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1. ABREVIATURAS

ATCC American Type Culture Collection

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc Acido desoxirribonucleico complementario

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

BAT Tejido adiposos marrdn (Brown Adipose Tissue)

bzIP Basic Leucine Zipper Domain (Leucina cremallera de dominio basico)

C/EBPa CAAT/Proteina potenciadora de unién alfa (CAAT/enhancer-binding
Proteins alfa)

C/EBPB CAAT/Proteina potenciadora de unidn beta (CAAT/enhancer-binding
Proteins beta)

C/EBPS CAAT/Proteina potenciadora de unidn delta (CAAT/enhancer-
binding Proteins delta)

dNTP Nucledsido Trifosfato

dsRNA Acido ribonucleico de doble cadena (Double-stranded RNA)

ECM Expansion Clonal Mitdtica

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGF Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor)

FAK Cinasa de adhesidn focal (Focal Adhesion Kinase)

GMPc Guanosin monofosfato ciclico (Glycogen synthase kinase 3)

GS3K Glucdgeno sintasa cinasa 3

HPRT Hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa

MAPK Proteina cinasa activadas por mitdgenos (Mitogen-activated protein

kinases)


https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_quinasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Mit%C3%B3geno
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MMP

NF-kB

ng
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IMC
PBS
PCR
PFA
PI3K

PPARy

PREF-1
OCDE
OMS
RNAsas
shRNA
SiRNA

SiRISC

SFB

TIMP

TIMP-1
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Metaloproteasas de Matriz Extracelular (Matrix metalloproteinases)

Factor Nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B (Nuclear Factor kB)

Nanogramo

3-metil-isobutil-xantina

indice de masa corporal

Soluciéon Amortiguadora de Fosfato

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Paraformaldehido

Phosphatidylinositol kinase 3 (Fosfatidilinositol cinasa 3)

Receptor activador de proliferacion de peroxisomas gamma
(Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma)

Factor Preadipocito 1 (Preadipocyte Factor 1)

Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econédmicos
Organizacion Mundial de la Salud

Ribonucleasa del ARN

small hairpin RNA (horquilla pequeiia de ARN)

small interfering RNA (interferente pequefio de ARN)

RNA-induced silencing complex (complejo de silenciamiento
inducido de ARN)

Suero Fetal Bovino

Tissue inhibitors of metalloproteinases (Familia de Inhibidores
Tisulares de Metaloproteasas)

Inhibidor Tisular de Metaloproteasas 1 (Homo sapiens)

Inhibidor Tisular de Metaloproteasas 1 (Mus musculus)
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TIMP-2
Timp-2
TIMP-3
Timp-3
TIMP-4
Timp-4
Taq
WAT
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Inhibidor Tisular de Metaloproteasas 2 (Homo sapiens)
Inhibidor Tisular de Metaloproteasas 2 (Mus musculus)
Inhibidor Tisular de Metaloproteasas 2 (Homo sapiens)
Inhibidor Tisular de Metaloproteasas 3 (Mus musculus)
Inhibidor Tisular de Metaloproteasas 4 (Homo sapiens)
Inhibidor Tisular de Metaloproteasas 4 (Mus musculus)
Polimerasa Termoestable (Thermus aquaticus)

Tejido adiposo blanco (White Adipose Tissue)

microlitros
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2.RESUMEN

Los adipocitos desempefian un papel critico en la regulacién del metabolismo de
lipidos y el equilibrio de energia. La diferenciacion de los adipocitos es un proceso
complejo, regulado por varios factores de transcripcién y genes relacionados con la

adipogénesis.

Los inhibidores de las metaloproteasas (TIMP), son una familia de proteinas de cuatro
miembros (TIMP-1 a TIMP-4) que regulan selectivamente a las metaloproteasas de matriz
extracelular (MMP). Hasta el dia de hoy, se conocen diferentes procesos bioldgicos que

son regulados por los miembros de la familia de los TIMP.

TIMP-4 es el miembro de la familia mas recientemente descrito, se expresa
principalmente en el tejido adiposo, con niveles detectables también en el cerebro y el
corazén. Ademds de su alta expresion en tejido graso, su papel en este tejido es
desconocido. Con el fin de estudiar el papel de TIMP-4 la durante adipogénesis se
emplearon las células 3T3-L1 (fibroblastos/preadipocitos). En este trabajo se encontré que
durante el proceso de diferenciacién terminal de los adipocitos se presenta un aumento
en la expresidon de Timp-4, en conjunto con la expresidon de factores de transcripcidon
claves como C/EBPB (CAAT/enhancer-binding Proteins) y PPARy (Peroxisome proliferator-

activated receptor gamma).

La modulacion de la expresion de TIMP4 por medio de siRNAs especificos mostré que
actia como un regulador negativo de la diferenciaciéon terminal. Inesperadamente, las
células 3T3-L1 se diferenciaron mas rapido en adipocitos maduros en presencia de TIMP-4

recombinante humano.
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3.MARCOTEORICO

3.1 Obesidad

La obesidad es una enfermedad sistémica, crénica y multicausal que se manifiesta por
la acumulacién excesiva de grasa corporal. El exceso de peso corporal es un proceso
gradual que suele iniciarse en la infancia y la adolescencia, a partir de un desequilibrio
entre la ingesta y el gasto energético. En su origen, se involucran factores genéticos y
ambientales que determinan un trastorno metabdlico que conduce a la acumulacién de

grasa corporal mas alld del valor esperado segun el género, la talla y la edad [1].

La manifestacién de obesidad en un individuo se asocia con una serie de enfermedades
como; hipertensién arterial, enfermedad coronaria, apnea del suefo, enfermedad
vascular cerebral, la osteoartritis y algunos canceres (como los de mama, eséfago, colon,

endometrio y rifidn) [2].

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador simple de la relacién entre el peso y la
talla, se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos.
Se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su talla en
metros (kg/m?). La Organizaciéon Mundial de la Salud define al IMC de la siguiente
manera: Un IMC igual o superior a 25 determina sobrepeso, mientras que un IMC igual o

superior a 30 determina obesidad.

Desde 1980, el diagnodstico de la obesidad se ha incrementado en todo el mundo. En
2014, mas de 1900 millones de adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de los cuales,
mas de 600 millones eran obesos. En 2014, el 39% de las personas adultas de 18 o mas
anos tenian sobrepeso, y el 13% eran obesas [34]. Respecto a su magnitud, la OMS calcula
que para este afo 2015 habra aproximadamente 2 millones 300 mil adultos con
sobrepeso, mas de 700 millones con obesidad y mas de 42 millones de menores de cinco

afos con sobrepeso. La OMS denomina a la obesidad como “la epidemia del siglo XXI” [3].
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3.2 Tejidos adiposo blanco y Tejido adiposo marrén

La obesidad es también descrita como la acumulacién de tejido adiposo blanco, lo
que resulta en el aumento del tamafio celular de los adipocitos (hipertrofia) y la adicién
sustancial de células indiferenciadas a partir de precursores (hiperplasia) [4]. En el ser
humano existen dos tipos esenciales de tejido adiposo; el tejido marrén o BAT (brown
adipose tissue) el cual es el depdsito graso en neonatos y en la regién supraclavicular y es
el principal responsable de la termogénesis [5]. El tejido adiposo blanco o WAT (white
adipose tissue) es el tipo de grasa predominante en un adulto. Este tejido es
practicamente un dérgano endocrino especial que no sdélo juega un papel activo y central
en la regulacion de la energia del organismo, sino que también es parte importante en

procedimientos fisioldgicos y patoldgicos [6] (Figura 1).

En un estado de obesidad, el tejido adiposo se expande debido a un aumento del nimero
y tamafio de los adipocitos, lo que induce la desregulacion de la concentracién de glucosa
y el metabolismo lipidico. Como resultado, el aumento de tejido adiposo altera el balance
de energia de todo el cuerpo y aumenta el riesgo de resistencia a la insulina. Por lo tanto,
la comprension de la adipogénesis y diferenciacidon de preadipocitos podria proporcionar
informacidn valiosa para el disefio de estrategias terapéuticas integrales y eficaces contra

la obesidad [7].

La diferenciacién de los preadipocitos marrones y blancos en las células adiposas maduras
emplea una via transcripcional similar de factores nucleares que regulan la produccién de
las proteinas y procesos que son comunes a ambos tipos de células, incluyendo la
lipogénesis vy el transporte de glucosa dependiente de insulina [5]. La cascada de factores
adipogénicos que regulan la adipogénesis tanto en las células blancas y marrones se

describe a continuacion.
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Figura 1. Los adipocitos blancos y marrones derivan de diferentes precursores y tienen
distintas caracteristicas morfoldgicas. Un adipocito marréon contiene multiples gotas
lipidicas y son ricos en mitocondrias, en comparacidn con el adipocito blanco. (Esquema
modificado de Sarjeant K. y Stephens J. (2014) [8].
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3.3 Adipogénesis

La adipogénesis puede describirse en dos estados: el primer estado implica la
generacién de precursores de adipocitos derivados de células madre mesenquimales. El
segundo estado, compromete y lleva a los preadipocitos a una diferenciaciéon en

adipocitos maduros funcionales [9].

Flbroblasto Desarrolo de un preadipocito Adipociio nmodure Adibocito Maduro

Figura 2. Diferenciacion de un Adipocito. Las flechas indican la capacidad de contraerse; es decir,
desdiferenciacién, cuando el suministro de energia disminuye (Representacién tomada vy

modificada de Tariq A., et al. (2011)[9].

Para que se inicie la adipogénesis se necesita de una etapa proliferativa, seguida la
detencion del ciclo celular y una diferenciacion de los preadipocitos cultivados en
confluencia [47]. De esta manera se induce detencion del ciclo por el contacto célula a
célula y cuando se expone a un coctel hormonal, las células vuelven a tomar el ciclo

celular ejecutando la expansién clonal mitética (ECM) [10].

La diferenciacidon de adipocitos es un proceso complejo en el cual los preadipocitos deben
dejar de proliferar antes de la conversiéon terminal. Esta diferenciacién implica cambios
cronolégicos en la expresion de numerosos genes. Los principales genes identificados
como reguladores del proceso adipogénico pertenecen a dos familias de factores de

transcripcion: C/EBP, PPARy [11].

8
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3.4 PPARy

El receptor activado por el proliferador de peroxisomas gamma PPARy (por sus
siglas en inglés), Peroxisome proliferator-activated receptor gamma, ha sido foco de
intensa investigacion por sus ligandos. Este receptor ha surgido como un potente
sensibilizador de insulina utilizado en el tratamiento de la diabetes tipo 2. Se han descrito
tres isotipos llamados PPAR a, & y y que controlan la expresiéon de genes que juegan
papeles clave en el almacenamiento y la movilizacidn de los lipidos, en el metabolismo de
la glucosa, en la morfogénesis y la respuesta inflamatoria. Los avances recientes incluyen
el descubrimiento de nuevos genes que son regulados por PPAR que ayuda a explicar
como la activacion de este factor de transcripcion predominante de los adipocitos regula

la homeostasis de la glucosa y de los lipidos [8].

PPARy es un factor transcripcional altamente enriquecido en el tejido adiposo y se ha
demostrado que juega un papel central en la activacién del proceso de adipogénesis. La
expresiéon de PPARy es elevada en la diferenciacion temprana de los preadipocitos a
adipocitos. Ademas la activacién de la expresion de PPARy en fibroblastos promueve su
conversion en adipocitos llenos de lipidos e induce un programa de expresiéon

adipogénico [12].
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3.5 CEBPs

La familia de C/EBPs comprende a seis factores de transcripcién que poseen un
dominio bZIP altamente conservado que sirve como un punto de interaccidon para la
homodimerizaciéon o heterodimerizacién con otros miembros de la familia [13]. La

nomenclatura mas comun para los miembros es C/EBP a., B3, 3, v, €, y {. Los experimentos

in vivo e in vitro han demostrado que C/EBP a, 3, & promueven la diferenciacidon de los
adipocitos. McKnight y sus colaboradores presentaron el primer conjunto de datos que
muestra la induccién de expresion de estos miembros de la familia durante la
adipogénesis. C/EBPB se induce principalmente por metil-isobuitil-xantina, y C/EBPS por
su parte es altamente inducida por dexametasona en las primeras etapas de la
adipogénesis. C/EBPB y C/EBPS trabajan en conjunto para la induccidon de la expresion de

C/EBPa [14, 48].

La induccion rapida adipogénica induce a la expresion de C/EBPB y C/EBPS. Estos son
reguladores tempranos clave de la adipogénesis junto con el factor antiadipogénico PREF-

1 (preadipocyte factor 1) [15].

10
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3.6 PREF-1

PREF-1 es una proteina transmembranal de 385 aminodcidos que contiene un
dominio extracelular con 6 repeticiones del factor de crecimiento epidérmico (EGF), una
region yuxtamembrana, con un Unico dominio transmembranal y una cola corta
citoplasmatica [16]. Se ha estudiado el papel de la regulacién de la expresion de PREF-1
en la diferenciacién de adipocitos y se ha confirmado que a medida que la adipogenesis

progresa, la expresion de este marcador disminuye [17].

La primera fase de la adipogénesis consiste en la induccidn transitoria de C/EBPB vy
C/EBPS, [18], los cuales comienzan a acumularse dentro de las primeras 24 horas de

induccion de la adipogénesis [10].

Como se menciond en la conversiéon de G1 a la fase S, C/EBPB se hiperfosforila y activada
por las cinasas GS3K (Glycogen synthase kinase 3) y MAPK (Mitogen-activated protein
kinases) quienes activan a CREB (cAMP response element-binding), que a su vez induce la
transcripcion del gen C/EBPB. Entonces, tanto C/EBPB y C/EBPS inducen directamente la

expresion de los miembros de las familias de C/EBP y PPARYy [7].

La detencién de la proliferacidon continta con la expresién de genes adipogénicos finales.
PPARy y C/EBPa posteriormente no sélo inician retroalimentacion positiva para inducir su
propia expresidn, también activan un gran numero de genes cuya expresion determina al

adipocito [19].

La morfologia de un preadipocito 3T3-L1 es alargada y extendida y cuando se induce la
diferenciacién hacia un adipocito maduro, cambia su morfologia a circular [40]. Estos
cambios morfoldgicos son el resultado de alteraciones de expresion y de organizacion de
la matriz extracelular (MEC) y componentes del citoesqueleto. Durante la adipogénesis, la
MEC cambia de una estructura fibrilar a una estructura laminar. De esta forma, los

adipocitos pasan a la fase del compromiso y posteriormente a la fase del crecimiento que

11
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se caracteriza por el almacenamiento de grandes cantidades de triglicéridos. Los
adipocitos maduros invierten mucha energia en el mantenimiento de la MEC. En la fase
temprana de diferenciaciéon, la MEC tiene diferentes cambios en cuanto a composicion;
por ejemplo, se ha observado que se presenta variacion de los niveles las colagenas del

tipo | y tipo Il [20].

La modificacion de los componentes de la MEC y la degradacidon proteolitica de la
membrana basal preexistente son sucesos criticos en la diferenciacién adipocitica. Estos

cambios estan coordinados por las metaloproteasas de matriz extracelular, las MMP [36].

12
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3.7 MMPs

Las MMP, también llamadas colectivamente matrixinas, son una familia de
proteasas que hidrolizan los componentes de la matriz extracelular. Estas proteasas
desempeiian un papel central en muchos procesos bioldgicos tales como la
embriogénesis, la remodelacion del tejido normal, la cicatrizacion de heridas y la
angiogénesis. Constituyen una familia de proteasas dependiente del zinc y en el hombre
se conocen hasta el momento 26 MMP, con una homologia entre ellas del 30 al 50%. Se
han clasificado en cinco grupos de acuerdo a sus diferencias estructurales (Colagenasas,
Gelatinasas, Estromalisinas, Matrilisinas, Metaloproteasas). La estructura de las MMP
comprende varios dominios comunes a la mayoria de ellas tales como el dominio

catalitico, el dominio propéptido y el péptido sefial (Figura 3) [16].

Dominio de tipo
hemopexina

Péptido Dominio
sefial  Propéptido Dominio catalitico transmembrana
— ’
Zn Dominio

citoplasmatico

Estructura basica: MMP7 y MMP26

e >

Estructura con dominio de tipo hemopexina: MMP1, MMP3, MMP2, MMP9...

< ........................................................................................ )

Estructura con dominios de tipo hemopexina y transmembrana: MT1-MMPs

Figura 3. Estructura basica de las MMP (Cynthia M. et al. 1997) [16].

Las actividades de las MMP se regulan con precisiéon a nivel de la transcripcién de: la
activacion de precursores de zimdgenos, la interaccion con componentes especificos de
MEC y por su asociacidén con inhibidores enddégenos como es la macroglobulina, los

inhibidores tisulares de las metaloproteinasas, los TIMP, por sus siglas en inglés [21].
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3.8 TIMP

Los TIMP son inhibidores especificos de las matrixinas y participan en el control de
sus actividades locales de MMP en los tejidos. Existen cuatro miembros de la familia de los
TIMP (TIMP-1, -2, -3 y -4). Las MMP se regulan durante la adipogénesis por los miembros

de esta familia [37].

Los TIMP son factores pleiotrépicos que funcionan como reguladores clave de la
remodelacién de matriz extracelular [22]. Los TIMP no actian con la misma efectividad
frente a todas las MMP. TIMP-1 inhibe preferentemente a MMP-9; TIMP-2 sobre MMP-2,
mientras que TIMP-3 inhibe miembros de la familia ~ ADAM (desintegrin and
metaloproteinase) que son otra familia de metaloproteinasas que presentan la
particularidad de unirse a una molécula de desintegrina, que es un ligando potencial para
las integrinas y otros receptores, son proteinas de membrana multifuncionales con una
organizacién compleja de dominios; TIMP-4 se ha estudiado poco en comparacién con los
otros tres miembros del grupo pero, segin Bourbulia y colaboradores; actua inhibiendo a
MMP-1 y 2 a través de la interaccién con la MT1-MMP regula la activacion de la pro-

MMP-2 [16].

Estos inhibidores estan regulados a nivel transcripcional por diversas citocinas y factores
de crecimiento, lo que resulta en una expresién especifica de tejido [23]. TIMP-1 se
expresa en los érganos reproductivos; mientras que TIMP-2 se expresa constitutivamente
en todo el cuerpo; TIMP-3 en el corazdn, el rindn y el timo [24], mientras que TIMP-4 se
expresa predominantemente y selectivamente en el tejido adiposo con niveles mas bajos
en el cerebro y el corazén. Alexander C. y colaboradores en el 2001 [39], mostraron que la

sobreexpresidon de Timp-1 esta implicada en el proceso de adipogénesis.

D. Bauters en el 2014 mediante analisis de expresion in silico en varios tejidos demostro
la presencia de niveles de expresion altos de TIMP-4. Previamente se ha demostrado que

los niveles de Timp-4 disminuyen cuando se induce obesidad en ratones [25].
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Sin embargo, no se conoce con detalle el papel de Timp-4 durante el proceso de
diferenciacion. Ademas de la notable capacidad de los TIMP para inhibir la actividad de las
metaloproteasas, estos inhibidores tienen actividades biolégicas independientes a su
actividad inhibitoria. Por ejemplo, existen pruebas de que los miembros de la familia de
TIMP pueden interactuar con moléculas de adhesion celular o receptores de factores de
crecimiento y activar o regular las vias de sefializacién como PI-3K, FAK, ERK y NFkB, que
estan involucrados en los procesos celulares como la apoptosis, el crecimiento celular y la

migracion [26, 43].

Los modelos de adipogénesis in vivo e in vitro muestran un aumento en los niveles de

ARNm de MMP y TIMP, asi como una mayor actividad enzimatica de MMP [26].
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Figura 4. Expresién de TIMP-4 en diferentes tejidos; se puede observar que en tejido adiposo hay una mayor expresion

de esta proteina secretada en forma soluble (Reportado en base de datos GeneAtlas http://biogps.gnf.org) [41].
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3.9 ARN de interferencia (ARNi)

Uno de los avances mds importantes en la biologia de las ultimas décadas ha sido
el descubrimiento de moléculas de ARN que regulan la expresion de genes. La principal
funcién que se le ha reconocido al ARN es como parte de la maquinaria de produccidn de
proteinas. Los ARN mensajeros (ARNm) son los intermediarios en la expresion de genes,
transmitien informacion entre el ADN y la maquinaria de sintesis de proteinas [45]. El
silenciamiento por ARN es un mecanismo altamente conservado en la naturaleza en el

gue moléculas de ARN de doble cadena (dsRNA) regulan la expresién de genes [27].

Se han descrito varias clases de moléculas pequenas de ARN que desencadenan el proceso
de silenciamiento por interferencia. Los ARN interferentes estudiados mas ampliamente
son los pequefios (siRNA) y los microRNA (miRNA). Estas moléculas tienen un tamafio de
21 a 25 nucledtidos y se producen a partir de precursores de ARN de doble cadena que
pueden variar de tamaio y origen (Figura 5). Estos precursores se procesan por miembros
de la familia de enzimas que degradan ARN, conocidas como la familia de la RNAsa tipo Il
En particular, la enzima que degrada los precursores de dsRNA hasta siRNA se conoce
como Dicer. Los siRNA resultantes son incorporados a un complejo denominado siRISC
(RNA-induced silencing complex). Este complejo estd compuesto por numerosas
proteinas. La incorporacion del siRNA al siRISC estd acoplada a la separacidon de las dos
cadenas en cadenas sencillas. Sélo una de ellas es la cadena guia y se mantiene asociada al
complejo ya que sirve para identificar el ARN blanco con la secuencia complementaria.
Cuando las moléculas de mRNA complementarias se encuentran, la interaccién entre el

SiARN y este ARNm induce el corte del ARNm y su posterior degradacién [28].
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Figura 5. Via del ARN de interferencia. Las dos vias de procesamiento se indican con los nimeros 1
y 2. Los pasos de cada via se sefialan con letras. 1. Biogénesis de microRNA: a) procesamiento por
drosha en el nucleo, b) exportacion de la molécula premicroRNA del nucleo al citoplasma por
exportina-5, c) segundo procesamiento por dicer, d) identificacién y desnaturalizaciéon del
microRNA por miRISC, e) seleccion asimétrica de una de las cadenas del microRNA, f)
apareamiento con el ARNm blanco y represidén de la traduccidn. 2. Biogénesis de los siRNA: a)
presencia de un ARN de doble cadena en el citoplasma, b) procesamiento por dicer, c)
identificacion del duplex de 19 a 12 pares de bases por siRISC, d) seleccién asimétrica de una de las
cadenas del duplex, e) apareamiento con el ARNm blanco y subsiguiente degradacion. (Lopez M.,

et al 2007) [28].
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4. JUSTIFICACION

En los ultimos afios, la obesidad se ha convertido en un problema de salud mundial.
Avances recientes sugieren que la adipogénesis es el resultado de una red de moléculas

correguladoras y factores de transcripcion.

Se ha demostrado la retroalimentacion positiva de PPARy y C/EBPa que no sélo se inician
para inducir su propia expresion, pero también activan un gran nimero de genes cuya

expresion determina la diferenciacion del adipocito.

Como se menciond, algunos de los miembros de la familia de los TIMP regulan la
adipogénesis, particularmente se ha demostrado que Timp-1 la induce. Sin embargo
aunque se sabe que Timp-4 se expresa en dicho proceso se desconoce si Timp-4 induce o
inhibe la adipogénesis, por lo tanto en este trabajo se analizé el posible papel

promotor/inhibidor de Timp-4 durante la adipogénesis in vitro.

5. HIPOTESIS

Timp-4 participa en la regulacion de la adipogénesis, por lo que se espera que su

inhibicién demuestre cual es el papel en este proceso.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

e Determinar si la modulacion de la expresion de Timp-4 regula el proceso de

diferenciacién de los adipocitos.
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6.2 Objetivos Particulares

e Establecer un protocolo de diferenciacién de preadipocitos.

e Establecer un sistema para inhibir la expresiéon del Timp-4, empleando un sistema
de siRNAs especificos para preadipocitos de raton.

e Investigar la expresion de diferentes genes que se conocen participan en la
diferenciacién de adipocitos en el sistema anterior de inhibicidn.

e Evaluar el efecto de TIMP-4 recombinante en el proceso de diferenciacion de

adipocitos.

7.MATERIALY METODOS

7.1 Material bioldgico y condiciones de cultivo celular

El material biolégico consistié en la linea celular preadipocitica de ratén 3T3-L1 (fibroblast
from Swiss Mouse embryo), obtenida de ATCC (American Type Culture Collection). Las
células se cultivaron en medio DMEM  (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
suplementado al 10 % con SFB (Suero Fetal Bovino, GIBCO), en incubadora (Revco Ultima
[I) a una temperatura de 37 °C con pH 7.2; en una atmdsfera hiumeda saturante al 5 % de

CO,

7.2 Diferenciacion celular

A las células 3T3-L1 se les indujo a diferenciacion usando el kit comercial (Mesenchymal
Stem cell Adipogenesis kit, Chemicon International). Las células se llevaron a confluencia

en placas de 6 pozos (Corning Inc.) y después de dos dias, se cambid el medio (dia 0) por el
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medio de induccidn. El esquema de induccién se describe en la tabla 1y se llevé a cabo

hasta el dia 15 o durante el tiempo indicado.

Tabla 1 Programa de diferenciacion

Dia | Tratamiento Composicién
1 e Dexametasona [1 mM];
B e [BMX[0.5 mM];
3 Induccion
e Insulina [10 mg/mL];
5 e Indometacina [100 mM]
7 | Mantenimiento e Insulina [10 mg/mL]
9 e Dexametasona [1 mM];
y e [BMX[0.5 mM];
11 Induccion
e Insulina [10 mg/mL];
13 e Indometacina[100 mM]

7.3 Transfeccion de siRNA

Las células 3T3-L1 se transfectaron transitoriamente con los plasmidos comerciales
TriFECTa RNAi (The Integrated DNA Technologies), de acuerdo a lo descrito en el
protocolo usando el liposoma Lipofectamine reagent (Invitrogen, CA, USA). Las
secuencias de los siRNAs utilizados para la inhibicién de Timp-4 en la linea celular 3T3-L1
se muestran en la tabla 1. Brevemente, las células se sembraron en una placa de 6 pozos
con DMEM al 10 % SFB un dia antes de la transfeccidn. Posteriormente, se removid el
medio y se reemplazd con 500 pL de la mezcla de transfeccidon correspondiente a cada

pozo y se incubd por 4 a 6 horas a 37 °C.
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Tabla 2. Secuencias de los siRNAs
Nombre de Duplex Secuencia del Duplex Blanco
NC1 Control 5- CGUUAAUCGCGUAUAAUACGCGUAT -3’ Control negativo
Duplex 3’- AUACGCGUAUUAUACGCGAUUAACGAC -5’
NM_080639 5-  GGUAUGAAAUCAAACAGAUAAAGAT -3’ Timp4, mRNA
Duplex 1 3’-GGCCAUACUUUAGUUUGUCUAUUUCUA -5’ Mus musculus
NM_080639 5’- CUGUCAUAAAGUUGUACAACCUUGC -3 Timp4, mRNA
Duplex 2 3’-CUGACAGUAUUUCAACAUGUUGGAACS -5’ Mus musculus
NM_080639 5’- AGAAACCAACAGUCACAAGCAGUAT -3’ Timp4, mRNA
Duplex 3 3’-GAUCUUUGGUUGUCAGUGUUCGUCAUA -5 Mus musculus

7.4 Tratamiento con rhTIMP-4

La células 3T3-L1 transfectadas transitoriamente con los siRNA-Control y siRNA-Timp-4 se
estimularon o no con TIMP-4 recombinante humana (rhTIMP-4) (10 nM, R&D, No. Cat.

974-TSF-010) durante el curso temporal de la diferenciacién.

7.5 Extraccion de ARNm

Transcurridos los tiempos de cultivo, se extrajo el ARN total usando el reactivo TRIzol
reagent (Invitrogen CA, USA). Las células se recuperaron por raspado con un gendarme y
posteriormente se colectaron en un tubo de 1.5 mL (Sorenson, BioScience) centrifugando
en nanofuga por 1 minuto. El botén celular se resuspendié en un volumen de 500 plL de
TRIzol y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Se anadieron 100 plL de
cloroformo (Sigma), se mezclé hasta obtener una mezcla homogénea y lechosa y se
incubd en hielo durante 10 min. Posteriormente, se centrifugd a 8,000 rpm durante 10
minutos a 4 °C. La fase acuosa se precipitdé con un volumen de isopropanol incubando por
10 minutos en hielo. Se centrifugd a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

Posteriormente se lavod el botdn obtenido con 500 plL de etanol al 70 % centrifugandolo a
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10,000 rpm, 5 minutos a 4 °C. Se descarté el sobrenadante y se dejo secar el botén.
Finalmente el botdn se resuspendid en 20 plL de agua libre de ARNsas y se almacend a una
temperatura de -70 °C para su posterior uso en la sintesis de ADN complementario
(ADNCc). La cantidad y calidad del ARN extraido se determind con un espectrofotémetro

(NanoDrop ND+1000 Sprectrophotromer) se midid la absorbancia a 260 y 280 nm.

7.6 Sintesis del ADN complementario (ADNc)

Se realiz6 la sintesis del ADN complementario (ADNc) por medio de una reaccién con la
enzima transcriptasa reversa (RT por sus siglas en inglés). Esta técnica permite la
generacién de la cadena complementaria a partir de la extraccién del acido ribonucleico
(ARN) de cadena simple. La sintesis se efectuo a partir de 1ug de ARN total empleando el
kit SuperScript(R) (VILO(TM)), de acuerdo a sus instrucciones. Las reacciones se colocaron
en un termociclador (Gene Amp PCR System 9700) el cual se programo como se muestra

en la siguiente tabla.

Tabla 3. Condiciones del Termociclador GeneAmp PCR System 9700 para la sintesis de

ADNCc

Temperatura Tiempo
25°C 10 min
42°C 30 min
85°C 5 min
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7.7 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para amplificar el DNAc se utilizaron los siguientes reactivos: nucledsido trifosfato (ANTPs
por sus siglas en inglés), amortiguador de reaccion, iniciadores (oligonucledtidos)
especificos para el gen de interés, enzima polimerasa del ADN termoestable (“Tag”) y la
cantidad de ADNc correspondiente a la normalizacién de cada muestra en un volumen
final de 25 pL por reaccién. Las condiciones generales para la reaccién fueron especificas
para cada gen y estas consistieron en las siguientes fases: fase de activaciéon de la
polimerasa, fase de desnaturalizacion, fase de alineacién de los iniciadores, la fase de

amplificacién y la fase de extensidn final.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2% con 1.5 plL de Syber Green,
en el programa Quantity One del equipo foto-documentador VersaDoc (Bio Rad). La
cuantificacion se realizé con el gen control endégeno Hipoxantinaguanina Fosforribosil
Transferasa (HPRT por sus siglas en inglés), posteriormente se realizd el analisis

densitométrico.
7.8 Analisis de proteinas por medio de Western Blot

Preparacion de la muestra con buffer de Laemmli:

Para lisar las muestras de tejido o células y obtener extractos proteicos totales se
recuperaron las células (1x10°) con un gendarme en un volumen de aproximadamente
1mL de medio con un pulso de maximo 1 min en la nanofuga. Se aspird el medio y se lavd
el botdn de células con 1 mL de amortiguador PBS 1X frio posteriormente se aspird el PBS
y se lisd con 0.5 a 1mL de amortiguador de Laemmli. Posteriormente se calenté la muestra
de 80-100°C por 5 min y se incubd en hielo, se procedié a microcentrifugar en frio por 5

min. El sobrenadante fue el extracto protéico.

Las proteinas se hirvieron con amortiguador de carga por 2-10min y se colocaron en hielo.

Unos minutos después se centrifugaron para recuperar el volumen condensado en las
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paredes y tapas de los tubos. Posteriormente se separaron las proteinas por
electroforesis en un gel de poliacrilamida a 20mA y con amortiguador dodecilsulfato

(SDS), la electroforesis se detuvo cuando las proteinas migraron hacia al borde del gel.

Previo a la transferencia, el gel se marcé para orientar el orden de las muestras (con un
pequefio corte en una esquina) y se incubd dos veces por 15 min en amortiguador de
transferencia en agitacion. La membrana que se utilizé se humedecié en metanol y se

incubd por al menos 5min en amortiguador de transferencia en agitacioén.

Para la transferencia en cdmara semi-seca se colocé un papel filtro humedecido en
amortiguador de transferencia en la base de la cdmara semi-seca, después la membranay
sobre esta se colocé el gel, se eliminaron las burbujas cuidadosamente y se colocé otro
papel filtro himedo, finalmente se secaron los bordes de la cdmara. Se realizd la

electroforesis a 15V/90mA por 15 min.

Al finalizar los 15 minutos se retiré la membrana y se dejo secar. El gel se tifid para
verificar transferencia y carga, una vez que la membrana se secd, se humedecié en

metanol y se lavé con TBS o PBS 1X.

Para bloquear, se utilizd PBS o TBS 1X (0.1% Tween opcional) con leche descremada al 5%
durante 1-2h a temperatura ambiente, en agitacién. Después del bloqueo, la membrana
se incubd la membrana con el Anticuerpo (AB) primario a una concentracién de lug/mL
en PBS o TBS con 5% leche descremada, a 4°C, toda la noche. Después, se realizaron de 4 a
6 lavados de 10 a 15min en agitacién con PBS o TBS 1X con 0.1% Tween 20.
Posteriormente se incubd con el anticuerpo secundario (acoplado a peroxidasa de
rabano) durante 45 a 60 min a temperatura ambiente en agitacién, de acuerdo al
protocolo sugerido para su uso se realizaron de 4 a 6 lavados de 10 a 15min en agitacién
con PBS o TBS 1X con 0.1% Tween 20. Se incubd con 1mL de la mezcla de la solucion de
guimioluminiscencia durante 5min en oscuridad, para finamente exponer y tomar la

fotografia.
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8. RESULTADOS

8.1 Expresion del RNAm de Timp-4 durante la adipogénesis

En biologia molecular una de las técnicas mas utilizadas para evaluar la regulacion
génica es la PCR. Esta técnica nos permite amplificar secuencias de ADN complementarias
(ADNCc) obtenidas por retrotranscripcion se utiliza como molde ARNm. En este estudio se

empled dicha técnica para analizar el efecto de la modulacion de Timp-4 sobre adipocitos.

En estudios anteriores se han analizado los niveles de expresién de ciertos marcadores
claves en el proceso de diferenciacion de adipocitos; en donde se ha observado el
incremento necesario de la expresidn de genes adipogénicos claves para la adipogenesis
como Ppary y C/ebpa; y la disminucién de Pref-1 conforme se lleva a cabo la
diferenciacién adipocitica [15]. Basando en estos reportes previos, se cultivé la linea
celular 3T3-L1 en presencia y ausencia de medio de diferenciacién durante 11 dias para
comprobar lo anterior. Al término de este periodo de tiempo se analizé por medio de PCR
la expresidon de dichos marcadores los cuales se muestran en la figura 6, en donde se
observa un incremento en la expresién del ARNm de Timp-4 en las células que se
indujeron con medio de diferenciacion. Para asegurarnos de que este cambio en el nivel
de expresion del ARNm de Timp-4 no se debiera a las condiciones de cultivo de los
preadipocitos, las células 3T3-L1 se sembraron en medio de cultivo sin induccién y

posteriormente se sometieron a evaluacion.
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Figura 6 (A) Expresion del ARNm de Timp-4 en la linea celular 3T3-L1 Control (sin medio de induccién a
diferenciacién) e inducidas (expuesta a un medio de induccidn a diferenciacidn) por 11 dias; la evaluacion
se realizé por PCR. Los niUmeros representan el valor relativo de expresidon de Timp-4 considerando el valor
de expresion del gen constitutivo Hprt. Las densitometrias de las bandas se realizaron con el paquete
Image J. (B) Representacion del valor relativo de expresion del RNAm de Timp-4 durante la adipogenesis,
considerando el valor de expresidn del gen constitutivo Hprt.

27



Reus Chavarria Erika
UNAM

En la figura 7, se muestra el incremento en el nivel de expresion del ARNm de Ppary
mientras que la expresion del ARNm de C/ebpa no varié al final de los 11 dias, en las
células inducidas con medio de diferenciacion con respecto a las células control.
Posteriormente se analizd el nivel de expresion de la proteina de Timp-4 mediante la
técnica de Western blot, durante la induccién a diferenciacion y se observd que a partir

del dia 6 la concentracion proteina se incrementd (Figura 8).
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Figura 7 (A) Expresion del RNAm de Ppary y C/ebpa en la linea celular 3T3-L1 Control (sin medio de induccién
a diferenciacion) e inducidas (expuesta a un medio de induccién a diferenciacién) por 11 dias; la evaluacidon se
realizé por PCR. Se muestra el valor relativo de expresién de RNAm de Ppary y C/ebpa que considerd el valor
del gen constitutivo Hprt. (B) Representacion del valor relativo de expresién del RNAm de Ppary y C/ebpa
durante la adipogenesis, considerando el valor de expresion del gen constitutivo Hprt
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Figura 8 (A) Expresidon de la proteina Timp-4 en la linea celular 3T3-L1 expuesta a medio de induccion a
diferenciacién por 15 dias. “D” hace referencia al dia de induccion a diferenciacidon. (B) Anélisis de
transferencia de Western Blot la actina se utilizé como control de carga (M. Mejia-Cristobal, et al 2015).
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Se observd la morfologia que adoptan las células al llevar a cabo el proceso de
diferenciacién y para ello se tomaron fotografias de las células vivas en el microscopio
invertido (Axiovert 40 CFL Carl Zeiss). La Figura 9 muestra la morfologia redondeada
clasica y lipidos intracelulares acumulados en vesiculas en las células que se cultivaron con

un medio de induccién; en comparacién a las células control.

Inducido

20X

Figura 10. Fotografias de cultivos de la linea celular 3T3-L1 in vivo en condiciones sin induccion a
diferenciacién (Control) y en condiciones de diferenciacion (Inducido) al dia 11. Las areas dentro de los
circulos indican vacuolas lipidicas. Las fotografias fueron tomadas con el objetivo de 20X del microscopio
Axiovert 40 CFL Carl Zeiss.
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8.2 Inhibicién del RNAm de Timp-4, evaluacion de genes adipociticos

Ya que se observé un incremento en la expresion de Timp-4 durante la adipogénesis, se

decidid inhibir su expresién e investigar su papel durante este proceso.

Para inhibir la expresion de Timp-4 se probaron grupos de dos o tres siRNAs (siRNA1 +
siRNA2; siRNA1 + siRNA3; siRNA1 + siRNA2 + siRNA3) especificos para Timp-4. Al evaluar
la inhibicion de Timp-4 empleando los grupos de siRNAs se observéd una buena eficiencia
de inhibicién con todos los grupos y se eligid trabajar con el grupo que contiene el siRNA1

mas shRNA3 (Figura 10).
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Pool siRNAs Duplex

C 1+2 1+3 1+2+3

A e

1.11 0.73 0.67 0.88
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Unidades densitométricas relativas

Expresion del RNAm de Timp-4

1,2

0,8 -
N Hprt
H Timp-4

C 1+2 143 1+42+3

Figura 10 (A) Experimento de inhibicidon con grupos de siRNAs. Se evalud la expresion del ARNm de Timp-
4 después de 72 horas de transfeccion. C se refiere al siControl y 1+2 (siRNA1 + siRNA2) 1+3 (siRNA1 +
siRNA3) 1+2+3 (siRNA1 + siRNA2 + siRNA3), respectivamente (B) Representacion del valor relativo de
expresion del RNAm de Timp-4 despues de 72 horas de transfeccion, considerando el valor de expresion
del gen constitutivo Hprt.
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Una vez establecido un sistema de inhibicidn eficiente con siRNAs especificos para Timp-4,
se llevd a cabo el curso de diferenciacidon temporal por 15 dias y finalmente se evalud la

expresion del ARNm de algunos genes adipogénicos.

En la figura 11 se puede observar la inhibicidn transitoria del ARNm de Timp-4 en las
células expuestas a medio de induccion de diferenciacién; en los dias 3, 12 y 15 de
diferenciacién. En la figura 12 se muestran los niveles de expresidon de genes inductores
adipogénicos como Pref-1, Ppary y C/ebpa. Se observé un incremento de los niveles de
expresion de Pref-1 en ambos grupos de células transfectadas con el siRNA-Control y con
el siRNA-Timp-4 mientras pasan los dias de diferenciacion. Por su parte, los niveles de
Ppary y C/ebpa se aumentaron en las células transfectadas con el siRNA-Timp-4 con
respecto a las células transfectadas con el siRNA-Control en el dia 3 de diferenciacién y
posteriormente se observd la disminucidn de la expresidon del ARNm de ambos genes en

los dias 12 y 15.
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Dia 3 Dia 12 Dia 15

C T4 C T4 C T4

0.54 0.38 0.63 0.44 0.46 0.45

1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Expresion del RNAm de Timp-4

1,2

W Hprt

H Timp-4

T4 C T4 C T4

Dia 12 Dia 15

Figura 11 (A) Inhibicién de la expresién de Timp-4 utilizando siRNAs especificos. C corresponde a siRNA-

Control y T4 corresponde a siRNA-Timp-4, las barras rojas indican los dias de este periodo de diferenciacion.

Se muestra el valor relativo de expresién de Timp-4 considerd el valor del gen constitutivo Hprt (B)

Representacion del valor relativo de expresion del RNAm de Timp-4 durante la adipogénesis, considerando

el valor de expresion del gen constitutivo Hprt.
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Expresion del RNAm de C/ebpa, Pparyy Pref-1

1,2

Unidades densitométricas relativas
(=]
>

Dia 3 Dia 12 Dia 15

Figura 12 (A) Expresion de C/ebpa, Pparyy Pref-1 en la linea celular 3T3-L1. C corresponde a siRNA-Control
y T4 corresponde a siRNA-Timp-4; la evaluacion se realizd por PCR. Se muestra ell valor relativo de
expresion de C/ebpa, Ppary y Pref-1 Timp-4 considerd el valor del gen constitutivo Hprt (B) Representacion
del valor relativo de expresion del RNAm de C/ebpa, Pparyy Pref-1, considerando el valor de expresién del

gen constitutivo Hprt.

W Hprt

H Pref-1
M Ppary
B C/ebpa
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Se observé la morfologia celular durante la inhibicion de ARNm del Timp-4 vy el curso de
diferenciacién temporal (Figura 3). Para ello se tomaron fotografias de las células vivas en
el microscopio invertido (Axiovert 40 CFL Carl Zeiss). Se observé que al inhibir la expresion
del ARNm de Timp-4 el proceso de adipogénesis se acelera; ya que se puede observar un
incremento en formacién de vesiculas lipidicas; es decir, una morfologia redondeada
cldsica de lipidos intracelulares dias antes en las células siRNA-Timp-4 que en células siRNA-

Control (L.M. Mejia-Cristobal, et al 2015)

40X

Figura 13. Fotografias de cultivos de la linea celular 3T3-L1 in vivo transfectadas con siRNA-Timp-4 y siRNA-
Control e inducidas a diferenciacidn por 15 dias. Las fotografias se tomaron con el objetivo de 40X (Axiovert
40 CFL Carl Zeiss)
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8.3 Evaluacion de los niveles de expresion de genes tempranos en

adipogenesis: C/ebpB y C/ebpd

In vivo e in vitro se ha demostrado que C/epr y C/ebpd promueven la diferenciacién de

los adipocitos. C/ebpP} se expresa en la etapa temprana de diferenciacién de los
adipocitos y activa la transcripcion de C/ebpa y Ppary, (Rosen ED, Walkey CJ, Spiegelman
2000). En la figura 14 se inhibid la expresidon de Timp-4 (72 horas) y aumentaron lo
niveles de expresion de ARNm de C/ebpd y C/ebpf3 tres horas después de inducir la

diferenciacién de los adipocitos.
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Experimento 1 Experimento 2
A shT4 shT4
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e I
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1,4
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M Hprt
___ mC/ebpp

0,4 - C/ebpd
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c shT4 C shT4

Experimento 1 Experimento 2

Figura 14 (A) Expresion del ARNm de C/ebpP y C/ebpd en la linea celular 3T3-L1. C corresponde a siRNA-
Control y T4 corresponde a siRNA-Timp-4, durante un periodo de diferenciacién por 3 horas, el valor
relativo de expresion de C/ebpB y C/ebpd considerd el valor del gen constitutivo Hprt (B) Representacion
del valor relativo de expresién del RNAm de C/ebpB y C/ebpd considerando el valor de expresion del gen

constitutivo Hprt.
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8.4 Inhibicion de Timp-4 con exposicion de TIMP-4 recombinante humano

en medio de induccion a diferenciacion

Debido que al inhibir Timp-4 el proceso de adipogénesis se acelera, se inhibié Timp-4 vy
posteriormente se administré TIMP-4 recombinante humano (10 nm), para determinar si
era posible revertir este efecto. Se observod que la expresion de Ppary y Pref-1 incrementé
al inhibir Timp-4; sin embargo, si estas células recibian también rhTIMP-4, este incremento
no ocurriria (Figura 15). La expresién de la proteina Ppary se evalud en tres experimentos
por Western Blot y se observé este mismo efecto modulador de la inhibicidon de Timp-4 asi

como de la reversion con rhTIMP-4 (Figura 16).

40



Reus Chavarria Erika

UNAM

shT4 + hriTIMP-4,
C shT4 10nM

A Ppary
103 149 1.09

prer.1 |
1.12 1.20 1.18

Hprt [ ———
1.00 1.00 1.00

Expresion del RNAm de Pref-1y Ppary

(%]

©

=

E 1,6

L 14

(%)

S 12

]

N 1 -

& m Hprt
o 08 -

...5; : M Pref-1
S 06 -

m 7

5 W Ppary
(%)

[J)]

e

©

i)

c

-}

C shT4 shT4 + hrTIMP-4 (10nM)

Figura 15 (A) Expresion del RNAm de Pref-1y Ppary en la linea celular 3T3-L1. C corresponde a células sin
exposicion a rhTIMP-4; shT4 corresponde a células con inhibicién de Timp-4 y shT4 + hrTIMP-4 corresponde a
células con exposicion a rhTIMP-4 durante un periodo de diferenciaciéon por 3 dias. El valor relativo de
expresion de, Ppary y Pref-1 Timp-4 consideré el valor del gen constitutivo Hprt (B) ) Representacion del valor
relativo de expresién del RNAm de Pref-1 y Ppary considerando el valor de expresién del gen constitutivo
Hprt.
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Figura 16. Analisis de los niveles de Ppary por Western blot en células células 3T3-L1, después de tres dias de
diferenciacion de los adipocitos.
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9. DISCUSION

En los ultimos afos, numerosos estudios han investigado el mecanismo de
desarrollo de obesidad, proceso que comprende un aumento tanto en el niumero de
células adiposas como en su tamafio ya que cada célula retiene mayores cantidades de

lipidos en su interior.

La adipogénesis es un proceso que implica una serie de pasos por los que una célula se
especializa [29]. Los cambios morfoldgicos en la célula asi como la acumulacion de lipidos
que acompafian la adipogénesis son el resultado de la expresiéon de genes que son
inducidos a medida que la célula se diferencia; es decir, los cambios en la expresion y

actividad de factores transcripcionales definen el proceso de diferenciacién.

La reorganizacion de la matriz extracelular es un paso crucial de la diferenciacion de los
adipocitos y se controla por el sistema de MMP/TIMP [30]. Los TIMP son proteinas

multifuncionales que tienen un papel en el proceso de adipogénesis.

Meissburger y su equipo de trabajo analizaron la expresion del ARNm de Timp-1 durante
la diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1. La expresién del ARNm de Timp-1 se redujo
en el momento de la induccién y mantuvo sus niveles muy bajos en células 3T3-L1 post
diferenciacién, lo que sugiere un papel negativo de Timp-4 en la adipogénesis.
Independientemente, Scroyen evalud el efecto de la sobreexpresién de TIMP-1 en un
modelo in vivo de la adipogénesis. En este estudio, no se encontrd ninglun efecto
significativo sobre la formacidn de novo de masas de grasa, aunque se ampliaron los vasos
sanguineos, por ello, son necesarios mas estudios para comprender la implicacion de

TIMP-1 en la adipogénesis.

Por otro lado, Bernot y sus colaboradores demostraron que los niveles del ARNm de los
TIMP fueron modulados durante el proceso de diferenciacidn, encontrando que la
expresion de TIMP-3 esta regulada por el factor de transcripcion Spl y que bajos niveles

de Timp-3 son necesarios para la diferenciacion de los adipocitos [31, 39].
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Estos inhibidores se regulan a nivel transcripcional por diversas citocinas y factores de
crecimiento, lo que resulta en una expresion especifica de tejido [23]. El dltimo miembro
descrito de la familia de los TIMP, TIMP-4, se expresa principalmente en el tejido adiposo,
con niveles detectables también en el cerebro y el corazén [24], sin embargo, el papel de
este inhibidor en el tejido adiposo se desconoce. Con el fin de estudiar el papel de Timp-4
durante la adipogénesis, en este trabajo de tesis, las células 3T3-L1 se indujeron a
diferenciacién, encontrandose que la expresion de Timp-4 aumenta durante la

diferenciaciéon de los adipocitos, siguiendo un patrdon de expresion similar al de Ppary.

Con el fin de dilucidar un papel potencial de Timp-4 en la adipogénesis, hemos inhibimos
su expresion con siRNAs especificos. Inesperadamente, nuestros resultados muestran que
al inhibir Timp-4, la expresion de los reguladores clave para la adipogénesis aumenta en
comparacion con las células control; en un curso temporal de diferenciacion por 15 dias,
estos resultados sugieren que Timp-4 podria actuar como un regulador negativo de la

adipogénesis [32].

Para confirmar esta hipétesis, las células siRNA-Timp-4 fueron tratadas con rhTIMP-4 y
diferenciadas como se habia realizado anteriormente. De acuerdo con esta idea, al
diferenciar las células siRNA-Timp-4 en presencia de rhTIMP-4, se observd una
conversion tardia de los preadipocitos a adipocitos. Estos resultados apoyan la idea de

gue Timp-4 actua como un regulador negativo de la adipogénesis [32].

Los TIMPs son proteinas multifuncionales que presentan la localizacién intra y extracelular
[33]. Con el fin de definir el camino por el cual Timp-4 modula la adipogénesis,
anteriormente L.M. Mejia-Cristobal, junto con su equipo de trabajo; investigaron la
localizacion subcelular de Timp-4 y encontraron que se localiza en el citoplasma de las
células 3T3-L1 que se han diferenciado, lo que sugiere que la funcidon de TIMP-4 durante la
adipogénesis no se debe a una funcién reguladora directa de genes. Por otro lado, TIMP-4
podria modular las vias de sefializacién a través de un receptor putativo. Son necesarios

otros experimentos para resolver estas hipétesis y de esta forma conocer las vias con las
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cuales actua Timp-4 en el proceso de adipogénesis para finalmente implementar un

tratamiento contra la obesidad.

10.CONCLU SIONES:

e Laexpresidon de Timp-4 incrementa durante el proceso de adipogénesis.
e Los genes reguladores para adipogénesis incrementan su expresiéon cuando se
inhibe Timp-4.

e Posiblemente Timp-4 actia como un regulador negativo de la adipogénesis.

11.PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se mostrd que Timp-4 es un regulador negativo de la adipogénesis,
mediante la inhibicidon y posterior induccién a diferenciaciéon de células 3T3-L1; sin
embargo aun falta demostrar la regulacidén negativa de la adipogénesis en un modelo in

vivo.

Por otro lado, seria interesante continuar el estudio de regulacién simultdnea de
diferentes miembros de la familia de los TIMPs; que tienen participacion en el proceso de
adipogénesis.

En un estudio global de expresidn por andlisis microarrays previo, se determind la
participacién de NFkB como un regulador negativo de Timp-4 [32]. Seria interesante

continuar el estudio de la regulacion de Timp-4 por medio de las vias relacionadas.
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