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2. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

La obesidad estd altamente asociada a las enfermedades cardiovasculares, diabetes
mellitus tipo 2, arteriosclerosis y cancer, entre otros. Se caracteriza por la acumulacién
excesiva de lipidos y por una inflamacién crénica de baja intensidad, estas condiciones
son causa de la hipertrofia del tejido adiposo. La acumulacion de lipidos en el interior de
los adipocitos, principales componentes del tejido adiposo, se realiza mayoritariamente
por un proceso mediado por proteinas. Entre las diferentes proteinas transportadoras
se encuentra Fatty acid binding protein (FABP4), proteina que se expresa
mayoritariamente en los adipocitos. Hay evidencias cientificas que asocian FABP4 con

las patologias derivadas de la obesidad mencionadas anteriormente.

El objetivo de este trabajo es estudiar el papel de FABP4 en los procesos de inflamacién
y resistencia a la insulina derivados de la obesidad en el tejido adiposo, debido a que las

investigaciones actuales no son concluyentes.

Nuestra hipétesis es que FABP4 participa directamente en la regulacidon de la expresion
de genes clave en la diferenciacion de los adipocitos y en la inflamacién de bajo grado

asociada a la resistencia a la insulina.

Para testar la hipotesis se realizaron experimentos de diferenciacion adipocitaria en los
gue se midieron los niveles de RNAm y proteina de FABP4, Perilipina y IL6. También se
silencio la expresidn de FABP4 en modelos celulares e inhibié en modelos animales para

determinar de forma mas especifica su papel en los procesos mencionados.

Los resultados obtenidos son muy prometedores ya que corroboran la hipdtesis de que
FABP4 parece tener un papel en la regulacidn de las alteraciones metabdlicas asociadas
a la obesidad. De modo que FABP4 podria ser en un futuro una buena diana terapéutica

para revertir los efectos de las patologias metabdlicas asociadas a la obesidad.

Palabras clave: tejido adiposo, células 3T3-L1, obesidad, inflamacion, resistencia a la

insulina, FABP4, Perilipina, IL-6, diana terapéutica.
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3. INTRODUCCION

3.1. Obesidad y tejido adiposo

La obesidad constituye un problema de salud mundial responsable de 2,8 millones de
muertes cada afio y cuya prevalencia casi se ha duplicado en los ultimos treinta afios
(OMS, 2017). Esta afeccidon se caracteriza por una acumulacion excesiva de grasa,
acompafada por una inflamacion crénica de bajo grado y resistencia a la insulina. La
obesidad estd relacionada con enfermedades metabdlicas que incluyen diabetes tipo 2,
dislipidemia, aterosclerosis o hipertensién, que son los principales componentes del
sindrome metabdlico.

Cabe destacar que el tejido adiposo juega un papel clave en la patogénesis de la

obesidad y las complicaciones asociadas.

Los estudios de las ultimas dos décadas han establecido el tejido adiposo como un
organo dindmico que lleva a cabo varios procesos fisiolégicos importantes (Martinez-
Fernandez et al., 2015). Por una parte, es el principal érgano de almacenamiento del
exceso de energia en forma de triglicéridos. Ademas, el tejido adiposo actia como un
importante érgano endocrino que libera una amplia gama de moléculas entre las que se
encuentran las adipocinas, las citosinas y quimiocinas. Estos factores intervienen en
funciones tan relevantes como la presidn sanguinea, la homeostasis vascular, la
homeostasis de los carbohidratos y la sensibilidad a la insulina, el metabolismo
energético, el desarrollo celular, el metabolismo lipidico, la angiogénesis y la respuesta
inmunitaria (Esteve et al., 2014).

Es necesario un control en la secrecién de estos factores ya que alteraciones en la
concentracion de adipocinas causan modificaciones en la homeostasis corporal como

ocurre en condiciones de obesidad, diabetes mellitus de tipo 2 y sindrome metabdlico.

Aumentar la adiposidad normalmente estd asociado a una inflamacidn crénica de bajo
grado, ya que los adipocitos hipertrofiados presentan un patrén de secrecién alterado
gue da como resultado un aumento en la secrecién de adipocinas pro-inflamatorias,

citoquinas y quimiocinas (IL6, TFN) vy produccion reducida de adipocinas
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antinflamatorias (Martinez-Fernandez et al., 2015). Ademas, abundantes investigaciones
han demostrado que se produce una infiltracion y activacién progresivas de los

macroéfagos y las células T hacia el tejido adiposo.

Esta expansion disfuncional del tejido adiposo, juntamente con la movilizacidon de
células inmunitarias, conducen a la activacién de cascadas inflamatorias que tienen un
impacto negativo en la seializacidon de la insulina y la captacion de glucosa, favoreciendo
el desarrollo de resistencia a la insulina. Entre las citoquinas pro-inflamatorias
secretadas por el tejido adiposo, una de las mas importantes asociada a la resistencia a

la insulina derivada de la obesidad es la interleuquina 6 (IL6) (Kajimoto et al., 2012).

Asi pues, estudiar el papel de las adipocinas se convierte en un objetivo importante para
aliviar la inflamacidn sistémica y reducir el desarrollo de patologias asociadas con la

obesidad, como la diabetes tipo 2 o la dislipidemia.

3.1.1.Adipocitos

El tejido adiposo esta formado por una variedad de tipos de células que incluyen células
endoteliales, células sanguineas, fibroblastos, pre-adipocitos, macréfagos y otras células
inmunes. Sin embargo, las células predominantes presentes en el tejido adiposo son

adipocitos maduros.

Los adipocitos son células esféricas de entre 20-200um de didmetro especializadas en la
acumulacién de lipidos, de hecho, contienen gotas lipidicas que equivalen
practicamente al 70-80% de su citoplasma (Ali et al., 2013). Estos adipocitos son los
encargados de realizar la lipogénesis, es decir, la sintesis de triglicéridos, los cuales una
vez sintetizados son almacenados en la gota lipidica. También realizan la lipdlisis,
proceso mediante el cual los triglicéridos son convertidos en glicerol y dcidos grasos, que
pasan al torrente sanguineo donde son dirigidos hacia los tejidos que demandan un

aporte de energia.
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3.1.2.Adipogénesis

La adipogénesis es el proceso mediante el cual los pre-adipocitos con morfologia de
fibroblastos se diferencian a adipocitos, cuya principal caracteristica es la presencia en
su citoplasma de multiples vacuolas de lipidos y gran nimero de mitocondrias.

El proceso de adipogénesis (ver Figura 1) consta de varias etapas secuenciales y
ordenadas que incluyen la induccién de cambio de linaje celular por un estimulo, la

expansion clonal y la diferenciacion del adipocito (Esteve et al., 2014).

; S Proliferation Clonal expansion Early differentiation Terminal differentiation
Proliferation
arrest
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Preconfluent Confluent Several mitotic divisions Growth arrest Transcription of C/EBPa, C/EBPS,

Induction of C/EBPB and C/EBP3 Induction of C/EBPa and PPARY PPARY, and typical adipocyte genes

Figura 1: Pasos que conforman el proceso de diferenciacion de los adipocitos (adipogénesis)

Figura adaptada de: Esteve et al., 2014

Los factores de transcripcién Peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy) y
CCAAT/enhancer binding protein o (C/EBPa) son considerados los reguladores clave de
la adipogénesis ya que su activacion da como resultado la expresion de genes
responsables de la formacién de los adipocitos maduros. Entre los genes que determina
el fenotipo adipocitaria destacan la chaperona lipidica FABP4, Perilipina, acetil-CoA

carboxilasa, adiponectina, entre otros (Ali et al., 2013; Moseti et al., 2016).

En concreto, el objetivo del estudio realizado por Ullah et al., 2013 era determinar
aquellos genes especificos de la adipogénesis analizando la expresion de un grupo de
genes durante la diferenciacién y durante la de-diferenciacién. Los resultados describen
gue FABP4 y PPARy son genes especificos de la adipogénesis ya que su expresion

aumenta durante la diferenciacién y disminuye durante la de-diferenciacién.

FABP4 y Perilipina son dos proteinas que juegan un papel importante en la movilizacién

y la acumulacién de lipidos durante la adipogénesis, FABP4 es una chaperona lipidica
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asociada a la acumulacion de lipidos en el interior de los adipocitos, mientras que
Perilipina forma una capa protectora alrededor de los lipidos para evitar la accién de las
lipasas. Asi pues, en el estudio de Takahashi et al., 2013 se demuestra que FABP4 y
Perilipina son marcadores de adipogénesis importantes ya que durante el proceso de
diferenciaciéon de los adipocitos se observa un aumento progresivo de dichas proteinas.
Otra investigacion lo corrobora, Palominos et al., 2015 estudiaron los efectos
inhibitorios de Angiotensina Il en la diferenciacion de los adipocitos mediante la
evaluacion de la expresion de dos marcadores tipicos de adipocitos, FABP4 y Perilipina.
Después del tratamiento se observa que los niveles de RNAm de FABP4 y Perilipina se

redujeron drasticamente, inhibiéndose también el proceso de diferenciacién.

Aunque el proceso de diferenciacion de los adipocitos esté muy estudiado, muchos de
los detalles moleculares de la adipogénesis actualmente son desconocidos. De modo
que es de gran relevancia seguir investigando para entender el proceso de
diferenciaciéon de los adipocitos. Ya que como se ha comentado previamente, una mala

homeostasis lipidica es el paso previo a obesidad y a sus patologias asociadas.

3.2. Proteinas de union a acidos grasos (FABPs)

Como ya se ha comentado anteriormente la familia Fatty acid binding protein (FABP)
tienen un papel muy importante en la adipogénesis, ya que son las principales
responsables del transporte de acidos grasos al interior de los adipocitos durante su
maduracion. A su vez la adipogénesis del tejido adiposo esta asociada a la obesidad, la
resistencia a la insulina y la inflamacidn. Por este motivo las FABPs son una buena diana

de estudio para controlar dichos procesos.

Podemos diferenciar dos grupos de FABPs en funcidn de su localizacién celular. FABPpwm
son proteinas FABP asociada a la membrana plasmatica, mientras que FABP¢ son

proteina que se encuentra de forma intracelular.
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3.2.1.Clasificacidn
Las proteinas que forman parte de la familia FABPc se clasifican en funcion del tejido o
tipo celular donde se expresan mayoritariamente, ya que la expresion de FABP es

especifica de tejido (ver Tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion de las proteinas FABP

Nombre Localizaciéon
Proteina Principal expresion
alternativo cromosomica
FABP1 L-FABP 2q11 Higado
FABP2 I-FABP 4928-931 Intestino
Corazén, musculo esquelético, rifidn,
FABP3 H-FABP 1932-p33
cerebro, glandula suprarrenal
FABP4 A-FABP 8721 Tejido adiposo
Piel, lengua, tejido adiposo, glandula
FABP5 E-FABP 8g21.13 mamaria, intestino, cerebro, rifidn,
higado
FABP6 II-FABP 5g23-g35 Ovario, ileon
FABP7 B-FABP 6922-9g23 Cerebro
FABP8 MP2 8g21.3-g22.1 Sistema nervioso periférico
FABP9 T-FABP 8g21.13 Testiculos

Tabla adaptada de: Smatherns et al., 2011

También se pueden clasificar en tres grupos en funcién de sus ligandos (Smatherns et
al.,, 2011). El grupo 1 estd formado por FABP1 y 6 (son capaces de unir AG ligandos
voluminosos como sales biliares y colesterol); el grupo 2 esta formado por FABP3, 4, 5,
7, 8 y 9 (son capaces de unir AG, retinoides y eicosanoides); y el grupo 3 estd formado
por FABP2 (exclusivamente puede unir AG, pero en una conformacion diferente a otras

FABP).
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3.2.2.Estructura

FABPc es una familia de 9 proteinas transportadoras de AG de aproximadamente 15 kDa.
La estructura génica esta altamente conservada entre las diferentes FABPs y consiste en
4 exones separados por 3 intrones (Smatherns et al, 2011). Aun asi, la estructura
primaria de las proteinas de las diferentes isoformas solo tiene un 15-70% de homologia.
A diferencia de la estructura primaria, la estructura terciaria coincide entre las diferentes
FABPs y consiste en 10 tiras-p antiparalelas seguidas de un motivo hélix-lazo-hélix N-

terminal (ver Figura 2).

Helix-turn-helix motif

p-barrel domain —< Oleicacid ligand

Figura 2: Estructura terciaria de la familia FABP

Fuente: Storch et al., 2010

La regidn de unidn al AG estd delimitada por los aminodacidos que contienen las tiras
3-4,5-6 y la hélice a ll.

Cabe destacar que el volumen de la mayoria de ligandos es mayor que la apertura de
entrada a la cavidad central, por este motivo se ha postulado la hipdtesis del portal. Esta
hipdtesis sugiere que las proteinas FABP tienen que hacer un cambio conformacional
transitorio para permitir la entrada/salida del AG (Hotamisligil, et al., 2015). Ademas,
aungue la cavidad central es 2-3 veces mas grande que el volumen de un AG, las FABP
solo pueden unir un AG, a excepciéon de FABPO1l que tiene la capacidad de unirse

simultdneamente a 2 ligandos.

10
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3.3. FABP4

La proteina FABP4, también conocida como aP2, es el miembro mas bien caracterizado
de la familia FABP y se le asocia un papel importante en la adipogénesis, la homeostasis

metabdlica y en las enfermedades metabdlicas.

3.3.1.Funciones intracelulares

FABP4 es una chaperona lipidica intracelular que se expresa principalmente en
adipocitos, aunque también la pueden expresarse en macréfagos, células dendriticas,
células endoteliales, musculo esquelético, entre otros (Furuhashi et al., 2015).

Su funcién principal es acelerar la captacién de los AG y coordinar la respuesta lipidica
de las células, transportando los AG a enzimas y compartimentos celulares especificos
(Furuhashi et al., 2018; Furuhashi et al., 2018). Transporta los AG a las mitocondrias y
peroxisomas para la oxidacidn; al reticulo endoplasmatico (RE) para los procesos de
sefializacion y sintesis de las membranas; a las droplets lipidicos para el
almacenamiento; al citosol para regular su actividad; al ndcleo para el control
transcripcional mediado por lipidos a través de receptores de hormonas nucleares
(NHR); o incluso fuera de la célula para una sefializacién autocrina y/o paracrina (ver
Figura 3).

Se ha visto que las FABPs también estan relacionadas con el metabolismo y los procesos
de inflamacién, siendo potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento de

enfermedades asociadas a la obesidad, la diabetes y la arteriosclerosis.

11
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Figura 3: Principales funciones de FABP4
Fuente: Furuhashi et al., 2008

3.3.2.Funciones extracelulares

Ademas de la funcidn intracelular ampliamente estudiada de FABP4, se ha descrito que
esta proteina también puede ser secretada por los adipocitos a la circulacion (Furuhashi
et al., 2008). Sus niveles en plasma se ven aumentados en modelos de obesidad, y
estudios transversales han demostrado que la FABP4 circulante se asocia de forma
positiva e independiente con otros marcadores de sindrome metabdlico y otras
variables relacionadas con obesidad, como son la resistencia a la insulina, la Diabetes
mellitus tipo 2, la disfuncién cardiaca, la hipertensién y la arteriosclerosis (Hotamisligil

et al., 2015; Furuhashi et al., 2008).

Sin embargo, si FABP4 actia como una adipocina participando en los procesos de
resistencia a la insulina e inflamacidn en tejidos periféricos; o si sus elevados niveles en
circulacion son resultado de las alteraciones metabdlicas mencionadas no estd

completamente descrito.

12
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En la investigacion llevada a cabo por Bosquet et al., 2018 demostrd que el tratamiento
con el inhibidor de FABP4, BMS309403, disminuia el estrés de reticulo y la inflamacién
asociada a la acumulacion lipidica en el musculo esquelético.

Por otro lado, Cao et al., 2013 demostrd que la inhibicién de FABP4 en los hepatocitos
reduce la produccidn de glucosa y corrige el fenotipo diabético del modelo de obesidad

murino.

Estas evidencias apoyan que FABP4 tiene una accion directa en la regulacién de la
inflamacién y la resistencia a la insulina en musculo esquelético y células hepaticas,
entre otros. Pero el papel de la FABP4 en la regulacion del metabolismo y la inflamacién

en el tejido adiposo no se encuentra completamente caracterizado.

3.4. FABP4 como diana terapéutica

En los apartados anteriores se han mencionado evidencias de que FABP4 tiene un
importante papel en la aparicién de patologias como por ejemplo la obesidad, la
Diabetes mellitus tipo 2 y la arteriosclerosis. También se ha descrito como la pérdida de
funcién de la proteina FABP4 da lugar a efectos protectores sobre dichas alteraciones
metabdlicas. Por ese motivo en los Ultimos afios se han estudiado diferentes estrategias

para inhibir farmacolégicamente FABP4 con objetivo terapéutico (ver Figura 4).

Inhibicié

_|_ Resisténcia a la insulina
4 Diabetis mellitus
m el ATtETI0SClETOST
1 \ Cancer

Adipocit FABP4 secretadx

Figura 4: Estrategia terapéutica para disminuir las patologias asociadas a los niveles

Disfuncié miocardica
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()
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a

circulantes de FABP4

Figura adaptada de: Furuhashi et al., 2015
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La estrategia se basa en la busqueda de moléculas capaces de interaccionar con FABP4
de forma homologa a como lo hacen los AG, evitando la interaccién FABP4-AG.

En los ultimos afios se han descubierto gran diversidad de inhibidores de FABP4 con un
potencial prometedor entre los que se encuentran el carbazol y sus derivados,
HTS01037, el medicamento uricosurico benzbromarona (Smatherns et al., 2011), oxazol,

imidazol, indol y sus respectivos derivados, entre otros.

Cabe destacar que, entre los actuales inhibidores de FABP4, el BMS309403 (bifenilo
azole) es el inhibidor mas potente. Su alta afinidad y selectividad por la FABP4 se debe
a las interacciones especificas de la molécula con los residuos clave de la cavidad de
FABP (Ser53, Argl06, Argl126 y Tyrl128) (Bosquet et al., 2018).

Diferentes estudios han demostrado los efectos beneficiosos de BMS309403 sobre la
resistencia a la insulina, la diabetes mellitus, la enfermedad del higado graso y la
aterosclerosis en modelos experimentales. Por ejemplo, en el estudio de Furuhashi et
al., 2007 se demostrd que el tratamiento con BMS309403 de modelos murinos de

obesidad mejoraba la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la insulina.

Los estudios de inhibicion de FABP4 en modelos animales han proporcionado grandes
avances en las posibilidades terapéuticas de FABP4. Aun asi, la falta de estudios clinicos
en humanos hace que sean necesarias futuras investigaciones para determinar la
seguridad y eficiencia de los inhibidores de FABP4 en el tratamiento de las

enfermedades metabdlicas y cardiovasculares.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVO/S

4.1. Hipétesis

La proteina FABP4 es una proteina transportadora de acidos grasos que se expresa
mayoritariamente en adipocitos, pero también puede ser secretada a la circulacidn. Sus
niveles en circulacién se asocian a sindrome metabdlico, bajo grado de inflamacién y
resistencia a la insulina.

La literatura cientifica demuestra que FABP4 participa en la regulacidon de procesos
como la resistencia a la insulina o la inflamacién en tejidos periféricos como por ejemplo
el musculo esquelético y el higado. Pero no hay suficientes evidencias cientificas de que
FABP4 tenga el mismo efecto en el tejido adiposo.

Por este motivo la hipétesis de este trabajo es que la FABP4 participa directamente en
la regulacion de la expresidon de genes clave en la diferenciacién de los adipocitos y
también en los procesos de inflamacion de bajo grado asociados a la resistencia a la

insulina en el tejido adiposo.

4.2.0bjetivo

El primer objetivo de este trabajo es caracterizar a nivel de expresién génica y de
proteina los adipocitos 3T3-L1 durante su proceso de diferenciacién. Se determind la
presencia de marcadores asociados con la adipogénesis (FABP4 y Perilipina) y de uno de

los principales marcadores de inflamacidn relacionado con la resistencia a la insulina

(IL6).

Como segundo objetivo se pretende estudiar la implicacion de FABP4 en la regulacién
de Perilipina y IL6, y por tanto en la regulacién del proceso de diferenciacién de los
adipocitos y la resistencia a la insulina respectivamente.

Para hacerlo se silencid la expresién de FABP4 en adipocitos diferenciados vy

paralelamente se inhibid farmacoldgicamente FABP4 en un modelo animal.
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5. METODOLOGIA

5.1. Cultivos celulares

5.1.1.Descongelacion

Se descongeld un vial de pre-adipocitos 3T3-L1, obtenidos de la American Type Culture

Collection (ATCC) y conservados en el contenedor de nitrégeno liquido.

La muestra se resuspendié en 5ml de medio de mantenimiento (ver Apartado 5.1.2), se
centrifugd a 500g durante 5 minutos para separar las células del medio. Finalmente se
descarté el medio y se afladieron 10ml de medio de mantenimiento. Este paso se realiza
para evitar que las células 3T3-L1 sigan en contacto con dimetilsulféxido (DMSO),
suplemento que lleva el medio para evitar dano celular durante el proceso de

congelacion.

5.1.2.Condiciones de mantenimiento

Se cultivaron los pre-adipocitos en frascos Nunc de 75ml y medio de mantenimiento. El
medio de mantenimiento contiene medio completo Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM), suero fetal bovino (FBS) al 10% y anticuerpo penicilina-estreptomicina

(P/S) al 1%. El cultivo se mantiene a 372C y 5% de CO2. Se cambid el medio cada 2 dias.

Aproximadamente a los 2-3 dias de la siembra inicial, cuando el cultivo llegé al 70-80%
de confluencia se procedio a tripsinizar. Primero se elimind el medio de mantenimiento
y se lavd 3 veces con Phosphate Buffered saline (PBS) para eliminar posibles restos del
medio de mantenimiento ya que inhibe la accién de la tripsina. Posteriormente se
afadié 1ml de Tripsina y se incubaron las células a 252C durante aproximadamente 2
minutos, de este modo se favorece la accion de la tripsina y se evita la degradacion
celular por parte de la tripsina al darse la reaccion de forma mas rdpida. Cuando en el
microscopio se observé que la morfologia de las células era redondeada y estaban
movimiento, queria decir que ya estaban en suspensiéon. En este momento se elimind la
tripsina y se afiadié medio de mantenimiento para inactivar posibles restos de tripsina

en contacto con las células.

16



Papel de FABP4 en la adipogénesis y la inflamacidn del tejido UNIVERSITAT
adiposo en la obesidad * ROVIRA | VIRGILI

Eva Plaza Montané

A continuacidén, se contaron las células en la Cdmara Neubauer (se afiade 10ul de la
suspension celular y 10ul de Tripan Blue). Tripan Blue es un colorante que se usa para
ensayos de viabilidad ya que permite diferenciar células vivas de células muertas. Las
células con la membrana celular intacta no se colorean debido a que la membrana
celular es selectiva respecto a qué compuestos pueden atravesarla, mientras que las

células muertas quedan tefiidas de color azul.

Finalmente, se sembraron 15000 células/ml en multiplacas Nunc de 6 pocillos.

5.1.3.Diferenciacion de los adipocitos

El medio de diferenciacion para que los pre-adipocitos se diferencien a adipocitos est3
formado por el medio de mantenimiento, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 0’5mM,

insulina 1’7uM y dexametasona 1uM.

El medio de diferenciacion también se cambio cada dos dias hasta haber llegado al dia
de diferenciacién deseado, que en nuestro caso fueron: dia de diferenciacién 0, 2,4, 6y
8. En ese momento se elimind el medio, se lavaron los pocillos con PBS y se conservaron

las muestras en el congelador hasta los posteriores estudios.

Asi pues, al final del proceso de cultivos celulares tuvimos 15 multiplacas con células
3T3-L1 a diferentes dias de diferenciacién en 3 de sus pocillos y 3 multiplacas con células

3T3-L1 totalmente diferenciadas en los 6 pocillos.

5.2.Silenciamiento de FABP4 mediante siRNA en modelos celulares
Se transfectaron 3 multiplacas con adipocitos 3T3-L1 totalmente diferenciados en los 6

pocillos con el kit Lipofectamina RNAiMax (Invitrogen).

Para hacerlo primero se prepard el mix Lipofectamina RNAIMAX-OptiMEM (100l de
OptiMEM/pocillo y 7,5ul de Lipofectamina RNAIMAX/pocillo) y el mix de siRNA (100l
de OptiMEM vy siRNA 50nM). Cabe destacar que se utilizd siFABP4 para el estudio y

siRandom como control.
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A continuacidn, se afadieron 650ul de mix Lipofectamina RNAIMAX-OptiMEM al mix
SiRNA y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente se
afiadieron 200ul de mix a cada pocillo gota a gota y se incubaron las células durante 24-

48 horas a 37°C.

5.3.Inhibicion de FABP4 mediante BMS309403 en modelos animales
Para este estudio se usaron ratones machos de la cepa C57BL/6J de 6 semanas de edad
que se mantuvieron en condiciones estandar de ciclo luz/oscuridad (12 horas luz/ 12

horas oscuridad) y de temperatura (21 + 1°C) con ad libitum.

Los animales se distribuyeron al azar en 2 primeros grupos experimentales en funcion
de la dieta con la que se alimentaron durante 6 semanas. El primer grupo (n=10) se
alimentd con una dieta estandar (STD: 10 kcal procedentes de grasas); y el segundo
grupo (n=20) se alimentd con una dieta en alto contenido graso (HFD: 60% kcal
procedentes de grasas).

Después de las 6 semanas el grupo 2 se dividié en dos grupos (n=10 respectivamente).
A los animales del grupo STD y 1 grupo HFD se les administré6 de forma oral PBS
diariamente; mientras que a los animales de 1 grupo HFD se le administré de forma oral
15mg/kg*dia el inhibidor de FABP4 BMS309403 (grupo HFD+BMS). Este tratamiento
duré 6 semanas.

Después de este periodo, los ratones fueron sacrificados bajo anestesia con 75 mg/kg
de ketamina y 1mg/kg de medetomidina, y el tejido adiposo blanco se congeld

inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenado a -80 °C.

Estos experimentos se ajustaron a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio publicada por el Instituto Nacional de Salud de EEUU (Publicacién n2 85-23,
revisada en 1996). Todos los procedimientos se aprobaron por el Comité de Bioética de
la Universidad Rovira y Virgili, tal como se establece en la Ley 5/21 de julio de 1995

aprobada por la Generalitat de Catalunya.
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5.4.Western blot

5.4.1.Extraccion de proteina

Se lisaron en tampdn RIPA las células 3T3-L1 de 5 multiplacas de 6 pocillos, placas
correspondientes a los dias de diferenciacién 0, 2, 4, 6 y 8. El tampdn RIPA estd formado
por Tris-HCL 50mM, NaCl 150mM, SDS al 0'1%, Nonidet al 1%, Sodium Deoxycholic acid

al 0’5% e inhibidores de proteasas.

Se afiadieron 100ul de tampdn RIPA a cada pocillo y se rascé la superficie de cada pocillo
con la ayuda de una espatula, posteriormente se introdujo la solucién de cada pocillo en
un eppendorf y para terminar de romper la membrana celular se usé una jeringuilla de
insulina. Los eppendorfs se dejaeon en hielo durante 30 minutos y se vortearon cada 5
minutos. Finalmente se centrifugd durante 10 minutos a 42C y 16000g para separar las
proteinas de los restos celulares del pelet. Hay que destacar que las multiplacas de 6
pocillos se mantuvieron durante todo el proceso en hielo para evitar degradacion

proteica.

5.4.2.Cuantificacion de proteina

A continuacién, se determind la concentracién de proteina en cada muestra por el
método Bradford. Es un ensayo colorimétrico que se basa en el cambio de absorbancia
del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bradford). En condiciones acidas, la forma
catiénica del reactivo Bradford (marréon) forma un complejo fuerte con el grupo
carboxilo de la proteina por la fuerza de Van der Waals y el grupo amino a través de
interacciones electrostaticas y se convierte en su forma aniénica (azul). La forma
catidnica del reactivo Bradford absorbe a 465nm mientras que la forma anidnica
absorbe a 595. El aumento de absorbancia a 595nm es directamente proporcional a la
concentracion de Bradford unido a proteinasy, por tanto, a la concentracién de proteina
en la muestra.

Asi pues, se afiadid en una cubeta 2ul de muestra, 200ul de reactivo Bradford y 798ul
de agua destilada. Posteriormente se homogeneizd, se incubé durante 5 minutos y se

midid la absorbancia a 595nm con el espectrofotometro GeneQuant pro RNA/DNA
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Calculator. Este paso es muy importante ya que para realizar el Western Blot se tiene

gue asegurar que en cada posicién se carga la misma concentracidn de proteina.

5.4.3.Western Blot

Para obtener 30mg de proteina total en el Western Blot se prepararon las muestras

segun la plantilla de la Tabla 2, se hizo un pulso en la centrifuga para asegurar que todo

gueda en el pelet del eppendorfy se calientaron las muestras durante 10 minutos a 702C

en el Thermomixer comfort.

Tabla 2: Plantilla para preparar las muestras con un contenido de 30g de proteina

Muestra

DIA 0.1
DIA 0.2
DIA 0.3
DIA 2.1
DIA 2.2
DIA 2.3
DIA 4.1
DIA 4.2
DIA4.3
DIA 6.1
DIA 6.2
DIA 6.3
DIA 8.1
DIA 8.2
DIA 8.3

[Proteina]
(ng/ul)
4,287
3,791
4,57
5,832
5,693
6,359
8,179
7,565
6,996
4,09
4,167
3,186
4,668
6,021
4,827

ul Muestra

7,0
7,9
6,6
5,1
5,3
4,7
3,7
4,0
4,3
7.3
7,2
9,4
6,4
5,0
6,2

pl LDS buffer 4X pl Sample reducing 10X

5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5
5,5

2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2
2,2

pl H20

7.3
6,4
7,7
9,2
9,0
9,6
10,6
10,3
10,0
7,0
7,1
4,9
7,9
9,3
8,1
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Se cargaron 22ul de cada muestra en un gel de NuPAGE Bis-Tris al 10% previamente
lavado con agua destilada, se afiadieron 5ul de marcador SeeBlue a cada lado del gel y
500ul de antioxidante entre los dos geles. A la cubeta de electroforesis se le aifadié el
buffer (40ml de MES y 760ml de agua miliQ) y se separaron las proteinas mediante

electroforesis (200V, 0'22A, 50W, 45minutos).

Los geles se lavaron en agitacion y durante 5 minutos en etanol al 20% para fijar las
proteinas, posteriormente se transfirieron a membranas de PVDF usando iBlot® Dry
Blotting. Las membranas se incubaron en agitacién y durante 1 hora en tampdn de

bloqueo al 2% (ECL Blocking Agent y TBS 1X Tween 0,1%).

Las membranas se incubaron con el anticuerpo primario en agitacién, en frio y

overnight. Los anticuerpos usados se representan en la Tabla 3:

Tabla 3: Anticuerpos primarios usados en el estudio, su peso molecular y anticuerpo secundario
correspondiente

Anticuerpo primario Peso Molecular Anticuerpo secundario

FABP4 15 kDa Anti-goat
Perilipina 63 kDa Anti-rabbit
Actina 42 kDa Anti-goat

Al dia siguiente las membranas se lavaron 4 veces con TBS 1X Tween 0,1% durante 5
minutos y agitacién. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario
conjugado apropiado durante 1 hora, se lavaron 4 veces con TBS 1X Tween 0,1% durante
5 minutos y agitacion, posteriormente se lavaron 2 veces con TBS 1X durante 10 minutos

y agitacion.

Finalmente, las bandas se visualizaron usando ECL Select Wetern Blotting Detection

Reagent con Amesrsham Imager 600. Y se cuantificaron con el programa Image J.

Los niveles relativos de proteina se obtuvieron al calcular el ratio entre la proteina y el

housekeeping protein, que en nuestro caso se usd a-Actina.
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5.5.Extraccion de RNA, RT-PCR y Real-time PCR

5.5.1.Extraccion de RNA

Se realizaron dos métodos diferentes de extraccién de RNA para los cultivos celulares

(kit PureLink RNA Mini Kit) y para el tejido (Reactivo TRI de Sigma).

5.5.1.1. Kit PureLink RNA Mini Kit
Se transfirieron las células 3T3-L1 de cada pocillo en un eppendorf con 600ul de Lysis
buffer y 2-mercaptoetanol (por cada 1ml de Lysis buffer se afiadieron 10ul de 2-

mercaptoetanol) y 600ul de etanol al 70%.

Posteriormente se afiadieron 600ul de cada muestra en las columnas. Se centrifugaron
las columnas a 12000g durante 15 segundos y se descart6 la solucién del tubo colector.
Se anadieron los 600pl restantes de cada muestra en las columnas, se centrifugaron las
columnas a 12000g durante 15 segundos y se descartaron las soluciones de los tubos

colectores.

Se afiadieron 700ul de Wash Buffer | en las columnas, se centrifugaron las columnas a
12000g durante 15 segundos, se descartaron las soluciones de los tubos colectores y se
afadieron nuevos tubos colectores. Se afadieron 2 veces 500ul de Wash Buffer Il con
etanol en las columnas, se centrifugaron las columnas a 12000g durante 15 segundos y
se descartaron las soluciones de los tubos colectores. Se centrifugaron las columnas a
12000g durante 1-2 minutos para secar las membranas con el RNA unido, se descartaron
las soluciones de los tubos colectores y se afiadieron nuevos tubos de recuperacién. Se
afadieron 30ul de agua libre de RNA en el centro de las columnas, se centrifugaron a
12000g durante 2 minutos para eludir el RNA de las membranas a los tubos de

recuperacion.

5.5.1.2. Reactivo TRI (Sigma)
La extraccion de RNA se obtuvo usando el reactivo TRI (Sigma). Se lisaron las células en
1ml de trizol mediante un repetido pipeteo para obtener un lisado homogéneo.

Posteriormente se centrifugaron a 12000g durante 10 minutos para eliminar el material
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insoluble (membranas extracelulares, polisacaridos y ADN de alto peso molecular) que
se deposito en el pelet.

Se transfirieron las fases acuosas a nuevos tubos, se afiadieron 0,5ml de 2-propanol y se
incubaron a temperatura ambiente durante 5-10 minutos. A continuacién, se
centrifugaron a 12000g durante 10 minutos, el ARN se deposité en el pelet. Para lavar
el RNA precipitado se afadiéd 1ml de etanol al 75%, se vorted y centrifugé a 7500g

durante 5 minutos.

5.5.2.Cuantificacion de RNA

La cuantificacion de RNA de cada muestra se determina mediante el equipo NanoDrop.

5.5.3.RT-PCR

La RT-PCR se realiza con el kit Takara. Se prepara el mix para todas las muestras en un
eppendorf segun la Tabla 4 y se preparan las muestras segln la Tabla 5. Para optimizar
el proceso primero se preparan el mix con un volumen final segun el nimero de
muestras y posteriormente se afiade a cada muestra 9pl.

Los valores de la Tabla 4 han sido calculados para 18ul de reaccion (5 genes*3 muestras
para cada gen) y 19 muestras; y los valores de la Tabla 5 han sido calculados segun la

concentracion de RNA de cada muestra para que la concentracién final sea 0,5ug.

Tabla 4: Plantilla para preparar el mix

Volumen final segtn el

Concentracion Volumen
Reactivo Concentracion numero de muestras
final final (ul)
()
Buffer 5X 1X 3,00 57
Oligo DT 25 mM 500 uM 0,75 14,25
Random
50 uM 2,5 uM 3 57
hexamers
SuperScript I 200 U/l 5 U/ul 0,75 14,25
Total 7,50 142,50
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Tabla 5: Plantilla para preparar las muestras con una concentracion de RNA de 0,5ug.

Muestra [RNA] (ug/ml) Volumen muestra (ul) Volumen agua (pl)

DIA 0.1 166,490 3 4,50
DIA 0.2 332,260 1,5 6,00
DIA 0.3 276,430 1,81 5,69
DIA 2.1 393,670 1,27 6,23
DIA 2.2 183,210 2,73 4,77
DIA 2.3 295,560 1,69 5,81
DIA4.1 478,060 1,05 6,45
DIA 4.2 450,150 1,11 6,39
DIA4.3 175,050 2,86 4,64
DIA 6.1 332,420 1,5 6,00
DIA 6.2 331,480 1,51 5,99
DIA 6.3 366,020 1,3 6,13
DIA 8.1 896,930 0,56 6,94
DIA 8.2 1245,060 0,4 7,10
DIA 8.3 898,920 0,56 6,94

5.5.4.Real-time PCR
Finalmente se realiza la Real-time PCR con el kit Appied Biosystems. Los calculos para
determinar el nimero de placas requeridas se especifican en la Figura 5 y los calculos

para preparar el mix en la Tabla 6:

18 muestras = 3 (triplicados) + 4 genes

= 2,25~3 pl
96 pocillos placas

Figura 5: Cdlculos para determinar el numero de placas LightCycler 480 Multiwell Plate 96

necesarias
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Tabla 6: Plantilla para preparar el mix para la Real-time PCR

Reactivos Volumen (ul)

TagMan buffer 295
AoD 59
H20 177

*Se ha calculado para 59 reacciones [(18muestras*3)+3placas+2]

Se prepara el mix para cada gen y posteriormente se anade 1ul de muestra y 9ul de mix
en cada pocillo de las placas LightCycler 480 Multiwell Plate 96. Al final de cada placa se

deja 1 pocillo por cada gen en el que se afiade el mix y 1ul de agua (control negativo).
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6. RESULTADOS

6.1. Adipogénesis de las células 3T3-L1

Durante el proceso de diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1 se puede observar como
los pre-adipocitos con una morfologia alargada de fibroblasto y sin acumulacion de
lipidos en su interior (Figura 6A, By C) empiezan a adoptar una morfologia cada vez mas
circular y a acumular lipidos en su interior (Figura 6D) hasta convertirse en adipocitos
totalmente diferenciados con una morfologia totalmente redondeada y con un

contenido lipidico que representa el 95% de su masa celular (Figura 6E).

6.2.Niveles de RNAm y proteina de FABP4, Perilipina y IL6 durante la
adipogénesis

Primero se corrobord que durante la adipogénesis los niveles de FABP4 aumentan.

Posteriormente se evaluaron los niveles de RNAm y proteina para la Perilipina (marcador

de adipogénesis) y RNAm de IL6 (marcador de resistencia a la insulina asociada a la

obesidad) durante el proceso de diferenciacién.

Segun los resultados representados en la Figura 7A, By C se observa un aumento gradual
tanto en los niveles de proteina como en los niveles de RNAm de FABP4. Los niveles de
proteina a dia 4 de diferenciacion aumentaron 2,57 veces (p<0,01); a dia 6 de
diferenciacién 3,37 veces (p<0,001) y a dia 8 de diferenciacién 4,82 veces (p<0,001)
respecto el dia 0 de diferenciacién. Por otro lado, los niveles de expresién génica a dia 4
de diferenciacién aumentaron 255,05 veces (p<0,05); a dia 6 de diferenciacién 628,23
veces (p<0,001) y a dia 8 de diferenciacion 858,97 veces (p<0,001) respecto el dia 0 de

diferenciacion.

En la Figura 8A y B se observa como los niveles proteicos de Perilipina tienden a
aumentar desde el 42 dia de diferenciacion de los adipocitos. Los niveles de proteina a
dia 6 de diferenciacion aumentaron 0,99 veces (p<0,001) y a dia 8 de diferenciacién 1,30

veces (p<0,001) respecto el dia 0 de diferenciacion. En la Figura 8C se observa como los
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niveles de RNAm de Perilipina se mantienen estables y sin diferencias significativas hasta
el dia 6 de diferenciacion, con un valor de aproximadamente 1 (unidades arbitrarias). El
nivel de RNAm a dia 8 de diferenciacion aumentaron 2,78 veces (p<0,001) respecto el

dia 0 de diferenciacion.

En la Figura 9 se representan los valores de expresién génica de IL6 durante el proceso
de diferenciacién de los adipocitos. Observamos una induccién de IL6 a dia 2 de
diferenciacién, aumentando 2,01 veces (p<0,001) respecto el dia O de diferenciacion.
Pero posteriormente se observa una disminucion hasta el dia 8 de diferenciacién. El nivel
de RNAm a dia 4 de diferenciacion disminuyo 0,36 veces (p<0,01) y a dia 8 de

diferenciacién disminuyo 0,15 veces (p<0,001) respecto el dia 0 de diferenciacién.
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Figura 6: Proceso de diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1

A: Pre-adipocitos a dia de diferenciacion 0; B: Pre-adipocitos a dia de diferenciacion 2; C:
Adipocitos inmaduros a dia de diferenciacion 4; D: Adipocitos inmaduros a dia de diferenciacion
6 y E: Adipocitos maduros a dia de diferenciacion 8. Las imdgenes de las figuras Ay B se han
tomado a 10X, mientras que las imdgenes de las figuras C, D y E se han tomado a 20X. Las flechas

de color rojo indican la acumulacion de lipidos en el interior de los adipocitos durante el proceso

de diferenciacion.
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Figura 7: Estudios de FABP4 durante el proceso de diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1
A: Linea de tiempo del proceso de diferenciacion y Western Blot de FABP4,; B: Cuantificacion de
los niveles de proteina y C: Cuantificacion de los niveles de RNAm.
Los valores estdn expresados como media + desviacion estdndar (*p<0’05, **p<0’01, ***p<0’001

respecto el dia 0 donde las células se encuentran sin diferenciar).
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Figura 8: Estudios de Perilipina durante el proceso de diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1
A: Linea de tiempo del proceso de diferenciacion y Western Blot de Perilipina; B: Cuantificacion
de los niveles de proteina y C: Cuantificacion de los niveles de RNAm.

Los valores estdn expresados como media * desviacion estdndar (***p<0’001 respecto el dia 0

donde las células se encuentran sin diferenciar).
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Figura 9: Estudio de IL6 durante el proceso de diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1,
cuantificacion de los niveles de RNAm.
Los valores estdn expresados como media * desviacion estandar (**p<0’01, ***p<0’001 respecto

el dia 0 donde las células se encuentran sin diferenciar).

6.3. Silenciamiento de FABP4 en modelo celular

Para explorar la implicacion de FABP4 en la regulacidn de Perilipina y IL6, responsables
del proceso de adipogénesis y resistencia a la insulina respectivamente, se silencioé la
expresion génica de FAB4 mediante siRNA en adipocitos diferenciados y se

determinaron los niveles de expresién génica de dichas moléculas.

En la Figura 10A se observa como el silenciamiento de FABP4 se ha conseguido de forma
eficiente ya que la expresion génica de FABP4 en adipocitos diferenciados disminuye
0,03 veces (p<0,001) respecto siRd. En cuanto a los niveles de expresidon de Perilipina
(Figura 10B) también se observa una disminucion significativa de 0,45 veces (p<0,05)
respecto siRd. Y IL6 (Figura 10C) también se be disminuida 0,54 veces (p<0,01) respecto
siRd.
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Figura 10: Efecto de siFABP4 sobre la expresion génica de FABP4, Perilipina y IL6
A: Cuantificacion de los niveles de RNAm de FABP4 después de su silenciamiento; B:
Cuantificacion de los niveles de RNAm de Perilipina después del silenciamiento de FABP4 y C:
Cuantificacion de los niveles de RNAm de IL6 después del silenciamiento de FABP4.
Los valores estdn expresados como media + desviacion estandar (*p<0’05, **p<0’01, ***p<0’001

respecto el control, siRd).
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6.4.Inhibicion de FABP4 en modelo animal

Para evaluar la inhibicién farmacolégica de FABP4 como potencial con aproximacion
terapéutica, se determinaron los niveles de RNAm de Perilipina y IL6 en 3 grupos de
animales de experimentacién: grupo control (STD), modelo de obesidad (HFD) y modelo
de obesidad tratado con inhibidor de FABP4 (HFD+BMS). De este modo se podra abordar
con un objetivo terapéutico el papel de FABP4 en la obesidad y resistencia a la insulina.
Por una parte, en la Figura 11 se observa que los valores de expresidon génica de
Perilipina y IL6 se ven aumentados significativamente en los modelos HFD (4,81 veces
con p<0,001 y 6,34 veces con p<0,001 respectivamente) en comparacidon con los
modelos STD.

También se observa que la inhibicién de FABP4 disminuye de forma significativa la
induccidn tanto de Perilipina como de IL6 en los modelos HFD+BMS ya que se produce
una disminuciéon de 0,77 veces (p<0,05) y de 0,52 veces (p<0,001) respectivamente en

comparacion con el modelo HFD.
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Figura 11: Efecto de BMS309403 sobre la expresion génica de Perilipina y IL6.

A: Cuantificacion de los niveles de RNAm de Perilipina después de la inhibicion de FABP4 y B:
Cuantificacion de los niveles RNAm de IL6 después de la inhibicion de FABPA.

STD (Dieta estdndar: 10% de kcal procedente de grasas), HFG (Dieta en alto contenido en grasas:
60% de kcal procedente de grasas) y HFD+BMS (Dieta en alto contenido en grasas suplementada
con inhibidor de FABP4 BMS309403).

Los valores estdn expresados como media * desviacion estdndar (***p<0’001 respecto el control,
STD) y (###p<0°001 respecto HFD).
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7. DISCUSION Y CONCLUSION

El aumento progresivo tanto en los niveles de expresidn génica cono en los niveles de
proteina FABP4 durante el proceso de diferenciacién de los adipocitos lleva a pensar que
FABP4 tiene un papel importante como transportador lipidico en la adipogénesis. Y que
estd implicada de forma directa en la acumulacién de acidos grasos en el interior de los
adipocitos. Estos resultados corroboran los resultados de otros estudios independientes

(Ullah et al., 2013).

El proceso de adipogénesis estd ampliamente asociado a sindrome metabdlico,
resistencia a la insulina y obesidad. La bibliografia cientifica asocia la FABP4 con las
patologias mencionadas describe que FABP4 regula estos procesos en el musculo
esquelético, higado... (Bosquet et al., 2018). En este trabajo se ha podido demostrar que
FABP4 parece tener también una funcién activa en el tejido adiposo y que podria
contribuir en la regulacion de dos marcadores: Perilipina (marcador de adipogénesis) y

IL6 (marcador de resistencia a la insulina asociada a la obesidad).

Durante el proceso de diferenciacion de los adipocitos se observa un aumento en los
niveles de FABP4 previo al aumento de los niveles de Perilipina, hecho que hace pensar
gue Perilipina estd regulada por FABP4. Pero en cuanto a los niveles de IL6 parecen no
estar regulados por FABP4 ya que se observa un aumento el dia 2 de diferenciacién y
posteriormente una disminucién. Parece ser que IL6 durante la adipogénesis se
encuentre regulada por otras vias, tal y como ya ha sido descrita por otros investigadores
anteriormente (Poulain-Godefroy et al., 2007).

Para poder estudiar de forma mas especifica si Perilipina y IL6 se encuentran regulados
por FABP4 se silencid la expresidn de FABP4 en adipocitos totalmente diferenciados. Los
resultados sugieren que si hay una correlacién entre los niveles de FABP4 con los niveles
de Perilipina y IL6 ya que cuando se silencia FABP4, los niveles de Perilipina y IL6
disminuyen significativamente. De hecho, previamente a este trabajo, Kijimoto et al.,

2012 también demostraron que en adipocitos diferenciados FABP4 regulaba IL6.
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Estos resultados llevan a pensar que efectivamente FABP4 regula los marcadores y que,
por tanto, también regula los procesos de inflamacion y resistencia a la insulina

asociados a la obesidad.

Para corroborar los resultados obtenidos en los modelos celulares y determinar si FABP4
puede ser una buena diana terapéutica, se realizé la inhibicién farmacolédgica de FABP4

en modelos animales complejo.

Los resultados son muy prometedores puesto que la inhibiciéon farmacoldgica de FABP4
previene significativamente la inducciéon de Perilipina y IL6 en el modelo murino de

resistencia a la insulina inducida por dieta grasa.

Aunque esta investigacion sugiere que FABP4 es un factor que contribuye al desarrollo
de estas patologias, todavia hay muchos mecanismos moleculares que se desconocen.
De modo que, si se quiere abordar las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad
con un objetivo terapéutico, aun es necesaria mucha mas investigacion para entender
completamente que vias estan implicadas y como se regulan. Ademas, se tendra que

determinar los posibles efectos de la inhibicidon de FAB4 a largo plazo.
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