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RESUMEN

Los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP) son proteinas
multifuncionales que inhiben a las metaloproteasas (MMP) de la matriz
extracelular. De esta familia, el ultimo miembro descrito es el TIMP4 el cual se
expresa principalmente en el tejido adiposo; sin embargo, el papel de este
inhibidor en este tejido es desconocido. Debido a ello y con el fin de estudiar el
papel de TIMP-4 durante la adipogénesis, células 3T3-L1 (preadipocitos) fueron
transfectadas establemente con un shRNA especifico para TIMP-4 o un shRNA

control con el fin de silenciar el gen.

Al silenciar al TIMP-4, las células 3T3-L1 se diferenciaron con mayor rapidez a
adipocitos maduros. Trabajos anteriores han demostrado que NFxB es un
regulador de la adipogénesis. En concordancia, encontramos que la inhibicién de
TIMP-4 disminuye la actividad de NFxB durante la adipogénesis. El presente
trabajo sugiere que TIMP-4 podria actuar como un regulador negativo de la

adipogénesis a través de la modulacion de la cascada de NF«B.



ABSTRACT

Tissue Inhibitors of Metalloproteases (TIMPs) are multifunctional proteins that
inhibit the activity of matrix metalloproteases (MMPs). TIMP-4 the latest
described member of the family is expressed mainly in adipose tissue. Besides
its high expression in fat, the role of this inhibitor in adipose tissue is unknown.
In order to study the role of TIMP-4 during adipogenesis, 3T3-L1 cells were
stably transfected with a TIMP-4 specific shRNA or a control shRNA.
Unexpectedly, upon TIMP-4 knockdown, 3T3-L1 cells differentiated faster into
mature adipocytes. Previous reports have shown that NFxB is a key regulator of
adipogenesis. In accordance, we found that TIMP-4 knockdown decreased
NF«B activity during adipogenesis. The present work suggests that TIMP-4
might act as a negative regulator of adipogenesis through NFxB cascade

modulation.




INTRODUCCION

El tejido adiposo es el principal reservorio de energia que se encuentra distribuido
en distintos depodsitos en el organismo y esta compuesto por varios tipos

celulares, siendo los adipocitos los mas abundantes.

La formacién del tejido adiposo comienza antes del nacimiento y la mayor
expansion tiene lugar en etapas postnatales. En el adulto, se incrementa la
produccion de nuevas células adiposas (hiperplasia) en un proceso denominado
adipogénesis. Esta capacidad de formacion de nuevos adipocitos se mantiene
durante toda la vida del individuo (Gregoire et al., 1998). A este respecto, la
caracterizacion de los procesos moleculares que regulan esta diferenciacién ha

sido motivo de numerosas investigaciones durante los ultimos 20 afos.

Adipogénesis

Aunque el origen embrionario de las células grasas no es del todo conocido,
varios estudios han sugerido que la linea adipocitaria se deriva de un precursor
embrionario multipotente, que posee la capacidad para diferenciarse en células
unipotentes y comprometidas hacia el desarrollo de varios tipos celulares como
condrocitos, osteoblastos, miocitos y adipocitos (Dani et al., 1997; Kawaguchi et

al., 2005; Takashima et al., 2007) (Figura 1).

Generalmente la adipogénesis se describe en dos etapas: la primera etapa

comprende la generacidn de precursores de adipocitos (pre-adipocitos) a partir de




células mesenquimales pluripotenciales y la segunda etapa involucra Ila

diferenciacién terminal de estos pre-adipocitos en adipocitos maduros funcionales

(Figura 2).
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Figura 1. Diferenciacion celular a partir de una célula mesenquimal multipotente.

Etapas de la adipogénesis

Determinacion.

Los adipocitos se originan de células mesenquimales pluripotenciales que se
encuentran en el estroma del tejido adiposo. En la etapa de determinacién se
promueve la transformacion de estas células a preadipocitos a través de diversos

eventos epigenéticos que causan que los preadipocitos pueden ser diferenciados



en adipocitos maduros o pueden ser mantenidos y amplificados (Rosen et al.,

2006).

Célula mesenquimal I
pluripotencial

Pre-adipocito

Diferenciacion
terminal

Adipocito maduro

Figura 2. Etapas de diferenciacion de adipocitos.

Multiples sefales pueden influenciar la conversion de la célula mesenquimal a
adipocito, incluyendo factores extracelulares como BMPs (Huang et al., 2009),
TGF-B (Zamani et al., 2010), IGF1 (Kawai et al., 2010), IL-17 (Zufiga et al., 2010),
FGF1 (Widberg et al., 2009), FGF2 (Xiao et al., 2010) y activina (Zaragosi et al.,
2010). Se ha demostrado, tanto in vivo como in vitro, la importancia de la ruta de
senalizacion WNT en el desarrollo del adipocito ya que la supresion de esta ruta
es esencial para que la adipogénesis proceda (Christodoulides et al., 2009;

Prestwich et al., 2007).



Diferenciacion terminal

La diferenciacion de los adipocitos in vitro es un proceso complejo que sigue una
secuencia de pasos bien caracterizados, en el que los pre-adipocitos interrumpen
su crecimiento, normalmente mediante procesos de inhibicion por contacto. Este
proceso de diferenciacion supone cambios cronologicos en la expresién de
numerosos genes a traves de la activacion de la cascada transcripcional. De esta
manera se activan los genes caracteristicos de los adipocitos, al mismo tiempo
que se reprimen genes que son inhibitorios para la adipogénesis 0 que son

innecesarios para la funcién del adipocito maduro (Rosen et al., 2006).

Cascada transcripcional en la diferenciacion terminal

Gracias a los estudios realizados con lineas celulares in vitro, ha sido posible
identificar muchos de los factores que se encuentran involucrados en la
diferenciacion de adipocitos. La linea celular de preadipocitos 3T3-L1 puede ser
inducida a diferenciarse con la adicion de mitégenos y agentes hormonales que
promueven a los preadipocitos a llevar a cabo una o dos rondas de expansion
clonal antes de iniciarse los procesos de activacion transcripcional de genes
marcadores del adipocito y la adquisicion del fenotipo adipocitario.

El proceso de adipogénesis habitualmente se describe como una cascada de
eventos genéticos. La primera fase de dicha cascada incluye a las proteinas de
union a CCAAT/enhancer B (C/EBPB) y C/EBP®; estos son factores de
transcripcion que a su vez son los responsables del inicio de la segunda fase: La

activacion de los factores de transcripcion PPARy (Peroxisome Proliferator

10



Activated Receptor y) y C/EBPa, los genes maestros de todo el proceso de

diferenciacion (Tang et al., 2003; Rosen et al., 2000; MacDougald et al., 1995).

Durante la primera fase, las células fibroblasticas se redondean y se incrementan
los niveles de los mMRNA de marcadores adipogénicos como la LPL (MacDougald
et al., 1995; Darlington et al., 1998). La apariciéon de PPARy y C/EBPa activa la
expresion de los genes que caracterizan al fenotipo adipocitario, como son la
FAS, la glicerofosfato deshidrogenasa, la ACO, el transportador de glucosa GLUT
4, el receptor de insulina y la proteina aP2/FABP entre otros (Spiegelman et al.,

1993).

A través de este proceso, en el citoplasma de la célula van apareciendo gotas
lipidicas y a lo largo del tiempo, éstas iran incrementando y fusionandose hasta

formar una o dos grandes gotas lipidicas que ocuparan gran parte del citoplasma.

Por otro lado, C/EBPB es capaz de inducir la expresion de C/EBPa, incluso en
ausencia de PPARy (Kubota et al., 1999a), aunque este hecho es controvertido
(Rosen et al.,, 1999). PPARy y C/EBPa a su vez inducen la expresion de si

mismos y de uno del otro.

La expresion forzada de PPARy (en presencia de sus ligandos) y C/EBPa
estimula la adipogénesis aun en ausencia de agentes inductores exdgenos.
Aunque PPARYy es suficiente para inducir la expresion de la mayoria de los genes
adipocitarios, C/EBPa es necesario para conferir al adipocito sensibilidad a la

insulina (Wu et al., 1999).
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Familia PPARs

Los PPARs son factores de transcripcion que pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares. Estructuralmente poseen regiones canonicas comunes para
otros miembros de la familia de receptores nucleares, incluyendo la region de
transactivacion amino-terminal AF-1. Poseen una regién de union al ADN y una
region de dimerizacion y unién al ligando con una funcidon de transactivacion
dependiente del ligando AF-2, localizada en el carboxilo-terminal (Zoete et al.,
2007) (Figura 3). Esta familia de receptores nucleares puede ser activada por
acidos grasos y por sus derivados metabdlicos en el cuerpo, controlando rutas de
sefalizacion de genes blanco del metabolismo (Chawla et al., 2001).

La familia de PPARs se encuentra formada por tres miembros: PPARa, PPARS

y PPARy.
Dominio de activacion Dominio de activacion
independiente de ligando dependientede ligando

V

\
AF1 DBD LBD-Dim -
t t

Dominiodeunion al ADN Dominiosde unién al ligando
y dimerizacion

Figura 3. Estructura general de los miembros de la familia PPAR.

PPARy
Esta variante fue primero clonada de una libreria de ADNc de Xenopus, junto con

las variantes alfa y beta (Dreyer et al., 1992). Después, una version murina de la
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variante gamma fue clonada (mPPARy1) (Chen et al., 1993), seguida por una
segunda forma murina (mMPPARy2) la cual fue descubierta por ser parte de un
heterodimero necesario para la transcripcion de aP2, una lipoproteina expresada
s6lo en adipocitos (Tontonoz et al., 1994). El mismo estudio encontré que la
expresion de ARNm de mPPARjy2 es al menos 20 veces mas elevada en el tejido
adiposo murino que en otros 6rganos. Mas tarde se demostré que los fibroblastos
murinos podian ser diferenciados a adipocitos in vitro a través de la expresion
retroviral de mPPARy2 (Tontonoz et al., 1994Db).

PPARy1 y PPARy2, los cuales provienen de promotores separados en el mismo
gen, ademas se encuentran presentes en humanos (Stanton et al., 2010).
Mientras que PPARy1 es encontrado en numerosos tejidos, la expresion de
PPARy2 se encuentra restringida en tejido adiposo blanco y pardo (Escher et al.,
2001). PPARy2 posee 30 aminoacidos adicionales, lo cual favorece que su
dominio de transactivacion amino-terminal sea mas activo (Fajas et al., 1997;
Werman et al., 1997). Por lo tanto, aunque ambas isoformas puedan inducir la
adipogénesis, PPARY2 tiene un papel dominante en este proceso (Mueller et al.,
1992; Zhang et al., 2004).

PPARYy heterodimeriza con RXR y regula la expresion de genes blanco dando

como resultado la formacién de adipocitos diferenciados (Jugue-Aubry et al.,

1995; Schoonjans et al., 1996).
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Familia C/EBPs

La primera proteina C/EBP identificada fue caracterizada como un factor capaz de
interactuar con el motivo CCAAT presente en varios promotores de genes
celulares (Johnson, 1989). El gen C/EBP fue clonado en 1988 (Landschulz et al.,
1988) y se descubrio que la proteina codificada contienen una region de
dimerizacion y unién al ADN denominado cierre basico-leucina (bZIP, por sus
siglas en inglés) (Landschulz et al., 1988; Landschulz et al., 1989; Vinson et al.,
1989; Agre et al., 1989), el cual se encuentra presente en otros factores de
transcripcion (Hurst, 1995). Las seis isoformas de C/EBPs comparten mas del
90% de identidad en los 55-65 residuos de aminoacidos que conforman el
carboxilo-terminal, donde se encuentra la regién bZIP (Landschulz et al., 1988;
Landschulz et al., 1989; Vinson et al., 1989; Agre et al., 1989; Hurst, 1995;
Williams et al., 1991).

La dimerizacion es un prerrequisito para la union al ADN, el cual se encuentra
mediado por la regidn basica que asume una estructura o-hélice (Vinson et al.,
1989; Agre et al., 1989; Hurst, 1995).

Por otro lado, la region amino-terminal presenta menos del 20% de identidad
entre los miembros de la familia C/EBP, excepto para tres subregiones cortas que
se encuentran conservadas (Williams et al., 1995; Nerlov et al., 1994; Williamson
et al., 1998; Angerer et al., 1999; Tang et al., 2001; Cooper et al., 1995). Estas
tres subregiones representan las regiones de activacion que interactian con

componentes del aparato de transcripcion basal y estimulan la transcripcion

14



(Williams et al., 1995; Nerlov et al., 1994; Williamson et al., 1998; Angerer et al.,
1999; Tang et al., 2001).
Los factores de transcripcion C/EBPs fueron la primer familia en la que se

demostrd un papel critico en la diferenciacion de adiopocitos in vitro. En células
3T3-L1 la expresion ectépica de C/EBPa y C/EBPB es capaz de iniciar el
programa de diferenciacion en ausencia de hormonas adipogénicas, mientras que
la sobreexpresion de C/EBPS acelera el proceso iniciado por estas hormonas
(Freytag et al., 1994; Lin et al., 1994; Yeh et al., 1994). Ademas se demostré que
ratones transgénicos sin C/EBPB y C/EBPs 6 C/EBPa tienen deficiencias en la
diferenciacion de adipocitos (Tanaka et al., 1997; Wang et al., 1995).

Debido a que C/EBPa es considerada una proteina anti-mitética, su prematura
expresion podria bloquear la expansion mitdtica clonal que es vital para la
diferenciacion; por ello al comienzo del programa de diferenciacion y a lo largo de
la expansion clonal, C/EBPB y C/EBPS son expresados (Lane et al., 1999).

Una vez activados, PPARy y C/EBPa se regulan uno al otro manteniendo su
expresion a pesar de la desaparicion de C/EBP y C/EBPS (Schwarz et al., 1997;
Shao et al., 1997). Ademas, C/EBPa tiene la capacidad de autorregular su propia
expresion. Caso contrario, en fibroblastos deficientes de C/EBPa la expresidn
ectépica de PPARy no ha sido capaz de activar su propia expresiéon (Wu et al.,

1999).

15



NF-xB

Los factores de transcripcion NF-kB existen en las células como homodimeros o
heterodimeros unidos a proteinas de la familia de 1kB. Las proteinas NF-xB se
caracterizan por la presencia de una region conservada de homologia Rel (RHD)
constituida por 300 aminoacidos. Esta region se encuentra ubicada en el extremo
amino terminal y es responsable de la dimerizacion, la interaccion con IkBs, y la
unidén a ADN (para revision consultar Hayden, Ghosh, 2004 y 2008). La union de
IxB impide la translocacion al nucleo del complejo NF-kB: IkB, manteniendo a NF-

kB inactivo.

Estudios realizados in vitro han demostrado que la activacion de NF-xB por TNF-a
causa des-diferenciacion de adipocitos, un efecto especificamente antagonizado
por el factor de transcripcion PPARy (Ruan et al., 2002 y 2003). Otro estudio
realizado con pre-adipocitos 3T3-L1 demostré que, a través de la activacion de
NF-«B y la inhibicion de AMPK, el lipopolisacarido suprime la uniéon de C/EBPa al
ADN vy por lo tanto la expresién del marcador de diferenciacion PPARy (Wang et

al., 2013).

Muchas de las proteinas que permiten diferenciar al adipocito ven regulada su
expresion por factores de transcripcion que actuan como reguladores de la
expresion geénica. El destino de los pre-adipocitos dependera de las sefiales pro-
adipogénicas y anti-adipogénicas que determinaran que dichas células se

mantengan quiescentes, se dividan o se diferencien (Figura 4).
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Figura 4. Cascada de sefializacion en adipogénesis.

Ademas de la regulacion de la transcripcidn, durante la adipogénesis se ha
demostrado que existen otros factores que pueden repercutir en la diferenciaciéon
terminal. Entre estos factores se encuentra el remodelamiento de la matriz
extracelular a través de la expresion de metaloproteinasas de matriz (MMPs).
Debido a que se ha considerado este evento como fundamental (Chavey et al.,
2003; Croissandeau et al., 2002; Bouloumie et al., 2001), no se descarta que sus

inhibidores naturales también desempefien un papel importante en dicho proceso.
Inhididores tisulares de metaloproteasas (TIMPs)

Los TIMPs son una familia de cuatro proteinas secretadas (TIMP-1 a TIMP-4) que

inhiben selectivamente a las metaloproteasas. Poseen dos regiones: una region

17



N-terminal de aproximadamente 125 aminoacidos el cual es homologa entre los
cuatro TIMPs y necesaria para la inactivacion de las MMPs y una regién C-
terminal compuesta por aproximadamente 65 aminoacidos, la cual es importante

para las interacciones proteina—proteina y la unién a pro-MMPs (Figura 5).

Ciominio M-terminal =125 aa Diominio C-terminal =G5 aa
Actividad inhibitoria Interacciones proteina-proteina

Figura 5. Estructura general de los TIMPs (Imagen obtenida en www.pymol.org de la
secuencia reportada en Protein Data Bank).

Los TIMP’s pueden ser regulados a nivel transcripcional por varias citocinas y
factores de crecimiento, resultando en una expresion tejido especifica ya sea en
forma constitutiva o inducible (Clark et al., 2007). TIMP-1 es expresado en los
organos reproductores, TIMP-2 se expresa de manera constitutiva en todo el
cuerpo, TIMP-3 en corazon, rifidn y timo (Baker et al., 2002), mientras que TIMP-4
se expresa selectiva y predominantemente en riidn, pancreas, colon, cerebro,

corazén y tejido adiposo (Greene et al., 1996; Nuttall et al., 2004).

18



TIMP-4

Este miembro es el mas recientemente identificado y menos estudiado.
Inicialmente fue clonado en humanos y mas tarde en ratdén. Es una proteina no
glicosilada conformada por 195 aminoacidos, lo que la convierte en el miembro

mas largo de la familia (Melendez-Zajgla et al., 2008).

Como se mencioné con anterioridad, la expresion de TIMP4 se encuentra
restringida a algunos oérganos, por lo que se sugiere que presenta funciones

fisiolégicas especificas; sin embargo el papel de esta proteina aun no es claro.

Actividades bioldgicas de los TIMPs

Adicionalmente a la habilidad caracterizada de los TIMPs para inhibir la actividad
de las metaloproteasas, estos inhibidores presentan actividades bioldgicas que
apenas estan siendo reconocidas y caracterizadas. Por ejemplo, existe evidencia
de que los TIMPs pueden interactuar con moléculas de adhesion celular o
receptores de factores de crecimiento y activar o regular rutas de sefalizacion
como PI-3K, FAK, Erk y NF-kB, las cuales se encuentran involucradas en
procesos celulares como apoptosis, crecimiento celular, migracion y metabolismo

(Jung et al., 2006; Stetler-Stevenson, 2008; Chirco et al., 2006; Sun et al., 2009).

Otra actividad de los TIMPs recientemente estudiada es durante el proceso de
adipogénesis. Un estudio realizado con ratones deficientes de TIMP-3 demostré
que existe una reconstitucion adiposa acelerada durante la involucion mamaria

(Fata et al., 2001). Otro estudio demostré6 que la sobreexpresion de TIMP-1
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resultd en un aumento en la adipogénesis durante la involucion (Alexander et al.,

2001).

De los miembros de esta familia de inhibidores, TIMP-4 es el mas recientemente
descrito y por lo tanto del que menos conocimiento se tiene. Aunque presenta una
alta expresidén en la grasa, el papel de este inhibidor en el tejido adiposo es
desconocida, por lo que en el presente proyecto se determindé la funcion de TIMP-

4 durante el proceso de diferenciaciéon de adipocitos en un modelo in vitro.
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HIPOTESIS

e La inhibicién de TIMP4 repercutira en el proceso de diferenciacion terminal del

adipocito.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Determinar la funcion de TIMP-4 durante el proceso de diferenciacion de

adipocitos.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar si durante el proceso de diferenciaciéon de adipocitos se regula la
expresion de TIMP4.

e Determinar si el TIMP-4 es indispensable para la diferenciacion de adipocitos.

e Determinar si el TIMP-4 activa la ruta de sefalizacion de NF-xB durante la

diferenciaciéon de adipocitos.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Preadipocitos murinos 3T3-L1 se cultivaron, mantuvieron y diferenciaron mediante
un kit comercial (Mesenchymal Stem cell Adipogenesis kit, Chemicon
International, No. Cat. SCR020). Brevemente, las células se sembraron en placas
de 6 pozos y se cultivaron durante 2 dias post-confluencia en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco BRL, Gran lIsland, NY, EE.UU.)
suplementado con suero fetal bovino al 10%. La diferenciacion fue entonces
inducida (Dia 0) cambiando el medio a DMEM que contenia 10% de suero fetal
bovino, 3-isobutil-1-metilxantina 0.5 mM, dexametasona 1 uM, indometacina 100
uM e insulina 10 pg / ml. Se afiadié el medio de induccion a las células cada
tercer dia por un periodo de seis dias. El dia siete, se sustituyé el medio con
DMEM que contenia suero fetal bovino al 10% y 10 ug / ml de insulina y al dia

nueve se les adiciond medio de induccion por cinco dias mas.

Tincién rojo oleoso (Oil Red O) de los preadipocitos 3T3-L1
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Las células diferenciadas (dia 15) se lavaron dos veces con PBS (NaCl 140 mM,
KCI 2.7 mM, KH2PO4 1.5 mM, Na;HPO4 8.1 mM, pH 7,4) y después se incubaron
durante 20 min a temperatura ambiente en paraformaldehido al 4% preparado en
PBS. Después de lavar las células tres veces durante 5 min en agua, se afadio
solucion de rojo oleoso y las células se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente. Las células a continuacion, se lavaron con agua tres veces durante 5
minutos cada vez. Las fotografias fueron tomadas con un objetivo de 40x en un
microscopio de luz (Axiovert 40 CFL, Zeiss). La tincidén fue cuantificada usando el
software FIJI [26]. Los datos de rojo oleoso fueron analizados por una ANOVA
factorial de dos colas y las diferencias entre las medias de grupos individuales
fueron analizadas por una prueba de Fisher LSD post hoc. Un valor de p<0.05 fue

considerado estadisticamente significativo.

Transfeccioén de preadipocitos 3T3-L1 con shRNA.

Se utilizaron plasmidos SureSilencing™ shRNA obtenidos de SA Bioscience
(Frederick, MD, EE.UU.), los cuales estan disenados para disminuir
especificamente la expresibn de genes individuales a través de ARN de
interferencia (shRNA) por transfeccidn estable y seleccion con puromicina. Cada
vector contiene el shRNA bajo el control del promotor U1 y el gen de resistencia a
la puromicina para la seleccion de células transfectadas de manera estable. El kit
consta de 4 plasmidos con diferentes disefios para shRNA especificos para TIMP-
4, asegurando que 2 de los plasmidos suprimen la expresion del gen un 70%.

Las células 3T3-L1 fueron transfectadas de forma estable usando el reactivo

Lipofectamina™ (Invitrogen, Carlsbad, CA.) de acuerdo al protocolo del
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fabricante. Las células se seleccionaron con 2ug / ml de puromicina durante 15
dias; a continuacion, las células se diferenciaron como se describié anteriormente.
Las lineas celulares se denominaron en adelante shRNA-Control (negativo) y

SshRNA-Timp-4.

Analisis de la expresion de ARNm

El ARN celular total se aisl6 utilizando el reactivo TRIzol ™ (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Los ADNc fueron generados utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription ™ (Applied Biosystems, US). Las secuencias de los primers fueron

las siguientes:

Forward Reverse

Timp-4 5-TCCGGTATGAAATCAAACAGA-3’ 5’-GTGGTAGTGATGATTCAGGCT-3

Ppary 5-ATGGAAGACCACTCGCATTC-3’ 5’-AACCATTGGGTCAGCTCTTG-3
Clebpa | 5-GCTTTTTGCACCTCCACCTA-3’ 5-CTCTGGGATGGATCGATTGT-3’

Pref-1 5-AGCTGGCGGTCAATATCATC-3’ 5’-CGTTCACTCGATTCCTCACA-3

Hprt 5-AGTGATAGATCCATTCCTATG-3’ 5’-CAACAAACTTGTCTGGAATT-3

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1%
y luego se visualizaron con tincion SYBR safe. La normalizacion de datos se
realizé utilizando el gen control enddégeno hipoxantina fosforribosiltransferasa

(HPRT).

Preparacién de extractos celulares totales
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En los tiempos indicados (0, 3, 6, 12 y 15 dias), las células cultivadas en placas
de 6 pozos se enjuagaron con PBS y después se recolectaron en 250 pl de buffer
enfriado con hielo que contenia Tris 50mM(pH 7.4), NaCl 100 mM, 1% de
desoxicolato de sodio, 4% Nonidet P-40, 0.4% SDS, aprotinina 5 mM y leupeptina
50 mM. Los lisados se agitaron durante 1 min, se incubaron durante 20 min en
hielo y se centrifugaron durante 15 min a 13,000 rpm (1577.66 g). Los sedimentos
se descartaron y los sobrenadantes se almacenaron a -20 ° C. El contenido de
proteina en los sobrenadantes se determiné utilizando el kit de ensayo de

proteinas DC (Bio-Rad Laboratorios, PA, EE.UU.).

Electroforesis en gel e inmunotransferencia

Veinte microgramos de proteina total fueron separados por geles de
poliacrilamida SDS-PAGE al 15% y transferidos a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (Bio-Rad, Laboratorios, PA, EE.UU.) con Tris 25 mM, glicina 192
mM durante 20 min. Después de la transferencia, la membrana se bloqued6 con
leche en polvo descremada al 5% en PBST (PBS+ 0.05% de Tween 20) durante 1
hora, después la membrana se lavo tres veces con PBST y se dej6é incubando
toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario. Al dia siguiente se lavo la
membrana 3 veces con PBST y se incubd con el anticuerpo secundario unido a
peroxidasa de rabano. Para la deteccion de las proteinas se utilizé el reactivo
enhanced chemiluminescence™ (Millipore, EE.UU.)

Los anticuerpos primarios utilizados fueron los siguientes:
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Anti-TIMP4, anticuerpo monoclonal para ratéon, rata y humano (Sta. Cruz Biotech,
sc-9374); Anti-actina, anticuerpo policlonal para raton, rata y humano (Sta. Cruz
Biotech, sc-10731); Anti-IkBa, anticuerpo policlonal para ratén, rata, humano y
bovino (Cell signaling, #9242); Anti-tubulina, anticuerpo policlonal para ratén, rata

y humano (Cell signaling, # 2146).

Tratamiento con TIMP-4 recombinante.

Preadipocitos murinos 3T3-L1 shRNA-Timp-4 se cultivaron, mantuvieron vy
diferenciaron tal como se describe previamente durante 12 dias. En este tiempo,
las células se estimularon con 2.4 ng/ml y 24 ng/ml de rhTIMP4 (R&D, No. Cat.
974-TSF-010). Las células 3T3-L1 shRNA-control no se estimularon.

Las células diferenciadas se tifieron con rojo oleoso. Todas las fotografias fueron

tomadas con un objetivo 40x en un microscopio de luz (Axiovert 40 CFL, Zeiss).

Ensayos de luciferasa.

Preadipocitos 3T3-L1 shRNA-Control y 3T3-L1 shRNA-Timp-4 se cotransfectaron
con un vector reportero de NFkB con luciferasa (Biomyx Tecnology) que contiene
un gen de resistencia a geneticina. Las células resistentes fueron probadas para
la actividad basal de luciferasa y para la capacidad de respuesta de NFkB a la
induccion con TNF-a. Después del correspondiente tratamiento, las células se
sometieron a lisis utilizando el protocolo del Dual-Luciferase reporter assay
system™ (Promega, WI, USA, No. Cat. E1910) con 100 pl de buffer de lisis

pasiva, de los cuales 20 pl se utilizaron para medir la actividad de luciferasa.
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Anadlisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado en ensayos
independientes, incluyendo las transfecciones y diferenciacion. Los resultados
fueron expresados como la media * error estandar (SE). La prueba t-Student o
ANOVA fue utilizada para comparar los datos cuantitativos. Un valor de p <0.05

fue considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Expresion de TIMP4 durante el proceso de diferenciacion terminal en pre-

aipocitos 3T3-L1

En base a tres experimentos realizados independientemente, pudimos observar
que existe un aumento en la expresiéon de TIMP-4 a medida que el proceso de
diferenciacion terminal transcurre, alcanzando su maxima expresion al D12. En
cuanto a la expresién de los marcadores de diferenciacion, como se esperaba los
niveles de C/EBPa y PPARy aumentaron a medida que el adipocito maduraba,

mientras que Pref-1 disminuyd (Figura 6B, C, Dy E).

Adicionalmente el cambio en la morfologia celular durante el proceso de
diferenciacién terminal, se pudo observar a través de la tincidon de hematoxilina-
eosina (HE) y la acumulacion de lipidos intracelulares a través de la tincion de rojo
oleoso. A medida que el pre-preadipocito se diferenciaba, se observé un cambio
de una forma tipo fibroblasto a una célula redondeada con un visible aumento en

la acumulacién de lipidos intracelulares (Figura 6F).

Para asegurarnos de que este cambio en el nivel de expresion de TIMP4 era
dependiente de la diferenciacion de pre-adipocitos, se evaluaron células 3T3-L1
sembradas unicamente en medio de cultivo sin induccion. A estas ceélulas se les
extrajo ARN vy proteinas totales a los DO, D3, D6, D12 y D15 no encontrandose un

aumento en la expresién de TIMP4 (Figura 7).
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Figura 6. Expresion de marcadores de diferenciacion terminal. Preadipocitos 3T3-L1 fueron
cultivados durante 15 dias en medio de diferenciacion y la expresion de A) TIMP4, B) Pref-1, C)
C/EBPa y D) PPARY fue determinada por PCR unto final en los dias 0, 3, 6, 12 y 15. E) Imagen
representativa de la expresion de los marcadores de diferenciacion. F) Tincion celular con
hematoxilina-eosina (HE) para la visualizacién de la morfologia celular y tincién de rojo oleoso
(Oil Red O) para visualizar la acumulaciéon de lipidos intracelulares durante el proceso de
diferenciacion terminal. Todos los experimentos fueron desarrollados por triplicado en ensayos
independientes. Los resultados son expresados como la media + error estandar (SE). Un valor
de p <0.05 fue considerado estadisticamente significativo. La intensidad de las bandas se midié
utilizando un sistema de imagenes VersaDoc MP 5000.
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Figura 7. Expresion de TIMP4 en preadipocitos sin diferenciar. Células 3T3-L1 fueron
cultivadas en medio sin inductores de diferenciacion durante 15 dias y la expresion de TIMP4 fue

analizada a los dias 0, 3, 6 12 y 15 mediante A) PCR y B) western blot.

De acuerdo a los resultados obtenidos, pensamos que este inhibidor de
metaloproteinasas puede tener un importante papel en la diferenciacion terminal

de adipocitos.

Efecto del silenciamiento de TIMP4 en el proceso de diferenciacién terminal

de pre-adipocitos 3T3-L1

Para determinar si el TIMP4 es indispensable en el proceso de diferenciacion de
adipocitos, se decidid silenciarlo mediante la utilizacion de siRNA. El modelo
utilizado consta de 4 shRNAs dirigidos contra diferentes secuencias de TIMP4

(shRNA 1, shRNA 2, shRNA 3, shRNA 4) y un control negativo (figura 8).

En base a los resultados obtenidos, se optd por utilizar a las células transfectadas
con el shRNA2, las cuales fueron nombradas como 3T3-L1 shRNA-Timp-4. Estas
células durante la diferenciacion terminal alcanzaron una morfologia redondeada
y acumulacion de lipidos intracelulares mas pronto en comparacién con las 3T3-

L1 shRNA- control (Figura 9).
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Figura 8. Silenciamiento de TIMP4. Células 3T3-L1 fueron transfectadas establemente con
cuatro diferentes shRNAs y por A) RT-PCR se comprobo el silenciamiento de TIMP4 con cada
shRNA utilizado. B) Expresion relativa de TIMP4 en las células transfectadas con shRNAs. La
intensidad de las bandas se midi6 utilizando un sistema de imagenes VersaDoc MP 5000.
Todos los experimentos fueron desarrollados por triplicado en ensayos independientes.
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Figura 9. Acumulacion de lipidos intracelulares durante la diferenciacién terminal en
células 3T3-L1 con TIMP4 silenciado. A) A los dias 0, 3, 6, 12 y 15 células 3T3-L1 shRNA-
control y 3T3-L1 shRNA-Timp4 fueron tefiidas con hematoxilina-eosina (HE) para visualizar sus
cambios morfolégicos y con rojo oleoso (Oil Red O) para visualizar la acumulacion de lipidos
intracelulares. B) Grafico de dispersidon muestra la cuantificacion de lipidos, se realizaron
comparaciones estadisticas utilizando ANOVA factorial, el efecto del plasmido p = 0,010, efecto
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del tiempo p <0,0001. Prueba post hoc confirmé diferencias estadisticas a los 12 y 15 dias de
diferenciacion (p = 0,047 y p = 0,031 respectivamente). La linea de regresion lineal se muestra
para células 3T3-L1 shRNA-TIMP-4 y 3T3-L1 shRNA-control. Todos los experimentos fueron
desarrollados por triplicado en ensayos independientes.

Al comparar el nivel de expresion de los marcadores de diferenciacién entre las
células 3T3-L1 shRNA-control y las 3T3-L1 shRNA-Timp4 encontramos
diferencias. Mientras que en las células 3T3-L1 shRNA-control la expresién de
C/EBPa y PPARy aumenta conforme la diferenciacion transcurre, en las células
3T3-L1 shRNA-Timp4 la expresion de C/EBPa sélo aumenta al dia 3 y la
expresion de PPARy aumenta al dia 12. Respecto a la expresion de Pref-1,
mientras que en las células 3T3-L1 shRNA-control disminuye su expresion a
medida que la diferenciacion se lleva a cabo, en las células 3T3-L1 shRNA-Timp4
a los dias 12 y 15 muestra un aumento en su expresion (Figura 10). Los
resultados obtenidos sugieren que el TIMP4 puede estar actuando como un
regulador durante el proceso de diferenciacién, afectando la expresion coordinada

de genes considerados clave como son C/EBPa, PPARy y Pref-1.

Con la finalidad de contrarrestar los efectos del silenciamiento del TIMP4 y
corroborar el papel que dicho inhibidor desempefa durante el proceso de
diferenciacién, células 3T3-L1 shRNA-Timp4 se trataron con rhTIMP4. Al cabo de
12 dias de diferenciacion las células tratadas con rhTIMP4 no presentaron
acumulacion de lipidos intracelulares, mientras que células que no fueron tratadas
con rhTIMP4 presentaron acumulacién de lipidos intracelulares correspondientes
al proceso de maduracion de adipocitos, los cuales fueron visualizados mediante

la tincion de rojo oleoso (Figura 11).
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Figura 10. Expresion de marcadores de diferenciacion terminal en células 3T3-L1 con
TIMP4 silenciado. Células 3T3-L1 shRNA-control y 3T3-L1 shRNA-Timp4 fueron cultivadas
durante 15 dias en medio de diferenciacién. A) Imagen representativa del PCR y expresion
relativa de B) TIMP4, C) Pref-1, D) C/EBPa y E) PPARy en los dias 0, 3, 6, 12 y 15. Todos los
experimentos fueron desarrollados por triplicado en ensayos independientes. La intensidad de
las bandas se midié utilizando un sistema de imagenes VersaDoc MP 5000. Los resultados son

expresados como la media + error estandar (SE). Un valor de p <0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.
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Figura 11. Efecto del rhTIMP-4 en células transfectadas. Visualizaciéon de lipidos
intracelulares mediante la tincién de rojo oleoso en células 3T3-L1 shRNA-Timp4 sin tratar y
tratadas con 2.4 ng/ml y 24 ng/ml de hrTIMP-4.

Activacion de NF-xkB durante la diferenciacion terminal de pre-adipocitos

373-L1

Por microscopia confocal se determiné la localizacion de TIMP4 en las células al
dia 6 de diferenciacion. Encontramos que en las células 3T3-L1 el TIMP4 se
encuentra localizado en el citoplasma (Figura 12), descartando la posibilidad de
que pudiera estar interactuando directamente con C/EBPa, por lo que pensamos
que el TIMP4 necesita un intermediario para llevar a cabo sus efectos durante la

diferenciacion terminal.
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Figura 12. Localizaciéon de TIMP4 en células 3T3-L1 diferenciadas. Imagenes de
microscopia confocal de células 3T3-L1 al dia 6 del proceso de diferenciacion terminal, el

nucleo celular se muestra en color rojo y el TIMP4 en color verde.
Debido a que se ha demostrado que los miembros de la familia de los TIMPs
pueden activar diversas rutas de sefalizacion celular, entre las que destaca
NFxB, células 3T3-L1 shRNA-Timp4 y células 3T3-L1 shRNA-control se
transfectaron de forma estable con un vector reportero de luciferasa que contiene
secuencias de unién para NF-xB y asi determinar la activacion de esta ruta
durante la diferenciacion. Para comprobar la efectividad del reportero, en las
células transfectadas se realizaron ensayos de activacion de NFkB tras el
estimulo con TNF-a a diferentes tiempos (Figura 13). Una vez que se comprobo la
efectividad del reportero, las células transfectadas fueron sometidas al proceso de
diferenciacion terminal con el programa previamente establecido, recolectando
lisados celulares a los dias 0, 3, 6, 12 y 15. Como resultado observamos que a lo
largo de dicho proceso, la expresion de NF-xB disminuye, concordando nuestros
resultados con reportes previos. Interesantemente en las células 3T3-L1 shRNA-
Timp4 no se observo una tendencia clara de disminucion de NFkB a medida que
la diferenciacion transcurre, sino que por el contrario la expresion de este factor
desde un principio aparece baja y permanece asi durante la diferenciacion (Figura

14A).
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Figura 13. Activaciéon de NF-kB en células 3T3-L1 shRNA-control estimuladas con TNFo.
La grafica representa la media + SD de tres réplicas por punto de células estimuladas con 10
ng/mL de TNFa por 30 minutos, 1h, 2h y 4h.

Apoyando este resultado, se encontré6 que, el principal inhibidor de NF«xB,
presenta menores niveles de expresion a través de la diferenciacion (Figura 15).

Este inhibidor esta regulado por NFxB en un loop auto-regulador.
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Figura 14. Activacion de NF-kB durante la diferenciaciéon terminal. A) Activacion de NF-kB
en células 3T3-L1shRNA-control y B) células 3T3-L1 shRNA-TIMP4. La grafica representa la
media + SD de tres réplicas por punto de tres experimentos independientes. *p<0.05
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Figura 15. Expresion de IkBa y TIMP-4. En los puntos de tiempo indicados, se extrajeron
lisados totales de células 3T3-L1 shRNA-Control y 3T3-L1 shRNA-TIMP-4. Los lisados
celulares totales fueron sometidos a analisis de transferencia de Western blot usando
anticuerpos para IxBa (la linea indica la principal forma y * una banda no especifica) y para
TIMP-4. B) Representacion grafica de la expresién de IkBa. Se muestra la media + SD de tres
experimentos independientes. La intensidad de las bandas se midié utilizando un sistema de
imagenes VersaDoc MP 5000.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La adipogénesis es un proceso que implica una serie de pasos por los que una
célula se convierte en un adipocito (Rosen et al., 2006; Rosen et al., 2000). La
reorganizacion de la matriz extracelular es un paso crucial en la diferenciacién de
adipocitos y es controlado por el sistema de MMP / TIMP (Nakajima et al., 1998).
En publicaciones anteriores se ha demostrado que la inhibicién farmacoldgica de
la actividad de MMP impide la diferenciacion del adipocito (Chavey et al., 2003).
Ademas, estudios recientes han demostrado el papel de TIMPs en el proceso de
adipogénesis. Meissburger y colaboradores (Meissburger et al., 2011) analizaron
la expresion de ARNm TIMP-1 durante la diferenciacién de adipocitos 3T3-L1. El
ARNmM Timp1 se redujo en el momento de la induccion y se mantuvo en niveles
muy bajos en preadipocitos 3T3-L1 post-confluentes, lo que sugiere un papel
negativo en la adipogénesis. Independientemente, Scroyen y colaboradores
(Scroyen et al., 2009) evaluaron el efecto de la sobreexpresion de TIMP-1 en un
modelo in vivo de adipogénesis. En este estudio, no se observd ningun efecto
significativo en la formacion de novo en las almohadillas de grasa tras la
sobreexpresion de TIMP-1, aunque los vasos sanguineos se ampliaron. Por ello
se necesitan realizar mas estudios para comprender el papel de TIMP-1 en la
adipogénesis. Por otra parte, Bernot y sus colegas (Bernot et al., 2010) mostraron
los niveles de ARNm de TIMP's modulados durante el proceso de diferenciacion.
Curiosamente, se encontré que la expresion de TIMP-3 se regula por Sp1 y que

niveles bajos de TIMP-3 son necesarios para la diferenciacion de los adipocitos.
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En el presente estudio, encontramos que la expresién de Timp-4 aumenta durante
la diferenciacion de adipocitos, siguiendo un patron de expresion similar al de
PPARy. Con el fin de dilucidar un papel potencial del Timp-4 en la adipogénesis,
se inhibié su expresion con shRNAs especificos y evaluaron los efectos en
preadipocitos. Inesperadamente, se observo que tras la inhibicidn de la expresion
de Timp4, la expresion de reguladores clave de la adipogénesis como PPARyy
C/EBPa aumenté en comparacion con las células control. Estos resultados
sugieren que TIMP-4 podria actuar como un regulador negativo de la
adipogénesis.

Para confirmar esta hipétesis, células 3T3-L1 shRNATimp-4 fueron tratadas con
rhTIMP-4 y diferenciadas durante 12 dias, observandose que estas células no se
diferenciaron a adipocitos.

Estudios anteriores han demostrado que los TIMPs activan la via de sefializacion
de NFkB (Sun et al., 2009; Lizarraga et al., 2004). Por otra parte, NFkB inhibe la
unién al ADN de PPARYy, por lo tanto regula negativamente la adipogénesis
(Suzawa et al., 2003). De acuerdo con estos hallazgos, nuestros datos actuales
muestran que la actividad de NFkB disminuye en células 3T3-L1 shRNA-Timp-4
en comparacion con las células 3T3-L1 shRNA-Control antes y durante la
diferenciacion de los adipocitos. Estos resultados sugieren que durante la
adipogénesis, la inhibicion de TIMP-4 puede disminuir la actividad de NF«B, y por

lo tanto, la activacion temprana de la diferenciacion de adipocitos.
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CONCLUSIONES

1) La expresion de Timp-4 aumenta durante la diferenciacion de adipocitos,
siguiendo un patrén de expresion similar al de PPARYy.

2) La actividad de NFxB disminuye en células 3T3-L1 shRNA-Timp-4 en
comparacién con las células 3T3-L1 shRNA-Control antes y durante la
diferenciacion de los adipocitos.

3) Durante la adipogénesis, la inhibicion de TIMP-4 disminuye la actividad de
NF«B, y por lo tanto, la activacién temprana de la diferenciacién de adipocitos.

4) Estos resultados sugieren que TIMP-4 podria actuar como un regulador

negativo de la adipogénesis.
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metalloproteases (MMPs). The latest described member of the family, TIMP-4, is expressed
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mainly in adipose tissue, with detectable levels in the brain and heart. Besides its high expression
in fat, the role of this inhibitor in adipose tissue is unknown. In order to study the role of TIMP-4
during adipogenesis in vitro, 3T3-L1 cells were stably transfected with a TIMP-4 specific sShRNA or
a control shRNA. Unexpectedly, upon TIMP-4 knockdown, 3T3-L1 cells differentiated faster into
mature adipocytes. To get better insight of TIMP-4's role in adipogenesis, microarray expression
analyses were performed. Network enrichment analyses uncovered 25 significant upstream
signaling pathways, among which the NF«B cascade was found. Previous works have shown that
NFxB is a key regulator of adipogenesis. In accordance, we found that TIMP-4 knockdown
decreased NFxB activity during adipogenesis. The present work suggests that TIMP-4 might act as
a negative regulator of adipogenesis through NF«B cascade modulation.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

are regulated at the transcriptional level by various cytokines and
growth factors, resulting in tissue-specific expression [1]. TIMP-1

Tissue Inhibitors of metalloproteases (TIMPs) comprise a family of is expressed in reproductive organs; TIMP-2 is expressed consti-
four secreted proteins (TIMP-1 to TIMP-4) that selectively inhibit tutively throughout the body; TIMP-3 in heart, kidney and thymus
matrix metalloproteases (MMP) family members. These inhibitors [2], while TIMP-4 is predominantly and selectively expressed in
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rhTIMP-4, recombinant human TIMP-4; IkBa, Inhibitor of NFxB subunit «; IPA, Ingenuity Pathway Analysis; MMP, matrix metallopro-
teases; NF«B, Nuclear Factor x B; PPARy, Peroxisome Proliferator Activated Receptor y; Pref-1, Preadipocyte factor 1; TIMP, Tissue inhibitor
of metalloproteases
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adipose tissue, with lower levels of expression in the brain and
heart [3,4].

In addition to the marked ability of TIMPs to inhibit the activity
of metalloproteases, these inhibitors have additional biological
activities that are just now being recognized and characterized.
For example, there is evidence that TIMPs can interact with cell
adhesion molecules or growth factor receptors and activate or
regulate signaling pathways, such as PI-3K, FAK, ERK and NFxB,
which are involved in cellular processes like apoptosis, cell
growth and migration [5-8].

Adipocyte differentiation is a complex process with two stages:
the first involves the generation of adipocyte precursors (pre-
adipocytes) from mesenchymal stem cells, whereas the second
leads these cells to terminal differentiation into mature functional
adipocytes. This process involves chronological upregulation of
numerous characteristic genes [9], with an important repression
of inhibitory or unnecessary adipogenesis genes [10]. The main
proteins identified as regulators of adipogenesis are CCAAT/
Enhancer Binding Proteins (C/EBPs) and Peroxisome Proliferator
Activated Receptor y (PPARy) [11-13].

PPARy is a member of the nuclear-receptor superfamily that is
not only key for adipogenesis [12], but also needed for main-
tenance of the differentiated state. Adenoviral-mediated expres-
sion of a dominant-negative PPARy in mature 3T3-L1 adipocytes
causes dedifferentiation with loss of lipid accumulation and
reduced expression of adipocyte markers [14]. On the other hand,
C/EBPB transcription factors induce many adipocyte genes
directly. Analysis of C/ebpa—/— mice demonstrated that they
are almost completely devoid of white-adipose tissue (except
within the mammary gland) [15]. In addition, expression of
exogenous PPARy in C/EBPB deficient cells showed that C/EBPp
is not required for accumulation of lipid and the expression of
several adipocyte genes, although it is necessary for insulin
sensitivity [16].

Previous work has demonstrated the importance of NFxB
during adipogenesis. It has been shown that NFxB inhibits
adipogenesis by reducing the expression of PPARy [17]. In addi-
tion, Suzawa and collaborators showed that NF«B inhibits PPARy
binding to DNA by forming a complex with it and its AF-1-specific
co-activator PGC2 [18]. Since PPARy is a key protein for adipogen-
esis, impairment of its function inhibits this process.

During adipogenesis, fibroblastic preadipocytes begin to grow
and store lipids; the cell changes shape as a result of alterations in
the expression and arrangement of cytoskeletal components.
Additionally, changes in gene expression trigger a transition of
extracellular matrix (ECM) composition from fibrilar to laminar
ECM. As preadipocytes differentiate there is a shift in MMP/TIMP
ratio. In vivo and in vitro adipogenesis models demonstrate
increased MMP and TIMP mRNA levels as well as enhanced
MMP enzymatic activity [19]. Furthermore, the importance of
MMP activity during adipogenesis in these models is emphasized
by the fact that pharmacological MMP inhibitors affect preadipo-
cyte differentiation. At an early stage of this process, pharmaco-
logical inhibition of MMPs decreases C/EBP DNA-binding
capacity and reduces PPARy expression, resulting in the arrest of
adipocyte differentiation [20]. Several in vitro and in vivo studies
have shown that the TIMPs also participate in adipogenesis. For
example, TIMP-3 deficient mice present an accelerated adipose
reconstitution during mammary involution [21]. Similarly, over-
expression of TIMP-1 resulted in an enhancement of involutional

adipogenesis [22]. In silico expression analysis of various tissues
showed that the highest levels TIMP-4 expression is found in
adipose tissue [23]. Moreover, Maquoi et al. showed that TIMP-4
mRNA expression increases during adipocyte differentiation [24].
In addition, a previous report showed that TIMP-4 mRNA levels
decrease in a mouse model of nutritionally-induced obesity [25].
Nevertheless, the role of this inhibitor in adipogenesis is currently
unknown. Therefore in the present study we investigated the role
of TIMP-4 during adipocytes terminal differentiation with a
widely used in vitro model.

Experimental procedures
Cell culture

Murine 3T3-L1 preadipocytes were cultured, maintained and
differentiated using a commercial kit (Mesenchymal Stem cell
Adipogenesis kit, Chemicon International, No. Cat. SCR020).
Briefly, cells were plated in 6-well plates and grown for 2 days
post-confluence in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
(GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA) supplemented with 10% fetal
bovine serum. Differentiation was then induced (Day 0) by
changing the medium to DMEM containing 10% fetal bovine
serum, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxantine, 1 mM dexametha-
sone, 100 mM indomethacin, and 10 mg/ml insulin. The induction
medium was added to the cells every third day for a period of six
days. On day seven, medium was replaced with DMEM containing
10% fetal bovine serum and 10 mg/ml insulin. From day nine until
day fifteen induction medium was added to the cells every
third day.

0il Red O staining of 3T3-L1 preadipocytes

Differentiated cells (day 15) were washed twice with phosphate-
buffered saline (PBS) pH 7.4, and then incubated for 20 min at
room temperature in 4% paraformaldehyde prepared in
phosphate-buffered saline. After washing the cells three times
for 5 min in water, Oil Red O solution was added and cells were
incubated for 1 h at room temperature. Cells were then washed
with water for three times for 5 min each time. Photographs were
taken using a 40 x objective on a light microscope (Axiovert 40
CFL, Zeiss). Staining was quantified using FIJI software [26] with
the trainable WEKA segmentation plugin [27]. Oil red data were
analyzed by two-way factorial ANOVA and differences between
individual group means were analyzed by the Fisher LSD post hoc
test. A value of p<0.05 was considered statistically significant.

shRNA transfection

The SureSilencing shRNA plasmids for TIMP-4 and negative
control shRNA were purchased from SA Bioscience (Frederick,
MD, USA). Cells were stably transfected using the Lipofectamine
reagent (Invitrogen, CA, USA) according to the manufacturer's
protocol. Cells were selected with 2 ug/ml of puromycin for 15
days; then cells were differentiated as described previously. Cell
lines are hereafter-named shRNA-Control (negative) and shRNA-
TIMP-4.
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mRNA expression analysis

Total cellular RNA was isolated using TRIzol reagent (Invitrogen,
CA, USA). cDNAs were generated using a High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, USA). The
sequences of the primers employed in this work are described
in Supplementary Table 1. PCR products were electrophoresed on
a 1% agarose gel and then visualized with SYBR safe staining. Data
normalization was done using the endogenous control gene
hypoxanthine phosphoribosyltransferase (Hprt).

Preparation of whole cell extracts

At the indicated times (0, 3, 6, 12 and 15 days), cultured cells
grown in 6-well plates were rinsed with PBS (140 mM NadCl,
2.7 mM KCl, 1.5 mM KH,PO,4, 8.1 mM Na,HPO,4, pH 7.4) and then
harvested in 250 pl of ice-cold buffer containing 50 mM Tris (pH
7.4), 100 mM NaCl, 1% sodium deoxycholate, 4% Nonidet P-40,
0.4% SDS, 5 mM aprotinin, and 50 mM leupeptin. Lysates were
vortexed for 1 min, incubated for 20 min in ice and centrifuged for
15 min at full speed (13,000 rpm) in a microcentrifuge. Pellets
were discarded and supernatants stored at —20 °C. Protein
content of supernatants was determined using a DC protein assay
kit (Bio-Rad Laboratories, PA, USA).

Gel electrophoresis and immunoblotting

Twenty micrograms of total protein were separated by SDS-PAGE on
15% polyacrylamide gels, transferred to polyvinylidene difluoride
membrane (Bio-Rad, Laboratories, PA, USA) with 25 mM Tris,
192 mM glycine for 20 min. After transfer, the membrane was blocked
with 5% nonfat dry milk in PBS-Tween for 1 h at room temperature.
After incubation with the primary antibodies, horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibodies and an enhanced chemiluminescent
substrate kit (Millipore, USA) were used for detection.

The primary antibodies were as follows: anti-TIMP4, mono-
clonal antibody for mouse, rat and human (Santa Cruz Biotech, sc-
9374); anti-actin, polyclonal antibody for mouse, rat and human
(Santa Cruz Biotech, sc-10731); anti-IkBa, polyclonal antibody for
mouse, rat, human and bovine (Cell signaling, #9242); anti-PPARy
polyclonal antibody for human, mouse and rat (Santa Cruz
Biotechnologies, # 7196) and anti-tubulin, polyclonal antibody
for mouse, rat and human (Cell signaling, # 2146).

Recombinant TIMP-4 treatment

Murine shRNA-TIMP-4 3T3-L1 preadipocytes were cultured,
maintained and differentiated as previously described for 12 days.
During this time, cells were stimulated with 2.4 ng/ml and 24 ng/
ml of rhTIMP-4 (R&D, No. Cat. 974-TSF-010). Control shRNA-TIMP-
4 3T3-L1 cells were not stimulated with rhTIMP-4. Differentiated
cells were stained with Oil Red O. All photographs were taken
using a 40 x lens on a light microscope (Axiovert 40 CFL, Zeiss).

Luciferase assays

shRNA-Control and shRNA-TIMP-4 3T3-L1 preadipocytes were
cotransfected with an NF«B responsive luciferase reporter construct

(Biomyx Technology) containing a geneticin resistance gene. Resistant
cells were screened for both baseline luciferase activity and NFxB
responsiveness to TNF-« induction. After the corresponding treatment,
cells were subjected to lysis in 100 pl of passive lysis buffer, 20 pl of
which were used to measure luciferase activity according the Dual-
Luciferase reporter assay system (Promega, WI, USA, No. Cat. E1910).

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicated independent assays,
including transfections and differentiation analyses. Results are
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Fig. 1 - Differentiation of 3T3-L1 preadipocytes. (A) Total RNA
was isolated and subjected to RT-PCR analysis using TIMP-4,
Pref-1, C/EBPa and PPARy primers during the process of cell
differentiation on days 0, 3, 6, 12 and 15. Graph shows
quantification of TIMP-4 expression changes during
adipogenesis of three independent experiments. (B) Total
protein was isolated from preadipocytes and subjected to
Western Blot analysis as described in Material and Methods.
Actin was used as a loading control. (C) Morphological changes
and lipid accumulation during cell differentiation were
visualized via Oil Red O staining on days 0, 3, 6, 12 and 15.
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Fig. 3 - TIMP-4 exerts its effects through the NF«xB pathway during cell differentiation. (A) shRNA-TIMP-4 3T3-L1 cells were
cultured with adipocyte differentiation medium, treated or not (ShRNA-TIMP-4 3T3-L1 control cells) with rhTIMP4 for 12 days and
stained with Oil Red O. (B) shRNA-TIMP-4 3T3-L1 preadipocytes were cotransfected with an NFkB responsive luciferase reporter
construct. At the indicated time points, cells were harvested and cell lysates were prepared. Total cell lysates were used to measure
luciferase activity according to Dual-Luciferase reporter assay system.

expressed as mean+standard error (SE). The Student's t test or
ANOVA was used to compare quantitative data. A value of p<0.05
was considered statistically significant.

Genome-wide microarray analysis

In a 6-well plate, three biological replicates of each cell type were
seeded: shRNA-Control cells and shRNA-TIMP-4 cells, for 3 days in
DMEM with 5% FBS. RNA was extracted using a RNAqueous-Micro
kit (Applied Biosystem, US) following manufacturer instructions.
The RNA samples were hybridized to Affymetrix Gene Chip®™
Mouse Exon array, following protocols by Affymetrix.

Data were normalized using the RMA method [28], and gene
expression calculated using an ANOVA test for each pairwise
comparison and adjusted by the Benjamini-Hochberg method
[29]. Ingenuity pathway analysis software was used to find
enriched pathways and upstream regulators. Enrichment was
discovered using a right-tailed Fisher's exact test.

Results

TIMP-4 expression increases during terminal
differentiation of preadipocytes

Preadipocyte terminal differentiation has been extensively stu-
died [9,30]. It has been observed that in order to be successful,
both a decrease in the expression of Pref-1 and a concomitant

increase in the expression of PPARy and C/EBP« are needed. Based
on these reports, we first compared the expression of these
proteins and TIMP-4 using the murine 3T3-L1 adipogenesis
model. As shown in Fig. 1A, we found an increase in the
expression of TIMP-4 as terminal differentiation takes place,
reaching its highest expression at day 12. To ensure that this
change in expression level was not a consequence of preadipo-
cytes culture conditions, 3T3-L1 cells seeded in culture medium
alone without induction were subjected to evaluation using the
same time points. As expected, TIMP-4 protein expression in
control cultures did not change (Supplementary Fig. 1). During the
differentiation, the levels of C/EBPa and PPARy increased as the
adipocyte matured, whereas Pref-1 decreased. It is interesting to
note that TIMP-4 changes in expression during differentiation
were similar to those of PPARy, perhaps reflecting a direct
regulation by this transcription factor. Additionally, we assessed
adipocyte morphology by Oil Red O staining during differentiation
(Fig. 1B).

TIMP-4 silencing accelerates preadypocites terminal
differentiation

Since we found that TIMP-4 is regulated during adipogenesis, we
sought to determine its role in the differentiation process by using
short-hairpin RNAs (shRNA). We used 4 different shRNAs directed
against TIMP-4 sequences (ShRNA1, shRNA2, shRNA3, shRNA4) and a
negative control. 3T3-L1 cells were stably transfected with different

Fig. 2 - TIMP-4 silencing accelerates differentiation of 3T3-L1 preadipocytes. (A) Left panel. shRNA-Control and shRNA-TIMP-4 3T3-
L1 preadipocyte cells were cultured in differentiation medium for 15 days. Images show intracellular accumulation of lipids by Oil
Red O staining. Right panel. Graph shows quantification of lipid accumulation during adipogenesis in both cell lines of three
independent experiments. Scatter plot shows oil red staining quantification, statistical comparisons were performed using
factorial ANOVA, plasmid effect p=0.010, time effect p<0.0001. Post hoc test confirmed statistical differences at 12 and 15 days of
differentiation (p=0.047 and p=0.031, respectively). Linear regression line is shown for shRNA-Control and shRNA-TIMP-4 cell
lines. (B) Total RNA was isolated from shRNA-Control and shRNA-TIMP-4 3T3-L1 cells and subjected to RT-PCR analysis using TIMP-
4, Pref-1, C/[EBP«, and PPARy primers during the process of cell differentiation on days 0, 3, 6, 12, and 15. (C) mRNA expression levels
of TIMP-4, (D) Pref-1, (E) C/EBPa, and (F) PPARy during the process of cell differentiation on days 0, 3, 6, 12, and 15. Experiments
were performed in triplicate. Mean data are represented + SE.
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shRNAs and silencing of TIMP-4 was confirmed by RT-PCR. Based on (Fig. 2F). On the other hand, Pref-1 expression increased in shRNA-
the silencing efficiency of the constructs, we decided to use the cells TIMP-4 cells only at the end of the differentiation process. These gene
transfected with shRNA2 (Supplementary Fig. 2), hereafter named expression changes are consistent with the observation that shRNA-
ShRNA-TIMP-4 cells. As expected, ShRNA-TIMP-4 cells showed per- TIMP-4 cells reached the classic rounded morphology and the
manent low expression levels of TIMP-4 during differentiation, as accumulation of intracellular lipids three days before the control cells
compared to shRNA-Control cells (Fig. 2B and C). In contrast, notable (Fig. 2A; Factorial ANOVA time effect p<0.0001).

differences were found in Pref-1, PPARy and C/EBPa. C/EBPa levels in To further confirm the role of TIMP-4 during the differentiation
SshRNA-TIMP-4 cells were elevated from the start of the terminal process, shRNA-TIMP-4 cells were exposed to rhTIMP-4 and were
differentiation (Fig. 2B-F). Strinkingly, PPARy expression occurred differentiated as before. After 12 days of differentiation, the cells
sooner in ShRNA-TIMP4 cells in comparison to shRNA-Control cells treated with rhTIMP-4 showed no intracellular accumulation of lipids,
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whereas control cells presented differentiated adipocytes (Fig. 3A).
This was reflected in PPARy protein expression (Supplementary
Fig. 1B). Altogether, these results suggest that TIMP-4 is a negative
regulator during adipocyte terminal differentiation.

Global expression analysis in 3T3-L1 cells

To provide more insight into the mechanisms through which TIMP-4
functions, we performed a whole-genome expression analysis of
ShRNA-TIMP-4 cells and control cells using the Affymetrix gene-chip
platform. Applying a cut-off of fold change >2 and a p value <0.05, we
found 274 upregulated and 351 downregulated protein-coding genes in
ShRNA-TIMP-4 cells (Fig. 4A, Supplementary Table 2 and Supple-
mentary Fig. 3). Enrichment analysis of networks using the Ingenuity
Pathway Analysis software showed 25 significant canonical pathways.
These included glycogen biosynthesis, LXR and RXR activation, and, as
expected, inhibition of matrix metalloproteases (Fig. 4B). More impor-
tantly, the NF«B canonical and non-canonical pathways were found
among the top upstream signaling regulators (Fig. 4C).

TIMP-4 knockdown decreases the activation of NFxB
contributing to the terminal differentiation burst

Our microarray analyses showed that one of the main transduction
pathways regulated by TIMP-4 was NFxB. It has been shown that
TIMP family members are able to modulate this cascade [5,7,8,31]. To
test if this transduction pathway could be involved, we used stably
transfected cells with a reporter containing binding sequences for
NF«B to determine the activation of this pathway during differentia-
tion. During adipogenesis, NF«B activity decreased after three days
(Fig. 3B). Interestingly, in ShRNA-TIMP-4 cells the activity of this
transcription factor was low from the beginning of the differentiation
process (day 0) and remains poorly activated during the remaining of
adipocyte differentiation. Supporting this result, we found that IxBo,
the main NF«B inhibitor, presented a decreased induction through

differentiation (Fig. 5). This inhibitor is regulated by NF«B in an auto-
regulatory loop [32].

Discussion

Adipogenesis is a process that involves a series of steps by which a
cell becomes specialized [10,12]. Extracellular matrix reorganization is
a crucial step of adipocyte differentiation and is controlled by the
MMP/TIMP system [33]. Previous reports have shown that pharma-
cological inhibition of MMP activity prevents adipocyte differentiation
[19]. Additionally, recent studies have shown the role of TIMPs in the
adipogenesis process. Meissburger et al. analyzed TIMP-1 mRNA
expression during 3T3-L1 adipocyte differentiation. TIMP-1 mRNA
dropped at the time of induction and remained at very low levels in
post-confluent differentiating 3T3-L1 preadipocytes, suggesting a
negative role in adipogenesis [34]. Independently, Scroyen et al.
evaluated the effect of TIMP-1 overexpression in an in vivo model
of adipogenesis. In this study, no significant effect on the mass of de
novo formed fat pads was observed upon TIMP-1 overexpression,
although the blood vessels were enlarged [35]. Therefore, further
studies are needed to understand the implication of TIMP-1 in
adipogenesis. On the other hand, Bernot and colleagues showed that
TIMP's mRNA levels were modulated during the differentiation
process [36]. Interestingly, they found that TIMP-3 expression is
regulated by Sp1 transcription factor and that low TIMP-3 levels are
required for adipocyte differentiation.

In the present study, we found that TIMP-4 expression increases
during adipocyte differentiation, following a similar expression
pattern as PPARy. In order to elucidate a potential TIMP-4 role in
adipogenesis, we knocked-down its expression with specific
shRNAs and observed the effects in preadipocytes. Unexpectedly,
we observed that upon TIMP-4 inhibition, the expression of the
adipogenesis key regulators PPARy and C/EBPa is increased in
comparison to control cells. These results suggested that TIMP-4
might act as a negative regulator of adipogenesis in vitro. To
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confirm this hypothesis, ShRNA-TIMP-4 cells were treated with
rTIMP-4 and differentiated as previously for 12 days. In agreement
with this idea, we observed that ShRNA-TIMP-4 cells treated with
rTIMP-4 did not differentiate to adipocytes.

We performed a whole-genome expression study using the
Affymetrix microarray platform. As expected, due to the reported
biological effect of TIMP-4, enrichment for inhibition of matrix
metalloproteinases and fibrosis was found. In addition, among the
top upstream regulators, NFkB pathway was consistently present.
Earlier studies have shown that TIMPs activate the NFxB signaling
pathway [8,31]. On the other hand, NFxB inhibits PPARy DNA
binding and therefore it negatively regulates adipogenesis [18].
Consistent with these findings, our present data show that NFxB
activity is diminished in shRNA-TIMP-4 compared to shRNA-
Control cells before and during adipocyte differentiation. These
results suggest that during adipogenesis, TIMP-4 knockdown may
diminish the activity of NF«B, therefore triggering earlier adipo-
cyte differentiation.

Conclusions

In a 3T3-L1 model, TIMP-4 acts as a positive regulator of the NFxB
signaling pathway, and thus, reduces the rate of adipocyte
terminal differentiation. Further in vivo analyses are required to
uncover the full physiological role of TIMP-4 in adipogenesis.
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