mediar la produccion de calor llevada a cabo por éstos. UCP-1 esté localizada
en la membrana interna de la mitocondria. Puede ser activada por estimulos
como el frio y la norepinefrina, involucrando receptores acoplados a proteinas G
gue activan a la adenilato ciclasa e incrementan los niveles de AMPc. Este
segundo mensajero activara la sefalizacion mediada por la proteina cinasa A
(PKA) activando la lipdlisis y teniendo liberacion de &cidos grasos libres a partir
de triglicéridos. Estos acidos grasos son el sustrato de la termogénesis,
resultando un gradiente de protones a través de la membrana mitocondrial por
accion de su combustion. Es aqui donde la proteina UCP-1 reduce el gradiente
de protones a través de la membrana (Figura 4), facilitando el flujo de éstos
desde el espacio intermembranal a la matriz mitocondrial, generando

produccion de calor (Sarjeant y Stephens, 2012; Kajimura y Saito, 2013).
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Figura 7. Localizacion y funcion de la proteina UCP-1 en adipocitos marrones
(Modificado de Kajimura y Saito, 2013).

La importancia de los adipocitos beige, es debida a la similitud que comparten
con los adipocitos marrén en su capacidad termogénica gracias a la presencia
de la proteina UCP-1, siendo de vital importancia si tienen la capacidad de estar
presentes dentro del tejido adiposo blanco. Se ha mostrado que la expresiéon de
esta proteina en tejido adiposo blanco, por efecto de los adipocitos beige,
aumenta la capacidad anorexigénica de la leptina y la adiponectina, lo cual
reduce el consumo de alimento e incrementa el gasto de energia, lo que
muestra un mecanismo importante de resistencia a la obesidad (Okamatsu-
Oguray col., 2013).

Aunado a lo anterior, se ha observado una caracteristica particular en modelos

de ratones transgénicos o knockout que desarrollan adipocitos beige en tejido
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adiposo blanco. Esta caracteristica es la resistencia a la obesidad por factor
genético o dieta. Lo anterior se confirma en estudios de evaluacion de la
capacidad termogénica de los adipocitos beige in vitro, donde se lleva a cabo la
diferenciacion de adipocitos beige a partir de preadipocitos de raton o humano,
los cuales muestran su capacidad termogénica ante estimulacién adrenérgica
(Seale y col., 2011; Aufret y col., 2012; Okamatsu-Ogura y col., 2013; Lee y col.,
2014b).

I1.4.1. Terapias actuales contra la obesidad

Los terapias actuales contra la obesidad van dirigidas a tres blancos
estratégicos: supresion del apetito, inhibicion de la absorcion de la grasa e

incremento en el consumo de energia y termogénesis (Cheung y col., 2013).

El principal objetivo de los tratamientos contra la obesidad es la pérdida de peso
en los pacientes y lograr que esta pérdida se pueda mantener, para asi ayudar
a la mejora de otras consecuencias generadas por la obesidad mencionadas
anteriormente, sin perder de vista que al igual que otras patologias, los
medicamentos contra la obesidad requieren de un uso prolongado, punto que
debe ser considerado al ser evaluados en su seguridad y eficacia (Yanovski y
Yanovski, 2014).

Respecto a lo anterior, se puede mencionar el caso del medicamento
combinado de anfetaminas: fenfluramina y fentermina, efectivo en la pérdida de
peso pero con severos efectos adversos como hipertensién pulmonar y
enfermedad cardiaca valvular lo que origind que tuviera que ser retirado del
mercado; por esta razon, las probleméaticas secundarias de las terapias contra

la obesidad deben ser un factor importante a considerar (Kim y col., 2014).
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11.4.2. Problemética de las terapias actuales contra obesidad

Los medicamentos desarrollados hoy en dia como terapia contra la obesidad

tienen eficacia limitada y efectos adversos considerables que provocan poca

tolerancia y seguridad de éstos (Cuadro 3). Es por esta razén que investigar

nuevas alternativas seguras para una patologia como la obesidad son

necesarias (Cheungy col., 2013).

Cuadro 3. Medicamentos utilizados para el tratamiento de la obesidad.

(Modificado de Cheung y col., 2013; Kim y col., 2014; Yanovski y Yanovski,

2014).
MEDICAMENTO | MECANISMO EFECTOS ADVERSOS ESTATUS
DE ACCION ACTUAL
Fentermina Noradrenérgico | - Insomnio Aprobado
Causa - Alteracion del ritmo cardiaco
supresion del | - Dolor de cabeza
apetito - Ansiedad
- Diarrea
Orlistat Inhibidor de la | - Flatulencias Aprobado
Lipasa - Incontinencia fecal
- Riesgo a insuficiencia renal
Lorcaserina Agonista del | - Dolor de cabeza Aprobado
receptor - Nauseas
serotoninérgico | - Fatiga
5HT2C, - Dolor de espalda
causando - Depresion
supresion del | - Ansiedad

apetito
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Sibutramina Inhibe la - Insomnio Retirado

recaptacion de | - Dolor de cabeza en 2010
serotoninay | - Limitada eficacia en la
norepinefrina | pérdida de peso

- Riesgos cardiovasculares y

cerebrovasculares

Fentermina/ Activador de | - Insomnio Aprobado
receptor - Mareos reciente-
Topiramato noradrenérgico | - Elevacion en el ritmo mente
y GABA, cardiaco (2012)
promueve - Cansancio
sefial - Pérdida de coordinacion

anorexigénica. | - Confusion
Suprime apetito | - Nerviosismo
y causa - Pérdida de memoria
pérdida de

peso

[1.4.3. Alternativas terapéuticas

Una de las alternativas que se estudian hoy en dia y tomando en consideracién
las funciones mencionadas de cada tipo de adipocito, es lograr un incremento
en la cantidad de adipocitos del tipo marrén, aumentando con ello el volumen
de tejido adiposo del mismo. Esta via ha sido tema de estudio en los ultimos
afios, ya que ésto podria significar una alternativa terapéutica contra la
obesidad, gracias a la actividad termogénica del tejido adiposo marrén
mencionada con anterioridad. Aunado a la funcion de los adipocitos marrones,
se encuentran los adipocitos beige, los cuales posiblemente contribuyen en esta

actividad del tejido adiposo marrén, con lo cual son un blanco importante a
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estudiar, disefiando estrategias para estimular su proliferacién en tejido adiposo
blanco donde se encuentran localizados, o propiciar la diferenciacion de sus

precursores encontrados en el mismo (Carey y col., 2014).

[1.5. Accidn de factores enddécrinos en el tejido adiposo

Actualmente sabemos que el tejido adiposo no es un simple depdsito de grasa,
este concepto cambié desde el hallazgo hace mas de dos décadas de la
leptina, con lo cual se establecid su participacidon como un érgano enddcrino de
gran importancia. Varias moléculas liberadas por los adipocitos tienen actividad
enddcrina, pero también pardcrina y autocrina, y la homeostasis de este
organo/tejido se encuentra bajo la influencia de diversos factores (Villarroya y
col., 2013) que se aprovechan en el laboratorio para el control de su

funcionamiento y a continuacién se describen.

11.5.1. Hormona Tiroidea

La hormona tiroidea conocida como triyodotironina (T3), es una hormona que
afecta a varios procesos fisiolégicos del cuerpo. Esta hormona actia a través
de receptores nucleares tiroideos que interactian con elementos responsivos a
tiroideas. Estos receptores son codificados por dos genes y tienen mdultiples
isoformas (Ta y TB) (Bianco y Kim, 2006).

La hormona tiroidea estimula procesos de lipdlisis y lipogénesis en tejido
adiposo. En el caso de la lipogénesis, ocurre por accion directa sobre los genes
involucrados en dicho proceso, aumentando su expresién. También tiene un

efecto regulando la diferenciacion de los adipocitos, ya que el tejido adiposo
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blanco expresa todas las isoformas de los receptores nucleares para la

hormona tiroidea (Obregdn, 2008).

En el tejido adiposo marrdn, se sabe que la hormona tiroidea induce también la
diferenciacion de los preadipocitos marrones y es un suplemento utilizado de
manera comun en el medio de diferenciacion para el desarrollo de adipocitos
marrones en cultivo (Sarjeant y Stephens, 2012). La hormona tiroidea también
induce un incremento en la expresion de UCP-1 mediante la accion a traves del
receptor con isoforma TR, cuando hay un estimulo como el frio, siendo

requerida para una accion termogénica completa (Ribeiro y col., 2010).

Para el caso de los adipocitos beige, estudios recientes sugieren que el
tratamiento con T3, puede inducir el desarrollo de estos adipocitos en el tejido
adiposo blanco debido al incremento en la expresion de UCP-1 que genera pero

también a un aumento en la biogénesis mitocondrial (Lee y col., 2012b).

11.5.2. Glucocorticoides

Los glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en los roedores) son
las hormonas endogenas del estrés que afectan a casi todos los 6rganos y
tejidos en el cuerpo, la regulacion de diversos procesos fisioldgicos, incluida la
energia, homeostasis (metabolismo), la respuesta inmune, crecimiento, la
reproduccion, el comportamiento, la proliferacién celular y la supervivencia. En
la fisiologia normal, la activacibn desencadenada por el estrés del eje
hipotalamico- pituitario- adrenal (HPA) induce la sintesis y secrecion de
glucocorticoides en la corteza suprarrenal, que esta estrechamente regulada
por la inhibicion en retroalimentacion del eje HPA. El papel esencial de los

glucocorticoides es suministrar suficiente glucosa en la circulacion para el
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cerebro y asegurar la supervivencia del organismo en las condiciones de estrés

de o la ingesta reducida de alimentos (Patel y col., 2014).

Ademas de alterar la ingesta de alimentos, los glucocorticoides también pueden
afectar el metabolismo y promover el almacenamiento acidos grasos en exceso.
Hay dos vias a través de las cuales el tejido adiposo podr4 incrementar en
masa en el desarrollo de la obesidad. Los adipocitos pueden hipertrofiarse
debido al aumento de la sintesis y el almacenamiento de los lipidos, o puede
ocurrir hiperplasia debido al aumento de la diferenciacion de los preadipocitos
adipocitos maduros (adipogénesis). La lipogénesis y la adipogénesis, pueden
ocurrir como resultado de la exposicion a glucocorticoides. Los preadipocitos,
son estimulados para diferenciarse en adipocitos maduros por cortisol y
dexametasona en wuna manera dosis dependiente. De hecho, Ilos
glucocorticoides son requeridos para inducir la diferenciacion de células

estromales, asi como de los preadipocitos 3T3-L1 (Peckett y col., 2011).

En el tejido adiposo marrén, los glucocorticoides tienen un efecto inhibidor
sobre la actividad del tejido adiposo marron en modelos de roedores. Los
glucocorticoides aumentan el apetito al estimular la lipolisis y suprimir la
termogénesis (en su mayoria la inducida por norepinefrina que da la activacion
de UCP-1). Los glucocorticoides también inhiben la expresion y funcion de los
receptores B1 y B3 adrenérgicos dentro de tejido adiposo marron (Reddy y col.,
2014).

11.5.3. El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF21)

Los factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs), son un grupo de hormonas
enddcrinas que tienen diferentes efectos en el metabolismo. Se ha observado

que la administracion tanto in vitro como en in vivo, incrementa la expresion de
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la proteina UCP-1 al igual que la expresién de otros genes relacionados con el
tejido adiposo marron. Su funcion es dependiente de PGC-1a, otro gen que se
expresa en adipocitos marrones o0 beige, ya que en estudios con cultivo de
adipocitos primarios extraidos de ratones knockout para PCG-1aq, el efecto de
FGF-21 se ve disminuido. Esto sugiere la relacién de FGF21 en el proceso de
adipogénesis del tejido adiposo marron y de la homeostasis de la energia
(Fisher y col., 2012).

De igual forma, el tratamiento a preadipocitos humanos con FGF21 activa
genes especificos de los adipocitos beige e involucrados en el proceso de
conversion a tejido adiposo marrén también. Estos resultados sugieren que
FGF21 puede ser un factor endocrino para controlar la aparicién y actividad de

los adipocitos beige (Lee y col., 2014a).

[1.5.4. Proteina morfogénica de hueso (BMP)

La proteina morfogénica de hueso (BMP), esta involucrada en la adipogénesis

del tejido adiposo marrén al igual que con la regulacion y el gasto energético.

Existen varios tipos de BMPs, las involucradas en tejido adiposo que se han
observado son: BMP4, que lleva a células mesenquimales a un linaje de
adipocitos blancos, y BMP7, que participa en la formacién de adipocitos
marrones. Sin embargo, existen estudios realizados con células
pluripotenciales, las cuales recibieron tratamiento con BMP4 y BMP7 para
observar las diferencias en induccién, observando que ambas activan
adipogénesis de los adipocitos marrones e inducen la expresion de la proteina
UCP-1, al igual que de otros reguladores del tejido adiposo marrén como la
proteina PRDM16 y la induccion de la biogénesis de mitocondrias. De igual

forma se observé que BMP4 indujo adipocitos del tipo marrén en ambos tipos
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de preadipocitos, tanto blanco como marrones, incrementando la expresion de
la proteina TMEM26, que se encuentra tanto en adipocitos marrones como en
adipocitos beige. Esto muestra un potencial de las BMPs para generar
adipocitos marrones y su posible aplicacion terapéutica en obesidad (Xue y col.,
2014).

11.5.5. Acido Retinoico

El acido retinoico, es un derivado de la vitamina A (en su forma de acido
carboxilico), que tiene funciones como crecimiento celular, diferenciacion y
apoptosis en diferentes tejidos. De igual forma tiene actividad de agonista en
receptores nucleares hormonales, incluyendo los receptores a acido retinoico

(RAR) y los receptores nucleares PPARy (Murholm y col., 2013).

El &cido retinoico tiene relevancia en tejido adiposo marrén porque estimula la
expresion de la proteina UCP-1, actuando de manera directa sobre el gen de
UCP-1 que contiene elementos responsivos a RAR en la region promotora del
gen, lo cual promueve la expresién de la proteina en adipocitos murinos en

cultivo (Mercader y col., 2010).

En modelos in vivo, se ha observado un aumento en la expresion de UCP-1 por
efecto del acido retinoico, tanto en tejido adiposo marron como en el tejido
adiposo blanco (Mercader y col., 2006; Mercader y col., 2010).
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11.5.6. Hormona de Crecimiento: Funciones

La hormona del crecimiento (GH por sus siglas en inglés), regula diferentes
funciones en el organismo, como el crecimiento, la homeostasis metabdlica y la

adiposidad, siendo de especial relevancia ésta Ultima (Stout y col., 2014).

La GH es una proteina de 191 aminoacidos, con un peso molecular de 22 kDa.
Se secreta en la glandula pituitaria anterior, la cual esta regulada por el
hipotalamo. El &rea del hipotdlamo encargada de controlar la hormona de
crecimiento involucra el nucleo paraventricular anterior y el area anterior. La
liberacion de la GH esta regulada por dos hormonas, una que estimula su
liberacibn denominada hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH)
y otra denominada somatostatina que inhibe la liberacién de la GH (Brazeau y
col., 1973).

La secrecion de la GH también puede ser regulada por otras hormonas
diferentes como el factor de crecimiento tipo insulinico 1 (IGF-1). GH induce la
sintesis y secrecion de IGF-1 en el higado, que a su vez inhibira la secrecion de
GH directamente o mediante la estimulacion de somatostatina. La grelina es
una hormona encontrada en el tracto gastrointestinal y en el sistema nervioso

central y su efecto es estimular la produccion de GH (Kamegai y col., 2004).

Las funciones de la GH son el crecimiento, la diferenciacién y el metabolismo
celular en los diferentes 6rganos en los que tiene efecto como el higado, el
musculo esquelético, el tejido 6seo y el tejido adiposo (Chia, 2014).

Uno de los efectos de la GH se da en el higado, en donde actta sobre el
metabolismo general. La GH incrementa los niveles de glucosa al incrementar
la produccion hepatica de glucosa activando vias como glucogendlisis y
gluconeogénesis. Respecto al musculo esquelético, el efecto de GH es en

conjunto con IGF-1, promoviendo el crecimiento en dicho tejido al igual que su
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reparacion y regeneracion, procesos que controlan mediante el incremento de

la sintesis de proteinas (Stout y col., 2014).

[1.5.6.1. Receptor de la hormona de crecimiento

La GH ejerce su accidn via su receptor el cual es una proteina transmembranal
con 246 aminoacidos correspondientes al dominio de unién a la hormona, una
parte transmembranal de 24 aminoacidos y finalmente 350 en el dominio
intracelular. Este receptor es de la familia de los receptores de citocina cuya
particularidad es que forma homodimeros sin actividad cinasa intrinseca. Cada
homodimero del receptor esta asociado de manera no covalente a una
molécula Tirosin Cinasa de la familia Janus 2 (JAK2 por sus siglas en inglés)
(Figura 7). Una vez que la GH se une a su receptor y genera cambios
conformacionales, estas moléculas llevardn a cabo transfosforilacion, iniciando

asi, la sefializacion de la hormona (Rosenfeld y col., 2007).
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Figura 8. Vias de sefializacion de la hormona de crecimiento (GH) (Modificado

de Rosenfeld y col., 2007).
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[1.5.6.2. Hormona de crecimiento y obesidad

Durante un estado de obesidad, se presenta una disminucién en la produccién
de la hormona de crecimiento, porque existe una relacidbn negativa entre la
cantidad de tejido adiposo visceral y la secrecion de la hormona (Berryman y
col., 2013), lo cual se ve reflejado en una disminucion de su vida media. De
acuerdo a los efectos anteriormente mencionados de la hormona sobre el tejido
adiposo, resulta congruente que se encuentren niveles bajos de ésta en
obesidad, ya que al ser una hormona con actividad lipolitica se sugiere que los
niveles bajos encontrados de ésta en obesidad pueden contribuir a la
progresion de la enfermedad. EI mecanismo mediante el cual se reduce la
concentracion sérica de esta hormona no es del todo claro, sin embargo, varios
estudios sugieren que otra hormona puede estar implicada, la insulina, porque
la concentracion sérica de ésta se encuentra correlacionada negativamente
cuando se compara entre pacientes obesos y sanos. La accion inhibitoria que
tiene la insulina en la produccion de GH puede ser a nivel de alteraciones en el
funcionamiento del hipotalamo, aunado a que podria estar contribuyendo al
suprimir directamente la funcién de la glandula pituitaria, observando reduccion
en la sintesis y liberaciéon de la GH en cultivos primarios de hipofisis (Gahete y
col., 2013).

Estos efectos observados a causa de la disminucién de la GH en obesidad,
pueden ser originados porque el receptor se ve modificado durante este estado
de obesidad (Berryman y col., 2013). La expresion del receptor de GH (GHR) se
ve disminuida bajo diferentes circunstancias, por ejemplo, en un estudio que se
realiz6 comparando a mujeres con un grado de obesidad contra mujeres
delgadas, la expresion de ARNm del GHR esta disminuida en el tejido adiposo
blanco visceral y subcutaneo proveniente de mujeres con obesidad (Erman y
col., 2011).
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El conocimiento sobre los efectos de la GH en la estimulacién de la lipélisis y
adipogénesis, han permitido realizar estudios clinicos de su administracion, no
encontrando resultados significativos en la pérdida de peso (Chaves y col.,
2013).

II.6. Hormona de crecimiento y su efecto en el adipocito

La relacion que existe entre la GH y el tejido adiposo es directa ya que tanto
adipocitos maduros como preadipocitos expresan el receptor a la hormona en
su forma funcional (Schaffler y col., 2006) lo que le permite ejercer su efecto,
ademas de que este receptor estd ampliamente expresado en todos los tipos

celulares que componen al tejido adiposo blanco (Berryman y col., 2013).

Dentro de las funciones encontradas en tejido adiposo, se puede mencionar la
capacidad de la GH de estimular diferenciacion de preadipocitos (List y col.,
2011); sin embargo, existen discrepancias en cuanto a la funcién precisa de
esta hormona sobre la diferenciacion de preadipocitos en el tejido adiposo, ya
que esta funcion se deduce de lo observado en preadipocitos extraidos de
ratones que tienen poco desarrollo del tejido adiposo visceral, y al tratar a estas
células con hormona del crecimiento, no hay un efecto en la proliferacion y

diferenciacion (Schaffler y col., 2006).

Contrario a estos resultados, en cultivos primarios de tejido adiposo de rata y
humano se ha observado que la GH estimula proliferaciéon pero inhibe
diferenciacion, sin embargo, es necesaria para la diferenciacion de células
mesenquimales y clonas de lineas celulares de tejido adiposo (Nam y Lobie,
2000).

En algunas lineas celulares, la GH tiene un efecto dual, ya que en preadipocitos

3T3-F442A tiene un efecto directo inicial para promover la adipogénesis, para
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después de manera indirecta inducir el IGF-1 (factor de crecimiento tipo insulina
1) y asi estimular el crecimiento de las células ya comprometidas (Sarjeant y
Stephens, 2012).

En estudios in vivo, observaron pérdida de grasa corporal en pacientes tratados
con GH (0.5 mg/dia), asi como también se observaron cambios en el nimero y
volumen de las células adiposas, teniendo un aumento y disminucion de estos
paradmetros respectivamente, en pacientes con deficiencia de GH que tienen
menor numero de adipocitos pero con mayor volumen, mostrando asi actividad

adipogénica (Chaves y col., 2013).

[1.6.1. Vias de sefializacion de la hormona de crecimiento en adipocitos
11.6.1.1. Via JAK-STAT

Una de las vias de sefalizacion principales que activa la GH, es la via JAK-
STAT, por la cual se explican sus efectos en adipocitos. Dentro de la
sefalizacion que genera, la GH activa a STAT-5, que esta involucrada en
adipogénesis in vitro e in vivo, promoviendo el desarrollo de los adipocitos
(Sarjeant y Stephens, 2012). Estudios realizados en la linea celular de
adipocitos 3T3-L1 lo demuestran, al observar que las proteinas STAT-5
activadas por la GH inducen la expresion de PPARYy, sugiriendo que éste podria
ser el mecanismo mediante el cual promueve la diferenciacion en adipocitos
(Kawai y col., 2007).
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11.6.1.2. Via RAS/IMAPK

La via de sefalizacion RAS/MAPK es otra de las vias que puede ser activada
por la GH, la cual estimula la unién de la proteina adaptadora Shc (Proteina
homologa a Src) al complejo del receptor unido a la enzima JAK (Cinasa de
GHR-JAK). Esta accién genera fosforilacion de la proteina adaptadora Shc y su
unién a Grb2 y al factor intercambiador de nucledtidos de guanina SOS, para
dar la subsecuente activacion de Ras, Raf, MEK y ERK1/2. ERK 1/2, a su vez,
fosforilara al factor de transcripcion CEBPf3, resultando en su translocacién al
nacleo para la transcripcion de genes relacionados con la diferenciacion de

preadipocitos en adipocitos maduros (Kajimura y col., 2001).

11.6.1.3 Via PI3K

Ademas de activar las vias de JAK-STAT y RAS/MAPK, la GH también puede
activar la via de PI3K, a través de la fosforilacion de la tirosina de las proteinas
adaptadoras denominadas sustratos del receptor a la insulina (IRS). GH puede
estimular la fosforilacion de IRS-1, IRS-2 e IRS-3, lo cual permitird que se
asocien con moléculas como p85 que es una subunidad de la cinasa PI3K. En
esta via se ha asociado a la GH con la inhibicibn de la translocacion del
transportador de glucosa asi como la fosforilacion de Akt, una cinasa
antiapoptotica, lo que implica que la GH estéa relacionada con la supervivencia
celular (Moller and Jorgensen, 2009).

[1.6.2. Hormona de crecimiento y adipocito beige

Tanto los adipocitos marrones como los beige, generan calor gracias a la accion

de la proteina mitocondrial de desacoplamiento, UCP-1, contrario a lo que
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realizan los adipocitos blancos, por lo cual son un blanco terapéutico, ya que se
tiene el potencial de generar proteccion contra la obesidad al incrementar el

namero de estas células (Villarroya y col., 2013).

Como alternativa para lograr este objetivo, se puede plantear utilizar a la GH,
para inducir una transdiferenciacion de los adipocitos blancos o aumentar la
proporcion de los adipocitos beige en el tejido adiposo blanco, ya que existen
algunas evidencias que lo sugieren, lo cual dependera del origen del modelo
(Liny col., 2011).

Uno de los posibles mecanismos que se llevan a cabo para aumentar el nimero
de adipocitos beige en el tejido adiposo blanco regulado por la GH es mediante
la ablacion del receptor a la grelina. La grelina es identificada como uno de los
péptidos liberadores de GH o llamado actualmente secretagogo de GH, del cual
dependera en algunas ocasiones la secrecion y accion de la hormona (Veldhuis
y Bowers, 2010).

Para estudiar el efecto biolégico que puede tener la grelina, se han realizado
estudios en los cuales se suprime la actividad de ésta o su receptor (GHS-R1),
observando en modelos animales, una disminucion en la masa corporal y un

aumento en el gasto energético (Pfluger y col., 2008).

En este trabajo, se revisara el efecto de la hormona de crecimiento en la
diferenciacion de adipocitos beige, con el antecedente del estimulo de UCP-1

en adipocitos marrén y su actividad directa sobre adipocitos blancos.
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I1l. JUSTIFICACION

La obesidad se ha convertido en una patologia de relevancia a nivel mundial, en
particular, México ocupa el primer lugar en obesidad infantil y el segundo en
adultos mayores de veinte afios. Las consecuencias que puede desencadenar
son patologias secundarias como diabetes mellitus tipo 2, cardiopatias y
algunos tipos de cancer. Para atender y mejorar las condiciones generadas en
esta patologia se han desarrollado diferentes farmacos, sin embargo, la
problemética crece cuando éstos generan dafios a la salud como efectos
secundarios. Por tal razon, el disefio de nuevas estrategias es necesario para
tratar la obesidad. Una perspectiva en la cual se ha generado interés en los
altimos afios como via para tratar la obesidad ha sido poder incrementar el
gasto de energia en las personas afectadas con ésta patologia. Este proceso,
denominado termogénesis, esta regulado por el tejido adiposo marrén. Los
depdsitos de tejido adiposo marrén estan localizados en regiones diferentes al
tejido adiposo blanco involucrado en la acumulacién de triglicéridos durante la
obesidad, sin embargo, se ha observado la presencia de adipocitos marrones
dentro de depdsitos de tejido adiposo blanco los cuales se han denominado
como adipocitos beige, que en respuesta a ciertos estimulos, adquieren
caracteristicas tipo adipocito marron como la expresién de UCPL1. La alternativa
de poder aprovechar esta particularidad de los adipocitos beige e incrementar la
liberacién de energia mediante la proliferacion y diferenciacion de progenitores
en tejido adiposo blanco (estimular proliferacion y diferenciacion de los
adipocitos beige), podria funcionar como terapia contra la acumulacion excesiva
de triglicéridos en un estado de obesidad, disminuyendo con ello las
complicaciones secundarias que causa. Este objetivo puede lograrse con la
ayuda de algunos agentes hormonales como la GH la cual esta involucrada en
el incremento de termogénesis en tejido adiposo marrén asi como el aumento
de UCP-1 en adipocitos beige, razon por la cual se propone su uso como una
estrategia de diferenciacion de adipocitos beige.
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IV. HIPOTESIS

La administracibn de hormona de crecimiento en conjunto con factores
adipogénicos en la linea celular de preadipocitos 3T3-L1, estimulard su

diferenciacion en adipocitos beige.
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V. OBJETIVOS
V.1 General

Evaluar en preadipocitos en cultivo in vitro, el efecto de la administracion de la
hormona de crecimiento, en conjunto con otros factores adipogénicos sobre la

diferenciacion a adipocitos beige.

V.2 Especificos

e Evaluar el efecto en la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos beige
causado por la combinacién de hormona de crecimiento (GH) con

diferentes factores de induccion.

o Evaluar el efecto de la hormona de crecimiento en los cambios en forma
y acumulacion de gotas lipidicas, mediante microscopia de luz, en

adipocitos beige diferenciados.

e Evaluar el efecto de la administracion de la hormona de crecimiento (GH)
sobre el grado de diferenciacién, mediante rojo oleoso, en adipocitos
beige diferenciados.

e Evaluar el efecto de la administracion de la hormona de crecimiento
sobre la expresién del marcador especifico cd137, mediante citometria

de flujo, en adipocitos beige diferenciados.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Estrategia Experimental

[ Tratamiento de diferenciacién: Controles ]

[ Tratamiento de diferenciacién: GH ]

[ Células 3T3-L1 ]

Control Grupo de diferenciaci_()n Grupo de diferenciacion a
(sin/con GH) a adipocito blanco/beige adipocito beige con GH
[ Grupo con vehiculo \ [ Medio de \ /

y sin medio de diferenciacion a R

. iz adipocito blanco difgren_ciacié_n a
diferenciacion \_ J adipocito beige

\

Medio de
diferenciacién a
adipocito beige

Microscopia Rojo oleoso Citometria
de flujo
[ Analisis estadistico ]

Figura 9. Representacion esquematica de la estrategia experimental.
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V1.2 Materiales

V1.2.1 Material biologico: Cultivo celular

Se utilizé la linea celular establecida de fibroblastos 3T3-L1 (ATCC No.CL-173).
Las células se cultivaron en medio DMEM (Dubelco’s Modified Eagle
Medium, Gibco) con 10% de SFB (Suero fetal bovino, Gibco) y 2% de
antibiotico-antimicético  (penicilina-estreptomicina-fungizona, Gibco) en una
incubadora con las siguientes condiciones a 37°C, 5% CO2 y 80% de humedad.
Cuando el cultivo alcanz6 el 80% de confluencia, las células se disgregaron
mediante accién enzimatica con tripsina para su propagacion y conteo para

subsecuente experimentacion.

V1.3 Métodos

VI1.3.1 Cultivo celular. Diferenciacion de células 3T3-L1

Las células 3T3-L1 se incubaron con medio de diferenciacion para la induccion
a adipocito blanco y adipocito beige como controles positivos. Se cultivaron en
medio DMEM con 10% SFB (suero fetal bovino) y 2% de penicilina-
estreptomicina-fungizona. Una vez que alcanzaron el 80% de confluencia se
disgregaron por accion enzimatica con tripsina y se realiz6 el conteo para
sembrar 70,00 células por pozo en una placa de 24 pozos. Dos dias después,
alcanzada la confluencia del 80% (denominado dia 0), se cambi6 el medio por
el medio de diferenciacion respectivo para la diferenciacion a adipocito blanco
utilizado como control (figura 10). Dos dias después (denominado dia 2) se
cambié al medio de mantenimiento con las concentraciones indicadas en la

figura 10. Tres dias después (denominado dia 5) se cambi6 el medio por nuevo
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medio de mantenimiento para cada tratamiento hasta el Ultimo dia de

tratamiento, el dia 7.

Dias | I 1 I l
-2 0 2 5 7
Siembra Medio de Medio de Cambio del Fin
diferenciacion mantenimiento medio de tratamiento
mantenimiento
DIAS
) Dia 0 Dia 2 Dia 5
SUPLEMENTOS Dia -2
) Medio de Medio de Medio de
Siembra ] o o o
diferenciacion mantenimiento | mantenimiento
Insulina - 10 pg/mL 5 pug/mL 5 ug/mL
IBMX - 0.5 mM - -
Dexametasona - 0.25 pM - -
SFB 10% 2% 2% 2%

Figural0. Esquema que muestra los dias de tratamiento y las concentraciones
utilizadas para la diferenciacion a adipocito blanco.

Para el caso del grupo control a diferenciacion de adipocito beige se mantuvo el
mismo procedimiento con cambios en los componentes del medio de
diferenciacion. Una vez que las células alcanzaron el 80% de confluencia se
disgregaron por accion enzimatica con tripsina y se realizdé el conteo para
sembrar 70,00 células por pozo en una placa de 24 pozos. Dos dias después
(denominado dia 0) alcanzada la confluencia del 80%, se cambi6 el medio por
el medio de diferenciacidén respectivo para la diferenciacion a adipocito beige
utilizado como control (figura 11). Dos dias después (denominado dia 2) se
cambié al medio de mantenimiento con las concentraciones indicadas en la
figura 11. Tres dias después (denominado dia 5) se cambid el medio por nuevo
medio de mantenimiento para cada tratamiento hasta el uUltimo dia de

tratamiento, el dia 7.
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Dias |

-2 0 2 5 7
Siembra Medio de Medio de Cambio del Fin
diferenciacion mantenimiento medio de tratamiento
mantenimiento
DIAS
i Dia 0 Dia 2 Dia 5
SUPLEMENTOS Dia -2
) Medio de Medio de Medio de
Siembra ) o o o
diferenciacion | mantenimiento | mantenimiento
Insulina - 10 pg/mL 5 pg/mL 5 pg/mL
IBMX - 0.5 mM 0.5 mM 0.5 mM
Dexametasona - 0.25 uM 0.25 uM 0.25 uM
T3 50 nM 50 nM 50 nM
SFB 10% 2% 2% 2%

Figura 11. Esquema que muestra los dias de tratamiento y las concentraciones

utilizadas para la diferenciacion a adipocito beige.

Para el grupo al cual se le administré la hormona de crecimiento, se manejaron

las mismas condiciones de induccion a adipocito beige, siendo suplementado el

medio de diferenciacion y el de mantenimiento (figura 12) con 50 ng/mL de

hormona de crecimiento, desde el dia cero hasta el dia 7 (Kawai y col., 2007).
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Dias |

-2 0 2 5 7
Siembra Medio de Medio de Cambio del Fin
diferenciacion mantenimiento medio de tratamiento
mantenimiento
DIAS
i Dia 0 Dia 2 Dia 5
SUPLEMENTOS Dia -2
] Medio de Medio de Medio de
Siembra ) o o o
diferenciacion | mantenimiento | mantenimiento
Insulina - 10 pg/mL 5 pg/mL 5 pg/mL
IBMX - 0.5 mM 0.5 mM 0.5 mM
Dexametasona - 0.25 uM 0.25 uM 0.25 uM
T3 . 50 nM 50 nM 50 nM
Hormona de - 50 ng/mL 50 ng/mL 50 ng/mL

crecimiento (GH)

SFB 10% 2% 2% 2%

Figura 12.- Esquema que muestra los dias de tratamiento y las concentraciones
utilizadas para la diferenciacion a adipocito beige suplementado con hormona

de crecimiento.

VI.3.2 Microscopia: Observacion del proceso de diferenciacion

Se realizaron las observaciones mediante microscopia de luz, del progreso de

la diferenciacién en los diferentes grupos de trabajo. Se tomaron micrografias

como evidencia del avancé en el proceso y de los cambios caracteristicos que

se llevaron a cabo en las células durante el dia 0, 2, 5y 7 de tratamiento.
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VI.3.3 Rojo Oleoso: Determinacién del grado de diferenciacion

Después de la diferenciacion, las células se lavaron con PBS 1X y se fijaron con
paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después
se permeabilizaron con isopropanol al 3% durante 10 minutos, para ser tefiidas
después con solucion de Rojo Oleoso (6 partes de solucion de Rojo Oleoso en
4 partes de agua; la solucion madre es al 0.5% de Rojo Oleoso en isopropanol)
lavadas con agua destilada tres veces y visualizadas mediante microscopia de
luz para examinar las gotas lipidicas como indicadores de adipogénesis

(Ramirez-Zacarias y col., 1992).

VI.3.3 Determinaciéon de la expresiéon proteica de CD137 mediante
citometria de flujo.
Las células se sembraron en cajas de 24 pozos, con triplicado por tratamiento.
Después de los siete dias de diferenciacion, se retird el medio y se despegaron
de manera mecanica en FACS flow para no afectar la integridad del marcador
de membrana a medir en el ensayo. Las células se centrifugaron a 2,500 rpm
durante 6 minutos, se retiré el sobrenadante y se resuspendieron en 50 pL de
FACS flow. Las células se incubaron por 30 min con 20 pL de anti-cd137-PE
(BD). Después se centrifugaron a 2,500 rpm durante 6 min, se retird el
sobrenadante y después del tercer lavado, las células se resuspendieron en

500 pL de FACS flow para proceder a realizar la lectura de las muestras.
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VIl.- ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico, los experimentos se realizaron triplicados de tres
experimentos independientes. Los datos para los experimentos representativos
se presentan como la media + error estandar seguidos de la comparacion entre
grupos por ANOVA y prueba post hoc de Tukey. Para el andlisis estadistico se

utilizé el programa JMP 12.0.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES

VIIl.1 Evaluacion de los cambios durante la diferenciacion de las células 3T3-

L1 mediante microscopia de luz.

La linea celular 3T3-L1 murina es un modelo utilizado preferentemente para la
diferenciacion de adipocitos siendo establecido como un modelo viable para la
acumulacion de vesiculas de triglicéridos en su citoplasma, desde hace algunas
décadas (Green y Kehinde, 1975; Cornelius y col., 1994).

La morfologia inicial de la linea celular es del tipo fibroblastico, la cual puede
adquirir la morfologia redonda y con gotas lipidicas en su interior como un
adipocito después de ser inducida bajo una combinacién hormonal establecida,
utilizando insulina, isobutilmetilxantina y dexametasona (Cornelius y col., 1994;
Reicher y Eick, 1999).

Con el conocimiento de los antecedentes previos, la induccion se realizé bajo
las condiciones establecidas en nuestra metodologia y modificado de Asano y
col.,, (2014), ya que en nuestro proyecto implementamos el tratamiento de
induccion a adipocito beige suplementado con 50 ng/mL de hormona de

crecimiento recombinante humana.

Con base en el conocimiento del cambio que tienen las células ante una
induccion de diferenciacion a adipocitos, primero, se evalud el progreso en la
diferenciacion de las células en tratamiento, asi como los cambios que éstas
presentaban a lo largo de los dias establecidos durante el ensayo, tomando
como referencia el dia en gue inicio el tratamiento (dia 0) y los dias en que se
realizaron cambio de medio y tratamiento de induccion a los diferentes grupos

(dia 2 y dia 5) asi como el dia final de induccion (dia 7).
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En la figura 13, podemos observar a las células 3T3-L1 antes de colocar el
medio de induccion en los diferentes grupos, en el dia 0, en el cual inicia el
tratamiento. Se puede observar que las células aun presentan la forma celular
del tipo fribroblastico, sin embargo, con algunos ligeros cambios en su forma
celular debido a que se encuentran en confluencia, punto en el cual las células
estan bajo las condiciones ideales para comenzar el proceso de diferenciacion.
Podemos observar que todos los grupos de tratamiento parten del mismo punto

en referencia a caracteristicas como la forma celular y confluencia.

Figura 13. Ensayo de diferenciacion en células 3T3-L1 al inicio del tratamiento.
Las fotografias muestran a las células 3T3-L1 en el dia 0 que inicia el ensayo
de induccién, bajo diferentes estimulos. A: células control, B: Células con
induccion a adipocito blanco, C: células con induccién a adipocito beige D:
células con induccién a adipocito beige suplementado con 50 ng/mL de
hormona de crecimiento, E: células con sélo 50 ng/mL de hormona de

crecimiento.
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Se sabe que las células presentan cambios en su estructura celular y nuclear,
como el tamafo y la forma, cuando estdn bajo un proceso de diferenciacion
(Kamada y col., 2016), el cual no es importante identificar y analizar bajo un
proceso de observacion, que en el caso de los adipocitos, el proceso mas

importante a identificar es la formacion de las gotas lipidicas en su interior.

En el progreso de diferenciacion, las células presentaron cambios
caracteristicos a los dos dias que ésta se lleva a cabo, donde podemos
observar que las células de los grupos con diferenciacion a adipocito blanco,
beige y beige suplementado con hormona de crecimiento, comienzan a

presentar formas esféricas, caracteristicas de la induccion.

Figura 14. Progreso del ensayo de diferenciacion en células 3T3-L1. Las
fotografias muestran a las células 3T3-L1 en el dia 2 del ensayo de induccion.
A: células control, B: Células con induccion a adipocito blanco, C: células con
induccion a adipocito beige D: células con induccién a adipocito beige
suplementado con 50 ng/mL de hormona de crecimiento, E: células con sélo 50

ng/mL de hormona de crecimiento.
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Al dia cinco de la diferenciacion (Figura 15), podemos observar cambios
caracteristicos en la forma de las células de cada grupo, encontrando que los
grupos de diferenciacion a adipocitos beige (con y sin suplemento de hormona
de crecimiento) presentan una agrupacion celular distinta al grupo de
diferenciacion a blanco. De igual forma es visible la acumulacion de gotas
lipidicas al interior de la célula de los grupos en estimulo de diferenciacion
(Figura 15: B, C Y D). Se puede observar la presencia de mas gotas lipidicas en
el grupo de diferenciacion a adipocitos blancos, respecto a los demas grupos de
tratamiento, al igual que respecto al dia 2 de diferenciacion, con lo cual
podemos sugerir, bajo las condiciones de nuestro experimento, que el dia 5 de
diferenciacion, en uno de los dias basicos para encontrar diferencias en el
tamafio y forma de las células que indiquen el progreso de un proceso de

diferenciacion.

Nuestros resultados se pueden comparar con los obtenidos por Rizzatti y col.,
(2013), quienes utilizan un protocolo de diferenciacién de 5 dias, ya que se
considera que éstos dias, bajo el estimulo constante, son suficientes para
inducir la acumulacion de triglicéridos en forma de gotas lipidicas y con ellos el

fenotipo de adipocito deseado.
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Figura 15. Progreso del ensayo de diferenciacion en células 3T3-L1 durante el
dia 5 de tratamiento. Las fotografias muestran a las células 3T3-L1 en el dia 5
del ensayo de induccién, bajo diferentes estimulos. A: células control, B:
Células con induccién a adipocito blanco, C: células con induccién a adipocito
beige D: células con induccion a adipocito beige suplementado con 50 ng/mL de
hormona de crecimiento, E: células con sélo 50 ng/mL de hormona de

crecimiento.

Finalmente, al dia 7 se tomaron las micrografias finales (figura 16) previas a los
ensayos de rojo oleoso, que muestran el cambio de los diferentes grupos de
induccion respecto al control. Podemos observar el grado de diferenciacion por
campo observado, con la caracteristica particular, de los grupos con
diferenciacion a adipocito beige y beige suplementado con hormona, de la
formacién de grupos de células con formas esféricas y menos contenido de

gotas lipidicas visibles en comparacion a los adipocitos blancos.
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Figura 16. Fin del ensayo de diferenciacion en células 3T3-L1. Las fotografias
muestran a las células 3T3-L1 en el dia 7 del ensayo de induccién, bajo
diferentes estimulos. A: células control, B: células con induccion a adipocito
blanco, C: células con induccién a adipocito beige D: células con induccion a
adipocito beige suplementado con 50 ng/mL de hormona de crecimiento, E:

células con solo 50 ng/mL de hormona de crecimiento.

VIII.2 Evaluacion de la diferenciacion mediante la técnica de rojo oleoso

Para corroborar lo observado en el seguimiento mediante microscopia de luz a
los diferentes grupos de diferenciacién, se evalué el contenido lipidico en
nuestras células, para realizar una comparacion respecto al control del grado de
diferenciacion entre los diferentes grupos. Se realizd la técnica de rojo oleoso
donde se llevd a cabo una semi-cuantificacion del contenido lipidico en las

células de cada tratamiento.

En la Figura 17 se puede observar la tincion de las gotas lipidicas de los

adipocitos diferenciados en los tres grupos de induccion, adipocito blanco (A.
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blanco), adipocito beige (A. Beige) y adipocito beige suplementado con

hormona de crecimiento (A.Beige + GH) .

10x 20x

A. Blanco

Figura 17. Ensayo de rojo oleoso a células 3T3-L1 diferenciadas. Las
fotografias muestran la tincion de las gotas lipidicas de las células
diferenciadas, llevada a cabo con la técnica de Rojo Oleoso en el dia 7 del
ensayo de induccion, bajo diferentes estimulos. Adipocito blanco (A. Blanco),
Adipocito beige (A. Beige), Adipocito beige suplementado con 50 ng/mL de

hormona de crecimiento (A. Beige +GH).
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De acuerdo a los resultados observados en el ensayo de rojo oleoso, se puede
distinguir el patrén en la formacion de gotas lipidicas que se obtuvo en cada uno
de los grupos de diferenciacién. En el caso de las células que recibieron la
induccion a adipocito blanco, las gotas lipidicas son mas grandes aunque de
tamafos diversos alrededor del citoplasma de la célula. De acuerdo a Blouin y
col., en el 2010, esta forma irregular de gotas lipidicas, con un patrén alrededor
del nucleo y en todo el citoplasma, es particular de los adipocitos blancos
diferenciados a partir de la linea celular 3T3-L1 las cuales se ven afectadas por
diferentes factores, como ciertas proteinas en particular, para presentar el

patrén estructural que las conforma.

Por el contrario, las células diferenciadas a adipocitos beige, tanto las que
recibieron la induccién a adipocito beige como las suplementadas con hormona
de crecimiento, presentan un patrén de gotas lipidicas mas pequefias respecto
al grupo de adipocitos blanco, y con un patréon de aparicion diferente, cubriendo
en su totalidad el area observada de la célula, lo cual se puede observar con
mayor detalle en el aumento 20x correspondiente a cada grupo en la figura 17.
Cabe mencionar que el estudio de la diferenciacién de los adipocitos beige a
partir de células 3T3-L1 es un campo en desarrollo, por lo cual no existen
evidencias detalladas acerca de la forma y tamafio de éstas células
diferenciadas in vitro a partir de la linea celular del tipo fibroblastica
mencionada. Bajo ese conocimiento, es de especial interés, las imagenes
mostradas en nuestro ensayo, ya que se sugiere una de las posibles
caracteristicas que se pueden observar y distinguir al utilizar la linea celular

3T3-L1 como modelo para la obtencién de adipocitos beige.

Con la observacion de los diferentes grupos a lo largo de los 7 dias de
tratamiento, y con el ensayo de rojo oleoso, se puede distinguir que se llevé a
cabo el proceso de diferenciacion de las células, considerando los cambios en

su forma celular al igual que la acumulaciéon de gotas lipidicas claramente

56



distinguibles en la técnica de rojo oleoso. Se realizé la extraccion del colorante
en las gotas lipidicas para poder realizar una semi-cuantificacion del grado de

diferenciacion de nuestras células respecto al grupo control.

De acuerdo a Ramirez-Zacarias y col. (1992), el grupo de trabajo que
establecid la técnica de rojo oleoso para el estudio del grado diferenciacion y
acumulacion de lipidos en las células 3T3-L1, la acumulacion de triglicéridos en
dichas gotas lipidicas es proporcional al incremento de los valores de
absorbancia que se realizan durante el ensayo. En nuestro estudio, se puede
observar el cambio estadisticamente significativo respecto al control en la
acumulacion de triglicéridos en los tratamientos de diferenciacion a adipocito
blanco, adipocito beige y adipocito beige suplementado con hormona de
crecimiento (figura 18), lo cual nos muestra una medida indirecta del grado de
diferenciacion en nuestras células la cual coincide con lo establecido por
Ramirez-Zacarias y col., en 1992, ya que a mayor contenido o formacion de
gotas lipidicas mayor sera la extraccion del colorante de éstas. En la figura 17,
podemos observar la tendencia de gotas lipidicas en nuestras células, en las
cuales se distinguen mas gotas tefiidas en el grupo de adipocitos blancos, lo

cual concuerda con la semi-cuantificacion presentada en la figura 18.

Entre los grupos de induccién a adipocito beige respecto al suplementado con
hormona de crecimiento, no se observa un efecto estadisticamente significativo
de ésta sobre el aumento del contenido lipidico. De acuerdo a estos resultados,
se observa que no hay un impacto claro en esta caracteristica de diferenciacion
por parte de la hormona de crecimiento sobre las células 3T3-L1.
Los resultados obtenidos con la hormona de crecimiento concuerdan con lo
reportado por Kawai y col. (2007) para adipocitos blancos, quienes utilizando el
protocolo de induccion inicial de diferenciacion de dos dias y hormona de
crecimiento tanto en el medio de diferenciacion como en el de mantenimiento,
no encuentran diferencia significativa entre el grupo que recibe la hormona de
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crecimiento y el control, que solo recibe la induccién con la combinacion de
isobutilmetilxantina, dexametasona e insulina, utilizada para la induccion a
adipocito blanco en este caso. Ellos sugieren que el efecto real de la hormona
de crecimiento bajo estas condiciones puede ser opacado por la combinacion

de estos agentes en la induccion.
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Figura 18. Contenido lipidico determinado mediante la técnica de rojo oleoso en
células 3T3-L1 diferenciadas. Letras diferentes indican diferencia estadistica
significativa entre grupos (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey. Cirl
(Control), Bco (adipocitos blancos), Be (adipocitos beige), Be+GH (adipocito

beige + hormona de crecimiento), GH (hormona de crecimiento).

Los resultados que se obtuvieron con rojo oleoso, fueron una manera cualitativa
de medir el grado de diferenciacion en nuestras células, sin embargo mediante
esta metodologia es complicado definir el contenido lipidico caracteristico para
cada grupo de adipocitos en especifico, ya que para el grupo de adipocitos
beige, no existen reportes previos a partir de células 3T3-L1. Sin embargo una

manera de diferenciar entre ambos grupos es con marcadores especificos, que
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en este estudio fueron la proteina Tcf21 (al igual que el gen TCF21) para los
adipocitos blancos y el gen CITED1 para los adipocitos beige. De acuerdo a lo
mostrado en la figura 21 (ANEXO 1), podemos observar la presencia de la
proteina Tcf21 en el grupo de adipocitos blancos, al igual que la expresion del
gen. Por su parte, el grupo de adipocitos beige, también presenté la expresion
de su gen especifico CITED1. Con lo cual podemos observar que pese al
contenido lipidico en ambos grupos, la diferenciacion al tipo especifico de

célula, se llevod a cabo.

VIII.3 Evaluacion de la expresion del marcador de adipocitos beige cd137

Para determinar si la hormona de crecimiento tiene algun efecto final sobre el
aumento en la diferenciacién de los adipocitos beige, se llevo a cabo el analisis
de la expresion del marcador cd137 mediante la técnica de citometria de flujo.
Este marcador en particular, estd reportado como uno de los principales
expresados en adipocitos beige, por lo cual se utiliza como molécula para su
identificacion (Walden y col., 2012; Wu y col., 2012).

Observamos, de acuerdo a lo mostrado en la figura 19, que no existe una
expresion mayor del marcador en los adipocitos beige (figura 19-C) respecto al
control (figura 19-A). Por el contrario, y de acuerdo a lo representado en los
histogramas, la tendencia de los resultados sugieren que, los grupos de
adipocitos blanco, al igual que las células que soélo recibieron hormona de
crecimiento en el medio, mientras que las células control, presentan una mayor
expresion del marcador cd137 respecto a los dos grupos de adipocitos beige,
con y sin suplemento de hormona de crecimiento, presentando una media de
porcentaje de expresion de 4.68 + 0.83 para el caso de los adipocitos blancos,
contra un valor de 1.94 + 0.68 del grupo de adipocitos beige.

Comparando entre los grupos de diferenciacion a adipocitos beige, el grupo que

recibié el suplemento con hormona de crecimiento, presenta porcentajes de
59



expresion mas bajos de cd137 respecto al grupo de diferenciacién de adipocito
beige sin suplemento, con una media de 0.44 + 0.14 (figura 19-F); sin embargo
no es estadisticamente significativa. Con estos resultados podemos reportar, en
lo que respecta a la acumulacién de lipidos y la expresion de uno de los
marcadores de adipocitos beige, que la hormona de crecimiento no tiene
influencia en el aumento de la diferenciacion de este tipo celular especifico, a

partir de células 3T3-L1.
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Figura 19. Expresion del marcador cd137 en los diferentes grupos de
diferenciacion. Representacion mediante histogramas, ejes de las abscisas:
cd137-PE, eje de las ordenadas: FSC-A. A) control, B) adipocitos blancos, C)
adipocitos beige, D) adipocitos beige mas hormona de crecimiento, E) grupo
con solo hormona de crecimiento. En la gréfica (F) las letras diferentes sobre
las barras indican diferencia estadistica significativa entre grupos (p<0.05),
evaluado por ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey. Ctrl (Control),
Bco (adipocitos blancos), Be (adipocitos beige), Be+hGH (adipocito beige +
hormona de crecimiento), GH (hormona de crecimiento). Los datos muestran

los valores representativos de 3 experimentos de manera independiente.

Los resultados obtenidos al momento, nos podrian estar sugiriendo un
mecanismo que no esperabamos por parte de la hormona de crecimiento, en el
gue no esta involucrada en el aumento de la diferenciacién de los adipocitos
beige, pero si podria tener un efecto directo en la expresion de cd137. Sin
embargo, no contamos con la evidencia previa reportada por otros trabajos de
investigacion, ya que cabe mencionar, el estudio del efecto de la hormona de
crecimiento sobre la diferenciacion de los adipocitos beige es un tema en

desarrollo en el presente trabajo.

A pesar de encontrar una expresion promedio baja del marcador cd137 en las

células diferenciadas a adipocitos beige, respecto a los demas grupos, la
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proteina esté presente. Sin embargo, se debe destacar que la comparaciéon que
se realiza entre grupos de células diferenciadas en una técnica como citometria
de flujo se realiza en base al tamafio y complejidad de las células (figura 20),
caracteristicas claramente diferentes entre los grupos de células obtenidas, las
cuales pudimos definir y observar en microscopia, en la técnica de rojo oleoso y

con los resultados mostrados en citometria de flujo.
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Figura 20. Graficas del analisis de tamafio (FSC-A) y complejidad (SSC-A) de
los diferentes grupos de tratamiento. A= control, B= adipocitos blancos, C=
adipocitos beige, D= adipocitos beige mas hormona de crecimiento, E= grupo
con sOlo hormona de crecimiento. Los datos muestran los valores

representativos de 3 experimentos de manera independiente.

De acuerdo a los resultados, reflejados en las graficas de tamafio (FSC-A)
contra complejidad (SSC-A) mostradas en la figura 20, podemos observar como
el grupo de diferenciacién a adipocito blanco (figura 20-B), el grupo que sélo
recibe hormona de crecimiento (figura 20-E) y el grupo control (figura 20-E),
presentan valores mas altos en el eje correspondiente a la complejidad de las
células, al igual que en el eje correspondiente al tamafio. Por el contrario las
células correspondientes al grupo de adipocitos beige (figura 20-C) y adipocitos
beige con hormona de crecimiento (figura 20-D) presentan menor complejidad y

tamano.

El ajuste de lectura en el equipo de citometria se realiza en consideracion a
estos dos factores (caracteristicas de tamafio y complejidad) para todos los
grupos por igual, el cual al ser variable, podria ser la causa del resultado de

observar niveles de expresion mas bajos en el grupo de adipocitos beige.

Existen pocos estudios que muestran un analisis de los histogramas de tamafio
comparado a complejidad mediante citometria de flujo de adipocitos, siendo en
su mayoria enfocados en adipocitos blancos, ya que poco se ha estudiado
acerca de éstas caracteristicas en adipocitos beige, por ser células que se
encuentran aun en caracterizacion. Sin embargo, de acuerdo a Majka y col.
(2014), las caracteristicas de complejidad (gotas lipidicas encontradas en

nuestras células, asi como la variabilidad en tamafo) tienen influencia los
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valores de células detectadas como positivas ante una proteina especifica

durante un ensayo en citometria de flujo.

De acuerdo a nuestros resultados previos, existe una diferencia clara entre
nuestros grupos de diferenciacién. Los adipocitos blancos presentan gotas
lipidicas mas grandes en comparacion a los adipocitos beige, con tamafos
diversos e irregulares, y con un patrén de aparicion diferente, caracteristicas
que, influyen en el deslizamiento sobre los ejes de nuestros histogramas
mostrados. Con base en ésto, se sugiere que los niveles encontrados en la
expresion de cd137 en los adipocitos blancos, las células control y aquellas que
s6lo recibieron suplemento de hormona de crecimiento, podrian estar en el
orden de aparicion que se muestra en los histogramas, influenciados por el
tamafio y complejidad de estas células, el cual es diferente a los adipocitos
beige y beige suplementados con hormona de crecimiento, lo cual podria

enmascarar un resultado mas claro.

Esto coincide con lo mostrado por Kristof y col. en 2015 donde analizan la
complejidad de los adipocitos marrones en humanos (muy similares a los
adipocitos beige) y diferencian el mismo patrén entre adipocitos blancos y

adipocitos marrones.

Con tales antecedentes, se sabe también que puede observarse una diferencia
en los resultados en citometria, del tipo que se muestra en el presente trabajo,
debido a que las poblacion de adipocitos diferenciados, es heterogénea, lo que
significa que podemos encontrar células de diferentes tamafios en sus gotas
lipidicas asi como en su morfologia dentro de un mismo grupo, lo cual conlleva
un analisis mas complejo dificil de regular en las condiciones de analisis en una
hoja de trabajo durante un ensayo de citometria, ya que éstas deben ser

reproducibles para todos los grupos (Loo y col., 2009).
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. CONCLUSIONES

Existe un cambio caracteristico y distintivo entre las células de los
tratamientos de induccion al tipo especifico de adipocito blanco y beige

comparado a las células control.

Las células diferenciadas en adipocitos blancos, presentan gotas
lipidicas mas grandes y con tamafos irregulares, respecto a los

adipocitos beige.

La semi-cuantificacion del contenido lipidico, muestra que no existe
diferencia significativa entre los grupos de diferenciaciéon a adipocito
beige y adipocitos beige suplementados con hormona de crecimiento, lo
gue sugiere que no existe un efecto de la hormona de crecimiento sobre
dicho parametro en este tipo celular especifico y bajo estas condiciones

de incubacion.

No existe un aumento en la expresion del marcador CD137 en las células
diferenciadas a adipocitos beige con suplemento de hormona de

crecimiento respecto a los adipocitos beige.
La hormona de crecimiento no tiene un efecto en el aumento de la

diferenciacion a adipocitos beige bajo las condiciones de incubacién

utilizadas en este proyecto.
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ANEXO |

VI.3.1" Determinacion de la expresiéon génica de marcadores de adipocitos

blancos Y beige mediante PCR punto final

El ARN total se extrajo de células en cultivo primario mediante el método de
trizol. La contaminacién con ADN se eliminé con 50 unidades DNAsa por cada
100 pug de RNA. Se realiz6 la sintesis de cDNA mediante el kit de sintesis de
ThermoFisher de acuerdo a las especificaciones del proveedor (RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit). El ensayo de PCR punto final se llevo a cabo bajo
condiciones estandar con el ajuste en la temperatura de amplificacion para cada

gen. Como control interno se utilizé B-actina.

Cuadro 4. Oligonucleétidos de los genes marcadores de adipocitos

blancos y beige

Oligos | 5" Oligo 3’0Oligo
CITED1 | 5-CGCTTCGTCCGTACCTCAGCT-3' 5'-CAGCTGGGCCTGTTGGTCTC-3'
TCF21 | 5-ACTGCCACACCTCCAGTCATT-3' 5-CTTTGCCTCACTCAGGATTGG-3'

VI1.3.2’ Determinacién de la expresién proteica mediante Western Blot

La determinacién de proteina se llevd a cabo como describen anteriormente
Lépez y col., 2015. Las células fueron lavadas tres veces con PBS 1X. La
extraccién de proteina total se llevdé a cabo usando buffer de lisis celular (50
mM Tris, pH 7.6, 150 mM NacCl, e inhibidores de proteasas de la marca Roche)
adicionado justo antes de usarse. La extraccion de las proteinas se llevo a cabo

mediante agitacion continua durante 1 hora a 4 °C. Posteriormente el lisado se
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centrifugd por 15 minutos a 3000 rpm y 4 °C, se recuper6 el sobrenadante.
Después se centrifugd nuevamente el sobrenadante por 15 minutos a 12000
rpm y 4°C. Se recuperd el sobrenadante (proteinas) y se guardaron a -70 °C. Se
llevo a cabo la cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford.

Los extractos citosolicos fueron separados mediante SDS-PAGE. Se realizaron
los célculos correspondientes para cargar en cada pozo la misma cantidad de
proteina. Se mezclaron en relacion 1:1 con el amortiguador de carga (H20
destilada, Tris-HCI 0.125 M, glicerol 20%, SDS 4%, Azul de bromofenol 0.02%,
2-mercaptoetanol 200 mM). Las muestras se calentaron por5 min a 99 °C
previo a ser separadas mediante la electroforesis para la cual se prepararon los
geles de poliacrilamida donde se corri6. Después las muestras fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences). Para
realizarla se humedecieron previamente los materiales en el amortiguador de
transferencia (3.03 g Tris-base, 14.4 g glicina; 200 mL metanol; H20 destilada a
1L) siguiendo el siguiente orden: Céatodo (lado claro), esponja, papel filtro
Whatman, gel, membrana, papel filtro Whatman, esponja, anodo (lado oscuro).
Se transferieron durante 1 hora a 200 mA (Lopez y col., 2015).

Después de la transferencia, las membranas se lavaron durante 10 minutos en
PBS 1X por tres ocasiones, para eliminar restos de poliacrilamida y se
bloguearon con leche baja en grasa por 1 hora, para evitar la union inespecifica
a la superficie la membrana de los anticuerpos. Se lavaron tres veces en PBS
1X y seincubarontoda la noche a una temperatura ambiente y agitacion
constante con los anticuerpos primarios diluidos en leche baja en grasa al 1%,
con anti-Tcf21 a la concentracion de 1:500 (Abcam, ab32981). Se lavaron
de las membranas en PBS 1X y se incubaron con un anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa de rabano (HRP)durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitacion constante. Posteriormente se lavaron las membranas
tres veces en PBS 1X y por ultimo se visualizaron las bandas de proteina. Para

control proteico se utilizé actina (Lopez y col., 2015).
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La deteccion se realizé a través del ensayo de quimioluminiscencia potenciada
(ECL, Enhanced Chemiluminiscence Kit). La membrana se colocé durante 1
minuto en el reactivo de deteccion (1:1 luminol y peroxido de hidrégeno) del kit
ECL. Como resultado se obtuvo una oxidaciéon catalizada por peroxidasa, que
resulté en quimioluminiscencia del luminol. La luz obtenida fue detectada en la

pelicula de autoradiografia (L6pez y col., 2015).
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Figura 21. Expresion de marcadores especificos en los grupos de adipocitos
diferenciados a blanco y beige. La figura A muestra la expresion de la proteina
Tcf21 mediante western blot en el grupo de adipocitos blancos comparado
contra el grupo control. En la figura B se muestra la expresion de los genes
especificos para adipocito blanco (TCF21 con 126 pb) y adipocito beige
(CITED1 con 130 pb) mediante PCR punto final.
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