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Abreviaturas

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

AMPK: Proteina cinasa activada por AMP

ATF2: Factor de transcripcion activador 2

BAT: Tejido Adiposo Pardo

BMP7: Proteina morfogenética 6sea 7

CD137: Proteina transmembranal tipo 1, de la familia de factor de necrosis tumoral

CREB: Proteina de Unidn a los elementos de respuesta a AMPc

C/EBP: Proteinas de union a CCAAT

DAPI: Diamidino-2-fenilindol

DT2: Diabetes mellitus tipo 2

Ebf2: Factor celular temprano B2

ERP: Receptor de estrégenos beta

ERE: Elemento de respuesta a estrégenos

EWAT: Tejido adiposo blanco epididimal

NE: Norepinefrina



MEM: Medio minimo esencial

Mfy5: Factor Miogénico 5

T3: Triyodotironina

TBX1: Factor de transcripcidon de T-box

TRpB: Receptor de hormona tiroidea 3

TSS: Sitio de inicio de transcripcion

PBS: Tampon de fosfato salino

p38-MAPK: Proteinas cinasas activadas por mitégenos

PET-CT: Tomografia computarizada por emision de positrones.

PGCla: Coactivador de receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfal.

PKA: Proteina cinasa A

PPAR: Receptores activados por proliferadores peroxisomales

PPARE: Elementos de respuesta de receptores activados por proliferadores peroxisomales

PRDMA16: Proteina 16 con dominio PR

RAR: Receptor de acido retinoico

RARE: Elementos de respuesta a receptor de acido retinoico.



RXR: Receptor X Retinoide

scWAT: Tejido adiposo blanco subcutaneo

SDS: poliacrilamida con dodecilsulfato sédico

SFB: Suero fetal bovino

SNC: Sistema nervioso central

SNP:Sistema Nervioso Parasimpatico

SNS: Sistema Nervioso Simpatico

SVF: Fase de estroma vascular

TBX1: Factor de Transcripcién de T-Box 1

TMEM26: Proteina transmembranal 26

TR: Receptor de hormonas Tiroideas

TRE: Elementos de respuesta a receptor de hormonas tiroideas

TZD: Tiazolidinedionas

IMBX: 3-Isobutil-1 metilxantina

UCP1: Proteina desacoplante-1

UCP2: Proteina desacoplante-2



UCP3: Proteina desacoplante-3

WAT: Tejido Adiposo Blanco

ZFP516: Proteina con anillos de zinc 516
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Resumen

La genisteina es una isoflavona presente en la soya y se considera un compuesto bioactivo debido
a su actividad biolégica ampliamente descrita. Anteriormente hemos demostrado que Ia
administracion intraperitoneal de genisteina y la suplementacion dietética activan el programa
termogénico en el tejido adiposo blanco subcutaneo (scWAT) de ratas y ratones bajo multiples
estimulos ambientales, como la exposicion al frio y la alimentacién con una dieta rica en grasas.
Sin embargo, hasta ahora no se habian esclarecido los mecanismos de este proceso. La proteina
desacoplante 1 (UCP1), un polipéptido de la membrana mitocondrial responsable de disipar la
energia en calor, se considera el marcador termogénico mas relevante; por lo tanto, el objetivo
del presente trabajo fue evaluar si la genisteina regula la transcripcién de la UCP1. Aqui se
demuestra que la administracién de genisteina a ratones alojados en condiciones de
termoneutralidad conduce a la aparicion de marcadores de adipocitos de color beige, incluyendo
una fuerte regulacidn al alza de la abundancia de la proteina UCP1 en el scWAT. Los ensayos con
genes reporteros demostraron un aumento de la actividad promotora de Ucpl tras la
estimulacion con genisteina, y los analisis in silico revelaron la presencia de elementos de
respuesta al estrogeno (ERE) y elementos de respuesta al adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
como candidatos putativos de la activacion por genisteina. La mutacidn de elementos de
respuesta al adenosin monofosfato ciclico (CRE), pero no del ERE, redujo la actividad promotora
inducida por genisteina en un 51%. Ademas, los ensayos ChlP in vitro e in vivo demostraron la
unién de la proteina de unién a los elementos de respuesta a AMPc (CREB) al promotor de UCP1

tras la administracidon aguda de genisteina. En conjunto, estos datos aclaran el mecanismo de



induccion de UCP1 mediado por genisteina y confirman sus aplicaciones potenciales en el

tratamiento de trastornos metabdlicos.



Summary

Genistein is an isoflavone present in soybeans and is considered a bioactive compound due to its
widely reported biological activity. We have previously shown that intraperitoneal administration
and diet supplementation of genistein activates the thermogenic program in rats and mice
subcutaneous white adipose tissue (scWAT) under multiple environmental cues, including cold
exposure and high-fat feeding. However, the mechanistic insights of this process were not
previously unveiled. Uncoupling protein 1 (UCP1), a mitochondrial membrane polypeptide
responsible for dissipating energy into heat, is considered the most relevant thermogenic marker;
thus, we aimed to evaluate whether genistein regulates UCP1 transcription. Here we show that
genistein administration to thermoneutral-housed mice leads to the appearance of beige
adipocyte markers, including a sharp upregulation of the UCP1 protein abundance in scWAT.
Reporter gene assays showed an increase in Ucpl promoter activity after genistein stimulation,
and in silico analysis revealed the presence of estrogen (ERE) and cAMP (CRE) response elements
as putative candidates of genistein activation. Mutation of the CRE but not the ERE reduced
genistein-induced promoter activity by 51%. Additionally, in vitro and in vivo ChIP assays
demonstrated the binding of CREB to the UCP1 promoter after acute genistein administration.
Taken together, these data elucidate the mechanism of genistein-mediated UCP1 induction and

confirm its potential applications in managing metabolic disorders.



1.Marco tedrico

1.1 Introduccién

La obesidad a lo largo de los afios ha tenido un dramatico aumento, convirtiéndose en un
problema de salud mundial. Dicha patologia conlleva al desarrollo de otras condiciones
metabdlicas entre ellas: resistencia a la insulina, dislipidemia, aterosclerosis y diabetes tipo 2
(DT2). Ciertamente, se publicd que el 90% de los casos de DT2 estan asociados con obesidad
(Ohlson et al., 1985). Esto ha llevado a varios investigadores a estudiar los mecanismos para la
prevencion de ésta enfermedad (Schrauwen, van Marken Lichtenbelt, & Spiegelman, 2015).
Dado que la obesidad es una acumulacion en la cantidad de tejido adiposo, el estudio de éste se
mantiene en auge. Hasta hace 50 afios solo se conocian dos tipos celulares de tejido adiposo en
humano: el tejido adiposo blanco (WAT, White Adipose Tissue, por sus siglas en inglés) el cual
esta involucrado principalmente en el almacenamiento de energia a través de la acumulacion de
triglicéridos en la vesicula lipidica, y se divide en tejido adiposo subcutaneo y tejido adiposo
visceral; particularmente este ultimo juega un papel importante en la obesidad mediante la
secrecidn de numerosas sustancias bioactivas conocidas como adipocinas que contribuyen a la
inflamacién y al desarrollo del sindrome metabdlico (Dempersmier et al., 2015), y el tejido
adiposo pardo (BAT, Brown Adipose Tissue, por sus siglas en inglés) que se especializa en
mantener la temperatura corporal en mamiferos, debido a su cantidad importante de
mitocondrias. Este tipo celular se encarga principalmente de la conversion de la energia para
generar calor mediante la proteina desacoplante 1 (UCP1), un polipéptido que reside en la
membrana interna de la mitocondria. Su activacidn, disipa el gradiente de protones de la cadena

transportadora de electrones; lo cual induce una fuga de los mismos reduciendo el potencial de
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membrana mitocondrial, resultando en altos niveles de oxidacion de sustratos y generacién de

calor (Cannon & Nedergaard, 2004);(Lowell & Spiegelman, 2000).

En 2009, un estudio retrospectivo, reveld la presencia de adipocitos pardos funcionales en areas
supraclaviculares de humanos adultos, por medio de tomografia computarizada (PET-CT). Estos
adipocitos eran los mismos presentes en animales mamiferos con necesidades termogénicas,
como por ejemplo los 0sos. Posteriormente, se descubrio la presencia de adipocitos semejantes
a los adipocitos pardos en el tejido adiposo blanco, y a este tipo celular se le Ilamé tejido adiposo
beige. Estos adipocitos se encuentran intercalados en el tejido adiposo blanco subcutaneo y la
diferenciacion de precursores de adipocitos a adipocitos beige conlleva a un proceso altamente

inducible llamado “beiging” o “browning” (Cypess et al., 2009).

Al tener el mismo perfil metabdlico que BAT, los adipocitos beige presentan altas tasas de
oxidacion de sustratos que contribuyen eficazmente al disipacidon de energia a través de Ila
termogénesis adaptativa (Schrauwen et al., 2015). Esta actividad termogénica se ha demostrado
que tiene efectos para prevenir del desarrollo de obesidad y de algunas de sus alteraciones como
DT2 (Cederberg et al., 2001). Por tanto se ha dado un énfasis especial al estudio de este tipo
celular y de los circuitos moleculares que promueven el “browning” como un objetivo para

nuevas oportunidades terapeduticas (Kajimura, Spiegelman, & Seale, 2015).

1.2 Origen del tejido adiposo beige

A pesar de tener la misma capacidad para producir termogénesis, el tejido adiposo pardo y beige

poseen varias caracteristicas que deben ser consideradas para distinguirlos como distintos tipos
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celulares. Los estudios de analisis inmunohistoquimicos han revelado que el tejido adiposo beige
deriva de células somaticas precursoras diferentes al factor miogénico 5 negativo (Mfy5;
Miogenic factor 5, por sus siglas en inglés), las cuales dan lugar a tejido adiposo pardo y al
musculo (Harms & Seale, 2013). Posteriormente, la expresiéon del factor factor celular temprano
B2 (Ebf2; Early transcription factor 2, por sus siglas en inglés) actia como un marcador especifico
en los preadipocitos para dirigir el destino celular hacia adipocitos pardos (Kajimura, 2015). Se
ha propuesto que la proteina morfogenética 6sea 7 (BMP7; Bone morphogenetic protein 7, por
sus siglas en inglés) pudiese ser el inductor del Ebf2, ya que su ausencia resulta en una carencia
completa de tejido adiposo pardo (Schulz et al., 2013). Ya que los adipocitos pardos y el musculo
esquelético derivan del mismo origen somatico, se reconocen la presencia de diferentes factores
que son marcadores del destino celular hacia BAT, como son: proteina 16 con dominio PR
(PRDM16), proteinas de unién a CCAAT (C/EBP) y proteina con anillos de zinc 516 (ZFP516)

(Dempersmier et al., 2015).

En el caso de los adipocitos beige, su diferenciacion aun no se dilucidado completamente. Se sabe
gue existen diferentes estimulos externos que inducen su diferenciacion, de los cuales se
abordaran algunos mas adelante. En cuanto a su diferenciacion existe controversia en si los
adipocitos derivan de WAT a través de un proceso de transdiferenciacidn, o si derivan de novo a
partir de la maduracion de precursores (Harms & Seale, 2013 & Cinti et al., 2002). Se sugeria que
habia induccion de células de tejido adiposo blanco a tejido adiposo beige en respuesta a un
estimulo. Sin embargo, otros estudios han mostrado que los adipocitos beige del tejido adiposo
subcutaneo provienen de células precursoras (Frontini & Cinti, 2010). El estimulo al cual estan

expuestos los adipocitos beige es reversible y determina su fenotipo, ya que se ha visto que
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cuando son expuestos a calor pierden su fenotipo pardo y presenta caracteristicas de tipo WAT

nuevamente, este proceso es llamado “whitening”. (Figura 1)(Kajimura, 2015).
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Figura 1. Origenes de adipocitos blanco, pardo y beige. Precursores de adipocitos pardos y beige. El
fenotipo beige puede ser reversible a blanco al eliminar el estimulo inductor de beiging. (Myf5, factor
miogénico 5 negativo), (BMP7, proteina morfogenética 6sea 7), (PRDM16, proteina 16 con dominio PR),
(Ebf2, factor celular temprano B2), (ZFP516, proteina con anillos de zinc 516), (PPARy,receptor activado
por proliferadores de peroxisomas), (C/EBP, proteinas de union a CCAAT). (Figura modificada de Esteve R,
2013).

Para poder distinguir a los adipocitos beige existen marcadores especificos que se expresan en la
superficie celular como son el Cd137 (Proteina transmembranal tipo 1, de la familia de factor de

necrosis tumoral) y la proteina transmembranal 26 (TMEM26, asi como caja T1 (TBX1). De igual
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manera se expresan en este tipo celular: UCP1, el coactivador del receptor activado por
proliferadores de peroxisomas alfa (PGC-1 a) y PRDM16, hay que tomar en cuenta que ultimas

tres proteinas también son marcadores de tejido pardo (Wu et al., 2012).

De todos estos marcadores, UCP1 es fisiolégicamente el mas relevante y esta relacionado con los
efectos metabdlicos, ya que presenta funciones adicionales a la termorregulacion. Se sabe
existen dos homologos de UCP1: Proteina desacoplnate 2 (UCP2) y proteina desacoplante 3
(UCP3). Ambos son 56% identicos a UCP1. Su diferencia radica en su localizaciéon, ya que UCP2
estd expresado en varios tejidos, mientras que UCP3 se encuentra predominantemente
expresado en el musculo esquelético. Los tres polipeptidos se encuentran expresados en tejido
adiposo pardo, pero UCP1 constituye 10% de la proteina de la membrana mitocondrial, en
contraste a UCP2 Y UCP3 que constituyen solamente el 0.1% de la proteina de membrana. La
funcién de estos homologos con respecto a termogénesis y regulacion mitocondrial del
metabolismo energético, se mantiene incierta (Fleury et al., 1997), en contraste con UCP1 la cual

ha sido ampliamente estudiada por su papel que juega en la termogénesis adaptativa.

La importancia de UCP1 ha sido bien establecida en relacion con el desarrollo de obesidad en un
estudio donde se utilizaron ratones knockout para UCP1. Los ratones carentes de UCP1
mostraron mayor susceptibilidad a una obesidad inducida por dieta (Keipert, 2020). Y su
sobreexpresidn indujo en ratones un perfil mds delgado y estos animales fueron mas sensibles a
la insulina (Kozak & Anunciado-Koza, 2008). De manera similar en los seres humanos, un
polimorfismo que reduce la expresion de Ucp1 estd ligado a la obesidad y un incremento en la

expresion de Ucpl, especificamente en el tejido adiposo subcutdneo, se asocia con una mejor
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tolerancia a la glucosa en personas obesas (Sramkova et al., 2007).

1.3 Regulacion transcripcional de UCP1

El estudio del promotor del gene que codifica para UCP1 y su expresidn en tejido adiposo pardo/
beige es de especial interés porque es el Unico tejido en mamiferos que funciona exclusivamente
como érgano termogénico (Lowell & Spiegelman, 2000). El promotor del gen Ucp1 contine varios
elementos-cis que son blanco de varios factores de transcripcién que se han visto son criticos

para la adipogénesis de tejido adiposo blanco y pardo. (Hirsch, 1997).

Estudios del promotor de Ucp1 han identificado un segmento potenciador de 220 pares de bases
localizado aproximadamente 2.9 kilobases rio arriba. Dicho segmento potenciador tiene sitios de
unién para el receptor de hormona tiroidea (TR), el receptor de acido retinoide (RAR) y el
receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR; por sus siglas en inglés). La isoforma

gamma del PPAR y su union al promotor es esencial para la funcidn del potenciador de Ucpl

(Sears MacGinnitie, Kovacs, & Graves, 1996). Se ha observado que PPARy puede activar Ucpl
solamente en los adipocitos pardos, indicando que éste puede actuar como componente clave
en la respuesta termogénica. Una regulacion mediada por PPARYy, se comprueba al administrar
ligandos de éste como es la tiazolidinediona (TZD) en adipocitos pardos, los cuales activa el
programa termogeénico. El coactivador de PPARy conocido como PGC-1 alfa se le puede unir a

una variedad de receptores nucleares incluyendo al RXR y TR e igualmente "egular la expresion

de Ucpl. (Lowell & Spiegelman, 2000) (Figura 2).
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Figura 2. Factores de transcripcion y estimulos que activan la transcripcion de Ucpl. (TZD,
tiazolidenediona), (T3, triyodotironina), (p38-MAPK, proteinas cinasas activadas por mitégenos), (CAMP,
adenosin monofosfato ciclico), (PKA, proteina cinasa A), (PRDM16, proteina 16 con dominio PR), (RXR,
elementos de respuesta receptor retinoide), (PPARy, receptores activados por proliferadores
peroxosimales), (PGCla, coactivador de receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfal),
(Zfp516, proteina con anillos de zinc 516), (TR, receptor de hormona tiroidea ), (CREB, proteina de unién
a elementos de respuesta a AMPc), (ATF2, factor de transcripcidn activador 2), (RAR, receptor de acido
retinoico) (Figura tomada de Vargas-Castillo, et al., 2017)

Otro elemento de respuesta que se encuentra en la regidén potenciadora es el elemento de
respuesta para adenosin monofosfato ciclico (CRE), del cual existen en la parte distal de
potenciador y en el promotor proximal (Kozak et al., 1994). Efectivamente se ha visto que la
adicién de AMPc, asi como la activacion constitutiva de la proteina cinasa A (PKA) pueden inducir
Ucp1 en el tejido adiposo pardo (Sims & Danforth, 1987). La regulacién transcripcional del gen
Ucpl es también controlada por diferentes estimulos externos como por ejemplo el frio, o por
medio de ciertos compuestos que activen cascadas de sefializacién que finalmente activan su

transcripcién (Fenzl,2014). Una pregunta fundamental es conocer cdmo algunos farmacos o
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compuestos bioactivos pueden activar y modular la induccién de la diferenciacién de adipocitos

beige para activar el programa de termogénesis, incluyendo a Ucp1.

1.4 Estimulos inductores de “Browning”

La termogénesis en BAT estd regulada por el Sistema Nervioso Central (SNC), el cual a su vez
ejerce sefiales a la periferia por el sistema nervioso simpdtico (SNS) y el sistema nervioso
parasimpatico (SNP) (Sternberg, Silverman, & Cizza, 2007). Se sabe que el tejido adiposo se
encuentra inervado por el SNS, el cual se encarga de regular el crecimiento de BAT, asi como su
funcién termogénica.

La exposicion al frio es detectada por el cerebro, lo que activa al SNS (aumento del tono
simpatico) promoviendo la liberacién de catecolaminas como la norepinefrina (NE), las cuales
son interactian con la célula por medio de receptores Beta-adrenérgicos, y como se ve en la
Figura 3 inician cascadas de sefializacion que incrementan la transcipcion de genes termogénicos
y a su vez a genes de proliferacion y diferenciacién de células precursoras de adipocitos (Young,
Saville, Rothwell, Stock, & Landsberg, 1982). Efectivamente, el mayor estimulo de “browning”

estudiado a la fecha es el frio.
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Figura 3. La norepinefrina entra a la célula por medio del receptor $3-adrenérgico, acoplando a proteinas
G que inician cascadas de sefalizacion que finaliza en la transcripcion de Ucpl.La activacion de la
transcripcion de UCP1 finaliza en la formacién de calor por la disipacion de protones en la mitocondria
(AC, adenilato ciclasa), (cCAMP, aadenosin monofosfato ciclico), (PKA, proteina cinasa A), (CREB, proteina
de unién a elementos de respuesta a AMPc), (ATF2, factor de transcripcion activador 2), (p38-MAPK,
proteinas cinasas activadas por mitégenos), (PGCla, coactivador de receptor activado por proliferadores
de peroxisomas alfal), (PPARYy, receptores activados por proliferadores peroxosimales gamma), ((PPARa,
receptores activados por proliferadores peroxosimales alfa), (DIO2, diodinasa tipo2), (TFx, factor de
transcripcion). (Figura modificada de Wang, 2019).

Adicionalmente al frio, otros factores han sido identificados como inductores del programa
termogénico. Dentro de estos hay reguladores transcripcionales, factores endocrinos como la
irisina, los cuales actian de manera endogéna. Existen tambien estimulos externos como

sustancias farmacoldgicas como “simpatomiméticos”, factores ambientales (Harms & Seale,
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2013) y factores alimenticios. Estos ultimos tienen una importante participacion dado que se

sabe la dieta es un factor clave que puede modificar la bioquimica molecular de los adipocitos.

2. Antecedentes

2.1 La genisteina como inductor de “browning”

Dentro de los factores alimenticios que favorecen el proceso de “browning” en el tejido adiposo
blanco esta la proteina de soya y de manera particular la genisteina (isoflavona de la soya). Se ha
demostrado que la proteina de soya y la genisteina podrian activar el programa termogénico, ya
gue en estudios previos del laboratorio se observd que el consumo proteina de soya protegia a
animales de obesidad inducida por dieta, al regular los factores de transcripcion relacionados con
el metabolismo de lipidos. Esta mejora era acompafiada de un aumento de Ucpl (Torre-
Villalvazo, Tovar, Ramos-Barragan, Cerbon-Cervantes, & Torres, 2008). De manera particular, se
ha demostrado que la ingesta de genisteina, que es la principal isoflavona de la soya (metabolito
secundario vegetal), disminuye la adiposidad (Kim et al., 2010). Y que esta podria jugar un papel

importante en el metabolismo de lipidos (Palacios-Gonzalez et al., 2019).

Reforzando esta idea, se ha observado que una administracidn intraperitoneal de genisteina
durante 4 dias en ratas sanas de la cepa Wistar, tiene un en efecto en tejido adiposo. Indicando
que esta isoflavona estimula la expresion de genes de la biogénesis mitocondrial y termogénesis,
del coactivador de receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfal (Pgcla)y Ucpl

sugiriendo que la genisteina podria inducir “browning” (Palacios-Gonzalez et al., 2019). De igual
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manera, se observd que la genisteina incrementa la abundancia de uno de los principales
marcadores de adipocitos beige, el TBX1 en el tejido adiposo blanco subcutaneo (Figura 4).

(Palacios-Gonzalez et al., 2019).
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Figura 4. Efecto de la proteina de soya y la genisteina sobre la expresion de marcadores de adipocitos
beige en tejido adiposo blanco. (A) Contenido de ARNmensajero de Ucpl y Pgcla y (B) abundancia de la
proteina TBX1 en tejido adiposo blanco de ratas Zucker (fa fa) alimentadas con caseina o proteina de soya.
(C) Contenido de mARN de Ucpl y Pgcla y (D) abundancia de la proteina TBX1 en tejido adiposo blanco
de ratas sanas de la cepa Wistar inyectadas con genisteina durante 4 dias. Los resultados se muestran
como las medias * S.E. (n = 4/grupo). Los asteriscos indican diferencias significativas entre los grupos (p <
0.05) (Figura editada de Palacios-Gonzélez, 2019).

Adicionalmente, otros estudios previos describen que la genisteina es capaz de incrementar las

concentraciones intracelulares de AMPc en el musculo y el tejido adiposo (Palacios-Gonzalez et
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al., 2019, & 2014). La activacion de esta via por la genisteina podria dar lugar a la fosforilacion de
la proteina cinasa A (PKA) y activacién de proteina cinasa activada por monofosfato de adenina
(AMPK) como se ha observa en la Figura 5 y subsecuentemente podria activar al factor de
transcripcién o proteina de unidn a los elementos de respuesta a AMPc (CREB) que se conoce
estdn presentes en el promotor de Ucpl. Sin embargo, todavia no se conoce claramente el
proceso de la activacién y la induccién del programa termogénico en el tejido adiposo blanco por

medio de la genisteina.

Genisteina

Control DMSO 5,M 15uM 30uM

e [T

AMPK —-—— e e e el
GAPDH | s s S S s

Figura 5. Fosforilacion de AMPK en respuesta a la genisteina, concentracién 5, 15 y 30 uM. Inmunoblot
de adipocitos derivados de fase estromal vascular (SVF) que fueron expuestos 7 dias a diferentes
concentraciones de genisteina. (DMSO, dimetilsulféxido), (AMPK, proteina cinasa activada por AMP),
(GAPDH, gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa). (Figura tomada de Palacios-Gonzélez B, 2019)

3. Hipdtesis

La genisteina induce la activacidon de un complejo transcripcional, aumentando la expresion de

Ucp1 permitiendo la induccion al fenotipo termogénico del tejido adiposo in vitro e in vivo

4. Objetivo General

Identificar los posibles factores de transcripcién involucrados en la regulacién de Ucpl, en
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respuesta a genisteina in vitro e in vivo.

4.1 Objetivos Especificos

In vivo

e Determinar la capacidad de genisteina de inducir “browning” en termoneutralidad.
e Determinar los factores de transcripcion que regulan la transcripcién de Ucpl mediante

estimulo de genisteina, in vivo.
In vitro

e Demostrar la capacidad de la genisteina para inducir el “browning” directamente.
e Identificar los potenciales factores de transcripcion involucrados en la regulacion de Ucp1.
e Determinar los factores de transcripcidn que regulan la transcripcién de Ucpl mediante

estimulo de genisteina, in vitro.

5. Metodologia

5.1 Ratones

Los protocolos y procedimientos descritos en esta seccién fueron aprobados por el comité del
cuidado de los animales del Instituto de Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, CICUAL 1900,
de la Ciudad de México. Para el estudio, ratones macho C57BL/6 de 8 semanas de peso 20-25

gramos fueron mantenidos en cajas en un ciclo luz-obscuridad de 12h. Para evaluar el efecto de
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la genisteina en la expresion de UCP1, los ratones estuvieron expuestos a una temperatura de
30°C (a lo que nos referiremos como termoneutralidad) por 8 dias con 5 dias de aclimatacion.
Posteriormente 5 dias consecutivos se les administrd un tratamiento intraperitoneal de
genisteina para evitar la expresion de UCP1 inducido por el estimulo de la temperatura.

Durante el estudio los animales fueron alimentados con dieta control (Tablal) de acuerdo con el
Instituto Americano de Nutricion. El consumo de alimento fue medido dos veces a la semana, asi
como la ganancia de peso fue evaluada al final del periodo de aclimatacién y después del

tratamiento de genisteina.

Tabla 1. Composicion de la dieta control AIN-93.

Ingredientes Control (%)
L-Cystina 0.3
Birtartrato de Colina 0.25
Mix de vitamina 1
Fibra 5

Mix de Minerales 35
Aceite de soya 7
Maicena 39.74
Pan dextrinado 13.2
Sucarosa 10
Caseina 20
Manteca de cerdo 0
TBHQ 0.0014
TOTAL 99.99

TBHQ:Terbutilhidroquinona
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5.2 Estudio: Efecto de la genisteina en termoneutralidad

Después del periodo de aclimatacion, los ratones fueron asignados aleatoriamente en dos
diferentes grupos, el primer grupo recibié una inyeccién intraperitoneal con genisteina (Enzo life
Sciences, Farmingdale, Nueva York, EUA) a una dosis de 40/mg/kg/dia, dosis con efecto en la
induccidn de adipocitos termogénicos previamente utilizada en (Palacios-Gonzalez B, 2019). El
segundo grupo recibié una inyeccién con el vehiculo, dimetilsulféxido (DMSO; Millipore sigma,
Burlington, Massachussets, EUA). Este procedimiento se llevd a cabo por 5 dias. En el dia 5 de la
inyeccion intraperitoneal los ratones fueron eutanizados. Las muestras de tejido adiposo
subcutdneo (scWAT) y de tejido adiposo epididimal (eWAT) fueron pesados, una fraccién del
tejido fue utilizado para analisis histoldgico y el tejido remanente fue inmediatamente congelado

en nitrégeno liquido y almacenado a -80°C.

5.3 Analisis histologico

El tejido adiposo fue fijado durante la noche en formalina al 10%, para una deshidratacién
posterior, fueron limpiados con xilenos e incorporadas en parafina. Los tejidos fueron

seccionados (4 um) y tefiidos con hematoxilina y eosina, fueron visualizados en microscopio 40X.

5.4 Analisis de Western blot

Se utilizaron extractos de scWAT y eWAT fueron homogenizados en amortiguador RIPA
(preparado con amortiguador PBS), SDS, deoxicolato de sodio, azida de sodio P-40 (NP-40), e

inhibidores de proteasas y fosfatasas. (Roche Diagnostics, Basel, Suiza). La proteina total fue
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obtenida por centrifugacién a 17784g por 20 minutos y se cuantificaron por fluorimetria (Qbit 4,
Thermofisher Scientific, Whaltam, Massachussets, EUA). Las proteinas fueron separadas en un
gel de electroforesis- SDS-poliacrilamida y transferidas a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (Bio Rad Laboratories, Hércules, California, EUA). Las membranas fueron incubadas
con anticuerpos especificos contra UCP1 (Abcam ab10983, Cambridge, Reino Unido), PGCla
(Santa cruz sc-13067, Dallas, Texas, EUA) y TBX1 (Abcam ab109313), fueron revelados usando un
anticuerpo secundario (Abcam ab205718), . El anticuerpo anti-GAPDH (Abcam ab181602) fue
utilizado como un control de carga. Las bandas fueron detectadas usando Immobilon Western
chemiluminescent HRP substrate (Millipore Sigma). La quimioluminiscencia se digitalizé usando
el sistema de imagen del equipo ChemiDoc MP (Bio Rad Laboratories) y analizados mediante el

software de procesamiento de imagen ImageJ 1.51 (100) 2015.

5.2 Manipulacién de las células 3T3-L1

Se crecieron células de la linea celular 3T3-L1 de (ATCC, American Type Culture Collection,
Manassas, Virginia, EUA). Las células se mantuvieron en flask de 75 cm? con medio Eagle
modificado de Dulbecco con alto contenido en glucosa marca (Gibco, Billings, Montana, EUA)
mas suero fetal bovino (SFB) al 10%y antibidtico, antimicdtico al 1%. Se multiplicaron las células
dejandolas crecer a una confluencia del 80%. A este punto se les agregd tripsina-EDTA al 5%, esta
se inactivé con PBS al 1%. Se recolectaron las células y centrifugaron por 4 min a 138g. Se elimind
el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 ml de DMEM. Se realizé el conteo y se

sembraron en los siguientes matraces.
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5.3 Diferenciacion celular

A partir de un pase celular joven de células 3T3-L1, se sembraron células en placas de 6 pocillos,
cada uno con 5,0000 células por pozo aproximadamente. Cuando las células alcanzaron la
confluencia del 70-80%, se indujo su diferenciacién con IBMX (0.5mM), dexametasona (1uM) e
insulina (1uM) (Medio de diferenciacion). El medio fue intercambiado al tercer dia por el medio
de maduracién (medio Eagle modificado de Dulbecco, DMEM alta glucosa + insulina)
adicionandoles estimulos con genisteina a diferentes concentraciones (60, 30, 15 y 5 uM). Se
mantuvo un control positivo con triyodotironina (T3) y pioglitazona, asi como un control negativo
con DMSO. Las células se mantuvieron bajo este tratamiento hasta su maduracién. Al finalizar la
diferenciacion las células fueron tripsinizadas y separadas para tratamiento con mitotracker o

bien extraccidn de acido ribonucleico (ARN).

5.4 Ensayo de Mitotracker

Posterior a la diferenciacion celular las células se tripsinizaron y centrifugaron a 138g y fueron
re-sembradas en una nueva placa. Se incubaron con mitotracker (100 nM) por 30 min, y se
lavaron con PBS. Dos dias después las células fueron examinadas bajo el microscopio de luz y las

imagenes fueron capturadas usando un ocular de ampliacién 10X.

5.5 Analisis in silico del promotor de Ucpl de ratdon Mus musculus
Para analizar los posibles elementos de respuesta del promotor de Ucpl que podrian ser
activados por la genisteina, se buscé la secuencia del promotor de Ucpl en NCBI, considerando

el sitio de inicio transcripcional (identificado en L. P. Kozak, Britton, Kozak, & Wells, 1988) y se
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tomaron -2999 pb rio arriba. Posterior a esto se analizé dicha secuencia en la base de datos
Matlnspector (www.genomatix.de/matinspector.html), para identificar los elementos de
respuesta presentes en el promotor. Se seleccionaron los elementos de respuesta putativos que
tuvieran un puntaje de similitud por arriba de 0.75. Por consiguiente, se disefiaron 5 fragmentos
dentro de los cuales cada uno tuviera uno de los posibles elementos de respuesta involucrados
en respuesta a genisteina, para una posterior evaluacién de la funcionalidad con un ensayo de

luciferasa.

5.6 Disefio de construcciones

Se disefiaron los “primers”, que contienen los sitios de restriccion de las enzimas Kpn | y Xhol
(Roche, Indiandpolis, EUA), los cuales amplificaron los fragmentos por reaccién en cadena de
polimerasa (PCR) (Tabla 2). Para poder determinar la temperatura de amplificacién del
fragmento, se hizo un PCR de gradiente de temperatura. Se establecieron las temperaturas
6ptimas de cada fragmento. El vector pGL3 se digirid con enzimas de restriccidén y se traté con
fosfatasa alcalina. Los productos de la PCR se clonaron en el Pjet2.1, siguiendo las instrucciones
del estuche (Clonelet PCR cloning, Agilent, Santa Clara, California, EUA). Una vez purificados los
pldsmidos plet que contenian los fragmentos, se procedio a la subclonacion con el vector pGL3.
La ligacién de los fragmentos con el vector se realizé con la enzima T4 (Invitrogen, Waltham,
Massachussets, EUA). La transformacion se llevé a cabo por choque térmico. Cuando las colonias
crecieron, se obtuvieron plasmidos mediante miniprep (Qiagen, Hilden, Alemania). Se confirmé
la presencia de fragmentos por medio de una digestidn enzimatica con Kpnl y Xhol.

Posteriormente se verificé la presencia del fragmento por medio de la secuenciacion.
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Tabla 2. Oligonucleétidos disefiados en este proyecto.

Nombre del Plasmido Oligonucleotidos (5’-3")

Oligonucleotidos usado en la generacion de los constructos del promotor

F1 -9 forward GGGTACCCCGGCAATCTGGGCTTAAC

F2 -260 forward GGGTACCCGAGTGACAAAAGGCACCA
F3-551 forward GGGTACCCCAGTTTTTGCATGGATTCCC

F4 -689 forward CCGGGGTACCTATTCAAAGGAGCAAGGG
F5-2999 forward GGGTACCCATGCCAATTTATAGTGCCGTCA
Rvs- reverse CCTCGAGGGGCG TGAGTGCAAGAA

Oligo nucleétidos para la mutacién del promotor (5°-3")

mutERE1f GTGCATCGTGTGGTCACTTaTAGTTGGGCG
mutERE1r CGCCCAACTAtAAGTGACCACACGATGCAC
mutERE2f CTATATAGATCTCCCAtGaCAGGGCGCAGAAGTGC
mutERE2r GCACTTCTGCGCCCTGtCaTGGGAGATCTATATAG
mutCREf GGCTTTGGGAGTGtgGCGCGGCTGGGAGGCTTG
mutCREr GCCGCGCcaCACTCCCAAAGCCCTGGCCAC

Oligonucledtidos para secuenciar (5-3")
Rvprimer 3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
Glprimer 2 GGAAGACGCCAAAAACATAAAG
(ERE; elemento de respuesta a estrégenos), CRE (elementos de respuesta a AMPc)

5.7 Secuenciacion

Con el acidodesoxirribonucleico (ADN) de las colonias cultivadas, se utilizé el estuche de
secuenciacion “DTCS” (Beckman Coulter, Brea, California, EUA) para analizar los productos de la
PCR. A continuacidn, se purificaron por medio de las instrucciones recomendadas por el estuche
y se secuenciaron con el estuche Ceq 8800 de Beckman Coulter, utilizando los “primers” de los

vectores RV3 y GL2 (Tabla 2).
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5.8 Transfeccion y ensayos de Luciferasa

Para una transfeccion exitosa se utilizo la linea celular Hek293. Las células cultivadas se
mantuvieron en un flask de 75 cm? con Medio Esencial Minimo Eagle (MEM; Gibco),
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB) y un 1% de antibidtico/antifingico. Una
gue alcanzaron el 80% de confluencia, las células se trataron con tripsina-EDTA al 5%, que luego
se inactivo con PBS al 1%. Se recolectaron las células y se sembraron en cajas de 12 pozos a una
densidad de 1.5 X 10° células por pozo en 1 ml de medio. Al estar las células de nuevo a una
confluencia del 80% se hizo una transfeccién transitoria de los plasmidos UCP1-luc (750 ng) o el
vehiculo vacio (pgl3b, Promega, Madison, Wisconsin, EUA) utilizando Lipofectamina 2000
(proporcién 1:3 de acuerdo con las instrucciones del fabricante). Cinco horas después de la
transfeccion se agrego el estimulo de genisteina 15 uM o su vehiculo. Las células se lisaron 24
horas después con 250 pl de amortiguador de lisis pasiva 5X. Se midié la actividad de luciferasa
con el sobrenadante obtenido con el amortiguador de lisis de las células transfectadas. Se midid
la actividad como unidades relativas de luz con un Luminémetro BD Monolight 3010C (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, California, EUA). Se normalizd con proteina total
cuantificadas por el método de Lowry. Para conocer el porcentaje de transfeccion se realizd
previamente una cotransfeccion con la proteina verde fluorescente (GFP) junto con la
construccion completa (-2999 pb), los nucleos de las células se tifieron con DAPI a las 24 horas 'y
posteriormente se analizaron con el software del equipo cytation (Biotek, Winooski, Vermont,
EUA). Se hizo la cuantificacién y calculé la eficiencia. Se obtuvo el nimero de células que

contenian el verde fluorescente y se normalizé con el nUmero de células totales. Como se observa
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en la Figura 6, los nucleos estan tefiidos de azul y de verde se visualiza el GFP.

2000 pm

Figura 6. Eficiencia de transfeccion. Células Hek293 cotransfectadas con plasmido del promotor completo
de UCP1 (-2999pb) y la proteina verde fluorescente (GFP) con una proporcion 1:3 de lipofectamina 2000.
La eficiencia calculada por el software es de 43%.

5.9 Mutagénesis dirigida

Utilizando las construcciones del promotor proximal como plantilla, se disefiaron primers (Tabla
2) para realizar la mutagénesis. Siguiendo las instrucciones del kit de mutagénesis Quikchangell,
(Agilent) se realizo la PCR, se transformd y se cultivaron colonias. Tras la purificaciéon del ADN de
los plasmidos mediante Maxiprep (Qiagen), se secuenciaron para verificar la mutacién deseada.

Una vez verificada la mutacidn, se realizaron transfecciones como se describié antes.

5.10 Extraccion de ARN y PCR tiempo real

Después de la diferenciacidn celular de las células 3T3-L1, asi como extractos de scWAT de
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ratones se extrajo el RNA mediante el reactivo TRIzol (Invitrogen) utilizando 200 pL de cloroformo
para separar las fases, 500 uL de isopropanol para precipitar el ARN y 1ml de etanol al 75% para
lavar la pastilla de ARN. Posterior al lavado de pastilla de ARN se dejo secar durante 30 minutos
y se resuspendio en 20 ul en agua libre de ADNasas y ARNasas. Una vez obtenido el ARN se
cuantific6 por medio de espectrofotometria usando el quipo Nanodrop 2000 (Bio Rad
Laboratories). A partir de ahi se sintetizo ADN complementario (cADN) por medio de
transcripcién reversa de RNA (3000 ng). El cADN fue sometido a reacciéon en cadena de la
polimerasa. Para realizar la cuantificacidon de la abundancia relativa del mARN se utilizd Syber
Green (Roche Diagnostics). La expresion se determiné por triplicado y se analizé la expresién de
los genes: UCP1, CITED1, TMEM26. Se utilizd HPRT y 336B4 como genes “housekeeping” y para

su normalizacion.

5.11 Inmunoprecipitacion de la cromatina (chIP)

Preparacion de muestras de linea celular: las células HEK293 fueron transfectadas después de
recibir los estimulos Posterior a las 24 h, las células se fijaron con formaldehido al 0.8% y PBS por
10 minutos. Se mantuvieron 5 minutos con glicina a 125 nM vy se le hicieron 3 lavados con PBS
frio. Se almacenaron en PBS con inhibidor de proteasas y se sonicaron en tubo 1.5 ml con 100 pl
de ADN (32ng/ul RIPA 0.5% SDS). La cromatina se fragmento por medio de sonicacién con 45
ciclos: 60s ON, 60s OFF en hielo. Se hizo el “reverse cross-linking” por medio de PCR. Los
fragmentos se buscaron de un tamaiio de 100-500 pb. Se verificd el tamafio de los fragmentos

mediante un gel de agarosa 1% se corrid por electroforesis.

Preparacion de muestras de tejido adiposo subcutdneo (scWAT): 0.5 g del tejido fue fragmentado
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con bisturi en base congelada. Los fragmentos se fijaron con formaldehido al 0.8% con PBS por
10 minutos. Posterior a una incubacion de 5 minutos con glicina, se hicieron 3 lavados con PBS
1X y se almacené con PBS frio adicionado con inhibidor de proteasas. Para el aislamiento de
nucleos, se elimind el PBS 1X y se lisé con amortiguador de lisis de membrana plasmatica (HEPES
10 mM; KCI 60 mM; EDTA 1 mM; NP40 1%). Se dieron 20 golpes con homogeneizador manual. Se
centrifugd para eliminar una capa de grasa. Se transfirio la pastilla y la fase acuosa a tubo nuevo.
Posteriormente se centrifugd y se lisaron los nucleos con RIPA 0.5% de SDS. Se tifieron los nucleos
con diamidino-2-fenilindol (DAPI) y se visualizd en el microscopio y se utilizé el software del

Cytation (Biotek) para su visualizacidn y cuantificacién celular (Figura 7).

Figura 7. Nucleos de adipocitos de scWAT, tefiidos con diamidino-2-fenilindol (DAPI).

Posterior a la preparacion de cromatina en células y en tejido, la inmunoprecipitacidon fue llevada
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a cabo durante toda la noche a 4°C, usando 3 pug de anticuerpo antifosfoCREB (Invitrogen, Cat #
44-927G). Al dia siguiente, se agregaron perlas mangenticas proteina-G (Thermofisher) y
continuaron la incubacién a 4°C. Despues de lavados, el complejo fue eluido de las perlas, se hizo
el “reverse crosslinking” y las proteinas fueron digeridas por la proteinasa K a 65°C durante toda
la noche. ADN fue purificado usando perlas magnéticas (AMPure XP, Beckman Coulter #A63880)

y amplificadas usando los primers de la Tabla 2.

5.12 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en este estudio se presentan como promedio + Error estandar. Para
examinar el efecto de los tratamientos se utilizo t- test, ANOVA de una via o dos vias seguida de
Tukey’s post-hoc test para comparacién multiple e interacciones variables. Todos los valores de
p fueron pruebas bilaterales con p<0.05 fueron consideradas como estadisticamente

significativas. Los datos fueron analizados con GraphPad Prism 9.

6. Resultados

6.1 La genisteina induce la diferenciaciéon de células 3T3-L1 a adipocitos
termogénicos.

La diferenciacién de las células 3T3L1 fue inducida in vitro en respuesta a genisteina a diferentes
concentraciones (60, 30, 15 y 5 uM). Después de los tratamientos de diferenciacidn, las células
fueron incubadas con Mitotracker para tefiir las mitocondrias de los adipocitos. La genisteina
pudiese estar induciendo biogénesis mitocondrial (Figura 8). Especialmente a una concentracién
de 30 uM de genisteina. El vehiculo o DMSO no indujo diferenciacién. En la Figura 3B se observa

la cuantificacién de mitocondria que fue analizado por el programa de software Imagel, el cual
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nos indica que a una concentracién de 30 uM de genisteina se induce mayor numero de
mitocondrias.

Para confirmar que estas células se han diferenciado en adipocitos termogénicos, se midié la
expresion del marcador UCP1 por g-PCR. Como se observa en la Figura 8B grafica inferior, la
concentracion 30 uM de genisteina fue la dosis donde se encontré mayor expresién de Ucpl

comparado con las otras dosis.

>
@

Mitotracker

2000

1500

1000

500

Fluorescencia relativa

5uM 15uM 30uM 60uM DMSO

Genisteina

ucpP1

Expresion relativa

Genisteina
5uM 15uM 30uM 60uM DMSO

Genisteina

Figura 8. Tincion y densitometria mitocondrial en adipocitos diferenciados en respuesta a genisteina. (A)
Mayor cantidad de mitocondrias presentes en respuesta a genisteina 30 UM a comparacién de 5, 15y 60
uM. El vehiculo no indujo la diferenciacién de adipocitos beige a comparacién del tratamiento con
genisteina (A)(B) expresidon de Ucp1 en respuesta a diferentes dosis de genisteina en células 3T3L1. Dosis

de 30 uM induce mayor expresidn de los marcadores de adipocitos beige ucpl en comparacién con otras
dosis. n=3
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6.2 Administraciéon de genisteina a temperatura ambiente estimula el “browning”
en tejido adiposo blanco.

Para determinar el efecto de la genisteina como activador de la remodelacion de adipocitos
“beige” en tejido adiposo blanco, ratones C57BL/6 fueron sujetos a administracién de genisteina
por 5 dias. Para evitar cualquier contribucién potencial del sistema nervioso simpatico en este
proceso, los animales se mantuvieron a una termoneutralidad. (30 °C). Aunque no se encontré
diferencia en el peso de los animales Figura 9A y el consumo de alimento Figura 9B entre los
tratados con genisteina y el grupo control, el tamafo de los adipocitos observados estaba
significativamente reducido en ambos scWAT Figura 9C, D y eWAT Figura 9C, E comparado con
los ratones a los que se les administré unicamente el vehiculo. Un incremento significativo en la
abundancia de la proteina UCP1 se encontrd en scWAT y en eWAT, asi como en los marcadores
de “browning” incluyendo PGCla y TBX1. Estos se encontraban aumentados cuando los animales
recibieron administracién de genisteina en comparacion del grupo control Figura 9F, G indicando
claramente que este compuesto bioactivo es capaz de estimular el proceso de “browning”
particularmente en la transcripcion de Ucpl. Por tanto, el mecanismo por el cual la genisteina

estimula la expresidn de Ucpl es capaz de llevar este proceso necesita de ser investigado.
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Figura 9. La genisteina induce “browning” a termoneutralidad. (A) Ganancia de peso de ratones C57BL6
en termoneutralidad (30 °C) y sujetos a administracion diaria de genisteina o vehiculo (DMSO,
dimetilsulféxido) por 5 dias. n = 8 por grupo. (B) Ingesta de comida (kcal/dia) de ratones descrita en A. (C)
Tincién representativa (n = 5 por grupo) de hematoxilina y eosina de scWAT y de eWAT de los ratones
descritos en A. Escala de barra = 50 um. Cuantificacidn del area de adipocitos de (D) scWAT y de (E) e WAT
de las imagenes mostradas en C. (F) Western blot de PGC-1a, y de marcadores de “browning” UCP1 y
TBX1 de scWAT y eWAT de los ratones descritos en A. GAPDH fue utilizado como control de carga. (G)
Densitometria cuantitativa del western blot mostrados en F. Resultados representados en medias + SEM.

*P <0.05, **P <0.01y ***P <0.001 ****P < 0.0001 vs. grupo del vehiculo (DMSO, dimetilsulféxido) por
Student t test.

6.3 Determinacion de los potenciales elementos de respuesta involucrados a
genisteina en el promotor de UCP1.

Para establecer cudles de los elementos en cis podrian ser los potenciales blancos responsables
de la estimulacion de la transcripcidn de Ucpl, se llevd a cabo un andlisis de la regidén promotora
de Ucp1 utilizando la base de datos MatInspector (version 8.0), En la Figura 10, asi como en la
Tabla suplementaria 1 se muestra el promotor de Ucpl, asi como todos los elementos de
respuesta putativos responsables de la transcripcidn de Ucp1 con un core de similitud superior a

0.75, que se han visto implicados en los procesos de “browning” o diferenciaciéon de adipocitos.
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Figura 10. La regidon del promotor Ucpl contiene varios elementos de respuesta putativos que pudiesen
ser los mediadores de la activacidn de genisteina. Secuencia de nucledtidos de la region 5" (nt -2999pb a
+50) del promotor del gen de Ucpl. Los numeros indican la posicidn relativa del sitio de inicio de
transcripcion (TSS por sus siglas en inglés) designado como +1. Los potenciales elementos de respuesta
predicho por el analisis de Matlnspector se les asigno un color. (TRE; elemento de respuesta a tiroides;
(CRE, elementos de respuesta a AMPc); (RARE, elementos de respuesta a acido retinoico); (PPARE,
elementos de respuesta a proliferador de peroxisomas); (RXR elementos de respuesta receptor retinoide
X); (ERE, elementos de respuesta a estrégenos) .

Se encontraron dentro de este analisis de promotor, dos elementos de respuesta de estrégeno
(ERE), -27 bp y -609 bp, rio arriba del sitio arriba de transcripcidn. Se ha visto que la genisteina
puede unirse al receptor de estrégeno, especialmente una particular afinidad al receptor de
estrégeno B (ERB), debido a su similaridad estructural con 17f3-estradiol. A pesar de que se ha
sugerido que las hormonas esteroideas podrian modular la expresién de Ucpl, no se ha
demostrado que la genisteina pudiera activar este gen via el receptor de estrégenos.

De igual manera, el analisis del promotor también nos mostré 4 sitios CRE en el promotor de
Ucpl. La genisteina puede incrementar los niveles de AMPc y por lo tanto la enzima PKA, que
culmina en la activacion de CREB, un potencial factor transcripcional que pudiese activar la
transcripcién de Ucpl, de igual manera el mecanismo mediado por CRE tampoco ha sido
documentado. El analisis de -2999pb rio arriba del sitio de inicio de transcripcién también reveld
la presencia de otros sitios de unidn putativos, incluyendo el elemento de respuesta a hormona
tiroidea (TRE, por sus siglas en inglés), el elemento de respuesta a receptor activados por
proliferadores peroxisomales (PPARE, por sus siglas en inglés), los elementos de respuesta a
acido retinoico (RARE, por sus siglas en ingles), que pusieses ser capaces de inducir la expresion

de Ucp1 (Figura 10). Por lo tanto, se disefiaron cinco construcciones usando el vector reportero

pgl3b y unas partes del promotor de Ucp1 que contienen algunos de los elementos de respuesta
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putativos a unién del promotor. Para determinar su funcionalidad y conocer la activacién
transcripcional de la genisteina a nivel promotor. En la Figura 11, presentamos el esquema de la
construccion mas grande conteniendo los elementos de respuesta que pudieran ser afectados

por la accion de la genisteina.

TATA
box

-2999pb -2000pb CRE +1ibp

AORVOVOVTDTDTIER. . MOV EDOVOVOV D DTUONTDNTDNT~

-500pb gen UCP1

Promotor de Ucp1

Figura 11. Diagrama del promotor del gen Ucp1 de 5" region flanqueada nt -2999pb a +1 demostrando los
elementos de respuesta a AMPc (CRE) y elementos de respuesta a estrogenos (ERE). (TATA box; caja
TATA).

6.4 La genisteina estimula el promotor del gen Ucp1

Para determinar la capacidad de la genisteina de activar el promotor del gen Ucpl, las células
Hek293 fueron transfectadas con diferentes construcciones Ucp1-Luc. El vector vacié (pGL3b) fue
incluido como control negativo. Después de las transfecciones, el estimulo de genisteina fue
agregado a una concentracion de 15 uM. Como se observa en la Figura 12, la genisteina
significativamente aumento la actividad del promotor de Ucp1 comparado con el vehiculo. Este
efecto puede ser observado desde -260 pb hasta el vector completo (-2999 pb) indicando por lo
menos la presencia de un elemento de respuesta mediado por la genisteina en el promotor de

Ucp1 y este efecto no se observa en el vector vacid pGL3b.
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Figura 12. La genisteina estimula la actividad del promotor de Ucp1. Efecto de la genisteina (15 uM) y del
vehiculo (EtOH) en la actividad del promotor de Ucpl. Andlisis funcional del promotor del gen Ucp1 de
ratén. Fragmentos de los tamanos indicados en la regién 5° fueron clonadas en el vector de pGI3 basicy
transfectadas en células Hek293 seguidas de estimulacidon con genisteina o vehiculo. La actividad de
luciferasa fue medida 24h después y normalizado con el contenido de proteina total. Los resultados se
expresan en promedio + SEM de los tres experimentos independientes por plasmido. LUC, luciferasa. RLU,
Unidad relativa de luz. Se realizé ANOVA de dos vias seguida de Tukey’s post-hoc test. Las diferentes letras
indican significancia dondea>b>c>d>e.

6.5 La estimulacion del promotor de Ucpl mediante genisteina no ocurre via el
receptor de estrogenos.

Exploramos si la genisteina puede promover la transcripcion del gen de Ucp1 a través de los EREs
encontrados en el andlisis in silico. Para este propdsito, hicimos construcciones con mutaciones
sitio-dirigidas localizadas en -27 pb y -609 pb, respectivamente desde el sitio de inicio de
transcripcién (Figura 13A). Los ensayos de luciferasa revelaron que las mutaciones de estos cis-

elementos de respuesta no redujeron la estimulacién de la genisteina en el promotor del gen
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Ucp1 (Figura 13A), indicando que el efecto de este compuesto bioactivo en la transcripcion del

gen Ucpl no esta mediada por la via del receptor de estrégenos.
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Figura 13. Estimulacion del promotor de Ucpl mediante genisteina no curre via elementos de respuesta
a estrogenos. (A) Diagrama del promotor de Ucpl de la region 5° flanqueante nt -2999 pb a +1
demostrando la secuencia y localizacion de los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) asi como
mutagénesis sitio dirigida llevada a cabo en los EREs. (B) Efecto de la genisteina (15 uM) y el vehiculo
(EtOH) en el plasmido completo -2999 pb a +1 y los plasmidos mutados en sitios EREs del promotor de
Ucpl. La actividad de luciferasa fue medida 24 h después de la estimulacion y normalizada con el
contenido total de proteina. Los resultados se expresan en promedios = SEM de tres experimentos
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independientes por constructo.LUC; luciferasa. Se realizd ANOVA de dos vias seguida de Tukey’s post-hoc
test. RLU, Unidad relativa de luz Las diferentes letras indican significancia donde a> b > c > d.

6.6 La estimulacion de la transcripcion del gen Ucpl por genisteina ocurre via CREB

El promotor del gen de Ucp1 tiene cuatro potenciales sitios de union a CREB. Como mencionamos
previamente, ha habido una regulacion a la alta en la actividad del promotor de Ucpl mediado
por la genisteina usando los plasmidos ucpl-Luc que contienen solo -551 y -260 pb rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcién comparado con el vector completo (-2999 pb), sugiriendo la
presencia de un elemento de respuesta putativo activado por la genisteina en esta regién del
promotor activado por la genisteina o bien la ausencia de un potencial sitio de inhibicidn.
Interesantemente, al aumento de la actividad que se observa con la genisteina en el promotor,
es suprimido cuando las células son incubadas con MDL-12330 (Figura suplementaria 1) y con
H89, un inhibidor selectivo de PKA, indicando que la activacidon de Ucpl mediante la genisteina
ocurre via cAMP/PKA/CREB (Figura 14). Notablemente, el efecto supresor puede observarse con
mayor impacto en el plasmido -260 pb, sugiriendo que los elementos de respuesta CRE préximos

al inicio de inicio de transcripcion del gen Ucp1 estan involucradas en esta regulacion.
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Figura. 14. Promotor de Ucpl es inducido por genisteina via cAMP/PKA/CREB. Analisis funcional de
promotor de Ucpl, los fragmentos de tamafios indicados fueron transfectados en células Hek293 vy
estimulado con genisteina (15uM) o el vehiculo (EtOH) en presencia o ausencia de un inhibidor selectivo
de la proteina cinasa A, H89. La actividad de luciferasa fue medida 24 h después de estimulacion y
normalizada con el contenido de proteina total. Los resultados se expresan en promedios + SEM de seis
experimentos independientes por constructo. Se realizé ANOVA de dos vias seguida de Tukey’s post-hoc
test. RLU, Unidad relativa de luz Las diferentes letras indican significancia dondea>b>c>d>e.

6.7 La mutacion del sitio de union CREB -146 pb del gen del promotor de Ucpl anula el efecto de
la genisteina.

Para validar que la activacion de Ucp1 ocurre via cAMP/PKA/CREB, mutaciones de sitio de unién
a CREB localizados en la region del promotor proximal fueron realizadas. Los resultados
claramente muestran que la mutacion de CRE sitio dirigida a -146 pb del inicio de transcripcion
del gen Ucp1 anulan la activacién mediada por genisteina Figura 15A. De hecho, la estimulacién
con forskolina un activador de PKA, también estimula el promotor del gen Ucp1. Figura 15B Por
tanto, esta evidencia demuestra que la genisteina activa la transcripcion del gen Ucpl via

cAMP/PKA/CREB mediante el sitio de unidn de -146pb CRE.
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Figura 15. Promotor de Ucpl es inducido por genisteina y forskolina via cAMP/PKA/CREB. (A) Diagrama
del sitio de union de CREB y la mutacién de CRE realizada en -551 pb +1 de la region del promotor de
Ucpl. Las células Hek293 fueron transfectadas con promotor de Ucpl de la regidén -551 pb + Ucp1 -Luc
reportero o plasmido mutado en CRE incubado con genisteina o vehiculo. La actividad de luciferasa fue
medida 24 h después de la estimulacion y normalizada con el contenido total de proteina. Los resultados
se expresan en promedios + SEM de seis experimentos independientes por constructo. Se realizé ANOVA
de dos vias seguida de Tukey’s post-hoc test. Las diferentes letras indican significancia donde a > b >c >
d > e (B) Analisis funcional de fragmentos Ucp1-luc de los tamafios indicados en la region 5°del promotor
transfectado en células Hek293 estimulados por genisteina a (15 uM), forskolina (10 uM) y vehiculos
(DMSO, dimetilsulféxido o EtOH) en presencia o ausencia del inhibidor selectivo de la proteina cinasa A,
H89. La actividad de luciferasa fue medida 24 h después de la estimulacién y normalizada con el contenido
total de proteina. Los resultados se expresan en promedios + SEM de seis experimentos independientes
por constructo. Se realizd ANOVA de dos vias seguida de Tukey’s post-hoc test. RLU, Unidad relativa de
luz.Las diferentes letras indican significancia dondea>b>c>d>e.

6.8 El analisis de inmunoprecipitacion de cromatina en células HEK293 confirma
que la genisteina activa la transcripcion del gen Ucp1 via CREB

Para conocer si el factor de transcripciéon CREB en su forma fosforilada se une al promotor de
Ucpl en respuesta a la genisteina, las células Hek293 fueron transfectadas con el luc-plasmido
del promotor proximal Ucpl y fueron expuestos a genisteina. Después de esta transfeccion, se
obtuvo la cromatina, asi como de los experimentos control. Se llevaron a cabo los analisis de ChIP
usando el anticuerpo fosfo-CREB (p-CREB). Como se ve en la Figura 16A, después de la
estimulacion con genisteina, hay una mayor interaccion de p-CREB con el sitio CRE en el promotor
de Ucpl comparado con el vehiculo. Sin embargo, cuando las células Hek293, fueron
transfectadas con el plasmido mutCRE (-146pb), el reclutamiento de fosfo-CREB se perdid aun
con el estimulo de genisteina Figura 16A. La estimulacidn con forskolina fue también utilizada

como control positivo en este experimento, de esta manera, la unién de p-CREB al promotor de
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Ucp1 se expresa como la expresidn relativa normalizada contra el input, el enriquecimiento es

similar al observado con la estimulacién de genisteina. Figura 16 B, C.
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Figura 16. ChIP-PCR. Fosfo-CREB se une al promotor de Ucplen respuesta a genisteina y de forskolina. (A)
Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) demostrando efecto relative del reclutamiento de
fosfo-CREB al promotor de Ucpl.Los ensayos de ChIP fueron realizados en cromatina obtenida de
plasmidos que contienen -551pb y plasmidos mutCRE Ucpl-luc transfectados a células Hek2983 que
fueron estimuladas con 15uM de genisteina (15 uM), forskolina (10 uM) o vehiculos (DMSO,
dimetilsulféxido y EtOH). Los resultados se expresan en promedios + SEM de 3 experimentos
independientes por construccién. (B) Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) demostrando
efecto relativo del reclutamiento de fosfo-CREB al promotor de Ucpl.Los ensayos de ChIP fueron
realizados en cromatina obtenida de plasmidos que contienen -551pb Ucp1-lucy plasmidos mutCRE Ucp1-
Luc (C) Ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) demostrando efecto relativo del
reclutamiento de fosfo-CREB al promotor de Ucpl.Los ensayos de ChIP fueron realizados en cromatina
obtenida plasmido mutCRE Ucp1-Luc transfectadas con células transfectadas que fueron estimuladas con
genisteina, forskolina o vehiculos. Los Prdm, Wnt son genes son utilizados como controles negativos del
ChIP. Los resultados se expresan en promedios = SEM de 3 experimentos independientes por
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construccion. Se realizd ANOVA de dos vias seguida de Tukey’s post-hoc test. Diferentes letras indican
significancia donde a > b >c.

6.9 Inyeccidn intraperitoneal de genisteina aumenta la union de CREB en tejido
adiposo.

Para evaluar si el mecanismo que se caracterizd en el modelo in vitro se lleva a cabo en
organismos vivos, utilizamos scWAT de ratones donde previamente hemos mencionado el efecto
de la genisteina en la regulacion al alta de la transcripcion de Ucpl. Los analisis de ChIP in vivo
llevados a cabo en ratones tratados con genisteina también mostraron un aumento en la unién
de p-CREB al sitio CRE dentro del promotor de Ucp1 comparado con los animales que recibieron
el vehiculo (DMSO). (Figura 17). Este resultado confirma que la genisteina activa la transcripcion

de Ucpl en scWAT via CREB ambos in vitro e in vivo.

Fosfo-CREB ChIP ratones scWAT

30 Il Genisteina
25 Vehiculo (DMSO)

Expresion relativa
—
(3]

Figura 17. Fosfo-CREB se une al promotor de Ucpl en respuesta a genisteina en ratones. ChIP-PCR y el
efecto relativo del reclutamiento de fosfo-CREB al promotor Ucpl en ratones C57BI6 expuestos a
administracién aguda intraperitoneal de genisteina. El gen de Ins (insulina) es usado como control
negativo. Los resultados son expresados en promedio £SEM de 3 experimentos independientes (n=3
animales por grupo). ANOVA de una via fue realizada seguida de Tukey’s post-hoc test. Las diferentes
letras indican significancia donde a > b > c.
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7. Discusion

La genisteina es un compuesto bioactivo dietario que se encuentra en la soya y cuyo consumo ha
reportado varios efectos bioldgicos en el metabolismo de lipidos y glucosa. Ademas, algunos
estudios han demostrado que la genisteina puede activar la termogénesis mediante el aumento
del proceso de “browning” en el WAT, un efecto asociado con un aumento de UCP1 (Palacios-
Gonzdlez, 2019y 2014). En el presente estudio, demostramos que la administracion de genisteina
redujo el tamafo de los adipocitos sScCWAT y eWAT y aumentd la abundancia de marcadores de
“browning”, incluyendo UCP1, en termoneutralidad. Este resultado indico que este efecto podria
ser independiente de la actividad simpatica activada por el frio, revelando un nuevo modelo de

remodelado del “browning” mediado por genisteina que reforzé nuestros estudios previos.

Debido a que todos los modelos reportados (Torre-Villalvazo, Tovar, Ramos-Barragan, Cerbon-
Cervantes, & Torres, 2008 & Palacios-Gonzalez et al., 2019) para la induccién del “browning”
mediada por genisteina coinciden en un claro aumento de la expresidn de Ucp1, fue de nuestro
interés conocer el mecanismo molecular responsable de este efecto. El uso de luc-plasmidos de
Ucpl demostrd que la genisteina aumentaba la actividad promotora de Ucpl en comparacién
con el vehiculo, lo que indica que este compuesto bioactivo dietético podria activar uno o mas
factores de transcripcidn y por tanto, la transcripcion de Ucp1. Estudios previos describieron que
la genisteina es un ligando para el receptor de estrégeno, con una mayor afinidad para el ERB
gue para el receptor de estrégeno alfa (ERa) (Cassard-Doulcier A., 1998). Se han descrito varios
genes como blancos del ERB (Cassard-Doulcier A., 1993), incluidos algunos genes implicados en

el metabolismo de los adipocitos (Cao, 2004 & Barkhem, 1998). Asi, en el presente estudio, se
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exploré la posible participacién de este receptor en la induccion de Ucp1 mediada por genisteina
ya que, el andlisis de Matlnspector reveld la presencia de 2 EREs potenciales localizados en - 609
pb y -27 pb rio arriba del promotor del gen Ucpl. Interesantemente, la mutacién de los
potenciales EREs no disminuyé el efecto de la genisteina, sugiriendo que la activacion del
promotor de Ucpl por este compuesto no implicaba al receptor de estrogenos.
Por otra parte, se ha demostrado que se requiere un aumento de la concentracién de AMPc
estimulado por la genisteina para activar la transcripcion del gen Ucpl, lo que sugiere que la
genisteina puede promover su expresion a través de la via PKA/CREB. Evidencias recientes han
demostrado que el aumento de AMPc esta en parte mediado por la interaccidn de la genisteina
con el receptor GPR30 (Vasquez-Reyes, 2022). El andlisis in silico revel6 la presencia de cuatro
CRE putativos, previamente descritos por Kozak y sus colaboradores (Kozak, 1994). Para
establecer si un elemento sensible al AMPc estaba implicado en el mecanismo por el cual la
genisteina activa la transcripcidn de Ucpl, se utilizé la incubacidn de células con MDL-12330A y
con H89, inhibidor de adenilato ciclasa y de PKA, respectivamente. Se establecié que la inhibicion
de la via PKA reprimia el efecto de la genisteina, apoyando fuertemente que el mecanismo de
activacion transcripcional de Ucp1 por genisteina es via CREB. Por otro lado, la activacién de la
region promotora de Ucpl con genisteina se activd fuertemente con la adicidon de forskolina.
Estos ultimos resultados concuerdan con investigaciones previas que indican que la genisteina
induce la fosforilacion de CREB en las células B (Vivar, 2010) y en el hipocampo (Foryst-Ludwig,
2008). Las evidencias evolutivas han demostrado que los sitios de unidon a CREB estan presentes

en los mamiferos (Ponnusamy, 2017), y existen pruebas de que un polimorfismo en humanos de
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un sitio CRE en el promotor del gen Ucp1 estd asociado a un aumento de la masa grasa corporal

(Kozak, 1994).

Los estudios con el reportero de luciferasa demostraron que el constructo que contiene el
promotor proximal (-260 pb) de Ucp1 es suficiente para generar una respuesta a la estimulacién
con genisteina. Aunque existe evidencia que la activacion de CRE en el promotor proximal por si
solo no induzca una respuesta robusta de la transcripcion de Ucpl en la diferenciacién de
adipocitos pardos y requiere la activacion de elementos de respuesta a CRE y de PPAR, ambos
localizados en el enhancer del gen de Ucpl que a su vez son inducidos por proteinas cinasas
activadas por mitégenos (MAPK) (Cao, 2004). Adicionalmente, el promotor de 2.9 kpb de Ucp1l
es también responsivo a genisteina, sin embargo, observamos una respuesta 1.5 veces menor a
comparacion de la respuesta con solo el promotor proximal. Estos resultados difieren a los
observados de la activacidn del gen de Ucpl en respuesta a norepinefrina, no obstante, estos

III

estudios presentan mutaciones en los sitios tanto en los CRE del “enhancer” y en los proximales.
No discierne la importancia de los CRE localizados en la parte proximal del promotor de Ucpl y
su papel en la induccion del gen (Kozak, 1994). Cabe notar que no podemos descartar que exista
interacciones entre el enhancer o con otras regiones del promotor para un trabajo sinérgico para

la regulacion de la expresidon de Ucpl. Por tanto, estudios posteriores a este se requieren para

conocer el complejo transcripcional conformado en respuesta a genisteina.

En este estudio, se describe una induccién del “browning” mediada por la genisteina a corto

plazo, puede ser importante disefar mds estudios en modelos animales y en humanos para

50



determinar la capacidad a largo plazo de la genisteina para mantener la termogénesis y generar
un efecto benéfico sobre el peso corporal y la acumulacién de grasa corporal, que conduzca a
una mejora en los parametros metabdlicos. Existen pruebas de que, en la fraccidn vascular del
estroma de sujetos obesos con resistencia a la insulina, la capacidad de los precursores de
adipocitos para diferenciarse en adipocitos beige esta limitada, asociada con una menor
expresion del gen Ucpl (Luo, 2018). Por lo tanto, es fundamental determinar qué factores
pueden estar implicados en este efecto, la atenuacién en la via de senalizacidn para aumentar
los niveles de AMPc o la interferencia con la activacion del sitio de union CRE en el promotor del

gen Ucpl. Se necesitan mas estudios para determinar esta alteracion.

8. Conclusiones

Este estudio demostrd que la genisteina es un compuesto bioactivo que estimula la termogénesis
mediante el aumento de la expresion génica del gen Ucpl. Este efecto se produjo debido a la
activacion de la genisteina sobre el factor de transcripcién CREB estimulando su unién al sitio CRE
en la regién proximal del promotor del gen Ucpl, induciendo su transcripcidn. Asi pues, la
genisteina podria utilizarse como posible agente terapéutico para promover la termogénesis y
generar beneficios para la salud en individuos con obesidad; sin embargo, ain son necesarios

mas estudios para establecer su uso.
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Posicién hebra secuencia consenso de CRE Walton, 2005
TGACGTCA
CRE (-146 pb) +) .TTTGGGAGTGACG--CGGCT
CRE (-1886 pb) (€ I TGAGCATGACG--CTTC
CRE (-2524 pb) G GAAAGGTGACG----ACTAG
secuencia consenso de RARE Zhang R, 2015

GGGTCA GTTCACTGACCT TGACCT

RARE (-2551 pb) ) .GGGTCA GT--CACTGACGGAGTGAC
RARE (2397 pb) ) ...GGAAGGGTTGACTG—CCCCCAG.
RARE (-2516 pb) -) .AGGTGA GTTCAGTGTGGTCC....
secuencia consenso de ERE Jing Huang 2003; CM
Klinge, 2015
GGTCA..TGACC. GGTCA
ERE2 (27 pb) +) .GGG-T-ATATAGATCTCCC-------- GGTCAGG
ERE (-609 pb) +) ...CTAAAAGTGACC--TGCACTCACTTTC
secuencia consenso de PPARE Tzeng, 2015
AGGTCANAGGTCA/ TGACCT
PPARE (-2552 pb) +) GAGG-TCA------- GTCATGACCACA
secuencia de consenso de TRE Xiong S., 1998
A/GGGTCANNNN(A/G)GGTCA
TRE1 (-2753 pb) +) ....GGGT.CAGATGG----AGG-CAAAGCGCT
TRE2 (-2432 pb) +) ....GAGG--CAAACTTTCTT--TCA

Tabla Suplementaria 1. Elementos de respuesta encontrados en el promotor de Ucpl. Secuencia
consenso de cada elemento de respuesta y similitud con promotor de Ucp1. (CRE, elementos de respuesta
al adenosin monofosfato ciclico), (RARE, Elementos de respuesta a receptor de acido retinoico), (ERE,
elemento de respuesta a estrégenos), (PPARE, elementos de respuesta a proliferador de peroxisomas),
(TRE, Elemento de respuesta a receptor de hormonas tiroideas).
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Figura Suplementaria 1. Activacion del promotor de Ucpl mediante genisteina y forskolina via
cAMP/PKA/CREB. Andlisis funcional de los fragmentos de Ucpl-luc, los tamafios indicados en regidn
5’transfectados en células HEK293 y estimulados por genisteina (15uM), o vehiculo (EtOH) en la presencia
y ausencia del inhibidor selectivo de adenilato ciclasa, MDL-123302. (LUC, gen de luciferasa), (RLU, Unidad
relativa de luz), (TATA box, caja TATA).
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