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Resumen

El sindrome metabdlico se asocia con la disfuncién del tejido adiposo durante la obesi-
dad que resulta en la inhibicién de la capacidad de células precursoras de adipocitos
(CPAs) de diferenciarse a adipocitos que manejen de manera funcional el exceso de
grasa. Las CPAs viscerales tienen mayores requerimientos para la diferenciacién in vi-
tro que las subcutdneas y ésta caracteristica se ha relacionado con el hecho de que el
exceso de grasa visceral pero no subcutdnea, se correlaciona estrechamente con enfer-
medades metabdlicas. Todos los tipos de tejido adiposo son intrinsecamente distintos
por lo que el estudio de sus caracteristicas podria generar nuevo conocimiento en la
fisiopatologia y tratamiento de la obesidad y sus co-morbilidades. En el presente traba-
jo se compararon nueve genes con expresion diferencial en CPAs viscerales y subcuté-
neas obtenidas de ratones macho alimentados por 8 semanas con dieta alta en grasa
(DAG) o dieta control (DC) y sometidas a un protocolo de diferenciacién in vitro. La
separacién de CPAs se realizé mediante anticuerpos acoplados a particulas magnéticas
(tecnologia MACS). Dos dias antes de alcanzar el 100% de confluencia (dia -2) las célu-
las se trataron con el factor de compromiso de preadipocitos, la proteina morfogenética
de hueso 4 (BMP4); al dia 0 con un coctel de diferenciacién (IBMX, dexametasona, insu-
lina y rosiglitazona) y al dfa 3 inicamente con insulina. Se colectaron las células todos
los dias de tratamiento o cambio de medio (dias -2, 0, 3, 5 y 7). El andlisis de expresion
génica se realiz6 mediante qRT-PCR. De los nueve genes analizados, cuatro (haptoglo-
bina, angiotensinégeno, caderina-9 y factor de crecimiento vascular endotelial ¢) mos-
traron un incremento marcado en su expresiéon la cual fue diferencialmente afectada
por la DAG en asociacién con el depdsito de origen. En CPAs subcutédneas, la DAG
atenué el incremento de haptoglobina y angiotensinégeno observado con DC, pero
aumento la expresion de factor de crecimiento vascular endotelial c. La DAG no causé
un cambio aparente en la expresion de agt en CPAs viscerales, pero si atenud el incre-
mento de haptoglobina y factor de crecimiento vascular endotelial c. Finalmente, en
CPAs tanto viscerales como subcutdneas, la DAG aument6 la expresién de caderina-9
al dia -2, bloqueando el incremento esperado al final de la diferenciacién. Los cambios
inducidos por la DAG sobre la expresion génica (que podrian tener una funcién com-
pensatoria) fueron mds marcados en CPAs subcutdneas, sugiriendo que las viscerales

exhiben menor capacidad adaptativa ante el estrés de la DAG.

Palabras clave: Adipocitos, dieta alta en grasa, expresion génica




Summary

The metabolic syndrome is associated with hypertrophic obesity and an inability of
adipocyte precursor cells (APCs) to differentiate into new adipocytes capable of ade-
quately managing the excess fat. Visceral APCs have higher requirements for differen-
tiation in vitro than those from subcutaneous depots, and excess visceral but not subcu-
taneous fat is strongly associated with metabolic disease. All adipose tissue depots are
intrinsically different, and understanding their characteristics may help explain the
varying risk they pose. Thus, we compared nine preferentially expressed genes be-
tween visceral and subcutaneous APCs from mice fed a high-fat (HFD) or control-chow
diet (CD) before and after induction of in vitro differentiation. APCs were isolated from
male mice after 8 weeks on either diet using MACS separation technology. Two days
before 100% confluence (day -2), cells were incubated with APC commitment factor
bone morphogenetic protein 4 (BMP4); on day 0 they were treated with differentiation
cocktail (IBMX, dexamethasone, insulin and rosiglitazone) and on day 3 with insulin
alone. Cells were collected on each day of treatment or media change (days -2, 0, 3, 5, 7
and 9). Gene expression was analyzed using qRT-PCR. Of the ten genes analyzed, four
[haptoglobin (hp), angiotensinogen (agt), cadherin-9 (cdh-9) and vascular endothelial
growth factor-c (vegfc)] showed a marked rise in expression upon differentiation that
was differentially affected by the HFD in association with their depot origin. In subcu-
taneous APCs, the HFD attenuated the rise of hp and agt observed with a CD but up-
regulated vegfc. The HFD caused no apparent change in expression of agt in APCs
from the visceral depot, but it attenuated the rise of hp and vegfc. Finally, in APCs from
both depots, the HFD enhanced the expression of cdh-9 on day -2, blunting its up-
regulation at the end of the differentiation protocol. The changes on gene expression
induced by a HFD (which could serve as compensatory mechanisms) were more ap-
parent in APCs from the subcutaneous depot, suggesting that under stress of the HFD

visceral APCs have a worse adaptive capacity.

Key Words: Adipocytes, High-fat diet, gene expression.
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LI STA D E
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1. Introduccion

El sobrepeso y la obesidad son enfermedades que se caracterizan por un exceso de teji-
do adiposo y actualmente afectan alrededor del 70% de la poblacién adulta, el 40% de
la poblacién infantil y un tercio de la poblaciéon adolescente de México (ENSANUT,
2012). La organizacién mundial de la salud define que una persona se encuentra en so-
brepeso cuando presenta un indice de masa corporal (IMC) igual o mayor a 25 kg/m?y
menor a 30 kg/m? y obesa cuando su IMC es mayor o igual a 30 kg/m?2 (OMS, 2012).
Esta acumulacién se asocia con el desarrollo de enfermedades metabdlicas como la
diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial y dislipidemias ademds de con un incre-
mento considerable en el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y cancer
(Zeve et al., 2009). Sin embargo, esta correlacién existe entre la localizacién y no la can-
tidad total de la acumulacién de grasa corporal, lo cual ha llevado a que se utilice el
indice cintura-cadera (ICC) para identificar aquellos individuos en riesgo de desarro-
llar el sindrome metabdlico. Estos datos sugieren que no toda la grasa corporal juega el
mismo papel patolégico. Los expertos en el campo incluso consideran cada depdsito
graso como un érgano distinto ya que poseen diferencias genéticas intrinsecas y en los
altimos afios, la investigacion en obesidad y diabetes se ha enfocado hacia entender las
caracteristicas de cada tipo de tejido adiposo (Bays et al., 2008). Una de las diferencias
entre depdsitos es la capacidad de expandirse (como en la obesidad) generando nuevos
adipocitos a partir de células precursoras de adipocitos (CPAs) para almacenar el exce-
so de energia de manera funcional y evitar su depdsito en otros érganos. Dado que la
acumulacién de grasa en 6rganos como el higado, musculo y pancreas se considera
una de las causas principales de la resistencia a la insulina y sus complicaciones, esta
capacidad adipogénica determinard por lo menos en parte el potencial patolégico de
cada tejido. En el presente trabajo se estudio el efecto de un ambiente obesogénico so-
bre la expresién de genes diferenciales entre depdsitos (subcutdneo vs. visceral) duran-
te la diferenciaciéon de CPAs in vitro con el fin de mejor entender el por qué del diferen-

cial patolégico entre tejidos.




2. Revision de Literatura

El tejido adiposo y su clasificacion

El tejido adiposo se clasifica en dos tipos principales: el tejido adiposo blanco (TAB) y
el tejido adiposo café (TAC) (Rosen and Spiegelman, 2006). Ambos provienen de célu-
las madre mesenquimales (CMM) sin embargo, los adipocitos cafés comparten un pre-
cursor en comun con los miocitos, pero no con los adipocitos blancos (ver Figura 2.1).
Por consecuencia, la morfologia del TAC se asemeja a la del musculo esquelético (al-
macenando menos lipidos y contiene mayor cantidad de mitocondrias que el TAB)
(Rosen and MacDougald, 2006). El TAC expresa genes especificos, como la proteina
desacoplante 1 (UCP1) que le permite liberar energia en forma de calor sin generar
ATDP, de tal forma que una de las principales funciones bioldgicas del TAC es la regula-
cién de la temperatura corporal. Estas caracteristicas hacen mas metabdlicamente acti-
vo al TAC que el TAB y por estas razones su acumulacién se considera benéfica. En los
humanos el TAC se encuentra depositado en grandes cantidades durante la infancia
(Rosen and MacDougald, 2006). Recientemente, se han identificado depdsitos significa-
tivos de TAC en adultos que se extienden de la parte posterior del cuello hacia el térax,
aunque estos depdsitos son mayores en mujeres que en hombres y estdn inversamente
correlacionados con la edad y el IMC. En modelos animales, el TAC se incrementa por
la exposicién prolongada al frio (Cypess et al., 2009). El TAB puede contener parches de
adipocitos que expresan genes termogénicos del TAC (como UCP1) pero también genes
especificos de TAB, como respuesta al ejercicio, catecolaminas y /o frio (Wu et al., 2012).
A este tejido con caracteristicas de TAB y TAC se le conoce como tejido adiposo beige
(Wu et al., 2012).

Se sabe que el TAB inicia su desarrollo en etapas tardias de la gestacién (Tang et al.,
2008) y crece rdpidamente en respuesta al incremento en la disponibilidad de nutrien-
tes durante la lactancia (Kirtland and Harris, 1980). Este crecimiento continda en la pu-
bertad pero disminuye significativamente durante la adultez (Hirsch and Han, 1969),
en la cual hay un recambio aproximado del 10% del tejido adiposo por afio (Spalding et
al., 2008). De acuerdo a su localizacién, el TAB se divide de forma general en dos tipos:
el tejido adiposo visceral (TVis) y el subcutdneo (TSc). El TSc constituye aproximada-
mente el 80% del tejido adiposo total en humanos con IMC normal e incluye los dep6-
sitos de grasa troncales, gluteofemorales, mamarios, e inguinales. El TVis incluye los
depdsitos de grasa intraperitoneal (omental, mesentérica y umbilical), la extraperito-
neal (peripancredtica y perirenal), la intrapélvica (gonadal, epididimal, y urogenital) y
periorgdnica (pericardial, perimuscular, perivascular, orbital y paradsea) y constituye el

20% del tejido adiposo total (Bays et al., 2008). La acumulacién de tejido adiposo es

N



mayor en mujeres que en hombres (hasta un 30% de adiposidad total comparado con
un 15 a 20% en hombres). En hombres la mayor parte de la acumulacién de tejido adi-
poso se da en forma de TVis, y en mujeres se da en forma de TSc (Lemieux et al., 1993).
La localizacién del exceso de tejido adiposo es de suma importancia durante la obesi-
dad ya que el exceso de TVis estd correlacionado con el desarrollo de enfermedades
metabdlicas, mientras que el TSc se ha encontrado sin riesgo e incluso con una dismi-

nucioén en riesgo de dichas enfermedades (Rosen and Spiegelman, 2006).

La razén de que la acumulacién de TVis se asocie a riesgos mayores de desarrollar en-
fermedades metabdlicas podria deberse a que sus moléculas secretadas drenan direc-
tamente a la circulacién portal (que proporciona el 80% de sangre al higado), sin em-
bargo el TSc proporciona el 85% de los dcidos grasos libres a la circulacién (molécula
que estd estrechamente correlacionada con la resistencia a la insulina) (Lebovitz and
Banerji, 2005). Como el papel de cada tejido en la fisiopatologia del sindrome metabdli-
co permanece controversial, los estudios se han enfocado principalmente a la posibili-
dad de que estas diferencias en riesgos se debiera a diferencias intrinsecas entre los te-
jidos a nivel genético (Tchkonia et al., 2007) mds que a su localizacién en el organismo.
En realidad, a pesar de sus similitudes histélogas, se cree que el TVis y el TSc desarro-
llan distintas funciones metabdlicas y pueden ser considerados érganos diferentes

(Ibrahim, 2010).
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Figura 2.1. Origen del tejido adiposo. Linaje de tejido adiposo. Los adipocitos blancos, cafés y

beige provienen de CMM. Sin embargo, los adipocitos cafés tiene caracteristicas estructurales mds pareci-
das a las de los miocitos. El adipocito beige expresa genes de TAB y TAC por efecto de la estimulacién con
catecolaminas y /o exposicién al frio. CMM: Célula madre mesenquimal; CPA: Célula precursora de adi-
pocito; TAB: Tejido adiposo blanco; TAC: Tejido adiposo café. Adaptado de (Algire et al., 2012).

Fisiopatologia de la disfuncién adiposa

Aunque hace algunos afios la funcién del tejido adiposo se pensaba poco mds que la de
un simple depdsito energético, ahora se sabe que es un importante y activo érgano en-
décrino involucrado en procesos metabdlicos como angiogénesis, adipogénesis, lipo-
génesis, metabolismo (de glucosa, lipidos y esteroides), produccién enzimética y hor-
monal, regulacién del apetito y de la respuesta inmune, por lo anterior, su disfuncién
puede resultar en procesos anormales en estas y muchas otras dreas que contribuyen al

desarrollo de enfermedades metabdlicas (Bays, 2005).

En condiciones de balance energético positivo crénico, el tejido adiposo se encuentra
bajo la presién de crecer continuamente para almacenar el exceso de energia en forma
de grasa. Puesto que los adipocitos son post-mitéticos, el tejido adiposo tiene dos op-

ciones: aumentar el niimero de adipocitos a partir de CPAs mediante el proceso de




adipogénesis (hiperplasia), o aumentar de tamafio los adipocitos existentes (hipertro-
fia). El tejido adiposo hipertréfico, presenta un aumento en la produccién de factores
como interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral -alfa (TNF-a), leptina, resistina y
una disminucién en el transportador de glucosa 4 (GLUT4), cambios que pueden em-
peorar la disfuncién metabdlica y generar atiin mas hipertrofia. El tejido adiposo subcu-
tdneo tiende a la hiperplasia, mientras que el visceral tiende a la hipertrofia (Bays et al.,
2008).

1. Los 4cidos grasos libres y la disfuncién metabdlica

Aproximadamente el 80% del peso de un adipocito blanco son lipidos, y aproximada-
mente el 90% de los lipidos de un adipocito se almacenan como triglicéridos (Bays et
al., 2008). Una molécula de triglicérido estd compuesto por tres dcidos grasos y una mo-
lécula de glicerol. Acoplados a la molécula de glicerol en forma de triglicéridos, los 4ci-
dos grasos se consideran relativamente inocuos ya que se encuentran estables y no in-
terfieren con la sefializacién del adipocito ni generan inflamacién. Sin embargo, los
dcidos grasos libres (AGL), el mayor producto secretado por adipocitos (producidos a
partir de triglicéridos), interfieren con la sefializacién del receptor de insulina. Altos
niveles crénicos de AGL en sangre contribuyen a la adquisicién o empeoramiento de
resistencia a la insulina (Jensen, 2006) asi como a la pérdida de produccién de insulina
en péncreas (Bays et al., 2008). La resistencia a la insulina por si misma aumenta la pre-
si6n arterial pero también lo hace a través de disminuir la vasodilatacién endotelial y
contribuir a otras disfunciones microvasculares (de Jongh et al., 2004). Por dltimo, los
AGL contribuyen a la dislipidemia tipica del sindrome metabdlico, que se caracteriza
por altos niveles de triglicéridos, bajos niveles de colesterol proveniente de lipoprotei-
nas de alta densidad y altos niveles de colesterol proveniente de lipoproteinas de baja

densidad en sangre (Bays, 2005).

2. La adipogénesis

La adipogénesis es el proceso mediante el cual las CPAs se diferencian en adipocitos
maduros y consta de dos etapas: compromiso de CMM hacia preadipocitos y diferen-
ciacién terminal de preadipocitos a adipocitos maduros (Cristancho and Lazar, 2011).
Este proceso (Figura 2.2) se regula mediante cascadas de transcripciéon complejas en las
cuales participan numerosas enzimas, coenzimas, cofactores, receptores y otras protei-
nas. El receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma (PPARY) es uno de
los factores de transcripcién principales cuya funcién es tanto indispensable como sufi-
ciente para la diferenciacién de CPAs (Rosen and MacDougald, 2006). Su expresién es-

ta regulada a su vez por numerosos factores antiadipogénicos (KLF2, C/EBPy, etc...) y

1



proadipogénicos (KLF5, KLF15, C/EBPB, C/EBPY, etc...). El ligando responsable de la
activaciéon de PPARy aun no ha sido identificado (Rosen et al., 2000).

Las proteinas de unién estimulante a secuencias CCAAT (C/EBP) presentes en las re-
giones promotoras de varios genes también estdn intimamente involucradas en la adi-
pogénesis. La C/EBPa estd regulada por las C/EBPP y C/EBPd y a su vez es respon-
sable de activar a PPARy (MacDougald and Mandrup, 2002). Ambos genes de diferen-
ciacién terminal (c/ebpa y ppary) pueden ser regulados por factores extra-celulares.
Entre los mds importantes y conocidos de estos factores estd la insulina, que promueve
la diferenciacién y el TGFp factor inflamatorio que la inhibe (Rosen and MacDougald,
2006). La adiponectina, la leptina y la sintasa de &cidos grasos (producidos solo por
adipocitos maduros) son otros factores que influencian la adipogénesis (Bays et al.,
2008).

Gran parte del conocimiento de los mecanismos de la adipogénesis surgié de estudios
con la linea celular 3T3-L1. Estas son células inmortalizadas provenientes de fibroblas-
tos embrionarios que pueden ser diferenciadas a adipocitos bajo las condiciones de cul-
tivo adecuadas. Aunque este modelo se utiliza mucho por su accesibilidad, la expre-
sién génica, perfil secretor y requerimientos adipogénicos de estas células es distinto al
de CPAs primarias (Gesta et al., 2006) por lo cual es relevante realizar estos estudios
con CPAs.
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Figura 2.2. Cascada de sefnalizacién de la adipogénesis. Enla cascada de sefalizacién de
la adipogénesis participan muchos factores, principalmente C/EBPa y PPARY los cuales forman un ciclo

de regulacién positiva para activar los genes de diferenciacién terminal (Rosen and MacDougald, 2006).

3. La teoria de la expansién adiposa deficiente

Una de las mayores diferencias entre el TSc y el TVis es la capacidad adipogénica.

Mientras que el TSc genera hiperplasia con mayor facilidad, el TVis aumenta su alma-




cenamiento de lipidos por medio de la hipertrofia (Bays et al., 2008). La capacidad del
TSc de proliferar le da al tejido la capacidad de continuar almacenando lipidos sin sa-
crificar su funcionalidad. En contraste, el TVis al no tener la misma capacidad adipo-
génica alcanza su limite de almacenamiento antes que el TSc, genera hipertrofia, dis-
funciones e inflamacién y el exceso de lipidos entrantes, al no almacenarse contintian
en la circulacién y se depositan en otros érganos contribuyendo a la disfuncién meta-
bélica (Weyer et al., 2000).

El porcentaje de CPAs en el TVis es mayor que en el TSc sin embargo en CPAs subcuté-
neas, hay mayor expresién de genes pro-adipogénicos (dkk, c¢/ebpa, ppary, statda y
bmp) y en CPAs viscerales de genes anti-adipogénicos (tgff y gata-2) (Macotela ef al.,
2012) lo cual podria en parte explicar la tendencia del TVis hacia la hipertrofia. Otra
posibilidad es que las CMMs presentes en el TVis se encuentren menos diferenciadas
hacia CPAs, dado que el tratamiento in vitro con proteinas morfogenéticas de hueso 2 y
4 (BMP2 y 4), conocidos factores de compromiso hacia CPAs, rescaté la ausencia de di-
ferenciacién observada con el coctel de diferenciacién cldsico (Macotela et al., 2012). Sin
embargo, aun no se conoce qué factores determinan que una CPA se comporte como

visceral o subcutédnea.

4. Otros factores relacionados con el desarrollo de enfermedades metabdlicas

Cabe mencionar que el potencial patolégico del exceso de tejido adiposo también de-
pende de factores ambientales y de la predisposicion genética. Por ejemplo, los indios
Pima habitan tanto en Estados Unidos de Norte América como en México y ambos pre-
sentan la misma predisposiciéon genética a obesidad, insulinoresistencia y DMT2. Sin
embargo, los indios Pima de EU, que presentan una prevalencia de obesidad significa-
tivamente mayor y sobrepeso comparados con los indios Pima Mexicanos, también
presentan cinco veces mds prevalencia de DMT2 (Schulz et al., 2006). En otras palabras, la
adiposidad excesiva puede ser el factor catalitico para una enfermedad metabdlica pero
no el dinico (Bays et al., 2008). Factores adquiridos y ambientales tales como la hypercorti-
solemia (que ocurre durante el sindrome de Cushing’s o utilizacién farmacéutica de
corticosteroides) es un ejemplo entre muchos otros que pueden también afectar el desa-

rrollo de enfermedades metabdlicas relacionadas con el tejido adiposo .

Diferencias genéticas intrinsecas entre tejidos adiposos

Como se mencioné anteriormente, el TVis y el TSc poseen caracteristicas intrinsecas
distintas las cuales incluyen la secrecién de adipocinas, sensibilidad a la insulina, me-

tabolismo y tendencia a generar inflamacién (Wajchenberg ef al., 2002) y estas diferen-




cias han sido correlacionadas con la expresién diferencial de genes en cada tipo de teji-
do (Cantile et al., 2003; Gesta et al., 2006; Tchoukalova et al., 2010; Yamamoto et al.,
2010).

En un estudio reciente, un microarreglo elaborado en CPAs murinas arrojé una lista de
genes con expresion preferencial en TVis o TSc (Macotela et al., 2012). Con el fin de
identificar genes responsables del fenotipo de cada tejido, en el presente trabajo se se-
leccionaron 9 de dicha lista para valorar su expresion diferencial entre tejidos durante
la diferenciacién y el efecto de un ambiente obesogénico generado por una dieta alta en

grasa.




3. Justificacién

El mundo actual enfrenta una epidemia de sobrepeso, obesidad y enfermedades meta-
bélicas sin precedentes (Zeve et al., 2009). El tejido adiposo y su habilidad de diferen-
ciacion y proliferacién estan implicados intimamente en el desarrollo, prondstico, tra-
tamiento y prevencién de éstas enfermedades. El estudio de los factores que determi-
nan la diferencia en el riesgo presentado por la acumulacién del tejido visceral o el
subcutdneo permitirdn entender mejor qué factores y mecanismos participan en estos
fenémenos, permitiendo un mayor avance hacia su manipulacién benéfica con fines

terapéuticos.




4. Hipoétesis y Objetivos

Hipotesis
La capacidad de diferenciacién de los preadipocitos se verd atenuada en condiciones
de obesidad y la expresién de genes diferenciales entre adipocitos viscerales y subcu-

tdneos se verd modificada por la DAG.

Objetivo General

Evaluar el efecto de una dieta alta en grasa sobre la expresién génica durante la dife-

renciacion in vitro de preadipocitos subcutdneos y viscerales murinos.

Objetivos Especificos

4+Implementar el modelo de obesidad en ratones inducido por una dieta alta en grasa
+Evaluar tolerancia a la glucosa e incremento de tejido adiposo

4+Extraer y aislar preadipocitos murinos de los depésitos subcutdneo inguinal y visce-

ral perigonadal y someterlos al procedimiento de diferenciacién in vitro.

+Evaluar y comparar la diferenciaciéon de CPAs provenientes de distintos depdsitos

grasos (TVis vs. TSc) en cuanto a:
* Acumulacién lipidica

*Expresion del gen regulador de la adipogénesis, receptor activado por peroxiso-

ma proliferador gamma (pparvy).

*Genes preferencialmente expresados en preadipocitos subcutdneos (lhx8, cdh9,

mmp3, dkk2)

*Genes preferencialmente expresados en preadipocitos viscerales (tcf21, agt, hp,

vegfc, fndc5)
+Evaluar y comparar el efecto de la dieta alta en grasa en la expresién de:
* Acumulacién lipidica
*Expresion del gen ppary.

*Genes preferencialmente expresados en preadipocitos subcutdneos (lhx8, cdh9,
mmp3, dkk2)

*Genes preferencialmente expresados en preadipocitos viscerales (tcf21, agt, hp,

vegfc, fndc5)
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5. Metodologia

Ratones

Se obtuvieron 18 ratones de la cepa C57BL/6 (entre 3 y 4 semanas) del bioterio del Ins-
tituto de Neurobiologia (INB), UNAM y se mantuvieron en un cuarto con ciclos de luz-
obscuridad 12:12 a una temperatura constante. Se les dio una dieta control (DC) con
22% kcal provenientes de grasa o una dieta alta en grasa (DAG) con 60% kcal prove-
nientes de grasa (OpenSource Diet D12492; Research Diets) por 8 semanas y agua ad
libitum. El sacrificio de ratones se llevé a cabo por inhalacién de CO; y todo el manejo
y estudio de animales fue de acuerdo con el protocolo aprobado por el comité de bioé-
tica del INB.

Extraccion y Aislado de Preadipocitos

Se extrajo el tejido adiposo perigonadal (visceral) e inguinal (subcutdneo), se corté en
pequefios pedazos con tijeras esterilizadas y se incubaron en una solucién de colagena-
sa (Img/mL) disuelta en medio DMEM LG con 1% albtimina de suero bovino (ASB)
por 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se filtré la solucién a través de una malla de
nylon de 200um y se sometieron las muestras a una centrifugaciéon de 1,300rpm. Los
adipocitos maduros flotantes se aspiraron y se aplicé 1 mL de buffer de lisis a cada
muestra para eliminar eritrocitos (ACK lysing buffer Cat. 10-548E, Life Technologies).
De la fraccién celular resultante aquellas células negativas para CD31 y CD45 (marca-
dores de células endoteliales y leucocitos) y positivas para CD34 y SCA1 (marcadores
de células madre) se consideraron preadipocitos. La separacién se llevé a cabo con el

equipo Auto-MACS Pro y anticuerpos acoplados a particulas magnéticas (eBioscience).

Sembrado y crecimiento de células

Las células precursoras de adipocitos se sembraron en pozos de 3.8 cm? previamente
tratados con matrigel (BD Biosciences) al 2.5% en medio F10 (Life Technologies) para
aumentar su nimero. Cuando las células alcanzaron el 80% de confluencia se cambia-
ron a pozos de 0.75 cm?2 a una densidad de 40,000 células por pozo hasta alcanzar de
nuevo el 80% de confluencia. Durante este periodo se utiliz6 el medio de crecimiento el
cual se cambi6 cada 2 dias. La formulacién de medios de cultivo se muestran en la Ta-
bla 5.1.




Tabla 5.1. Formulacién de medios utilizados para el protocolo de diferenciacién

Medio de Crecimiento Medio de Mantenimiento Coctel de diferenciacion
Medio de Mantenimiento adicionado | 60% DMEM L@ (Invitrogen) Medio de Mantenimiento
con: 38% MCDB20! Media (Sigma,
8% suero fetal de bovino (SFB) M6770) 100 nmol/L inedling,
Olmg/mL Normocina (InvitroGen) 2% auero fetal de bovino (SFB) 0.5 umol/L isobutilmethilxanting
[0 ng/ml factor de crecimiento epi- | % Peniciina/Streptomicina (!Bl\/qu),
dermico (EGF) (InvitroGen) Dexametagona InM (Sigma, D- [ imol/L dexametagona y
[0 ng/ml factor inhibidor de leucemia | 4902) [ ymol/L rosiglitazona
(LIF) {InvitroGen) Acido agcerbico 2 fosfato Ol mM
[0 ng/mL Factor de crecimiento BB | (Sigma, AS960)
derivado de plaquetas (PDGF) (Invi- | fix (TQ Ix (Sigma, [3146)
troGen) A .

_ o Acido linoleico-Albimina Ix (Sigma,

5 ng/ml factor bagico de crecimiento | | 9530)
de fibroblagtog (bFGF) (InvitroGen)

Protocolo de diferenciacion

Al alcanzar el 80% de confluencia, las células se trataron con BMP4 a 3.3nM por dos

dias para comprometerlas al linaje de adipocito, después se incubaron con el coctel de
diferenciacién por tres dias y finalmente con insulina (100nM) por otros dos dias. Pos-
teriormente se cambi6 el medio de mantenimiento cada dos dias hasta alcanzar 11 dias
desde que se inici6 el protocolo de diferenciacién (Figura 5.1). Se colectaron muestras
de células previo a cada tratamiento y se lisaron con el buffer RLT del kit de extraccién
de ARN RNeasy (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras

celulares se procesaron por triplicado.

Dia-2 Diao Diag Diaj Diay
I | | I I N
BMPy4 Coctel de Insulina Medio Medio ,

diferenciacion

Figura 5.1. Esquema de protocolo de diferenciacién. Se inici6é con células no diferencia-
das y se finaliz6 con adipocitos maduros. La proteina morfogenética de hueso 4 (BMP4) se utiliz6 para
comprometer a las células a un linaje de adipocitos, el coctel de diferenciacién y la insulina estimulan el
proceso de diferenciacién. Se tomaron muestras con sus respectivas fotografias todos los dias de trata-

miento o cambio de medio (dias -2, 0, 3, 5y 7).




Extraccion de ARN, sintesis de cDNA y PCR en tiempo real

Se utiliz6 el kit RNeasy (Qiagen) para la extracciéon de RNA de las células y el método
utilizado fue de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la sintesis de cDNA se
utilizé el kit “high capacity reverse transcription kit” (Applied Biosystems). Para PCR
en tiempo real se utiliz6 Maxima SYBR Green (Fermentas) utilizando el equipo CFX96

Real-Time System (BIO RAD) bajo las siguientes condiciones para todos los genes:

e 1 ciclo: 95°C por 10 min

¢ 40 ciclos de 95°C por 10 s, 59°C por 20 s y 72°C por 30s

Se utiliz6 la expresién de la proteina de unién a la secuencia TATA (Tbp) como gen con-

trol para normalizar los datos de la expresién de genes amplificados con los oligonu-

cle6tidos de la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Lista de oligonucledtidos utilizados para qRT-PCR

Gen Derecho Reversa
Hp GAGAGBTCCACGATBAGARC CTTCGRCCCRTAGTCTCTAG
Agt TATCCACTGACCCAGTTCTT AAGTCAACCTABGCTETTGAAA
Fnde5 ATGAACCABGATCBEEAGCCAA GCBECACAACAGAGCTATAACA
Lhx8 BGAGCTCOGACCAGCTTCA TTGTTGTCCTGABCBAACTB
Mmp3 TGGAGATGCTCACTTTGACG ATCGAAACBBBACAAGTCTG
Dkk2 CCGCAGACTCAAAGAAAALE CCCCATACATTTCTGCGAGT
Tef2! CATTCACCCAGTCAACCTGA TTCCTTCAGGTCATTCTCTGG
Cdho CTGATGCBGRTCAAGBATTCA CTCCCCTCCTAGAGABGBACTT
Vegfe CGAGGTCAAGRCTTTTGAAB TCCCCTRTCCTORTATTGAG
Thp BAAGCTBCORTACAATTCCAR CCCCTTGTACCCTTCACCAAT
Estadistica

Se utiliz6 la prueba T de student de dos colas con 95% de confianza para la determina-

cién de diferencias significativas.




6. Resultados

En el presente trabajo se investigaron tres aspectos: el efecto de la diferenciacién, el
efecto del tejido adiposo de origen y el efecto de la dieta sobre la expresiéon génica. En
la seccién de resultados se mencionardn todos estos sin embargo, por razones de clari-
dad, ésta seccion se subdividird en cuatro: (1) la validacién del modelo de obesidad in-
ducido por dieta alta en grasa, (2) la caracterizacién de diferencias generales entre teji-
do de origen y dieta, (3) el efecto del tejido de origen y (4) efecto de la dieta (DAG vs.

DC) sobre la expresion génica de CPAs durante la diferenciacion.

1) Caracterizacion y validacion del modelo de obesidad inducido por dieta alta en

grasa

Con el fin de validar el modelo, después de 8 semanas de mantener a los ratones con la
respectiva dieta: control (DC) o alta en grasa (DAG), se realizaron mediciones del peso
completo del animal al final de la dieta asi como el de ambos tejidos adiposos (TVis y
TSc) y de la glicemia en el posprandio. No se observaron cambios significativos de pe-
so completo de los ratones entre dietas utilizadas (Figura 6.1.1 A). Sin embargo, los
tejidos adiposos viscerales y subcutdneos ambos aumentaron de peso de forma signifi-
cativa en los ratones con dieta alta en grasa (Figura 6.1.1 B). Por otra parte, la glicemia
posprandial de los ratones en DAG también se encontré significativamente elevada en
comparacion con la de los animales en DC (Figura 6.1.1 C). Estos resultados indican
que la DAG aumenta la acumulacién de tejido adiposo y altera los niveles de glucosa

en sangre, lo cual lo hace efectivo como modelo experimental.
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Figura 6.1.1. Caracterizacién y validacion del modelo experimental. (A) Promedio
de peso de ratones completos tras 8 semanas de dieta. El peso fue tomado inmediatamente después del
sacrificio de cinco experimentos separados con un total de 23 ratones en dieta control (DC) y 18 en dieta
alta en grasa (DAG). (B) Promedio de peso de tejidos adiposos del epiplén (TVis) e inguinal (TSc) de ra-
tones con DC o DAG. (C) Glicemia posprandial al dfa del sacrificio de ratones en DC y DAG. Se ayunaron

los ratones 2 horas antes del sacrificio. Gréficas muestran error estdndar y * indica diferencias significa-

tivas (p <0.05).




2) Caracterizacién de CPAs subcutdneas y viscerales en ambas dietas

1. Diferenciaciéon por medio de la acumulacién lipidica celular

Los preadipocitos subcutdneos obtenidos de ratones alimentados con una dieta control
(Sc DC) mostraron la mayor diferenciacién por valoracién subjetiva de acumulacién de
lipidos. Los preadipocitos de este grupo pasaron de ser células fibroblasticas alargadas

a células redondas con varias gotas medianas de grasa (Figura 6.2.1).

En cambio, el mismo protocolo en preadipocitos subcutdneos de animales alimentados
con una dieta alta en grasa (Sc DAG) result6 en menos células con morfologia de adi-
pocito maduro. Aquellas celulas que si acumularon lipidos al dia 7, exhibieron esta
acumulacién como gotas mds grandes que las del grupo Sc DC pudiendo sugerir una

tendencia a la hipertrofia por efecto de la DAG (Figura 6.2.2).

Dia -2 Dia 0

Dia5 Dia7 Dia 9

Figura 6.2.1. Visualizacién de CPAs subcutdneas de ratones alimentados con DC
(Sc¢ DC). Microfotografias de las células precursoras de adipocitos (CPAs) durante el protocolo de dife-
renciacién obtenidas del tejido subcutineo (inguinal) de ratones alimentados con dieta control (DC). To-

das las fotografias fueron tomadas con un aumento de 15x.

15



Dia 0

Dia3

Dia5

Dia7

Dia9

Figura 6.2.2. Visualizacién de CPAs subcutdneas de ratones alimentados con

DAG (Sc DAG). Microfotografias de las células precursoras de adipocitos (CPAs) durante el protoco-

lo de diferenciacién obtenidas del tejido subcutdneo (inguinal) de ratones alimentados con dieta alta en

grasa (DAG). Todas las fotografias fueron tomadas a un aumento de 15x.

Dia 0
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Dia 9

Figura 6.2.3. Visualizacién de CPAs viscerales de ratones alimentados con DC

(Vis DC). Microfotografias de las células precursoras de adipocitos (CPAs) obtenidas del tejido visceral

(epiplén) de ratones alimentados con dieta control (DC) durante el protocolo de diferenciacién. Todas las

fotografias fueron tomadas a un aumento de 15x.
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Figura 6.2.4. Visualizacién de CPAs viscerales de ratones alimentados con DAG
(Vis DAG). Microfotografias de las células precursoras de adipocitos (CPAs) obtenidas del tejido vis-
ceral (epiplén) de ratones alimentados con dieta alta en grasa (DAG) durante el protocolo de diferencia-

cién. Todas las fotograffas fueron tomadas a un aumento de 15x.

Los preadipocitos viscerales provenientes de ratones alimentados con dieta control (Vis
DC) (Figura 6.2.3) fueron similares a los Sc DAG (Figura 6.2.2) en términos de nimero
de células aparentemente diferenciadas siendo estas menos que las observadas en el
grupo Sc DC. Sin embargo, las gotas de grasa en el caso de las Vis CD fueron mas pe-
quedias a las de Sc DAG.

Los preadipocitos obtenidos del tejido visceral de animales alimentados con dieta alta
en grasa (Vis DAG) mostraron la menor cantidad de adipocitos maduros de los cuatro
grupos al final del protocolo de diferenciacién con casi ninguna célula que exhibiera

acumulacién lipidica (Figura 6.2.4).

2. Expresién génica antes y después del protocolo de diferenciacion

Con la finalidad de evaluar la expresién génica por efecto del protocolo de diferencia-
cién, se realizaron valoraciones de los genes de interés previo al inicio (dia -2) y al fina-
lizar el protocolo de diferenciacién (dia 7). Estos datos se muestran a continuacién (Fi-
gura 6.2.5) incorporando todos los genes en los dias mencionados para ilustrar de for-
ma concisa aquellos genes cambiantes con la diferenciacién, en los dos tejidos y las dos

dietas. En aquellos genes que presentaron cambios por efecto de la diferenciacién y el
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tejido o la dieta se realizaron valoraciones de la expresiéon génica para el resto de los
dias (0, 3 y 5). Dichos resultados se describirdn mas adelante en las siguientes seccio-

nes.

En las CPAs de los cuatro grupos, la expresiéon de los genes hp, agt y fndc5 aumenté
significativamente al dia 7 con respecto al -2 del protocolo de diferenciacién. El gen
mmp3 aumentd significativamente su expresién al final de la diferenciacién sélo en
CPAs viscerales de ambas dietas mientras que el gen cdh9 presenté cambios significa-
tivos solo en CPAs subcutdneas de ambas dietas. El gen vegfc aumenté significativa-
mente con la diferenciacién solo en CPAs con DC. Finalmente, el gen dkk2 permaneci6
igual en todos los grupos excepto en CPAs viscerales de animales en DC, donde au-

ment¢ significativamente con la diferenciacién (Figura 6.2.5 A).

En la Figura 6.2.5 B, se muestran las veces de cambio entre el dia -2 y 7 de cada gen
normalizados al dfa -2 de cada grupo (Sc DC, Sc DAG, Vis DC, Vis DAG). Las variables
de tejido y dieta también afectaron las veces de aumento en cada gen. La expresién de
hp y agt aumenté significativamente sélo en los grupos Sc DC y Vis DAG. Las veces de
cambio del gen fndc5 fue significativo solo en CPAs subcutdneas de dieta control y las
de los genes dkk2 y cdh9 solo en CPAs subcutdneas de dieta alta en grasa. Para el gen
mmp3, las veces de cambio fueron significativas solo en los CPAs viscerales y para el

gen vegfc solo en CPAs subcutdneas de dieta alta en grasa y viscerales de dieta control.

3) Caracterizacion de CPAs por el tejido de origen

1.Valoracién de la diferenciacién entre tejidos por medio de la expresién del gen ppary

Los cambios en la diferenciacién entre cada tejido y cada dieta, se analizaron a nivel
molecular midiendo la expresion de ppary, el cual es un factor de transcripcién indis-

pensable para la diferenciacién, por medio de qRT-PCR.

En apoyo a lo observado en las micro-fotografias, donde la diferenciacién fue mayor en
CPAs subcuténeas por exhibir estas mayor acumulacién lipidica, la expresion de ppary
en estos grupos (Sc DC y Sc DAG) fue significativamente mayor que en CPAs viscera-
les de ambas dietas (Figuras 6.3.1 A y C). Sin embargo, en ambas dietas no hubo dife-
rencias significativas en cuanto a patrén de expresion y veces de aumento (Figuras
6.3.1 B, D y F). Estos resultados se mantuvieron cuando se incluyeron todos los puntos
de la curva en el cédlculo de significancias, siendo la expresién en CPAs subcutdneas

también distinta entre dietas (Figura 6.3.1 E).
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Figura 6.2.5. Efecto de la diferenciacién sobre la expresién génica. (A) Diferencias

en expresion génica en CPAs al inicio (dfa -2) y término del protocolo de diferenciacién (dia 7). Datos ex-

presados en unidades arbitrarias. (B) Veces de cambio en la expresién génica en CPAs al inicio (dia -2) y

término del protocolo de diferenciacién (dia 7). Datos normalizados con respecto al dia -2 de cada grupo.

Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de animales en dieta

alta en grasa; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Vis DAG= CPAs viscerales de anima-

les en dieta alta en grasa. n=6. Graficas muestran error estdndar. (*) Significancia respecto al dia -2 de cada

grupo (p <0.05).
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Figura 6.3.1. Diferencias en la expresiéon génica de ppary entre CPAs subcutdneas
y viscerales. (A) Expresién de ppary en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién
en CPAs viscerales y subcutdneas provenientes de animales en dieta control (DC). Datos sin normalizar.
(B) Veces de cambio en la expresién de ppary a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs viscerales
y subcutdneas provenientes de animales en dieta control (DC). Los datos estdn normalizados al dia -2 de
cada tejido. (C) Expresion de ppary en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en
CPAs viscerales y subcutdneas provenientes de animales en dieta alta en grasa (DAG). Datos sin normali-
zar. (D) Veces de cambio en la expresién de ppary a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs vis-
cerales y subcutdneas provenientes de animales en dieta alta en grasa (DAG). Los datos estdn normaliza-
dos al dia -2 de cada tejido. (E) Expresion de ppary en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de

diferenciacién en todos los grupos. Datos sin normalizar. (F) Veces de cambio en la expresién de ppary a
lo largo del protocolo de diferenciacién en todos los grupos. Datos normalizados al dia -2 de cada tejido.
CPAs: Células precursoras de adipocitos. Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Vis
DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de animales en dieta alta
en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta en grasa. n=6. Graficas muestran error es-

téndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia. (#) Diferencia significativa del grupo. (p< 0.05).
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Figura 6.3.2. Diferencias en la expresién génica de hp entre CPAs subcutdneas y
viscerales. (A) Expresién en unidades arbitrarias de hp en CPAs subcutdneas y viscerales provenien-
tes de animales alimentados con dieta control en dias -2, 0, 3, 5y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos
sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de hp en CPAs subcutdneas y viscerales provenientes
de animales alimentados con dieta control en dias -2, 0, 3, 5 y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos
normalizados al dfa -2 de cada tejido. (C) Expresién en unidades arbitrarias de hp en CPAs subcutaneas y
viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2, 0, 3, 5 y 7 del protocolo
de diferenciacién. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de hp en CPAs subcutdneas y
viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2, 0, 3, 5y 7 del protocolo
de diferenciacién. Datos normalizados al dfa -2 de cada tejido. (E) Expresién de hp en unidades arbitrarias
a lo largo del protocolo de diferenciacién en todos los grupos. Datos sin normalizar. (F) Veces de cambio
en la expresién de hp a lo largo del protocolo de diferenciacion en todos los grupos. Datos normalizados al
dfa -2 de cada tejido. CPAs: Células precursoras de adipocitos. Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en
dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de ani-
males en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta en grasa. n=6. Gréficas

muestran error estandar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p< 0.05).
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Figura 6.3.3. Diferencias en la expresiéon génica de agt entre CPAs subcutdneas y
viscerales. (A) Expresién en unidades arbitrarias de agt en CPAs subcutdneas y viscerales provenien-
tes de animales alimentados con dieta control en difas -2, 0, 3, 5y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos
sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de agt en CPAs subcutdneas y viscerales provenientes
de animales alimentados con dieta control en dias -2, 0, 3, 5 y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos
normalizados al dia -2 de cada tejido. (C) Expresién en unidades arbitrarias de agt en CPAs subcutdneas y
viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dfas -2, 0, 3, 5y 7 del protocolo
de diferenciacién. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de agt en CPAs subcutaneas
y viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2, 0, 3, 5 y 7 del protoco-
lo de diferenciacién. Datos normalizados al dia -2 de cada tejido. (E) Expresién de agt en unidades arbitra-
rias a lo largo del protocolo de diferenciacién en todos los grupos. Datos sin normalizar. (F) Veces de cam-
bio en la expresion de agt a lo largo del protocolo de diferenciacién en todos los grupos. Datos normaliza-
dos al dia -2 de cada tejido. CPAs: Células precursoras de adipocitos. Sc DC= CPAs subcutadneas de anima-
les en dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de
animales en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta en grasa. n=6. Grafi-

cas muestran error estdndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p< 0.05).




2. Diferencias en la expresién génica entre CPAs subcutédneas y viscerales

Haptoglobina (hp)

En ambos tejidos, visceral y subcutdneo, la diferenciacién induce un aumento significa-
tivo en la expresién de hp (Figura 6.2.5), 1a cual tiene un patrén en forma de campana y
su pico es alcanzado al dia 5. En el caso de animales con DC, la expresiéon de hp en
CPAs subcutédneas es significativamente mds alta que en viscerales (Figuras 6.3.2 Ay
B).

En el caso de animales con DAG, las diferencias descritas arriba no alcanzan a ser sig-
nificativas entre CPAs subcutdneas y viscerales en ninguno de los dias (Figuras 6.3.2 C
y D). En otras palabras, el aumento en la expresién de hp, aunque es mayor conforme
avanza la diferenciacién en ambos tejidos, es menor en CPAs viscerales que en subcu-
tdneas y éstas diferencias son menos evidentes cuando los animales son sometidos a
una DAG. La comparacién de las curvas completas no arrojé diferencias significativas

probablemente debido a una gran variabilidad entre cultivos (Figuras 6.3.2E y F).
Angiotensinégeno (agt)

La expresién de agt, también en forma de campana con un pico al dia 5, fue significati-
vamente mayor en CPAs subcutédneas en los dias 0, 3, 5 y 7 del protocolo de diferencia-
cién (Figuras 6.3.3 A'y C). Cuando los datos son normalizados al dia -2 de su respectivo
tejido, el aumento de expresiéon es mayor en CPAs subcutdneas que viscerales en con-
diciones de dieta control (Figura 6.3.3 B) pero estas diferencias no son significativas en
condiciones de dieta alta en grasa (Figura 6.3.3 D). Cuando se tomaron en cuenta todos
los puntos de la curva, las diferencias entre grupos no fueron significativas, probable-

mente debido a una gran variabilidad entre cultivos (Figuras 6.3.3 E y F).

Fibronectina 5 con dominio tipo III (fndc5)

Como se describié anteriormente, fndc5 aumenta con la diferenciacién independiente-
mente del tejido o la dieta (Figura 6.2.5). La expresién de fndc5 no se midi6 para los
dias 0, 3 y 7 ya que no se observaron diferencias entre dietas o tejidos al final de la dife-
renciacion (Figura 6.3.4). Sin embargo, en ambas dietas, la expresién basal (dia -2) de

fndc5 fue mayor en CPAs viscerales (Figuras 6.3.4 Ay C).

LIM homeobox 8 (Ihx8)
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El gen 1hx8 es aparentemente exclusivo a CPAs subcutdneas, ya que la expresién en
viscerales fue muy baja o nula (Figura 6.3.5). En CPAs subcutdneas, hx8 incrementé

significativamente con la diferenciacién (aproximadamente 8 veces en DC y 7 en DAG).
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Figura 6.3.4.Diferencias en la expresion génica de fndc5 entre CPAs subcutdneas

y viscerales. (A) Expresién en unidades arbitrarias de fndc5 en CPAs subcutédneas y viscerales prove-
nientes de animales alimentados con dieta control en dias -2 y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos sin
normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de fndc5 en CPAs subcutdneas y viscerales provenientes
de animales alimentados con dieta control en dias -2 y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos normaliza-
dos al dia -2 de cada tejido. (C) Expresiéon en unidades arbitrarias de fndc5 en CPAs subcutdneas y visce-
rales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2 y 7 del protocolo de diferen-
ciacién. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de fndc5 en CPAs subcutdneas y visce-
rales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2 y 7 del protocolo de diferen-
ciacién. Datos normalizados al dia -2 de cada tejido. Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta con-
trol; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de animales en
dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta en grasa. n=6. Graficas muestran

error estdndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p< 0.05).

Metaloproteasa de matriz 3 (mmp3)

La expresiéon de mmp3 siguié un patrén opuesto entre CPAs subcutdneas y viscerales
pero consistente entre dietas. En la primera mitad del protocolo de diferenciacién (dfas
-2, 0y 3), su expresién y aumento fue mayor en CPAs viscerales y en la segunda mitad
(dfas 5y 7) en subcutdneas (Figura 6.3.6). Estas diferencias aunque evidentes en ambas
dietas, la DAG tiene menos casos significativos. Cuando se tomaron todos los puntos

de la curva, no hubo diferencias significativas entre grupos (Figuras 6.3.6 E y F).

Proteina relacionada a dickkopf 2 (dkk2)

La expresion de dkk2 no se midi6é para los dias 0, 3 y 7 ya que no se observaron dife-
rencias entre tejidos al final de la diferenciacién. Sin embargo, como fndc5, la expre-
sion de dkk2 fue significativamente mayor al dia -2 en CPAs subcutédneas, diferencia
que no se mantuvo al dia 7 en la dieta control debido a un aumento significativo de su
expresion en CPAs viscerales (Figuras 6.3.7 A'y C). En CPAs subcutdneas la expresiéon

de dkk2 no sufrié cambios con la diferenciacién, sin embargo, en el caso de CPAs visce-
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rales aumenté alcanzando significancia solo en condiciones de dieta control (Figuras
6.3.7 By D).

Factor de transcripcion 21 (tcf21)

El gen tcf21 se expresé a niveles no detectables por qRT-PCR en CPAs subcutdneas de
dieta control y a niveles muy bajos en CPAs subcutdneas de DAG. Por esta razén la ex-
presién de tcf21 resulté significativamente mayor en CPAs viscerales (Figuras 6.3.8 A'y
C). Ademads, en CPAs viscerales este gen no cambid entre el inicio y el fin del protocolo
de diferenciacién. En CPAs subcutdneas de dieta alta en grasa, su expresion disminuyé

aun mas, lo cual resulté estadisticamente significativo (Figuras 6.3.8 B y D).

Caderina 9 (cdh9)

Como se describié al inicio de esta seccidn, el gen cdh9 subié de forma significativa con
la diferenciacién solo en CPAs subcutdneas (Figura 6.2.5). No hubo diferencias signifi-
cativas entre CPAs subcutdneas o viscerales en cuanto a su expresiéon una vez iniciado
el protocolo de diferenciacién, sin embargo, al dia -2 su expresién fue mayor en CPAs
viscerales de dieta control (Figura 6.3.9). Los cambios por efecto de la dieta se describi-

rdn a mayor detalle en la siguiente seccién.
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Figura 6.3.5. Diferencias en la expresiéon génica de 1hx8 entre CPAs subcutdneas
y viscerales. (A) Expresion en unidades arbitrarias de 1hx8 en CPAs subcutdneas y viscerales prove-
nientes de animales alimentados con dieta control en dias -2 y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos sin
normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de 1hx8 en CPAs subcutaneas y viscerales provenientes de
animales alimentados con dieta control en dias -2 y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos normalizados
al dfa -2 de cada tejido. (C) Expresién en unidades arbitrarias de 1hx8 en CPAs subcutdneas y viscerales
provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2 y 7 del protocolo de diferencia-
cién. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de 1hx8 en CPAs subcutaneas y viscerales
provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dfas -2 y 7 del protocolo de diferencia-
cién. Datos normalizados al dfa -2 de cada tejido. Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta control;
Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de animales en dieta
alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta en grasa. n=6. Gréficas muestran error

estandar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p< 0.05). (**) Significancia respecto al dia -2.
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Figura 6.3.6. Diferencias en la expresién génica de mmp3 entre CPAs subcutd
neas y viscerales. (A) Expresién en unidades arbitrarias de mmp3 en CPAs subcutédneas y viscerales
provenientes de animales alimentados con dieta control en dias -2, 0, 3, 5y 7 del protocolo de diferencia-
cién. Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresion de mmp3 en CPAs subcutédneas y viscera-
les provenientes de animales alimentados con dieta control en dias -2, 0, 3, 5y 7 del protocolo de diferen-
ciacién. Datos normalizados al dia -2 de cada tejido. (C) Expresién en unidades arbitrarias de mmp3 en
CPAs subcutdneas y viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2, 0,
3, 5y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de
mmp3 en CPAs subcutaneas y viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en
dfas -2, 0, 3, 5 y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos normalizados al dfa -2 de cada tejido. (E) Expre-
sién de mmp3 en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en todos los grupos. Datos
sin normalizar. (F) Veces de cambio en la expresiéon de mmp3 a lo largo del protocolo de diferenciacién en
todos los grupos. Datos normalizados al dia -2 de cada tejido. CPAs: Células precursoras de adipocitos. Sc
DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta con-
trol; Sc DAG= CPAs subcutdneas de animales en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de anima-
les en dieta alta en grasa. n=6. Graficas muestran error estdndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo
dia (p< 0.05).
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Figura 6.3.7. Diferencias en la expresién génica de dkk2 entre CPAs subcutd
neas y viscerales. (A) Expresién en unidades arbitrarias de dkk2 en CPAs subcutdneas y viscerales
provenientes de animales alimentados con dieta control en dfas -2 y 7 del protocolo de diferenciacién.
Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de dkk2 en CPAs subcutdneas y viscerales pro-
venientes de animales alimentados con dieta control en dias -2 y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos
normalizados al dfa -2 de cada tejido. (C) Expresiéon en unidades arbitrarias de dkk2 en CPAs subcutdneas
y viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dfas -2 y 7 del protocolo de
diferenciacién. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de dkk2 en CPAs subcuténeas y
viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2 y 7 del protocolo de
diferenciacién. Datos normalizados al dfa -2 de cada tejido. Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en
dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de ani-
males en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta en grasa. n=6. Graficas

muestran error estandar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p< 0.05).
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Figura 6.3.8. Diferencias en la expresiéon génica de tcf21 entre CPAs subcutd
neas y viscerales. (A) Expresién en unidades arbitrarias de tcf21 en CPAs subcutdneas y viscerales
provenientes de animales alimentados con dieta control en dias -2 y 7 del protocolo de diferenciacién.
Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de tcf21 en CPAs subcutadneas y viscerales pro-
venientes de animales alimentados con dieta control en dias -2 y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos
normalizados al dfa -2 de cada tejido. (C) Expresiéon en unidades arbitrarias de tcf21 en CPAs subcutaneas
y viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2 y 7 del protocolo de
diferenciacién. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de tcf21 en CPAs subcutdneas y
viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dfas -2 y 7 del protocolo de
diferenciacién. Datos normalizados al dfa -2 de cada tejido. Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en
dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de ani-
males en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta en grasa. n=6. Graficas
muestran error estdndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p< 0.05). (**) Significancia respecto al
dfa -2.
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Figura 6.3.9. Diferencias en la expresiéon génica de cdh9 entre CPAs subcutdneas
y viscerales. (A) Expresion en unidades arbitrarias de cdh9 en CPAs subcutdneas y viscerales prove-
nientes de animales alimentados con dieta control en dias -2, 0, 3, 5 y 7 del protocolo de diferenciacién.
Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresiéon de cdh9 en CPAs subcutadneas y viscerales pro-
venientes de animales alimentados con dieta control en dias -2, 0, 3, 5 y 7 del protocolo de diferenciacién.
Datos normalizados al dia -2 de cada tejido. (C) Expresién en unidades arbitrarias de cdh9 en CPAs sub-
cutdneas y viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dfas -2, 0, 3,5y 7
del protocolo de diferenciacién. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresiéon de cdh9 en
CPAs subcutdneas y viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2, 0,
3, 5y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos normalizados al dfa -2 de cada tejido. Sc DC= CPAs subcu-
tdneas de animales en dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG=
CPAs subcutdneas de animales en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta

en grasa. n=6. Gréficas muestran error estdandar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p< 0.05).
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Figura 6.3.10. Diferencias en la expresién génica de vegfc entre CPAs subcuta-
neas y viscerales. (A) Expresiéon en unidades arbitrarias de vegfc en CPAs subcutaneas y viscerales
provenientes de animales alimentados con dieta control en dias -2, 0, 3, 5y 7 del protocolo de diferencia-
cién. Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de vegfc en CPAs subcutdneas y viscerales
provenientes de animales alimentados con dieta control en dias -2, 0, 3, 5y 7 del protocolo de diferencia-
cién. Datos normalizados al dfa -2 de cada tejido. (C) Expresién en unidades arbitrarias de vegfc en CPAs
subcutdneas y viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dfas -2,0, 3,5y
7 del protocolo de diferenciacién. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de vegfc en
CPAs subcutdneas y viscerales provenientes de animales alimentados con dieta alta en grasa en dias -2, 0,
3, 5y 7 del protocolo de diferenciacién. Datos normalizados al dia -2 de cada tejido. Sc DC= CPAs subcu-
tdneas de animales en dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG=
CPAs subcutdneas de animales en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta

en grasa. n=6. Graficas muestran error estdndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p< 0.05).

29



Factor de crecimiento endotelial vascular ¢ (vegfc)

Como se describié anteriormente, la expresiéon de vegfc aumenté con la diferenciacién
solo en condiciones de dieta control (Figura 6.2.5). Su expresién siguié un patrén de
campana, con un pico al dfa 5 y en condiciones de dieta control resulté significativa-
mente mayor s6lo en CPAs viscerales sin diferencias en las veces de aumento (Figuras
6.3.10 A'y C). Sin embargo, en condiciones de dieta alta en grasa no se observaron estas
diferencias debido a un aumento de expresioén significativamente mayor en CPAs sub-
cutdneas que en viscerales (Figura 6.3.10 D). Cuando se tomaron todos los puntos de la
curva, no hubo diferencias significativas entre grupos probablemente debido a la gran

variabilidad entre cultivos y un numero insuficiente de casos (Figuras 6.3.10 E y F).

4) Caracterizacion de diferencias entre CPAs por efecto de la dieta

1.Valoracién de la diferenciacién entre dietas por medio de la expresion del gen ppary

La Figura 6.4.1 muestra los datos del mismo experimento que arrojé los datos de la Fi-
gura 6.2.5, sin embargo, en este caso estdn organizados por tejidos para permitir la

comparacion entre dietas.

Con el objeto de analizar los cambios en la capacidad adipogénica de CPAs por efecto
de la dieta, se midi6 la expresion de ppary (factor de transcripcion esencial para la adi-
pogénesis) por medio de qRT-PCR. La expresion de ppary siguié un patrén similar en
todos los casos, sin embargo, en CPAs subcutdneas de dieta control llegé a un pico sig-
nificativamente mayor que en las de dieta alta en grasa (Figura 6.4.1 A). En CPAs visce-
rales el efecto de la dieta fue evidente solo al dia -2 del protocolo de diferenciacién,
donde la expresién de ppary fue significativamente mayor en la DC (Figura 6.4.1 C). Al
dia 0, las CPAs de DAG mostraron un aumento significativo en el expresién de ppary
con respecto a las de DC lo cual les permitié6 mantener niveles de expresiéon equivalen-

tes por el resto del protocolo de diferenciacién (Figura 6.4.1 D).
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Figura 6.4.1. Efecto de la dieta sobre la expresién de ppary. (A) Expresién de ppary en
unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs subcutaneas de ambas dietas. Da-
tos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de ppary a lo largo del protocolo de diferenciacién
en CPAs subcutdneas de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. (C) Expresién
de ppary en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs viscerales de ambas
dietas. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de ppary a lo largo del protocolo de
diferenciacién en CPAs viscerales de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta.
CPAs: Células precursoras de adipocitos. S¢ DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Vis
DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutédneas de animales en dieta alta
en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta en grasa. n=6. Gréficas muestran error es-

tdndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p< 0.05).

2.Diferencias entre CPAs respecto a la expresion génica por efecto de la dieta
Con el objeto de comparar diferencias entre la expresién génica de CPAs en cuanto a
dieta, en la presente seccién se organizaron los datos de la secciéon pasada de forma que

permitiera la comparacién entre dietas en lugar de tejidos.

Haptoglobina (hp)
En CPAs subcutdneas, la DAG ocasioné una sobre-expresién de hp al dia -2 pero evit6
que se alcanzara el pico de expresién observado al dia 5 del protocolo de diferenciacién
(Figura 6.4.2 A). Esta sobre-expresién al dfa -2 ocurrié en CPAs viscerales de ambas die-

tas, lo cual coincidié con una menor expresién al lo largo del protocolo de diferencia-
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cién (Figura 6.4.2 C). En apoyo a esto, en CPAs subcutdneas el aumento en expresién
fue mayor en la dieta control en los dias 0 a 5 (Figura 6.4.2 B) y también pudo haber
permitido el pico significativamente mayor en CPAs subcutdneas. En CPAs viscerales,
la dieta control permitié6 un aumento en expresién estadisticamente significativo sélo
en el dfa 0 (Figura 6.4.2 D).
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Figura 6.4.2. Efecto de la dieta sobre la expresién de hp. (A) Expresiéon de hp en uni-
dades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs subcutaneas de ambas dietas. Datos
sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de hp a lo largo del protocolo de diferenciacién en
CPAs subcutaneas de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. (C) Expresion de
hp en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs viscerales de ambas dietas.
Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de hp a lo largo del protocolo de diferenciacién
en CPAs viscerales de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. Sc DC= CPAs
subcutdneas de animales en dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc
DAG-= CPAs subcutdneas de animales en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en
dieta alta en grasa. n=6. Graficas muestran error estdndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p<
0.05).

Angiotensinégeno (agt)

La expresién de agt al dia -2 fue mayor en los grupos de DAG, aunque solo significati-
vo en el caso de CPAs viscerales (Figuras 6.4.3 A y C). Interesantemente, solo en el caso
de las CPAs subcutaneas la dieta control coincidié con un aumento en expresion signi-
ficativamente mayor al de la dieta alta en grasa (Figuras 6.4.3 B y D), pudiendo indicar
que, como en el caso de hp, una sobreexpresién inicial (dia -2) por efecto de la DAG,

previene el aumento en expresién esperado con una DC. La expresién de agt en todos




los puntos del protocolo de diferenciacién, aunque no estadisticamente significativo,

fue mayor en condiciones de dieta control (Figuras 6.3.3 E y F).
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Figura 6.4.3. Efecto de la dieta sobre la expresién de agt. (A) Expresiéon de agt en uni-
dades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs subcutineas de ambas dietas. Datos
sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de agt a lo largo del protocolo de diferenciacién en
CPAs subcutaneas de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dfa -2 de cada dieta. (C) Expresion de
agt en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs viscerales de ambas dietas.
Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de agt a lo largo del protocolo de diferenciacién
en CPAs viscerales de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. Sc DC= CPAs
subcutdneas de animales en dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc
DAG-= CPAs subcutdneas de animales en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en
dieta alta en grasa. n=6. Gréficas muestran error estdndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p<
0.05).

Fibronectina 5 con dominio tipo 111 (fndc5)

Como descrito en la seccién anterior, el gen fndc5 aumento significativamente con la
diferenciacién (Figura 6.2.5), pero no presenté diferencias entre tejidos (Figura 6.3.4) y

tampoco presenté diferencias por efecto de la dieta (Figura 6.4.4).

LIM homeobox 8 (Ihx8)




Como se describié previamente, la expresion de 1hx8 subié significativamente con la
diferenciacion (Figura 6.2.5), expresdandose preferencialmente en CPAs subcutdneas. En
éstas, se observé una tendencia donde la expresion de 1hx8 fue menor en el grupo de
DAG (Figura 6.4.5 A) aunque estas diferencias no resultaron significativas. Tampoco
resultaron diferentes las CPAs subcutdneas de ambas dietas en cuanto a aumento en la

expresion de 1hx8 (Figura 6.4.5 B).
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Figura 6.4.4. Efecto de la dieta sobre la expresion de fndc5. (A) Expresion de fndc5 en
unidades arbitrarias al inicio (dia -2) y término (dia 7) del protocolo de diferenciacién en CPAs subcuta-
neas de ambas dietas. Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de fndc5 al inicio (dia -2)
y término (dia 7) del protocolo de diferenciacion en CPAs subcutaneas de ambas dietas. Los datos estdn
normalizados al dia -2 de cada dieta. (C) Expresién de fndc5 en unidades arbitrarias al inicio (dia -2) y
término (dfa 7) del protocolo de diferenciacién en CPAs viscerales de ambas dietas. Datos sin normalizar.
(D) Veces de cambio en la expresion de fndc5 al inicio (dia -2) y término (dia 7) del protocolo de diferen-
ciacién en CPAs viscerales de ambas dietas. Los datos estan normalizados al dia -2 de cada dieta. Sc DC=
CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Sc
DAG= CPAs subcutdneas de animales en dieta alta en grasa; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en

dieta alta en grasa. n=6. Gréficas muestran error estdndar. n=6. (*) Significancia respecto al mismo dia (p <

0.05).
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Figura 6.4.5. Efecto de la dieta sobre la expresién de 1hx8 en CPAs subcutdneas.
(A) Expresiéon de 1hx8 en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs subcuta-
neas de ambas dietas. Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de 1hx8 a lo largo del
protocolo de diferenciacién en CPAs subcutaneas de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2
de cada dieta. Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de

animales en dieta alta en grasa. n=6. Gréficas muestran error estandar. (*) Significancia respecto al dia -2.

Metaloproteasa de matriz 3 (mmp3)
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Tanto en CPAs subcutdneas como viscerales, la expresién de mmp3 siguid el patrén de
una curva inversa, con los puntos mas altos al inicio (dfa -2) y fin (dfa 7) y el mas bajo a
la mitad (dia 3) del protocolo de diferenciacién. No hubo efecto estadisticamente signi-
ficativo de la dieta alta en grasa, aunque la expresiéon de mmp3 en CPAs subcutdneas

fue menor en promedio que en viscerales (Figura 6.4.6).

Proteina relacionada a dickkopf 2 (dkk2)

Tanto en CPAs subcutdneas como viscerales, la expresiéon de dkk2, aunque no significa-
tivo, tendi6 a ser mayor en el grupo de DAG (Figuras 6.4.7 Ay C), pero la expresién en
las viscerales a una menor escala. La dieta alta en grasa se asocié con un aumento (sig-

nificativo en el caso de las subcutdneas) del dia 2 al 7 (Figuras 6.4.7 B y D).
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Figura 6.4.6. Efecto de la dieta sobre la expresién de mmp3. (A) Expresion de mmp3
en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs subcutdneas de ambas dietas.
Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresién de mmp3 a lo largo del protocolo de diferencia-
cién en CPAs subcutidneas de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. (C) Ex-
presion de mmp3 en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs viscerales de
ambas dietas. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de mmp3 a lo largo del protocolo
de diferenciacién en CPAs viscerales de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada die-
ta. Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de animales en
dieta alta en grasa; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Vis DAG= CPAs viscerales de

animales en dieta alta en grasa. n=6. Gréficas muestran error estdndar.
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Figura 6.4.7. Efecto de la dieta sobre la expresiéon de dkk2. (A) Expresiéon de dkk2 en
unidades arbitrarias al inicio (dia -2) y término (dia 7) del protocolo de diferenciacion en CPAs subcuta-
neas de ambas dietas. Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresion de dkk?2 al inicio (dia -2)
y término (dia 7) del protocolo de diferenciacion en CPAs subcutineas de ambas dietas. Los datos estdn
normalizados al dia -2 de cada dieta. (C) Expresién de dkk2 en unidades arbitrarias al inicio (dia -2) y
término (dia 7) del protocolo de diferenciacién en CPAs viscerales de ambas dietas. Datos sin normalizar.
(D) Veces de cambio en la expresién de dkk2 al inicio (dia -2) y término (dia 7) del protocolo de diferen-
ciacién en CPAs viscerales de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. Sc DC=
CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de animales en dieta alta en
grasa; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en

dieta alta en grasa. n=6. Gréficas muestran error estdndar. (*) Significancia respecto al mismo dia.
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Figura 6.4.8. Efecto de la dieta sobre la expresion de tcf21. (A) Expresién de tcf21 en
unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs subcutaneas de ambas dietas. Da-
tos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresion de tcf21 a lo largo del protocolo de diferenciacion
en CPAs subcutaneas de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. Vis DC=
CPAs viscerales de animales en dieta control; Vis DAG= CPAs viscerales de animales en dieta alta en gra-

sa. n=6. Gréficas muestran error estdndar. (*) Significancia respecto al mismo dia.
Factor de transcripcion 21 (tcf21)

En CPAs viscerales, la expresién de tcf21 fue mayor en condiciones de dieta control,
aunque ésta diferencia no resulto significativa (Figura 6.4.8 A). Esta expresion tiende a
aumentar con el transcurso del protocolo de diferenciacién, siendo el aumento en con-
diciones de dieta control significativamente mayor el dia 5 a la de la dieta alta en grasa
(Figura 6.4.8 B). No se evalu6 la expresion de tcf21 en los dias 0, 3, y 5 para CPAs sub-
cutdneas ya que la valoracién de los dias -2 y 7 (Figura 6.3.8) revel6 una expresién muy

baja o ausente.
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Figura 6.4.9. Efecto de la dieta sobre la expresién de cdh9. (A) Expresién de cdh9 en
unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs subcutaneas de ambas dietas. Da-
tos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresiéon de c¢dh9 a lo largo del protocolo de diferenciacién
en CPAs subcutidneas de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. (C) Expresién
de cdh9 en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs viscerales de ambas
dietas. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresiéon de cdh9 a lo largo del protocolo de dife-
renciacién en CPAs viscerales de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. Sc
DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de animales en dieta
alta en grasa; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Vis DAG= CPAs viscerales de anima-

les en dieta alta en grasa. n=6. Gréficas muestran error estandar. (*) Significancia respecto al mismo dia.

Caderina 9 (cdh9)

En CPAs viscerales y subcutdneas, la expresion basal (dia -2) de cdh9 es significativa-
mente mayor (5 y 3 veces, respectivamente) en condiciones de dieta alta en grasa (Figu-
ras 6.4.9 Ay C). La expresion de cdh9 en el grupo de dieta alta en grasa se mantiene al
mismo alto nivel durante toda la diferenciacién, mientras que en el grupo de dieta con-
trol aumenta aproximadamente 40 veces alcanzando una expresiéon similar a la del
grupo DAG al dia 5 y disminuyendo al dia 7 (Figuras 6.4.9 B y D). Sin embargo, debido
a la variabilidad entre cultivos, estas diferencias en el aumento de expresién no alcan-

zan la significancia estadistica, salvo al dia 3 en CPAs subcutédneas (Figura 6.4.9 B).
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Factor de crecimiento endotelial vascular c (vegfc)

La expresion de vegfc al dia -2 tiende a ser mayor en el grupo de dieta control, aunque
esta tendencia resulta significativa solo en CPAs viscerales (Figuras 6.4.10 A y C). Inte-
resantemente, esta sobreexpresién presente solo con DC coincide con un aumento de
casi el doble en la expresién de vegfc al dia 5 y 7 y un mayor pico alcanzado en CPAs
del mismo grupo (Figura 6.4.10 D). En CPAs subcutdneas, donde la diferencia en ex-
presion al dia -2 no fue significativo, no se observaron estos cambios (Figuras 6.4.10 A y
B).
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Figura 6.4.10. Efecto de la dieta sobre la expresién de vegfc. (A) Expresion de vegfc
en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs subcutianeas de ambas dietas.
Datos sin normalizar. (B) Veces de cambio en la expresion de vegfc a lo largo del protocolo de diferencia-
cién en CPAs subcutidneas de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada dieta. (C) Ex-
presién de vegfc en unidades arbitrarias a lo largo del protocolo de diferenciacién en CPAs viscerales de
ambas dietas. Datos sin normalizar. (D) Veces de cambio en la expresién de vegfc a lo largo del protocolo
de diferenciacién en CPAs viscerales de ambas dietas. Los datos estdn normalizados al dia -2 de cada die-
ta. Sc DC= CPAs subcutdneas de animales en dieta control; Sc DAG= CPAs subcutdneas de animales en
dieta alta en grasa; Vis DC= CPAs viscerales de animales en dieta control; Vis DAG= CPAs viscerales de
animales en dieta alta en grasa. n=6. Graficas muestran error estdndar. (*) Significancia respecto al mismo
dia.




7. Discusion

En el presente trabajo se evalué6 la regulaciéon de distintos genes que se expresan de
manera diferencial entre las células precursoras de adipocitos (CPAs) viscerales y sub-
cutdneas durante su diferenciacién a adipocitos y el efecto de una dieta alta en grasa
(DAG) o control (DC) sobre ésta. Para ello, se utilizé el modelo de obesidad inducido
por una DAG en ratones machos. Este modelo, aunque no generé un cambio en el peso
total de los animales, generé aumentos significativos en la acumulacién de grasa visce-
ral y subcutdnea y alteraciones en la regulacién de la glucosa en sangre, lo que validé el

modelo.

Diferencias en la morfologia y capacidad adipogénica por efecto del tejido de origen

y la dieta

Las CPAs subcutdneas provenientes de animales alimentados con dieta control (Sc DC)
exhibieron la mayor diferenciacién evidenciada por acumulacién lipidica y expresion
del regulador adipogénico ppary, seguidas por las CPAs subcutdneas provenientes de
animales alimentados por dieta alta en grasa (Sc DAG). Consistente con otro estudio
(Isakson et al., 2009), ademds de disminuir la diferenciacién en CPAs subcutdneas la
DAG se asoci6 con gotas de grasa mas grandes. Esto resulta de gran interés, ya que ya
ha sido descrita la correlacién positiva que existe entre el tamafio de un adipocito y sus
depésitos grasos con la secrecién de adipocinas proinflamatorias, inflamacién sistémica
y resistencia a la insulina (Salans et al., 1968; Smith, 1970; Salans and Dougherty, 1971;

Smith, 1971; Jernas et al., 2006) que caracteriza al sindrome metabdlico.

Interesantemente, en las células viscerales, la DAG tuvo el efecto de disminuir el nu-
mero de células diferenciadas, sin embargo, el tamafio de sus gotas de grasa no fue
aparentemente distinto con la DC. Esto podria indicar que la mayor acumulacién de
grasa ante el reto de una DAG en CPAs subcutdneas es un mecanismo compensatorio
que no estd presente en CPAs viscerales. Las CPAs viscerales exhibieron menor ntimero
de células diferenciadas y menor expresion de ppary que las subcutdneas. En células
viscerales la DAG también disminuy¢ el nimero de células diferenciadas, sin embargo
la expresién de ppary no fue significativamente distinta entre dietas. Una posible ex-
plicacién de la expresiéon de ppary sin aparente diferenciacion, es que la expresién de
ppary no sea suficiente para propiciar la diferenciacién en CPAs viscerales dado que,
aunque se ha documentado extensamente que ppary es necesario para la adipogénesis
(Kubota et al., 1999; Rosen et al., 1999; Rosen et al., 2000), hasta la fecha ningtn estudio
ha demostrado en CPAs viscerales primarias que este estimulo sea suficiente. Alterna-
tivamente, podria ser que las CPAs viscerales de DAG estén diferenciadas pero su

acumulacién lipidica esté inhibida. Para comprobar esto dltimo, seria necesario medir




la expresién de genes de diferenciaciéon terminal como leptina, transportador de gluco-

sa 4 y sintasa de 4cidos grasos.

Diferencias en la expresion de genes diferenciales entre tejidos por efecto de la dieta

De los resultados de un micro-arreglo previo realizado en CPAs subcutédneas y viscera-
les en dieta control, donde se identificaron varios genes con expresioén diferencial entre
tejidos (Macotela et al., 2012), se seleccionaron 9 genes que por diversas razones resul-
taron de interés. De acuerdo a este estudio, la expresiéon de los genes hp, agt, fndc5,
tcf21 y vegfc fue mayor en CPAs viscerales y la expresion de Ixh8, mmp3, dkk2 y cdh9
fue mayor en subcutdneas. En el presente estudio se comprobaron estas observaciones
salvo en el caso de mmp3 y cdh9 donde no se observaron diferencias entre tejidos al

dfa -2. A continuacién se discutirdn los resultados observados para cada gen.

Haptoglobina

La haptoglobina (hp) es una adipocina conocida por su participacién en la etapa aguda
de inflamacién y de acuerdo con un estudio realizado en una linea celular de CPAs
humanas, su expresion disminuye ante el tratamiento con TNF-alfa durante la diferen-
ciacién in vitro (Wang et al., 2005). En el presente trabajo, la DAG se asoci6é con menor
expresion de hp durante la diferenciacién en ambos tejidos e interesantemente, se ob-
servo que a mayor expresion de hp al dia -2 (por efecto de la DAG o el tejido), menor
expresion el resto de los dias. Dado que los niveles de TNF-alfa aumentan en modelos
de obesidad inducida por una DAG en roedores (Hotamisligil et al., 1993), el efecto
inhibitorio de la DAG sobre expresién de hp alcanzada podria estar mediado de mane-

ra negativa por TNF-alfa.

Angiotensinégeno

El angiotensinégeno (agt) es el precursor inactivo de la angiotensina, y forma parte del
sistema renina-angiotensina (RAS) el cual estd implicado en la regulacién de la presién
sanguinea y el desarrollo de la hipertensién arterial (HTA) (Matsushita et al., 2006). El
RAS podria tener una funcién importante en el tejido adiposo, ya que los adipocitos
expresan todos los componentes del RAS (Engeli et al., 2000) y el bloqueo de la expre-
sién de angiotensinégeno inhibe la diferenciacién in vitro de CPAs viscerales humanas
(Ye et al., 2010). En el presente estudio, las CPAs subcuténeas exhibieron una expresién
de agt 4 veces mayor a las viscerales posiblemente impactando que éstas se hayan dife-
renciado mds. El efecto de la DAG, mas evidente en CPAs subcutdneas que viscerales
por su elevada expresion, resulté en una inhibicién significativa de las veces de aumen-

to en la expresion de agt. Sin embargo, a pesar de la dieta, la expresién de agt en CPAs
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subcutdneas fue aproximadamente el doble que la de las viscerales. La expresion en
CPAs viscerales permaneci6 baja sin diferencias entre dietas. Estos datos podrian suge-
rir que las CPAs subcutdneas pero no las viscerales, son capaces de contrarrestar el

efecto antiadipogénico de la DAG en cuanto a la expresién de agt.

Fibronectina 5 con dominio tipo I11

La Fibronectina 5 con dominio tipo III (fndc5) es una proteina de membrana tipo 1 que
contiene 209 aminodcidos, y su bloqueo disminuye significativamente la diferenciacién
de células madre murinas a neuronas (Hashemi ef al., 2013). En el presente estudio,
fndc5 aumento al dia 7 en CPAs viscerales y subcutdneas sin diferencias significativas
entre tejidos ni dietas, indicando una posible participacién de este gen en el proceso de
diferenciacién. Recientemente se descubrié que la proteina fndc5 en miocitos se corta
en la nueva hormona “irisina” en respuesta al ejercicio y produce el cambio del tejido
adiposo blanco subcutdneo a beige mejorando la sensibilidad a la insulina en ratones
(Bostrom et al., 2012) y en humanos, la expresién de fndc5 en tejido adiposo blanco
subcutdneo y visceral se correlaciona negativamente con la obesidad (Moreno-Navarre-
te et al., 2013). Sin embargo, en el presente estudio no se observaron diferencias signifi-

cativas en la expresién de fndc5 por el efecto de la DAG.

LIM homeobox 8

El gen LIM homeobox 8 (Ihx8) estd involucrado en determinar la localizacién ventral o
lateral de células madre murinas durante la diferenciacién (Nat et al., 2012). Por esta
razon, su expresion se asocia con la localizacién del depésito y es preferencial en teji-
dos adiposos con capacidad termogénica como el tejido adiposo café y el beige (Wal-
den et al., 2012). Result6 de interés para esta tésis, por ser identificado como el gen con
mayor expresién en CPAs subcutdneas y menor en viscerales (Macotela et al., 2012). En
oocitos murinos se considera esencial en la diferenciacién y supervivencia de ellos
(Choi et al., 2008) y sugiere que esté involucrado en brindarle a las CPAs subcutdneas
su capacidad adipogénica superior. En el presente estudio 1hx8 se expresé significati-
vamente mds en CPAs subcutdneas que viscerales y aumento significativamente con la
diferenciacién sugiriendo su participacién en este proceso. La DAG result6 en una ex-
presién menor de 1hx8 durante la diferenciacion pero estas diferencias no resultaron
significativas. De acuerdo a estos resultados, el gen 1hx8 atn ofrece una atractiva ave-
nida para el estudio de factores responsables por diferencias en la capacidad adipogé-
nica de cada tejido adiposo y se requieren estudios que lo bloqueen y /o sobre-expresen

para aclarar su funcién.
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Metaloproteasa de matriz 3

La metaloproteasa de matriz 3 (mmp3) es una proteasa dependiente de zinc responsa-
ble de la degradacién de una gran variedad de componentes de la matriz extracelular
(Ogata et al., 1992) e implicada en la remodelacién del tejido adiposo, indispensable
para su expansion durante la obesidad (Ogata et al., 1992). Se ha reportado que la ex-
presion de mmp3 en el tejido adiposo se correlaciona negativamente con la obesidad
(Traurig et al., 2006), y en el presente estudio, la DAG se asoci6 con una disminucién,
aunque no significativa, en la expresiéon de mmp3 (dia -2). La expresiéon de mmp3 fue
menor en adipocitos viscerales diferenciados que en CPAs del mismo tejido, lo cual es
consistente con la literatura (O'Hara et al., 2009), sin embargo el presente trabajo mues-
tra que esto no es el caso en células subcutdneas, donde la expresién de mmp3 se man-
tiene atin tras la diferenciacién. Dado que en adipocitos 3T3-L1, el bloqueo de mmp3
resulté en inhibicién de la diferenciacién (Unoki et al., 2006), la continua expresién de
mmp3 en adipocitos maduros subcutdneos podria ser causa o consecuencia de una me-

jor capacidad proliferativa.

Proteina relacionada a dikkopf 2

El gen que codifica la proteina relacionada a dikkopf 2 (dkk2) tiene una funcién proa-
dipogénica y ha sido identificado previamente como un gen preferencialmente expre-
sado en CPAs subcutdneas (Macotela et al., 2012). En el actual trabajo, se confirmé su
expresion preferencial en CPAs subcutdneas mediante qRT-PCR. No se observaron
cambios significativos ante la diferenciacién en ninguno de los grupos excepto en CPAs
viscerales de DC cuya aumento significativo correlaciona con la diferenciacién. La
DAG aument? la expresién de dkk2 en CPAs de ambos tejidos (aunque solo resulté
significativo en el caso de las subcutdneas), pudiendo indicar su funcién como meca-
nismo compensatorio por los efectos antiadipogénicos de la DAG aunque mds estudios

se requieren para clarificarlo.

Factor de transcripcion 21

Se conoce poco del gen que codifica al factor de transcripcién 21 (tcf21), y gener6 inte-
rés para la presente tesis por expresarse preferencialmente en CPAs del tejido adiposo
visceral epididimal (Macotela et al., 2012; Walden et al., 2012). En el presente trabajo se
confirmé esta expresion preferencial y se asocié la DAG con una disminucién en su ex-
presién no significativa pero consistente entre todos los dias. De acuerdo a la literatura,
tcf21 regula positivamente a BMP4 (factor de compromiso de CMM a CPAs) (Quaggin
et al., 1999) lo cual podria explicar por lo menos en parte la correlacién entre su baja

expresion y la baja diferenciacién observada en CPAs Vis DAG.




Caderina 9

El papel de las caderinas en el tejido adiposo se conoce poco. Las caderinas forman
parte de una gran familia de receptores de adhesion celular multifuncionales que parti-
cipan en el desarrollo embrionario y en el mantenimiento de la estructura tisular (Ta-
keichi, 1995; Wheelock and Johnson, 2003; Gumbiner, 2005). Hasta la fecha, la funcién
de la caderina 9 (cdh9) solo ha sido descrita en el cerebro (Shimoyama et al., 2000) y en
el rifién (Thedieck et al., 2007), en el dltimo funcionando como marcador de superficie
de un tipo particular de fibroblastos mesenquimales. La cdh9 generé interés para el
presente trabajo por su identificacién como un gen de expresién diferencial entre CPAs
subcutdneas y viscerales (Macotela et al., 2012), sin embargo en este trabajo no se ob-
servaron estas diferencias previo a la induccién de diferenciacién. Una vez completada
la diferenciacién (dia 7), la expresion de cdh9 aumenté significativamente en CPAs
subcutdneas pero no en viscerales y la DAG se asocié con una sobre-expresion del gen
al dia -2. El hecho de que su sobre-expresién se asocie con la DAG, podria indicar una
participacién en mecanismos compensatorios por ésta aunque mads estudios se requie-

ren para clarificarlo.

Factor de crecimiento endotelial vascular ¢

El factor de crecimiento endotelial vascular ¢ (vegfc) es un gen asociado con la genera-
cién de tejido linfdtico en varios 6rganos incluyendo el tejido adiposo (Yan et al., 2011)
y sus concentraciones en sangre se correlacionan positivamente con la obesidad (Silha
et al., 2005). El tratamiento de animales obesos con factores antiangiogénicos ha resul-
tado en la reduccién del tejido adiposo de forma dosis-dependiente lo cual sugiere que
la regulacién de la vasculatura del tejido adiposo es un componente importante de la
obesidad (Rupnick et al., 2002). La expresién de vegfc fue significativamente mayor en
CPAs viscerales que en subcutdneas bajo DC, sin embargo, la DAG aument? la expre-
sion en CPAs subcutdneas, asemejdndolas a viscerales. En CPAs viscerales la DAG tuvo
el efecto opuesto, disminuyendo su expresién. Basado en lo anterior, la expresiéon de
vegfc se comporta distinta entre tejidos y su funcién podria ser la de compensacién por
el efecto anti-adipogénico de la DAG, el cual esta presente en CPAs subcutdneas, pero

no viscerales.

En conclusién, el presente trabajo proporciona evidencia de que la dieta alta en grasa
por si sola es capaz de modificar la expresién de una variedad de genes del tejido adi-
poso con funciones muy variadas lo cual podria resultar en consecuencias negativas
sobre su funcionalidad y la salud del sujeto. Estos cambios, que podrian ser mecanis-
mos compensatorios por el efecto anti-adipogénico de la DAG, fueron mds evidentes

en células subcutdneas, sugiriendo que éstas tienen mayor capacidad adaptativa que
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las viscerales lo cual podria en parte explicar la diferencia entre riesgos atribuios a cada
tejido. Se requieren mds estudios para precisar la importancia y funcién de estos cam-

bios.
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