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Resumen

La obesidad es una enfermedad que se ha incrementado en la ultima década,
ocupando México el primer lugar en prevalencia. Durante su desarrollo, diversos tejidos,
entre ellos el tejido adiposo, presentan modificaciones que contribuyen a la fisiopatologia
del Sindrome Metabdlico (SM). Normalmente, las células del tejido adiposo se encuentran
expuestas a corticoesteroides (especificamente cortisona), sin embargo, en la obesidad y
SM se encuentran cantidades incrementadas de su forma activa (cortisol), la cual se ha
vinculado con la 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa1 (113-HSD1), enzima responsable
de su activacion. Asi mismo, en la obesidad se disminuyen los niveles de Acuaporina 7
(AQP7), proteina relacionada con el transporte de glicerol. Motivo por el cual, el objetivo
del presente estudio fue conocer el efecto de diferentes concentraciones de cortisona a
través del tiempo sobre la expresion de 11B-HSD1 y AQP7 en adipocitos diferenciados
(linea 3T3 L1). Para ello, se aplicaron cuatro diferentes concentraciones de cortisona: 0,
0.1, 1y 10 uM durante 0, 5 10, 15, 20 minutos y 48 horas. Al final del tratamiento se
obtuvo el RNA total, se realiz6 una transcripcién reversa y se midié por PCR de tiempo
real la expresiéon de 11B-HSD1 y AQP7 (gen endb6geno, MnSOD). Los resultados indican
que para la enzima 113-HSD1 la concentracion mas baja (0.1uM) y la mas alta (10uM)
disminuyeron su expresion, mientras que 1 uyM produjo un incremento significativo hacia
los 10 minutos, para posteriormente disminuir su expresion (P<0.01). Para AQP7, en la
mayor concentracién la expresion no fue detectable; en el caso de 0.1 y 1 uM se observa
un incremento significativo hacia los 5 minutos, una disminucion en la expresién a los 10
minutos, un aumento a los 15 minutos para finalmente reprimirse a las 48 horas (P<0.01).
Se puede concluir que la cortisona tiene efecto sobre la expresién de 113-HSD1 y AQP7,
siendo dependiente del tiempo y de la dosis, lo cual podria vincularse con los efectos

negativos de los corticoesteroides sobre el metabolismo de las células adiposas en el SM.

Palabras clave: Células 3T3 L1, Sindrome Metabdlico, cortisona, 11-HSD1,
AQP7.



Abstract

In the last decade, obesity has increased considerably; Mexico is the country with
the highest prevalence of this disease. During its development, several tissues, including
adipose tissue, present cellular modifications that contribute to the physiopathology of the
Metabolic Syndrome (MS). Under normal conditions, the cells in the adipose tissue are
exposed to corticosteroids (specifically cortisone); however, in obesity and MS there is an
increased amount of its active form (cortisol), which has been linked to the enzyme 11[3-
hydroxisteroid dehydrogenase 1 (113-HSD1), responsible of the hormone activation. Also,
in obesity the amount of Aquaporin 7 (AQP7), protein related to glycerol transport, is
decreased. The aim of this study was to describe the effect of different concentrations of
cortisone over the expression of 11B-HSD1 and AQP7 during time in differentiated
adipocytes (3T3 L1 cell line). To accomplish this, four different concentrations of cortisone:
0, 0.1, 1 and 10 pM were applied during 0, 5, 10, 15, 20 minutes and 48 hours. At the end
of the treatment total RNA from the samples was obtained, reverse transcript was carried
out and the expression of 113-HSD1 and AQP7 (housekeeping gene MnSOD) was
guantified with quantitative PCR probes. The results suggest that for 113-HSD1, the
lowest concentration (0.1 uM) and the highest (10uM) diminished the expression while 1
MM produced an increase at 10 minutes and a subsequent decrease in the expression
(P<0.0001). For AQP7, the expression was undetectable for the treatment with the highest
concentration; but the treatments with 0.1 and 1 uM produced an increase at the fisrt five
minutes of treatment, then a decay of the expression by 10 minutes, another increase by
15 minutes and finally a repression at 48 hours (P<0.0001). It can be concluded that
cortisone has an effect over the expression of 11p-HSD1 and AQP7, time and dose
dependent, response than can be linked with the negative effects of corticosteroids over

adipocytes metabolism in MS.

Keywords: 3T3 L1 cells, Metabolic Syndrome, cortisone, 11-HSD1, AQP?7.
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I. Introduccion

El desarrollo de diferentes patologias metabdlicas, incluido el denominado
Sindrome Metabdlico (SM) que se caracteriza por la resistencia a la insulina (RI),
incremento en la grasa del cuerpo (visceral principalmente) y algunas cardiopatias
(Morales-Villegas et al., 2006) se ha ubicado como la pandemia de la actualidad.
Existe un incremento en paralelo de la frecuencia de obesidad y SM tanto a nivel
mundial como nacional (Garcia-Garcia, 2008). Por esta razon, y por ser factores
de riesgo importantes para el desarrollo de diferentes patologias metabdlicas,
como la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), la enfermedad arterial coronaria y
cerebrovascular por aterosclerosis, se ha optado por estudiar ambas condiciones
a la par, es importante considerar que no debiesen estudiarse con una perspectiva
limitada ya que son condiciones complementarias entre si (Garcia-Garcia, 2008).
Por ello, es necesario estudiar los cambios y efectos que se presentan en algunas
caracteristicas del tejido adiposo durante el desarrollo y en la enfermedad y poder
disefiar mejores estrategias de prevencion y tratamiento (Fantuzzi et al., 2007).

Es importante mencionar que dichas enfermedades han comenzado a
detectarse desde edades tempranas conduciendo a complicaciones en la salud
com alto impacto. México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en obesidad de
adultos y de nifios y el primer lugar en diabetes infantil, esta condicion no solo
compromete la calidad de vida del individuo, también afecta el entorno familiar y
social llegando a afectar, incluso, la productividad y eficiencia en el manejo de
recursos del estado enfocados a la salud (Olaiz-Fernandez et al., 2006; UNICEF,
2011).

El tejido adiposo juega un papel importante en la regulaciéon y
mantenimiento del metabolismo energético del individuo; anomalias en la
regulacion de su funcionamiento pueden conducir a una excesiva acumulaciéon de
grasa e incluso a un catabolismo mal regulado en situaciones de carencia. Se ha

reportado que las hormonas de respuesta al estrés contribuyen en la regulacion



del metabolismo del tejido adiposo, en especifico se ha vinculado a las hormonas
corticoesteroides con la hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos (Campbell et al.,
2010). La activacion y accion de las hormonas coticoesteroides controlan el
metabolismo celular, incluso se ha relacionado el incremento en la concentracion
sanguinea y celular de estas hormonas con el desarrollo de la DM2 (Peckett et al.,
2011). La accidén se ve regulada por enzimas de activaciéon como es el caso de la
enzima reductora 11p-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa 1(11p-HSD1) que reduce
la cortisona a cortisol haciéndola activa y desencadenando los efectos metabdlicos

correspondientes (Campbell et al., 2010).

Por otro lado, la degradacion de triglicéridos en el tejido adiposo conduce
a la liberacion de acidos grasos libres y glicerol al medio extracelular. El glicerol
sale de la célula por un canal de transporte denominado acuaporina 7 (Agp7). Esta
acuaporina contribuye a la movilizacion tanto de agua como de glicerol para su
uso en la gluconeogénesis y otras vias metabdlicas (Maeda et al., 2004). Aunado
a las anomalias hormonales reportadas en la obesidad y el sindrome metabdlico,
tmabién se reporta una disminucion de la Aqp7 en el tejido adiposo (Hibuse et al.,
2005; Maeda et al., 2008).

La presente investigacion expone los cambios en la expresion de la
enzima 11B-HSDL1 y la proteina Agp7 en respuesta a diferentes concentraciones
de cortisona como contribucién a un posible esclarecimiento de los mecanismos

fisiopatologicos que contribuyen en el desarrollo del Sindrome Metabdlico.



. Revision de la literatura

[l.I. Sindrome Metabdlico
El Sindrome Metabdlico fue descrito por primera vez por Himsworth en
1939, él lo describi6 como un sindrome caracterizado por una Rl y obesidad,
principalmente visceral. Fue él quien manifestd por primera vez que la Rl era el
antecedente de la DM2 y diversas complicaciones metabdlicas (Mufioz-Calvo,
2007).

La obesidad y el sindrome metabdlico son situaciones complejas producto
de diversos factores dentro de los que destacan la genética, el ambiente y el estilo
de vida. En los ultimos afios la frecuencia de dichas condiciones ha incrementado
proporcionalmente en México y en el mundo. La relevancia epidemiolégica del
incremento de ambas condiciones es que aumentan el riesgo de desarrollo de
condiciones cardiometabdlicas que ponen en riesgo la salud y la vida. Dentro de
las condiciones que se desencadenan se encuentran la DM2 y la aterosclerosis,
causante de enfermedad arterial coronaria (EAC) y cerebrovascular (ECV),
principales causas de muerte en el pais, lo cual los convierte en el principal

problema de salud publica.

En México, el grupo académico para el estudio, la prevencion y el
tratamiento de la obesidad y el sindrome metabdlico de la Comisién Coordinadora
de los Institutos Nacionales de Salud, Hospitales Federales de Referencia y
Hospitales de Alta Especialidad indica que la obesidad es el pardmetro mas
constante en el diagndstico del SM (segun los criterios en el cuadro 1); la obesidad
es el resultado del desequilibrio entre la incorporacién de energia y su utilizacion,
resulta en un balance positivo y una ganancia de peso y es en si misma un riesgo
para la salud debido a su implicacién en el conjunto de anomalias metabdlicas
caracteristicas del SM. La mayoria de los individuos obesos experimentan SM por
ello se ha llegado a catalogar como una de sus co-morbilidades (Garcia-Garcia,
2008; Rodriguez de la Concepcion, 2004).



Cuadro 1.Definiciones de Sindrome Metabdlico.

En la poblacion adulta:

Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
Dos 0 mas de los siguientes criterios:

Hipertension Arterial (140/90)

Hipertrigliceridemia (>150 mg/dL) y/o colesterol HDL<35 mg/dL en
hombres o <40 en mujeres

Microalbuminuria>20 pg/min

Obesidad: IMC >29.9 kg/m2 y/o relacion cintura/cadera elevada (hombres
>0.9, mujeres >0.85)

Mas de la presencia de una se las siguientes condiciones: Diabetes tipo 2,
intolerancia a la glucosa o resistencia a la insulina (insulina de ayuno
>percentil 75 de la poblacion en estudio).

Programa Nacional de Educacion en Colesterol (ATP 1l1)
Tres 0 mas de las siguientes condiciones:

Obesidad: Perimetro de cintura > 88 cm en mujeres y > 102 cm en
hombres.

Hipertrigliceridemia: >150 mg/dL

Colesterol HDL bajo: <40 mg/dL en hombres y <50 mujeres
Hipertension arterial: 130/85 mmHg o diagnéstico previo

Diabetes o glucosa anormal de ayuno: 100 mg/dL.

Federacion Internacional de Diabetes (IDF)

Obesidad central: perimetro de cintura >94 cm en hombres y >80 cm en
mujeres (de origen europeo); con valores de especificidad étnica para otros
grupos. Ademas, dos de los siguientes cuatro factores:

Hipertrigliceridemia: >150 mg/dL [1.7mmol/L], o tratamiento especifico para
esta anormalidad.

Colesterol HDL bajo: (<40 mg/dL [1.0 mmol/L] en hombres y <50 mg/dL
[1.3 mmol/L] en mujeres o tratamiento especifico para esta anormalidad.
Presion arterial alta: sistélica >130 o diastélica >85 mm Hg o tratamiento
para hipertension previa.

Diabetes previa o glucosa anormal en ayuno >100 mg/dL [5.6 mmol/L]. Si
la glucosa en ayuno es superior a 5.6 mmol/L o 100mg/dL, se recomienda
una carga de tolerancia a la glucosa oral aunque no es necesaria para
definir la presencia del sindrome.

En poblacién pediatrica:

Federacion Internacional de Diabetes (IDF)

Obesidad: IMC mayor a la centila 95 para una “poblacién dada. Ademas
dos 0 mas de los siguientes criterios:

Pre puberes: Cintura mayor a la centila 90

Puberes: Cintura mayor a ala centila 90

Triglicéridos > a centila 90




- HDL-C <a la centila 10

- PA>130/85

- Glucosa en ayuno >100 mg/dL

- Pos puberes:

- Cintura > 94 cm en hombres

- Cintura > 80 cm en mujeres

- HDL < 40mg/dL en varones

- HDL < 50 mg/dL en mujeres

- PA>130/85

- Glucosa en ayunas > 100 mg/dL

La encuesta mas reciente que evalla la prevalencia de la obesidad en
México es la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006 (ENSANUT, 2006) en
donde se observdé un aumento del 12% en la prevalencia del sobrepeso y
obesidad del afio de 1999 al 2006. Actualmente se considera que
aproximadamente el 70% (mujeres 71.9%, hombres 66.7%) de la poblacion
mexicana adulta se encuentra en esta condicion y el 26 % de los nifios entre 5y
11 afos (26.8% nifias, 25.9% nifios, evidenciando un aumento de un tercio desde
1999); en el caso de la poblacién de 12 a 19 afios un tercio de la poblacion

presentd sobrepeso u obesidad(Olaiz-Fernandez et al., 2006).

Se considera que el 75% de la mortalidad de los adultos en América
Latina se debe a enfermedades cronicas ligadas a la obesidad. El impacto que ha
tenido esta enfermedad sobre la macroeconomia mundial se debe a que la
mayoria de los portadores de esta condicion conforman la poblacién
econdmicamente activa teniendo consecuencias socieconémicas y de calidad de
vida. (Garcia-Garcia et al., 2008). Las figuras 1, 2 y 3 muestran la distribucion del
sobrepeso y obesidad en diferentes grupos de edad segun la ENSANUT 2006
(Olaiz-Fernandez et al., 2006).
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Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad, segin grupo de edad y sexo.
(México, ENSANUT, 2006.)
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Figura 2. Prevalencia de sobrepeso y Figura 3. Prevalencia de sobrepeso
obesidad en nifios de entre 5y 11 afios y obesidad en nifios de entrel2 y 19
(México, ENSANUT, 2006.) afios (México, ENSANUT, 2006.)

[I.Il Tejido Adiposo

El tejido adiposo se habia considerado Unicamente como un depdsito de
energia inerte e ‘inofensivo’ para el organismo. Fue hasta el momento en el que se
vinculé su existencia con el desarrollo de diferentes patologias metabdlicas que
comenzé a estudiarse con mayor profundidad. A partir de ello dej6 de

considerarse solo como un almacén y se comenz6 a considerar como un tejido



con actividad de gran impacto en el estado nutricional del individuo, su desarrollo e

incluso su reproduccion (Ailhaud, 2001).

Por lo tanto, el tejido adiposo se ha identificado como un tejido altamente
especializado que almacena la energia en forma de triglicéridos y los libera
cuando existe demanda. Tiene diferentes ubicaciones anatémicas con diferentes
funciones cada una de ellas. Asi mismo, en un individuo puede tener diferentes
proporciones que van desde el 20% de la masa total hasta un 70% en sujetos con

obesidad severa (Fantuzzi y Mazzone, 2007).

Es un tejido sumamente heterogéneo, se calcula que Unicamente un tercio
del tejido adiposo comprende adipocitos maduros y el resto consta de células
troncales mesenquimales (MSCs), células T reguladoras, células precursoras
endoteliales, macréfagos y preadipocitos en varias etapas de la diferenciacion
(Figura 4). La plasticidad que lo caracteriza se debe a la capacidad de los
preadipocitos para proliferar y diferenciarse en adipocitos maduros durante toda la
vida. (Dani y Billon, 2012). Sin embargo, contrario a lo que se ha venido pensando
por mucho tiempo, existe recambio celular en el tejido adiposo. Un estudio
realizado con C establecié al tejido adiposo como una poblacién de células
bastante dindmica y regulada; se estipula que alrededor del 50% de los adipocitos
de humano se reemplaza cada 8 afios. Por ello se considera que el cambio en el
tamafio del tejido no solo depende del tamafio celular sino también de la cantidad
de células diferenciadas. (Spalding et al., 2008).
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Figura 4. Conformacion celular del tejido adiposo. (Wellen y Hotamisligil,
2003)



Il.Il.I Constitucién del Tejido Adiposo

El tejido adiposo se divide en dos tipos, el tejido adiposo blanco (TAB) y el
tejido adiposo marrén (TAM), ambos tienen un origen mesenquimatico comun, con
vinculos embrioldgicos e histologicos que se han adaptado a requerimientos del
organismo, y poseen la capacidad de metabolizar y a almacenar lipidos, sin
embargo tienen diferentes funciones. La diferencia entre ambos tejidos va mas alla
de la coloracion. El TAB es el tejido que funge como el principal almacén de
energia y se ha demostrado que lleva a cabo un gran numero de funciones
enddcrinas que regulan el metabolismo intermedio. Las células que lo conforman
se caracterizan por ser uniloculares, es decir que poseen una sola gota de grasa,
y con los organelos distribuidos en la periferia de la célula. Por su parte, el TAM
desempefia una funcién termogénica y quizd de amortiguacion de ingresos
energeéticos excesivos, las células que lo conforman se caracterizan por tener
gotas de grasa multiloculares y una gran cantidad de mitocondrias (Figura 5).
(Dani y Billion, 2012; Montero, 2000;Moreno-Navarrete y Fernandez-Real, 2012;
Nicholls y Locke, 1984, Rodriguez de la Concepcion, 2004)
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Figura 5. Morfologia de tejido adiposo blanco y marrén (Cinti, 1999).



[LLILII El Tejido Adiposo Blanco

A lo largo de la evolucién, los organismos han adquirido la capacidad de
almacenar la energia para ser utilizarla en periodos de carencia. Como se
mencion6 anteriormente, el TAB es el principal almacén de energia en el
organismo y se encuentra principalmente vinculado la actividad metabdlica y
enddcrina (autécrina y parécrina) repercutiendo en el desarrollo de diferentes

patologias de caracter metabdlico. (Dani y Billion, 2012; Montero, 2000)

El TAB se compone principalmente de adipocitos maduros y células
estroma-vasculares (EVC) dentro de las cuales se incluyen células del sistema
inmunologico, endoteliales, precursoras de adipocitos, fibroblastos y neurocitos.
Los adipocitos son las unidades del tejido capaces de almacenar, y en caso de ser
necesario, degradar los triacilglicéridos (TAG) y formar &cidos grasos ya que
cuentan con las enzimas lipoliticas y las lipogénicas necesarias (Montero, 2000).

Se estima que un adipocito tienen la capacidad de almacenar hasta 1.2 ug
de TAG sin embargo en un individuo sano se almacena entre 0.4 y 0.6 ug de TAG
por adipocito. Una vez alcanzado un tamafio critico, que varia considerablemente
debido a la capacidad elastica y de adaptacion de la membrana citoplasmatica de
dichas células, se promueve la proliferaciébn adipocitaria dependiente de la
regeneracion de un cumulo de precursores de adipocitos, los preadipocitos, que
permanecen en presentes en el tejido como se muestra en la figura 6. La
importancia metabdlica del tejido se ha comprobado con la gran irrigaciéon que
presenta, incluso se estima que es superior a la presente en el tejido muscular
pues cada adipocito tiene contacto con algun capilar. (Dani y Billion, 2012;
Montero, 2000).
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Figura 6. Desarrollo de los adipocitos. (Dani y Billion, 2012)

Aunado a estas condiciones, el tejido adiposo es un 6rgano de importante
actividad hormonal ya que responde a diferentes hormonas y péptidos en el
mantenimiento del metabolismo mediante el anabolismo y catabolismo de su
contenido lipidico. Algunos érganos blanco de los productos de la lipdlisis llevada
a cabo por el TAB son el rifién, el higado, el miocardio y el musculo esquelético
durante el ayuno o el incremento en las demandas energéticas (Pérez-Miguelsanz
et al., 2010).

[L.IL.II Adipocitos

Los adipocitos son la unidad ‘funcional’ del tejido adiposo; se derivan de
células troncales multipotentes (capaces de diferenciarse a adipocitos,
condrocitos, osteoblastos y miocitos). La célula adiposa posee una gran actividad
metabdlica y hormonal ya que responde a las sefiales hormonales producidas en
otras partes del cuerpo y ella posee la capacidad de producir hormonas con

actividad autdcrina, enddcrina y paracrina.

El proceso de diferenciacion adipocitaria y el estudio de su relacién con
procesos patoldégicos han sido ampliamente estudiados utilizando modelos
celulares in vitro brindando informacion relevante de la actividad celular adiposa.

Las lineas mas utilizadas pueden ubicarse en tres categorias: las células
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embrionarias totipotenciales, las células multipotentes y las células previamente
comprometidas a la linea adiposa (la descripcién detallada se encuentra en el
cuadro 2). Respecto a las células previamente comprometidas, se han utilizado las
lineas 3T3L1 (utilizadas en el presente estudio) y 3T3-F442A. Dichas lineas han
sido aisladas por clonaje desde células derivadas de ratones Swiss 3T3 y han sido

ampliamente utilizadas para el estudio del comportamiento adiposo. (Ailhaud y

Hauner, 1998; Moreno-Navarrete y Fernandez- Real, 2012; Torres, 2009).

Cuadro 2. Modelos celulares in vitro para el estudio de la diferenciacion

adipocitaria.
Lineas . : Inductores de la .
Origen/especie : S Categoria
celulares diferenciacion
ES rB;?ésrtlocnos/Embrlon Acido retinoico Totipotente
Fibroblastos 10 T1/2
tratados con 5- 10% SFB, insulina, ,
TAl azacitidina/Embrion dexametasona Multipotente
raton
. . 10% SFB, insulina,
3T3-L1 F'b,r oblastos/Embrion dexametasona, Unipotente
ratén
IBMX.
3T3-F442A lr:;?ggblastos/Embnon 10% SFB, insulina | Unipotente
Grasa epididimal/raton | 8% SFB, insulina, :
Ob17 ob/ob adulto triyodotironina Unipotente
Cultivos . Inductores de la .
: : Origen . o Categoria
primarios diferenciacion
Células estroma
Rata vasculares de grasa Insulina con o sin Unipotente
subcutanea, epididimal, | SFB P
retroperitoneal
Células estroma .
. Insulina, HDL, .
Raton vasculares de grasa Unipotente
. . Dexametasona
subcutanea y perirrenal
Células estroma : .
Insulina con o sin .
Cerdo vasculares de grasa S Unipotente
. : glucocorticoides
subcutanea y perirrenal
Células estroma :
Insulina 'y .
Humano vasculares de grasa . Unipotente
. glucocorticoides
subcutanea y omental

SFB: Suero fetal bovino; IBMX: Isobutilmetilxantina; HDL: Lipoproteina de alta
densidad (obtenido de Agueros, 2009).




Il.IL.IV Diferenciacion de los adipocitos.

Las unidades del tejido adiposo deben encontrarse en las condiciones
adecuadas para que se lleve a cabo la diferenciacion. Este proceso ha sido
ampliamente estudiado en los ultimos afios y va desde el compromiso de la célula
mesenquimal hacia el fenotipo adiposo hasta le diferenciacion terminal. Es un
proceso perfectamente bien regulado que involucra cascadas de sefializacion
mediadas por factores de transcripcion, proteinas reguladoras del ciclo celular que
regulan la expresion génica y que llevan al desarrollo del adipocito, entre otras
cosas. El proceso en conjunto se ha estudiado a detalle en modelos in vitro que
facilita el control de las variables y condiciones. La plasticidad del tejido durante
todo el ciclo de vida se debe a la alta capacidad proliferativa y de diferenciacion; el
proceso de incremento en el nimero de células puede deberse al incremento de la
diferenciacion de los preadipocitos 0 a la de-diferenciacién seguida de una

proliferacion y re-diferenciacion (Moreno-Navarrete y Fernandez- Real, 2012).

Como ya se habia mencionado la diferenciacion consta de dos fases, la
fase de determinacion y la fase terminal de diferenciacion. La primera comprende
el compromiso de la célula mesenquimal hacia el linaje adiposo mientras que la
segunda se refiere a la cascada de sefalizacion necesaria para obtener un
adipocito maduro con acumulacion lipidica. La cascada se lleva a cabo con la
activacion e inactivacion de diversos factores de transcripcion y proteinas que
desencadenaran diferenciacién. El proceso comienza con un cambio morfoldgico
de la célula que se logra con el incremento de la proteina ECN-1 (Corteza
Ectodermoneural-1) la cual se une a la actina, reorganiza el citoesqueleto y
modifica la morfologia fibroblastica para adoptar una forma esférica. EI ARN
mensajero (MARN) de esta proteina se incrementa de 8 a 12 veces al inicio de la
diferenciacion (durante las primeras 12 horas) desencadenando la cascada de
plasminégeno que favorece el cambio morfolégico y la expresion de genes

especificos del adipocito y de lipogénesis como PPAR-y (receptor activado por
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proliferadores peroxisomales gamma) y C/EBPa (proteina de wunion al
promotor/CCAAT-a) (Gregoire et al.,1998; Rodriguez de la Concepcion, 2004;
Zhao et al., 2000).

La diferenciacion experimental in vitro se lleva a cabo con un coctel
‘hormonal’ (generalmente consiste en isobutilmetilxantina (IBMx), dexametasona e
insulina) una vez que los preadipocitos han alcanzado la confluencia necesaria.
Entonces, las células preadiposas permanecen en un arresto del crecimiento y al
administrar el coctel hormonal vuelven a entrar en uno o dos ciclos de mitosis
postconfluencia, esto se conoce como Expansion Clonal Mitética (ECM). A la par
de este proceso, se desencadena una respuesta que provoca un incremento
drastico en la expresion de C/EBP-B y C/EBP-6 durante las primeras 24 horas.
Cuando la célula pasa de la fase G1 a la fase S del ciclo celular estas isoformas
de C/EBP se hiperfosforilan activando a la glicogeno sintasa quinasa 3B y la
proteina quinasa mitdgeno-activadora (MAPK) quienes inducen la expresion de
PPAR-y y C/EBPaq, reguladores clave de la diferenciacion adiposa. Ambos factores
inician un mecanismo de retroalimentacion positiva que provoca un incremento en
su expresion y acumulacién del mensajero. C/EBPa es una proteina que forma
parte de la familia de factores de transcripcion bZIP capaz de unirse al ADN y
transactivar genes caracteristicos del adipocito diferenciado como son GLUT4,
PEPCK vy el receptor a insulina. Asi mismo, durante la diferenciacion C/EBPase
fosforila con la ciclina D3 inhibiendo la proliferacion celular y comprometiendo a la
célula a iniciar la etapa final de la diferenciacion (Farmer, 2006; Ramji y Foka,
2002;Rodriguez de la Concepcion, 2004; Tang et al., 2005).

Por su parte, PPAR-y funge como un factor de transcripcion que forma
parte de la familia de los receptores nucleares. Estos receptores nucleares son
proteinas que pueden regular la transcripcion génica reclutando enzimas que
modifican histonas y alterando el estatus de la actividad transcripcional de la
cromatina permitiendo o inhibiendo la transcripcion de determinados genes.
(Astapova y Leff, 2010; Chawla et al., 2001; Sanhueza y Valenzuela, 2006).PPAR-
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y se ha considerado como el regulador clave de la adipogénesis ya que la
expresion de éste en si mismo puede promover la diferenciacion contrario a lo que
ocurre con C/EBPa que solo la inducir4 en presencia de PPAR-y Sin embargo la
activacion de los genes subsecuentes en la cascada de sefalizacion para la
adipogénesis es responsabilidad de ambos y se requiere la expresion de C/EBPa
para brindar sensibilidad del adipocito hacia la insulina.. (Rosen y Spigleman,
2002; Tontonoz et al., 1994; Wu et al., 1999).

Otra cascada de sefializacion que se ha identificado es por parte de los
KLFs (factores parecidos a Kruppel) que son una familia de proteinas reguladoras
de diversos procesos celulares y que han demostrado tomar parte en la
diferenciacion del adipocito, tales como KLF6, KLF9 y KLF15. Por el contrario,
KLF2 y KLF7 parecen tener actividad represora de la diferenciacion (Moreno-
Navarrete y Fernandez- Real, 2012). El cuadro 3 contiene informacion de algunos
agentes que participan en la diferenciacion y algunos que pudiesen fungir como
represores de la misma y la figura 7 ilustra la cascada de sefializacién en orden

cronoldgico durante la diferenciacion.
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Cuadro 3. Elementos participantes en la diferenciacion adipocitaria. (Recopilacion
de Moreno-Navarrete y Fernandez-Real, 2012y Rodriguez de la Concepcion,

2004).

Tipo de elemento

Pro diferenciacion

Represor de la
diferenciacion

SREBP1c FOXO1
Factores de CREB FOXA2
Transcripcion EPAS1 GATA2

BMAL1 GATA3

Ciclina D1

HATs TAZ

SWI/SNF HDACSs (y reclutadores,
Cofactores TRAP220 SIRT1)
transcripcionales TAF8 Corepresores y

CDK6 silenciadores de los

CDK4 receptores de retinoides y

hormonas tiroideas.

Regulacion
Extranuclear

IGF1, IRS y cascadas de
sefalizacion de insulina.
Hormonas tiroideas (T3-
TRal)
Mineralocorticoides
MAPK (ERK1, p38)
Agonistas de PPAR y
FGFa(1,2y 10)

Hormonas tiroideas (T3-
TRa2)

Familia Wnt (WNT10b)
B-catenina

TGFB

SMAD3

BMP4, BMP2

Pref-1

TNFa, IL1, IL6 e IL11
Tratamiento HIV (nelfavir
y indinavir)

Metformina

Acido Retinoico

Factores Epigenéticos

La metilacion y desmetilacion del DNA a lo largo del
proceso de diferenciacion puede ser determinante

para la diferenciacion.

miARNSs

Existen pequefios ARNs que pueden fungir como
reguladores de los procesos metabdlicos,
actualmente se han identificados algunos que forman
parte de la diferenciacién como miR-143, miR-103,
miR-107, miR-143, mIARN378/378 quienes
promueven adipogénesis y miR-222 y miR-221 que al
parecer la inhiben. Se han descrito cerca de 70
mMiARNSs involucrados en la diferenciacion e incluso
en enfermedades metabdlicas.

Genes cronobioldgicos

Se ha comenzado a investigar la participacion de
genes reloj en la diferenciacion y lipogénesis.
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Figura 7. Regulacion transcripcional de la diferenciacion de la linea celular 3T3 L1
(Modificado de Gregoire et al., 1998).

II.ILV Lipogénesis y lipdlisis

Debido a su papel como reserva energética, el tejido adiposo cuenta con
una magquinaria especializada en el ensamblaje (lipogénesis) y degradacion
(lipdlisis) de TAG. La lipogénesis es el proceso que se lleva a cabo dentro del
adipocito y en algunas otras células del cuerpo como las hepaticas. Durante
mucho tiempo se pensd que la acumulacion de TAG en el tejido adiposo era
Gnicamente por recepcion de lipoproteinas provenientes de otros 6rganos (como el
intestino posterior a su absorcion y del higado posterior a la sintesis) sin embargo
en 1999 Hellerstein encontré que el adipocito también presenta las enzimas

necesarias para sintetizar TAG pero en menor cantidad que el higado.

La sintesis de TAG en el adipocito se lleva a cabo, en principio, por la
sintesis de los acidos grasos que comienza con la entrada de glucosa a través de
proteinas transportadoras de glucosa (GLUTS) especializadas. Esta glucosa
citosolica es metabolizada a piruvato para después ser transformada en acetil-CoA

por la piruvato carboxilasa en la mitocondria. El acetil-CoA sintetizado entra al
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ciclo de Krebs donde uno de sus intermediarios, el citrato, es capaz de salir de la
mitocondria por medio de un transportador. Fuera de la mitocondria se puede
volver a sintetizar acetil-CoA citosélico, por la citrato liasa, y finalmente producir, a
partir de este acetil-CoA y CO,, malonil-CoA por la acetil-CoA carboxilasa (ACC).
Posterior a ello, la enzima sintasa de acidos grasos (FAS) mediara la elongacion
del 4cido graso en formacion mediante la reduccion de NADPH y la adicion de dos
carbonos de acetil CoA por ciclo. La actividad de las enzimas clave para la sintesis
de &cidos grasos esta finamente regulada por la presencia de hormonas tal como
la insulina, sus diferentes metabolitos y cambios en la relacibn energética
(ATP/ADP). Posteriormente se formaran los TAG por esterificacion, por parte de la
acil-CoA sintetasa, de los acidos grasos antes sintetizados o provenientes de otros
O0ganos Yy las aciltransferasas facilitaran la acilacion del glicerol-3-fosfato para
formar TAG (Gesta y Kahn, 2012).

Contrario a la lipogénesis, la lipdlisis es la respuesta a un incremento en la
demanda energética y sus productos son acidos grasos no esterificados y glicerol;
los primeros pueden salir a la sangre y unirse a la albumina para su transporte
hacia otros tejidos mientras que el glicerol se dirige al higado, principalmente, para
llevar a cabo la gluconeogénesis. Durante este proceso metabdlico, el TAG debe
someterse a la accion de tres diferentes enzimas. La primera de ellas debe
asociarse a una proteina en la gota lipidica, la perilipina, y ésta a su vez asociarse
a un cofactor, CGI-58 (ldentificacion de Genes Comparativo 58), desencadenando
la movilizacién de la primera enzima, Triacilglicerol Lipasa Adiposa (ATGL), desde
el citosol hacia la gota lipidica. La accion la ATGL liberard un acido graso y un
diacilglicerol que se transporta hacia el citosol donde una segunda enzima, la
lipasa sensible a hormonas (HSL), libera un segundo &cido graso y un
monoacilglicerol que esfinalmente metabolizado por la enzima monoglicerol lipasa
(MGL) produciendo un acido graso y un glicerol (Jaworski et al., 2007, Gesta y
Kahn, 2012).
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I1.11.VI Tejido Adiposo en el Sindrome Metabdlico

Existen dos condiciones presentes en el sobrepeso y la obesidad. La
hipertrofia del adipocito y la hiperplasia. La primera, hipertrofia, se refiere al
aumento del tamafio del adipocito mientras que la segunda, hiperplasia, se refiere
al aumento en el numero de células grasas. La hipertrofia es una caracteristica
comun de los individuos con sobrepeso y obesidad mientras que la hiperplasia se
relaciona con la severidad de la obesidad (Hirsch y Batchelor, 1976). Sin embargo,
se ha identificado que periodos de ganancia de peso en la edad adulta se
relaciona con el aumento del nimero de adipocitos y estudios con animales
apoyan la teoria que sugiere que incremento en el tamafio del adipocito precede
incrementos en el nimero de células. Ultimamente, existen estudios que sugieren
que la hipertrofia es en si misma un factor de riesgo independiente para el
desarrollo de la DM2. (Moreno-Navarrete y Fernandez- Real, 2012).

Ambas condiciones estan asociadas a anomalias metabdlicas
intracelulares en la funcion adiposa, en especifico del reticulo endoplasmico y el
estrés mitocondrial. Ello conduce a problemas en el metabolismo celular que se
han relacionado con la resistencia a la insulina, produccion de adipocinas, etc.
(Torres, 2009).

.11 Hormonas Esteroides

Las hormonas esteroides son hormonas derivadas del colesterol que se
sintetizan en diferentes lugares como la glandula suprarrenal, la placenta, los
ovarios y los testiculos. Su funcion consiste en regular el metabolismo,
inflamacion, la maduracion sexual y la regulacion de los ciclos de reproduccion, la
respuesta del sistema inmune e incluso el equilibrio hidrico por medio de la
induccion de sintesis de proteinas en la célula blanco. Estas hormonas se dividen

en cinco grupos: los prostagenos, los estrogenos, los androgenos, los
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glucocorticoides (o corticoesteroides por producirse en la corteza suprarrenal) y
los mineralocorticoides (figura 8). Es esteroide de mayor presencia en la mayoria
de los mamiferos y otras especies pertenece al grupo de los corticoesteroides, es
el cortisol (Heffner y Schust, 2010).
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Figura 8. El colesterol y sus derivados esteroides (Modificado de Vazquez-
Contreras, 2003).

Aldosterona

Debido a su origen en el colesterol, las hormonas esteroides también
conservan las propiedades liposolubles de dicho lipido e incluso se habla de su
capacidad para atravesar la membrana citoplasmatica para ingresar a las células
blanco no siendo asi para la progesterona a la cual se le ha identificado un
receptor en la membrana citoplasmatica (Pocock y Richards, 2005). Aln con ésta
caracteristica se sabe que los esteroides utilizan receptores intracelulares que se
encuentran en el citoplasma, el reticulo endoplasmico, e incluso en el ndcleo; los
cuales facilitan y potencian la respuesta intracelular. (Champe et al.,2007; Vera
Avila et al., 2010)
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[I.I1l.1 Los corticoesteroides y el cortisol

Los corticoesteroides son hormonas con gran actividad metabdlica,
inflamatoria e incluso inmune, se sintetizan en la glandula suprarrenal y su
secrecion esta regulada por la actividad del eje-hipotdlamo-hipofisis-suprarenales
(HPA), que consiste en una cascada hormonal que comienza con la liberacion de
la Hormona Liberadora de Corticotropina (CRH) por las neuronas del nucleo
paraventricular. La acciéon de esta hormona en la hipdfisis estimula la sintesis y
liberaciébn de la hormona andenocoticotropina (ACTH) que viaja via sanguinea
hasta la glandula suprarrenal promoviendo la sintesis y liberacion de diferentes
corticoesteroides, tal como la cortisona (Figura 9). La secrecion se ve influenciada
por el ciclo circadiano y la exposicidon a estrés promoviendo la respuesta deseada
a diferentes situaciones (Grasa, 2004). Una vez secretados, los corticoesteroides
vigjan via sanguinea unidos a la globulina fijadora de corticoesteroides, o
transcortina, y ejercen sus efectos en otros 6rganos ademas de provocar un efecto

de retroalimentacion negativa sobre el hipotdlamo y la adenohipdfisis.
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Figura 9. Eje Hipotalamo-Hipofisis-Suprarenales (HHA) en la sintesis de
corticoesteroides. (Modificado de Velazquez, 2012).

20



El mecanismo de accion de las hormonas corticoesteroides comienza una
vez que han atravesado la membrana plasmatica de las células blanco y dentro de
ellas se unen a los receptores especificos (en citosol o nucleo); tras su unién
forman complejos receptor-ligando y comienzan su acumulacién intranuclear
formando dimeros y uniéndose a secuencias reguladoras en el ADN que
reconocen estos complejos. Una vez lograda la fijacion al ADN pueden reclutar
proteinas coactivadoras y por consecuencia a la maquinaria de transcripcion
provocando un incremento en la transcripcion de genes especificos. O por el
contrario combinarse con proteinas correpresoras e inhibir la transcripcion
(Figural0). (Champe et al., 2007; Ira-Fox, 2003)
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Nuevas Proteinas
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Plasmatica Alteracion de la
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Figura 10. Mecanismo de accion de las hormonas corticoesteroides
(Modificado de Pocock y Richards, 2005).

Una funcion importante de las hormonas corticoesteroides es la regulacion
del metabolismo intermedio de los hidratos de carbono, proteina y grasas ya que
se asocian con procesos gluconeogeénicos y lipoliticos, considerandose como
importantes catabolicos en el mantenimiento de niveles de glucosa en sangre

durante el ayuno a largo plazo (Ira-Fox, 2003).

El cortisol es la principal hormona corticoesteroide en los mamiferos y

algunos otros organismos; su liberacion actia en favor de la administracion
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necesaria de energia a las demandas energéticas elevadas en los 6Organos
producto de la exposicion al estrés o al ayuno. Su liberacion y accién hace
disponibles glucosa, aminoacidos, glicerol y acidos grasos para su utilizacién en el
abastecimiento de energia y asi favorecer el mantenimiento de la homeostasia.
Por ello, el cortisol se ha catalogado como una hormona catabdlica de accion a
largo plazo; en casos de respuesta al estrés la respuesta inmediata es mediada
por las catecolaminas y el cortisol parece tener efectos posteriores y por un
periodo de tiempo mayor debido a sus efectos en la induccion y represion en la
expresion génica (en especial induciendo la expresion de enzimas responsables
de la lipdlisis) (Zhou y Cidlowski, 2005; Peckett et al., 2011; Villalobos, 2003).

Dentro de las funciones principales de esta hormona se encuentran el
mantenimiento de la presion arterial durante el dia, mantenimiento de los niveles
de glucosa en sangre, metabolismo de macronutrimentos y supresion del sistema
inmunitario. Asi mismo, es importante en la respuesta al estrés y en algunas
condiciones extremas para mantener la homeostasia. La cortisona viaja por la
sangre en su forma inactiva y llega hasta los diferentes tejidos para ser activada y

promover cambios en el metabolismo local (Tomilinson et al., 2004).

Bajo condiciones normales, el cuerpo se encarga de mantener niveles
séricos de cortisona los cuales no son estéaticos durante el dia, por el contrario la
cortisona se presenta en concentraciones elevadas por la mafiana y menores por
la noche; los valores de cortisona en plasma oscilan entre 5y 15 pg/dL (6 0.15 -
0.5 umol/L) en pacientes sanos y en ratones se encuentra alrededor de 300 ng/dL
(1 umol/L) (Peckett et al., 2011).

[L1I.11 11B8-HSD1

El estudio del cortisol, en los ultimos afios, ha brindado informacién sobre
su metabolismo y concentraciones tanto séricas como celulares. Como se

menciono, la hormona es secretada de la corteza suprarrenal en su forma inactiva,
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y algunas moléculas activas, que viajan via sanguinea hasta llegar a las células
blanco quienes cuentan con enzimas de activacion e inactivacion para regular su
funcion. Estas enzimas son la 113-HSD1 y 11B-HSD2 (Figura 11). La primera de
ellas cataliza la activacion de la cortisona a cortisol permitiendo que ejerza sus
efectos metabdlicos; se encuentra en diferentes tejidos como el higado, cerebro,
musculo, tejido adiposo y el corazén. Por otro lado, la 113-HSD2 cataliza la
inactivacion del cortisol y se localiza Unicamente en el higado vy, al parecer, en
algunos tipos celulares del rifidn (Desbriere et al., 2006; Masuzaki et al., 2001;
Walker et al., 2006). Una vez activa, la hormona puede ejercer sus funciones, que

son principalmente a largo plazo e involucran cambios en la expresion génica.
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Figura 11. Accion de las enzimas 11 B-HSD1 y 11 B-HSD2. (Modificado de
Espindola y Kater, 2007).

Las concentraciones de la hormona no se mantienen estaticas en el
organismo ya que fungen como reguladores del ciclo circadiano sin embargo
existen patologias como el Sindrome de Cushing (SC) en las cuales una alteracion
en la secrecion de las hormonas liberadoras ocasionan un incremento significativo
en la liberacibn de cortisol propiciando alteraciones metabdlicas similares a
aguellas del SM (Ira-Fox, 2003). Aun asi y siendo que comparten alteraciones
metabdlicas que se ven ligadas a la mortalidad, en la obesidad y el SM no se ha
reportado incremento significativo en los niveles plasmaticos de la hormona

(Espindola y Kater, 2007). No obstante, estudios sobre el tejido adiposo reportan
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incrementos locales (a nivel del tejido) de entre 10 y 15 veces respecto a aquellos
presentes en el plasma lo cual se ha asociado a un incremento en la expresion de
la enzima 11 B-HSDL1. (Fediuc et al., 2006; Stewart et al., 2003). Esta condicion
parece incrementar los niveles locales de esta hormona contribuyendo al
desarrollo y complicaciones de la obesidad, ya sea favoreciendo la hipertrofia del
adipocito o bien provocando un incremento en los niveles de glucosa y de lipidos
circulantes (Andrews et al., 2002; Bujalska et al., 2007). Asi mismo, se han
asociado las complicaciones del sindrome metabdlico con un fallo en la

retroalimentacion negativa del eje HHA.

[I.IV Acuaporinas (AQPSs)

El agua es el compuesto mas abundante en el cuerpo humano y es de
suma importancia ya que es el disolvente universal dentro de los organismos.
Durante mucho tiempo se pensd que el Unico mecanismo de transporte de esta
molécula hacia el interior de la célula era la difusion pasiva a través de la
membrana. Esta explicacion causaba controversia sobre todo al momento de
comprender el mecanismo de reabsorciébn de agua en los tdbulos renales. Sin
embargo en 1989 Peter Agre descubri6 un nuevo mecanismo de transporte a

través de poros.

Agre se encontraba estudiando la proteina del grupo Rh de los eritrocitos, al
momento de tratar de purificar la proteina de 30 kDa se encontr6 con que
copurificaba con una proteina de menor tamafo (28 kDa); pensando que se
trataba de un subproducto de la hidrdlisis del grupo Rh realiz6 un andlisis
estructural encontrando todo lo contrario. A partir de ello se analiz6 la secuencia y
estructura de dicha proteina, ahora denominada acuaporina 1 (AQP1),
encontrandole gran similitud con proteinas de transporte de agua en otras células
como PIM abundante el cristalino (que posteriormente se denomind AQPO).

(Echeverria y Zardoya, 2006)
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Desde entonces se ha estudiado profundamente su estructura y funcion.
Las acuaporinas (AQPs) son proteinas que atraviesan la membrana plasmatica en
seis segmentos unidos por 5 lazos conectores; dos de estos lazos se pliegan
hacia la membrana y, debido a la presencia de dos secuencias de asparragina-
prolina-alanina (NPA), forman la estructura del poro. El pliegue asemeja un reloj
de arena puesto se ensancha conforme se abre hacia ambos lados de la
membrana. Una caracteristica importante de las acuaporinas es que, a pesar de
que por si solas forman el poro, tienden a formar tetrameros en la membrana
brindandoles mayor estabilidad en el entorno lipidico de la membrana.(Coppo,
2008)

El canal que se forma al centro por ambos grupos de NPA tiene un diametro
de 3 armstrong que permite el paso de la molécula de agua con (2.8
armstrong).Esta secuencia de aminoacidos en la parte mas angosta del poro
permite que el oxigeno de la molécula de agua forme puentes de hidrégeno,
imposibles de formarse con otros aminoacidos de la proteina, con las
asparraginaspermitiendo la permeabilidad al agua alcanzando a filtrar un litro de
agua en 7 segundos (3x10°moléculas/segundo). Las secuencias de amino&cidos
en estas proteinas brindan permeabilidad a otras moléculas como el CO, (AQP1)
y ser sensibles a cambios en el medio como el pH, componentes de mercurio para
su regulacion o bloqueo e incluso fosforilacidon (Coppo, 2008; Echeverria y
Zardoya, 2006).
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Figura 12. Estructura de las acuaporinas (Modificado de Echeverria y
Zardoya, 2006).

II.IV.] Las acuagliceroporinas y Acuaporina 7 o Acuaporina Adiposa
(AQP7/AQPap)

Como se menciono, las AQPs son una gran familia de proteinas de
membrana; se encuentran presentes en practicamente todos los reinos animales
lo cual evidencia su importancia fisiologica (Zardoya, 2005). En los mamiferos se
han identificado 13 acuaporinas (Figura 11) (APQO-AQP13) de las cuales 4 se
subcategorizan como acuagliceroporinas (AQP3, AQP7, AQP9 y AQP10) debido a
gue también son permeables a glicerol. Entre algunas otras de sus funciones
destacan la movilizaciéon de gases y su intervencién en las uniones comunicantes

(Echeverria y Zardoya, 2006).
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Figura 13. La familia de acuaporinas. (Modificado de Kishida, 2010)
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Las AQPs son proteinas que se encuentran en casi todos los tipos celulares
debido a su importancia en el transporte de agua y mantenimiento de la
homeostasia. Al analizar la expresion génica del tejido adiposo se encontrd
expresion importante de una proteina miembro de esta familia, la AQP7 (que otro
grupo nombrd simultaneamente AQap) (Maeda et al., 1997). Retomando el papel
del adipocito como centro de almacenaje de energia. Este debe contar con los
mecanismos necesarios para hacer eficiente la formacion y degradacion de TAG.
El adipocito tendra la capacidad de responder a hormonas (p.e. insulina) y
sintetizar TAG; por el contrario en un estado de ayuno o ejercicio este debera
responder a la sefal de degradacion y debera desencadenar una cascada
enzimatica y de movilizacion de proteinas para asegurar la liberacion tanto de

acidos grasos como de glicerol (Figura 14) (Maeda et al., 2004).

La relevancia de la existencia de estas proteinas de transporte en el SM
radica en que forma parte del metabolismo energético ya que moviliza el glicerol
obtenido de la lipdlisis para ser utilizado en la gluconeogénesis hepéatica
contribuyendo en el mantenimiento de niveles adecuados de glucosa, triglicéridos
y proteinas. (Beitz et al., 2009; Maeda et al., 2009). Incluso se ha demostrado que
la AQP7 contribuye a mantener una salida controlada del glicerol evitando que la
degradacion incrementada provoque un incremento agudo en la circulacion
sanguinea de este metabolito (Kuriyama et al., 1997). Se ha propuesto que la
regulacion de la movilizacion de esta proteina hacia la membrana es producto de
la fosforilacion mediada por cAMP y PKA. Las acuaporinas se encuentran
secuestradas en vesiculas citoplasmaticas que al ser fosforiladas se movilizan
hacia la membrana plasmatica. Asi mismo se sabe que la regulacién puede verse
mediada por una induccion en la transcripcion del gen producto de la accion de

alguna hormona.
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Figura 14. Mecanismo de regulacion de AQP7 durante el ayuno o respuesta a
estrés. (Modificado de Kishida, 2010)

Al igual que en el caso de los niveles alterados de hormonas, la regulacion
de las proteinas de membrana del adipocito también se ha visto relacionada con el
desarrollo de diversas patologias metabdlicas (Marrades et al., 2006). Exisen
algunos experimentos realizados con ratones en los que se suprimio el gen
codificante para Agp7. Como resultado se obtuvieron ratones obesos cuyos
adipocitos evidenciaban hipertrofia debido a una mayor acumulaciéon de
triglicéridos y glicerol. Asi mismo los ratones mutantes se volvieron insulino-
resistentes. Algunos otros estudios en poblaciones con individuos obesos y
delgados han descubierto que en la obesidad la expresibn de Agp7 se ve
disminuida, sin embargo los mecanismos fisiopatolégicos que describan el
mecanismo por el cual se ve afectada su expresion aun se desconocen asi como
Su asociacién con una resistencia a la insulina. (Hara-Chikuma et al., 2005; Hibuse
et al., 2005; Maeda et al., 2005; Marrades et al., 2006). , aunque aun existe
controversia sobre si se encuentra disminuida o aumentada en casos de DM2
(Prudente et al., 2007; Macdougald et al., 2005).
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Il. Hipotesis

Incrementos en la concentracion de cortisona ligados a la fisiopatologia del
Sindrome Metabodlico en el medio extracelular provocaran un aumento en la
expresion de 11R-HDS1 y una disminucién en la expresién de Agp7 en células
3T3 L1.

V. Objetivos

IV.I General
Conocer el efecto de la cortisona sobre la expresion de la enzima 113-HDS1 y de
la proteina de transporte Agp7 tras la adicion de cuatro diferentes concentraciones

de cortisona (0, 0.1, 1y 10 uM) en células 3T3L1 diferenciadas.

IV.1l Especificos

Evaluar el efecto de diferentes dosis de cortisona (0, 0.1, 1 y 10 uM) en adipocitos
de la linea celular 3T3L1 sobre la expresion de 113-HDS1 y Aqp7 mediante PCR
en tiempo real.

Evaluar el efecto de estos tratamientos sobre la concentracidén de glucosa y

glicerol en los medios de cultivo de las células tratadas.
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V. Metodologia

V.l Cultivo Celular

Para el cultivo celular se adquiri6 lo siguiente: Medio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM) alto en glucosa, solucion amortiguadora de fosfatos PBS 10x,
insulina, penicilina, sulfato de estreptomicina y suero fetal bovino (SFB) fueron
provistos por GIBCO (Grand Island, NY, EUA) y la cortisona se obtuvo de Sigma
(C2755). Las cajas petri de 10y 3.5 cm de diametro y pipetas de plastico de 5y 10
mL fueron provistos por NUNCTM Brand Products (EUA). Los tubos de fondo
conico con capacidad para 50 y 15 mL Falcon se obtuvieron de BD Falcon TM
(Becton, Dickinson and Company©, B-D Labware, EUA). Para realizar el
experimento, se obtuvo una alicuota de la linea celular 3T3 L1 donada por el Dr.
Luis Antonio Salazar Olivo de la Division de Biologia Molecular del Instituto

Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica (IPICyT).

Para iniciar con el protocolo, se tomaron células de una caja de 10 cm de
diametro y se sembraron cajas de 3.5 cm de didmetro con 40,000 células.
Después de 48 hrs de proliferacion, se indujo la diferenciacion con el uso
consecutivo de los tres medios de diferenciacion (cuadro 4); el primero de ellos
aplicado 48 hrs, el segundo 24 hrs y el tercero de 48 — 96 hrs, como se hace

convencionalmente para este tipo celular.

Cuadro 4. Conformacion de los medios de diferenciacién del adipocito.

Medio Basal Medio de Medio de Medio
Diferenciacion 1 Diferenciacion 2 Diferenciacion 3
48 hrs 48 hrs 24 hrs 48 — 96 hrs
DMEM
DMEM SFB DMEM
SFB P/S SFB DQ/IF%M
Penicilina/Estrepto Insulina P/S P/S
micina (P/S) Dexametasona Insulina
IBMx

Los medios utilizados se cambiaron al menos cada 48 horas con
excepcion del medio de diferenciacion 2 que Unicamente se administra 24 horas.

30




Previo a la aplicacién del tratamiento se eligieron 3 pozos al azar para
realizar una prueba de rojo oleoso y comprobar el estado de diferenciacién de las

células.
V.II Rojo Oleoso

Es necesario que la mayoria de las células (>80%) en tratamiento estén
diferenciadas pues se quiere ver el efecto sobre el adipocito y no sobre el
precursor o sobre la diferenciacion. La técnica de rojo oleoso se emplea para
determinar si es que las células tratadas se han diferenciado en al menos un 80%.
El procedimiento consiste en fijar las células al pozo con formalina al 3.5% durante
1 hr a 4°C. Posteriormente se realiz6 un lavado con agua a chorro para eliminar
residuos y se dejo secar. Una vez seco se agregd una solucién de rojo oleoso al
5% en isopropanol al 60% y se incubd a temperatura ambiente por 2 horas.
Terminada la incubacion se retird el exceso y se enjuagé nuevamente con agua y
se dejo secar. Para la lectura, se agregé 1 mL de isopropanol a cada pozo y se
dej6 reposar por 10 minutos a temperatura ambiente para desprender la muestra y
disolver la coloracion obtenida para la lectura. Con el mismo isopropanol se
enjuago el pozo para tomar toda la muestra y se coloco en la celda para lectura en
el espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm. Para blanquear se utilizé
1 mL de isopropanol absoluto. La grasa neutra de las células absorbe el rojo
oleoso, por lo tanto a mayor cantidad de grasa en las células, mayor sera la
absorcién del reactivo y se obtendra una mayor coloracién de las gotas de grasa
que se observaran al microscopio antes de diluir en isopropanol. Las células
diferenciadas mostraran las gotas coloreadas 6-8 dias después de iniciar la
diferenciacion (Oficina Espafiola de Patentes y Marcas, 2006). Para determinar si
la mayoria de las células (>80%) se encuentran diferenciadas el valor de
absorbancia debe de ser mayor de 0.5 (Life Science, 2009).
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V.III Aplicaciéon de los tratamientos.

Una vez terminado el proceso de diferenciacion, las células se dejaron en
un periodo de ‘restriccion’ sin SFB por un periodo de 4 horas. Para ello se utilizé
DMEM y penicilina/estreptomicina.

Al terminar el periodo de ayuno se aplicd el tratamiento con cortisona
administrando 0, 0.1, 1 y 10 uM en el medio de diferenciacion basal durante 6
periodos de tiempo diferentes, 0, 5, 10, 15, 20 minutos y 48 horas. Al finalizar el
tratamiento, se recolectaron y almacenaron a -20°C los medios para cuantificar la
glucosa y el glicerol y se realizaron los protocolos correspondientes para obtener
DNA complementario de las muestras.

V.IV Extraccién de ARN

Una vez retirado el medio de diferenciacion se agregdé 1 mL Trizol
(QIAGEN®) para realizar la lisis celular y con una punta de 1 mL se raspo el fondo
de la caja se siembra. El homogenado obtenido se colocé a un tubo Ependorf de
1.5 mL. A esta muestra se le agregd 1 pL de RNAsa Out con el fin de eliminar
cualquier RNasa que pudiese degradar la muestra y se incubd 5 minutos. A
continuacion, se agregaron 200 uL de cloroformo por cada mililitro de Trizol
empleado y se centrifug6 a 12 000 rcf (relative cetrifuge force) por 10 minutos para
separar la fase organica e inorganica, la fase superior se transfirié a un tubo nuevo
y se agregaron 500 pL de isopropanol para precipitar y limpiar la muestra
formando un pellet, el ARN, después de haber
centrifugado 10 min a 12000 rcf. Finalmente se lavo el
precipitado obtenido dos veces con etanol al 70% y se ;
centrifugd 7500 rcf por 5 minutos. Después de realizar "“““““!!

en S EE

ambos lavados se diluyé en 40 pL de agua libre de Figura 15.Gel de
Agarosa para ARN

RNAsas y se almacen6 a -70°C. Para comprobar la
integridad de ARN, se buscaron 2 bandas (que evidencian el peso del RNA de las

dos subunidades ribosomales 18S y 20S) en gel de agarosa al 10%. Este
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procedimiento se realizd en frio, es decir que los reactivos y las muestras se

mantuvieron a 4°C.
V.V Transcripcion Inversa (RT).

Se midié la concentracibn y pureza del ARN extraido mediante un
espectrofotometro Nanodrop 1000 (ThermoScientific) para corroborar la
concentracion de ARN y la pureza del mismo. Esto con el fin de poder realizar una
transcripcion inversa, o retrotranscripcion, y obtener un fragmento complementario
de ADN (cADN) que fuese estable a la temperatura y al protocolo para llevar a
cabo la reaccion en cadena de polimerasa y cuantificar la expresion de los genes

en estudio.

Para cada muestra se calcul6 el volumen en el cual se contiene 1ug de
ARN vy se realiz6 la transcripcion inversa de la muestra para obtener el cCADN. El
procedimiento consiste en la unién de un cebador a una secuencia de nucledtidos
de interés y a la actividad catalitica de la enzima trancriptasa reversa (RT-
superscript) que extiende el cebador uniendo nucle6tidos complementarios a
lahebra de ARN (Alberts et al. 2002).

Para obtener el cADN, se realizO una mezcla con las enzimas necesarias
para la sintesis de la hebra correspondiente para cada una de las muestras. Para
comenzar, se agreg6 0.75 pL de DNasa a
temperatura ambiente durante 15 minutos por cada
muestra. Después se incub6 5 minutos a 70°C. Para
detener la reaccion, se depositd la muestra en hielo y

se agregaron 2uL de buffer 5X, 3 uL de DTTy 1 uL

Figura 16.Gel de
Agarosa para cDNA

de inhibidor de RNAsa lo cual asegur6 que los ARNs

obtenidos no se degraden durante la sintesis de la

cadena complementaria. Una vez homogenizado se incub6 a 42°C por 2 minutos y
al finalizar la incubacién se detuvo la reaccién nuevamente al enfriar la muestra y
se afiadio 1 pL de RT-superscript para realizar la transcripcion; ésta se incub6 por
50 minutos a 42°C y después 15 minutos a 70°C. Al finalizar se almaceno a -20°C.
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Una vez mas se comprob0 la integridad de la muestra ubicando un barrido en gel

de agarosa al 10%.

V.VI PCR en tiempo real (QPCR).

La reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (QPCR) es una
técnica muy utilizada ya que es muy sensible y permite la amplificacion del gen en
estudio y su cuantificacion. Para la cuantificacion, la fluorescencia emitida por la
muestra es medida en cada ciclo de amplificacionlo cual hace al método muy
preciso ya que la fluorescencia emitida es directamente proporcional a la cantidad
de producto de PCR. El fluoréforo que se utilizd en este experimento fue el SYBR
Green |, éste se une a la doble cadena del DNA emitiendo una sefial fluorescente
de longitud de onda definida sobre la unién. La excitacion y emisién maxima del
SYBR son a 494 nm y 521 nm respectivamente, compatibles para su uso con
cualquier termociclador de tiempo real (para este experimento se utilizé el

termociclador StepOne de Applied Biosystems).

Para la identificacion de la expresion de los genes AQP7, 11R-HDS1 y
MnSOD (gen que mostrd6 mayor estabilidad para ser utilizado como enddgeno),
primero se disefiaron oligonucleétidos sentido y antisentido (Cuadro 5) cortos para
poder obtener la secuencia especifica del gen problema. Previo a las
cuantificaciones se realizaron curvas de validacion utilizando las diluciones 1:5,
1:50 y 1:500 y también para elegir la concentracion sobre la cual se cuantificarian
las muestras (1:50).

Una vez que se obtuvieron las diluciones del cADN para cada muestra se
realizé el protocolo colocando la reaccion para cada una en placas de tubos para
PCR. La reaccion consiste en agregar 5 pL cADN, 2 pyL de agua, 1 pL MgCl2, 1 pL

™. Las

de oligos sentido y antisentido y 1 pL SYBR® Green Tagq ReadyMix
muestras se prepararon por duplicado y se ingresaron en el equipo StepOne que
amplifica y cuantifica de forma absoluta la amplificacion del ADN. En la mezcla
utilizada se incluye el marcador Sybr Green (Roche, 12 239 264 001) que es

detectado por sensores de fluorescencia a la longitud de onda antes mencionada.
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Las condiciones bajo las cuales se programé el equipo para realizar la
cuantificacion fueron 40 ciclos con temperaturas de 95°C por 10 min para la
desnaturalizacion de las hebras, 65°C por 10 s para la hibridacion de los
oligonucledtidos y 8 s a 72°C para la elongacion. Posteriormente se programaron
las siguientes condiciones para la curva de fusion 95°C por un segundo,60°C por

un minuto y 95°Cpor 15 segundos.

Una vez obtenida la cuantificacion de los tres genes para cada una de las
muestras se realizaron los célculos para obtener la cuantificacion relativa de los
genes en estudio (113-HDS1ly AQP7) que se estima comparando los valores de

Ct. El modelo que se utilizé fue el de la doble delta Ct (2724

)gue supone gque la
eficiencia de la reaccién para los tres genes es Optima e idéntica y se utiliza para
realizar una estimacion rapida de la proporcion relativa de la expresion génica. Los
valores de la expresion relativa que se obtuvieron fueron los utilizados para

realizar el analisis estadistico.

Cuadro 5. Secuencias de los oligonucleotidos utilizados en la gPCR.

Tamafio
Gen Oligonucleétidos del
amplicon
AQP7 (Acuaporina Sentido - TATGGTGCGAGAGTTTCTGG 200
7) Antisentido - GCCTAGTGCACAATTGGTGA
LS HDSILLS Sentido - GACCCATTGCAAGGAACAA 174
. Antisentido - GTAGTAAGCGTGCTCCCACAC
Deshidrogenasa 1)
MnSOD
(Manganeso Sentido —- TCAGACCAGAAATGCTCCAG 69
Superéxido Antisentido - GCCAGCAATGTAGTGAGCAG
Dismutasa)

V.VII Determinacion de Glucosa en el Medio.

Para la cuantificacion de la glucosa total en el medio se empleo la técnica
de glucosa oxidasa-peroxidasa la cual consiste en sintetizar H,O, a partir de
glucosa con la enzima glucosa oxidasa. Este peroxido de hidrogeno producido por

la oxidasa reaccionara con la orto-dianicina y peroxidasa para producir el tinte de
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qguinonimina que es detectado por el espectrofotrometro a una longitud de onda de
540 nm.

Para la lectura se prepard previamente un stock de las enzimas
necesarias para llevar a cabo la reaccion y determinar la glucosa. Se utiliz6 una
solucion de fosfatos (Na;HPO4 y KH,PO,) en glicerol al 40% a un pH de 7; a esta
solucion se le agregaron la glucosa oxidasa, responsable de producir H,O, a partir
de la glucosa presente en el medio, orto-dianicina y peroxidasa, las cuales
produciran el tinte que sera detectado por el espectrofotometro. Se tomaron 50 uL
del medio previamente extraido por cada muestra y se prepar0 para su lectura
agregando 300uL del stock de enzimas; para favorecer la reaccion se incubo a
37°C mezclando a 900 rpm por 30 minutos y posteriormente se agregé 1 mL de
HCl 4 N. Una vez agregado el &cido se obtuvo la lectura correspondiente en el
espectrofotometro (HewlettPackard) utilizando como referencia una reaccién con

50 pL de agua.

V.VIIl Determinacion de Glicerol en el Medio.

En el caso de la determinacién del glicerol libre se siguié el protocolo para
el kit de medicion de glicerol libre de Sigma. Para ello se tomaron 10 pL de medio
por muestra. A este medio se agregaron 800 L del reactivo del kit de glicerol libre
el cual contiene enzimas para realizar la fosforilacion del glicerol libre del medio
para posteriormente oxidarse y producir peréxido de hidrogeno (H,O,). Al igual
que en el ensayo de glucosa-peroxidasa, este perdxido produjo una tinciéon de
guinoneimina. Este reactivo se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente
para permitir la reaccion y finalmente se obtuvieron las lecturas de las muestras en

el espectofotometro (HewlettPackard) a una longitud de onda de 540 nm.
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V.IX Modelo Experimental y Analisis Estadistico

El disefio del experimento fue completamente al azar con un arreglo factorial 4
X 6 donde los factores fueron: tratamiento (0, 0.1, 1 y 10 uM de cortisona) y el
tiempo (0, 5, 10, 15, 20 minutos y 48 horas).
El modelo fue:

y =l + Tx; + Tiempo; + (Tx*Tiempo); + E;

Donde:
y = variable de respuesta
pM= es la media poblacional

Tx; = es el efecto del i-ésimo tratamiento

Tiempo; = es el efecto del j-ésimo tiempo

Tx*Tiempo = es la interaccion del i-ésimo tratamiento y el j-ésimo tiempo
Eij= es el error experimental

Los resultados fueron analizados mediante el procedimiento de modelos
lineales generales del SAS (2009) y se aplicé una prueba de comparacion de

medias por diferencias minimo cuadraticas (Ismeans).
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VI. Resultados

VI.I Microscopia de los cambios morfolégicos de los adipocitos.

Las células 3T3 L1 se indujeron a la diferenciacion y se obtuvieron
adipocitos con los cuales se realiz0 el experimento. Se agregaron cuatro
concentraciones de cortisona 0, 0.1, 1 y 10 uM en el medio de diferenciacién basal
durante 6 periodos de tiempo diferentes, 0, 5, 10, 15, 20 minutos y 48 horas.
Debido a la rapidez con la que se realizaron los primeros 5 periodos, y a la
improbabilidad de observar cambios significativos en la morfologia, Unicamente se
adquirieron imagenes de aquellos pozos que estuvieron bajo tratamiento durante
48 horas obteniendo las imagenes recopiladas en la figura 17. En la parte superior
de la imagen se muestran los preadipocitos, en la parte media los adipocitos
maduros (que fueron utilizados para realizar la técnica del rojo oleoso) y
finalmente se encuentran las imagenes de los cuatro tratamientos después de 48

horas. Todas fueron capturadas a 10 aumentos en un microscopio electronico.
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Preadipocitos 3T3 L1

|
Difererlciacién

Adipocitos

Tratamientos

A

Cortisona 0 uM Cortisona 0.1 yM  Cortisona 1 pM  Cortisona 10 uM

Figura 17. Cambios morfolégicos de células 3T3 L1 tras la diferenciacion y
después de un tratamiento de 48 horas con concentraciones de 0, 0.1,1y 10 uM

de cortisona.

39



VLIl Tincién de rojo oleoso

Figura 18. Imagen al microscopio electronico con 5 aumentos de la tincion con

rojo oleoso.

Como se menciond en el apartado anterior, las células diferenciadas fueron
sometidas a un andlisis de acumulacién lipidica mediante la técnica de rojo oleoso.
Tras una incubacion de 2 horas y observar al microscopio se pudo observar lo que
se muestra en la figura 18. Ademas de ello, se cuantific6d la absorbancia al
microscopio obteniendo un valor de 2.5871. Se sugiere que los adipocitos
diferenciados deben mostrar absorbancias mayores a 0.5 como se mostré en este
caso y concordando con datos obtenidos por otros investigadores (Calvijo et al.,
2007; Pulido, 2010; Rojas 2009).
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VI.IV Expresién de laenzima 11B-HSD1 y la proteina AQP?7.

Tras extraer el ARN y sintetizar el CADN para cada muestra se realizé una
prueba de reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR) y una vez que
se obtuvo el valor al cual la fluorescencia alcanzé el umbral de deteccion (Ct) los
resultados se sometieron andlisis de 24! para determinar su expresion relativa
en base al gen enddgeno MnSOD. Posteriormente, se realiz6 el andlisis
estadistico con el software SAS el cual arrojé los resultados ilustrados en las

figuras 19 a 22.

En el caso de la enzima 11B-HSD1 los resultados muestran una
disminucién significativa (p<0.0001) de la expresién de la enzima con 0.1 uM y
10uM de cortisona no siendo asi para el tratamiento con 1 uM de cortisona el cual
evidencié un incremento de mas de tres veces en su expresion y se disminuyo

después de los 10 minutos de tratamiento (Figura 19).
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Tiempo en minutos p<0.0001, n=3

Figura 19. Expresion relativa del gen de 113-HSD1 en células 3T3 L1 por el efecto
de diferentes niveles de cortisona. La flecha negra en la parte superior de la figura
indica el inicio del tratamiento. Esta figura muestra el comportamiento de la
expresion a lo largo del experimento, los datos comparativos con errores estandar
se muestran en la figura 20.
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En la figura 20 se puede observar el comportamiento lineal de la expresion
de la enzima durante los intervalos de tiempo que fue administrado el tratamiento.
Se puede observar un incremento en la expresion de 11-HSD1 en el tratamiento
1 uM hasta el minuto 15 con una posterior disminucion. En el caso de los
tratamientos con 0.1 yM y 10 pM estos son de inhibicidbn en la expresion y

oscilatorios respectivamente.

35 - c m0uM
m0.1uM

c.d

2.5 1

15 aaaa

Veces de Induccion

0.5 1

-5 minutos 1 minuto 5 minutds 10 minutos 15 minutes 20 minutes 48 horas

p<0.0001, n=3

Tiempo

Figura 20. Expresion relativa del gen de 113-HSD1 en células 3T3 L1 por efecto
de diferentes niveles de cortisona.

La situacion con la expresion de Agp7 fue diferente ya que existié un
incremento con la concentracion 0.1 pM y 1 pM que se vio completamente
disminuida a las 48 horas. En el caso de la expresion con el tratamiento de 10 uM,
la cantidad de ciclos de amplificacion para la gPCR fueron insuficientes para su

deteccién lo cual da lugar a pensar que su expresion fue minima (Figura 21). Al

42



igual que en el caso de la enzima, al minuto 10 existe un comportamiento de
disminucién y posterior incremento en la expresion que se ilustra perfectamente en
la gréfica lineal de la expresion del gen para ambos tratamientos (Figura 22). En
esta figura se muestra perfectamente una disminucion al minuto 10 y un
comportamiento oscilatorio posterior para finalmente disminuir cercanamente a

cero la expresion hacia las 48 horas.
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Figura 21. Expresion relativa del gen de AQP7 en células 3T3 L1 por efecto de la

adicidn de diferentes niveles de cortisona. La flecha negra en la parte superior de

la figura indica el inicio del tratamiento. Esta figura muestra el comportamiento de
la expresion a lo largo del experimento, los datos comparativos con errores

estandar se muestran en la figura 22.
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Figura 22. Expresion relativa del gen de AQP7 en células 3T3 L1 por efecto de la

adicion de diferentes niveles de cortisona.

VI.V Cuantificacién de glucosa y glicerol para el control y el

tratamiento con 1 uM.

Una vez que se realiz6 la cuantificacion relativa de la expresion del gen
y se graficO el comportamiento se eligié la concentracion a la cual se
evidenciaron cambios significativos para ambos genes, es decir 1 uM. De los
medios extracelulares recolectados para este tratamiento se realizaron
cuantificaciones de glucosa y glicerol totales obteniendo los datos recopilados
en las figuras 23 y 24. Los cambios en la concentracion total de glucosa y
glicerol en los medios extracelulares no fueron estadisticamente diferentes con
excepcion de la concentracion de glucosa en el minuto 10 que fue menor en el
tratamiento 1 uM. En el caso del glicerol, no existieron diferencias significativas
en las concentraciones del metabolito sin embargo, aunque no es

estadisticamente significativa, existe una disminucion al minuto 10 (figura 24).
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Figura 23. Cambios en la concentracién de glucosa en el medio extracelular de
las células 3T3 L1 por efecto de la adicidén de cortisona. Esta figura muestra el
comportamiento de la expresién a lo largo del experimento, los datos comparativos

con errores estandar se muestran en la figura 24.
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Tiempo p<0.0001, n=3
Figura 24. Cambios en la concentracion de glucosa en el medio extracelular de
las células 3T3 L1 por efecto de la adicion de cortisona.
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Figura 25. Cambios en la concentraciéon de glicerol en el medio extracelular de
las células 3T3 L1 por efecto de la adicidon de cortisona. Esta figura muestra el
comportamiento de la expresién a lo largo del experimento, los datos comparativos

con errores estandar se muestran en la figura 26.
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Figura 26. Cambios en la concentracion de glicerol en el medio extracelular de
las células 3T3 L1 por efecto de la adicion de cortisona.
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VII.  Discusion y conclusién.

El SM esté considerado como la pandemia del siglo XXI, éste se caracteriza
por anomalias en el control metabdlico (como se ilustré en el cuadro 1) y por lo
tanto implica un desorden en aquellos sefalizadores que modulan la integraciéon
de los procesos metabdlicos, tales como las hormonas. Como bien se conoce, las
hormonas son mensajeros que viajan a través de la sangre hasta las células
blanco donde se interpreta el mensaje y se generan respuestas a las situaciones
en el organismo para asegurar la conservacion de la homeostasia (Pocock y
Richards, 2005). La cortisona es una hormona que modula el mantenimiento de la
homeostasia formando parte importante de procesos fisioldgicos como la
respuesta al estrés, metabolismo energético, niveles de electrolitos, presion
sanguinea, inmunidad, profileracion y diferenciacion celular (Pereira et al., 2012).
Quiz& sea por esta razon que la respuesta al corticoesteroide esté modulada por
enzimas intracelulares tales como la 113-HSD1. En el caso preciso del SM, se ha
encontrado una relacion entre los niveles de expresion y actividad enzimatica de
esta deshidrogenasa y el grado de obesidad e incluso en situaciones de
hiperinsulinemia (Anagnostis et al., 2009; Baudrana et al., 2011; Staab y Maser,
2010; Villeux et al., 2009); el mecanismo fisiopatoldgico de esta relacion no se ha

terminado de esclarecer.

Existen numerosos estudios que han explorado los cambios en la expresion
y en la concentracibn de proteina de esta enzima durante la diferenciacion
adipocitaria, es decir como parte del proceso fisiol6gico normal. La enzima no esta
presente en la célula sino hasta algunos dias después (aproximadamente 4) que
se induce la diferenciacién y permanece presente en el adipocito diferenciado. Sin
embargo, pareciera que su expresion se ve mediada por diferentes condiciones
fisiol6gicas tales como la respuesta al estrés y el ayuno (Jessen y Stevens, 2002;
Kim et al., 2007; Liu et al., 2007; Stewart, 2003; Tomilinson et al., 2002). Como
resultado de estos estudios en los que se encontro que la expresion de la enzima
era necesaria para la diferenciacién pero su incremento crénico se veia ligado al

desarrollo del SM, se comenzé a estudiar una forma de disminuir su expresién en
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el tejido adiposo de individuos obesos utilizando diversos inhibidores, agonistas de
PPARYy, y la pérdida de peso en si misma, observando importante disminucion en
la acumulacion lipidica, la respuesta a la insulina, e incluso concentraciones
séricas de glucosa (Berger et al., 2001; Edwards, 2012; Srivastava, 2009) y
también su relacion con agentes inflamatorios como el TNFa y la IL-6 (Edwards,
2012; Ergang et al., 2011; Tomilinson et al., 2001; Tomilinson etal., 2008).

Aln con todos los antecedentes citados, la realidad es que poco se ha
hecho por entender la respuesta celular aguda a esta hormona y asi poder
comprender mejor el desarrollo del desorden metabdlico. Por ello se opté por
realizar el estudio en adipocitos diferenciados, esto es, que dieran positivo a la
prueba de rojo oleoso realizada y las gotas lipidicas fuesen observables al
microscopio Optico, lo cual concuerda con resultados obtenidos previamente
(Calvijo et al., 2007; Pulido, 2010; Rojas 2009). Como se muestra en la figura 19,
la cortisona a concentracién 0.1 uM tuvo un efecto de represion de la enzima,
desde el inicio hasta las 48 horas, lo cual es similar al resultado encontrado por
otros investigadores (Balachandran et al., 2008). Sin embargo, existe un
incremento importante de 3 veces su valor inicial en el caso de la concentracion
1uM gque se disminuyd considerablemente a los 15 minutos. Park (2011) utilizé
esta misma concentracidbn en sus ensayos y obtuvo una disminucion en la
expresion después de 6 dias de tratamiento, lo anterior concuerda con la
expresion encontrada a las 48 hrs de tratamiento en este experimento. En el caso
de emplear la cortisona a la concentracion de 10 UM se obtuvo una expresion
disminuida de la 11B-HSD1 a los 5 minutos, pero que se recuperé a los 10, para
finalmente disminuir a los 15 minutos y mantenerse asi durante el resto de las
mediciones. A pesar de que a las 48 horas las 3 concentraciones de cortisona
ocasionaron una disminucion en la expresion, que concuerda con resultados
previos, quiza no es suficiente tiempo de exposicion para explicar el incremento
cronico de la expresion de la enzima y su actividad en pacientes con SM debido a

que los adipocitos empleados en este experimento son adipocitos recién
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diferenciados y que carecen de caracteristicas y componentes del nicho propio
que se presenta en el tejido adiposo durante el SM. Es importante rescatar la
respuesta rapida en la expresion ya que desde el primer minuto y durante los
siguientes 10 minutos la expresién del mensajero se incrementa 3 veces para
finalmente disminuirse subitamente. Balachandran y sus colaboradores (2008)
realizaron un experimento similar en linea celular y también in vivo encontrando
que la linea mostraba una disminucion de la expresion de la enzima mientras que
la rata mostréo un incremento; es importante mencionar que los tratamientos no
fueron iguales para ambos experimentos pues el tratamiento sobre la linea fue de
48 horas y el tratamiento en la rata se llevo a cabo durante 6 dias; asi mismo las
células estuvieron en un medio completamente aislado mientras que el tejido
adiposo de las ratas conservo el nicho donde solo un tercio de sus células son
adipocitos diferenciados. Esto nos siguiere que quiza sea necesario someter a
tratamiento durante un mayor periodo de tiempo y observar una condicién similar a
aguella encontrada en el SM en el cultivo celular u obtener un cultivo primario de
adipocitos que se han desarrollado en el nicho sano y con las modificaciones

metabodlicas.

Por otro lado y en concordancia con los resultados para la expresion de la
enzima, se obtuvieron las lecturas de la concentracion de glucosa en el medio
para el tratamiento de mayor significancia (1 pM). En estas lecturas no se
observaron cambios significativos a lo largo del tiempo comparando el control y el
tratamiento excepto para el minuto 10 que se encontrd una disminucion
significativa entre ambas concentraciones (figura 23) lo cual se relaciona con la
disminucién en la expresion de la enzima posterior a este tiempo (figura 19). Una
posible explicacion para la disminucion significativa en la concentracion de glucosa
puede ser que para que la enzima reductora 11-HSD1 pueda llevar a cabo su
actividad debe de existir una cantidad adecuada del agente reductor NADPH. La
disponibilidad de dicho agente para la actividad de la 113-HSD1 se ha ligado con

la actividad de la enzima hexosa-6-fosfato deshidrogenasa (White et al., 2007).
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Esta es la primera enzima de la fase oxidativa en la ruta de las pentosas fosfato y
se encarga de formar 6-fosfoglucogalactona y NADPH a partir de la Glucosa-6-
fosfato, producto de la fosforilacion de la glucosa libre que entra a la célula. Por
ello, la entrada de glucosa a la célula podria asociarse con la disminucion en la
expresion suponiendo que se debe a un incremento de la proteina y en la
actividad enzimatica. Para poder confirmar esta hipotesis es necesario realizar una
cuantificacion de la proteina traducida y un ensayo enzimatico (Hewitt et al., 2006;
Zhang et al., 2008; Dzyakanchuk et al., 2008).

Retomando el SM y su estudio, desde hace tiempo se ha relacionado a las
proteinas de transporte con las anomalias metabdlicas. Una de estas proteinas es
la acuaporina adiposa o0 Agp7 cuya funcion es el transporte de agua y glicerol en
el adipocito y otros tipos celulares favoreciendo el mantenimiento del metabolismo
lipidico y de hidratos de carbono. Al transportar el glicerol hacia el medio
extracelular este puede entrar en la gluconeogénesis hepatica y mantener niveles
de glucosa estables. Esto es de tal importancia que incluso se ha reportado que
pacientes con deficiencia de esta proteina tienden a tener problemas para
mantener una glucemia durante el ayuno (Kishida et al., 2000; Maeda et al., 2004;
Walker et al., 2007).

No demord en ligarse la presencia de esta proteina con el desarrollo de
complicaciones metabdlicas. Estudios sobre el tejido adiposo y células adiposas
reportaron disminuciones importantes del mensajero y la proteina en individuos
obesos y con sindrome metabdlico pero ademas se encontraron concentraciones
menores de glicerol circulante en ellos durante periodos de ayuno o ejercicio
(Ceperuelo-Mallafré et al., 2007; Desbriere et al., 2006; Maeda et al., 2012; Portois
et al.,, 2011; Prudente et al., 2007). Estudios sobre el adipocito revelaron que al
disminuir la Aqp7 la célula experimentaba hipertrofia y un incremento en la

reutilizacion del glicerol por medio un incremento en la actividad de las enzimas
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glicerol quinasa (GlyK) y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). Este hallazgo
supone que al retener el glicerol de la lipdlisis este es reutilizado para la sintesis
de triglicéridos favoreciendo la hipertrofia caracterisitca de la obesidad y SM
(Franckhauser et al., 2002; Guan et al.,2002; Hara-Chikuma et al., 2007; Hibuse et
al., 2005; MacDougald et al., 2005; Tordjman et al., 2004).

La presencia de las acuaporinas y sus funciones celulares son hallazgos
recientes y por tanto sus estudios son limitados, en el caso de la Agp7 estos se
centran en su expresion y traduccion durante el SM (tejido) y cémo se modifica su
expresion y cantidad de proteina a lo largo de la diferenciacion. El preadipocito
carece de expresion y proteina sintetizada, el mensajero comienza a detectarse a
partir del sexto dia del proceso de diferenciacion y la expresion de la proteina se
ve incrementada y mantenida en el adipocito maduro (Fasshauer et al., 2002;
Miranda et al., 2010). Esto ha provocado que, al igual que con la 113-HSD1, se

desconozca la respuesta metabdlica aguda a la cortisona.

Para Agp7, los resultados obtenidos en este experimento mostraron un
aumento importante de hasta 4 veces en la sintesis del mensajero para la
concentraciones de cortisona 0.1 y 1 uM en los primero 5 minutos, para disminuir
a los 10 minutos, duplicar su expresion a los 15 minutos y finalmente observar una
disminucién hasta las 48 horas. En cuanto a la expresion relativa cuantificada para
la concentracion 10 pM de la hormona los ciclos de amplificacién fueron
insuficientes para alcanzar el umbral lo cual se interpreta como una expresion
cercana a cero; el incrementar los ciclos de amplificacion nos permitiria comprobar
la suposicion pero es innecesario ya que datos con mas de 40 ciclos se
consideran poco fiables. Para explicar este fendbmeno es necesario recordar que la
Agp7 es una proteina que tiende a formar tetrameros para buscar estabilidad en la
membrana (Coppo, 2008); quiza la razon por la cual se cuatriplico su expresion es

por dicha razéon. Sin embargo para comprobar dicha suposicion es necesario
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realizar una cuantificacion de la proteina posterior a la disminucion en el

mensajero.

En cuanto a su metabolito de transporte, las concentraciones se mantienen
estadisticamente similares al control sin embargo, y a pesar de no ser
significativamente diferente, al minuto 10 existe una entrada de glicerol a la célula
lo cual pudiese implicar que la Agp7, suponiendo que la proteina fue traducida y
colocalizada a la membrana, esta actuando como mecanismo de transporte hacia
dentro de la célula. Esto no deja de ser una suposicion puesto que no se cuantificé
la proteina ni se realizaron procedimientos de inmunocitoquimica para determinar
la ubicacion de la proteina; tampoco se realiz6 un ensayo para determinar la
entrada de glicerol a la célula. La inmunocitoquimica seria importante debido a
que existen estudios que sugieren que otros miembros de la familias de las
acuaporinas se encuentran en vesiculas en el citoplasma que se movilizan hacia
la membrana plasmatica al ser fosforiladas; en el caso de la Aqp7 se ha vinculado
la presencia de PKC con la movilizacion a la membrana de estas vesiculas
(Kishida K, 2010).

Los datos obtenidos en este trabajo muestran sin duda que la cortisona
promueve cambios inmediatos en la expresion de genes de proteinas implicadas
en el metabolismo. Por varios afios se ha tratado de estudiar, por separado,
mecanismos que ayuden a disminuir 11-HSD1 y aumentar Agp7 obteniéndose
resultados favorables a la condicibn metabdlica. Asi en el caso de 11B-HSD1 se
administran farmacos, tales como fenofibrato, que disminuyen su expresién e
incluso su actividad y tienen resultados positivos, en pacientes y en adipocitos que
presentan SM, ya que se observa una disminucion de glucosa sérica, adiposidad e
incluso resistencia a la insulina (Srivastava, 2009; Berger et al., 2001). Por otro
lado, compuestos similares o tratamientos que aumentan Agp7 en tejido adiposo

tienen resultados similares en pacientes con esta condicion (Goégebakan et al.,
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2012; Kong et al., 2011; Shen et al., 2012). Ademas de ello, existen estudios que
muestran evidencia de que las citoquinas, como TNFa y la IL-6, incrementan la
expresion y actividad de 113-HSD1 (Edwards, 2012; Srivastava, 2009; Ergang et
al., 2009; Tomilinson et al., 2001) y uno donde estos mismos tienen el efecto
contrario sobre Agp7 (Fasshauer et al., 2002). Apoyando un poco la hipétesis
sobre la posibilidad de tener una regulacion de Aqp7 por parte de glucocorticoides,
se encontr otro estudio realizado durante la foliculogénesis de ratdn, en dicho
estudio se relaciond el incremento de esteroides con una disminucion en Agqp7
durante ocho dias de la foliculogénesis (West-Farrell et al., 2008). A pesar de ésto,
el mecanismo por el cual los esteroides modulan la expresion de Aqp7 aun se
desconoce.

Existen algunos mecanismos por los cuales los glucocorticoides pueden
modular la expresion de los genes, uno de ellos son los elementos de respuesta a
glucocorticoides (GRE). Hasta el momento, no se tiene reportado un GRE en el
promotor del gen para AQP7, sin embargo otro miembro de la familia de AQPs,
Aqgpl, presenta un elemento de respuesta GRE y se ha estudiado el mecanismo
de regulacioén de los glucocorticoides sobre su expresion (Moon et al., 1997).

Por separado, los resultados parecerian incongruentes pero una vez que se
integran existen concordancias. Tedricamente, se propone que la respuesta a los
corticoesteroides es tardia en el metabolismo puesto que se centra en promover la
expresion génica y favorecer la sintesis de proteinas que tomaran parte en el
nuevo ‘perfil metabdlico’ sobre el cual trabajara la célula. Sin embargo, a pesar de
saber que se induce una respuesta tardia importante, poco se sabe sobre los
efectos en la transcripcion de diversos genes implicados en el metabolismo; de
primera instancia se observa un cambio considerablemente significativo en la
expresion de 11B-HSD1 y Agp7 triplicando y cuatriplicando su expresion casi de

manera inmediata y disminuyen la presencia del mensajero en periodos de 5
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minutos lo cual pudiese sugerir un papel crucial de los corticoesteroides en la
expresion de genes que codifican proteinas de relevancia metabdlica en el
adipocito. Ello nos conduce a preguntarnos cual es el mecanismo de regulacion
gue manejan exactamente los corticoesteroides para favorecer un incremento tan
brusco en los mensajeros y asi mismo un decremento en su presencia en tan
cortos periodos de tiempo y con qué fin. ¢(Es acaso que para los 15 minutos se
tradujo todo el mensajero presente? La situacion mas que aclarar la pregunta de
investigacion nos sugiere mecanismos gendémicos de gran importancia mediados
por corticoesteroides y nos sumerge en la duda sobre los verdaderos mecanismos
celulares de respuesta a esteroides, el momento en el cual la activacion de la
cortisona pasa de la obesidad a la inflamacién como proponen Staab y Masser
(2010) y cual es la condicion fisiolégica que se presenta para provocar aumento de
la enzima 11B3-HSD1 y disminucién en la Aqp7 cronicos en el SM. Por lo pronto, el
presente estudio pone en evidencia una aparente respuesta génica importante por
parte de la cortisona que pudiese estar alterada en patologias como SM y SC.
Cabe mencionar que no existen estudios con los cuales se pueda comparar este
mecanismo o respuestas similares a las encontradas en este experimento debido,
principalmente, a que los estudios sobre la enzima 113-HSD1 y sobre la proteina
de transporte Aqp7 utilizan tiempos de tratamiento largos (2-6 dias) dejando de
lado los efectos gendmicos que anteceden la ya conocida respuesta tardia
(posterior a la accion de la epinefrina) de la cortisona (Peckett et al., 2011). Por
esta razon se propone estudiar los efectos sobre la expresion génica que tienen
los corticoesteroides en la condicion normal y en la condicion patologica (P. e. SM
y SC).

Existen muchas explicaciones independientes para entender los
mecanismos fisiopatolégicos del SM pero quedan muchos cabos sueltos, hemos
olvidado que el metabolismo es una respuesta que integra varios factores en un
mismo organismo. Nos enfrentamos a una situacion en la que hay un exceso de

informacion generada y poca integracion, debemos hacer un esfuerzo por orientar
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las investigaciones a buscar integracion de los conocimientos pues existe
concordancia entre las respuestas metabdlicas para diferentes proteinas y
tratamientos. Lo interesante de integrar estos resultados es que las respuestas

explicaran a detalle el metabolismo sin centrarse unicamente en explicar el SM.

VIIl. Perspectivas.

- ldentificar respuesta a exposicion cronica in vitro.

- Cuantificar ambas proteinas.

- Determinar actividad enzimatica de 113-HSD1.

- Verificar localizacién de Agp7 en respuesta a cortisona.
- Comprobar respuesta metabdlica in vivo.

- ldentificar elementos de respuesta a corticoesteroides en el gen de AQP7.
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