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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad compleja caracterizada por el aumento de grasa corporal, cuya
prevalencia mundial posee tendencia al aumento. Comorbilidades como la diabetes mellitus y las
enfermedades cardiovasculares hacen que sea un riesgo importante para la salud. Por esto, es menester
conocer los mecanismos epigenéticos implicados en la diferenciacién de los adipocitos. Los miARNs
son acidos ribonucleicos cortos no codificantes que forman parte de la regulacion epigenética en
importantes procesos biolégicos como la adipogénesis. El objetivo principal de este trabajo fue
determinar el papel de miR-19a y miR-19b en la adipogénesis, utilizando un modelo in vitro, la linea
celular 3T3-L1, un modelo ampliamente empleado para estudios de adipogénesis e investigaciones
relacionadas con la obesidad. Para ello, se sobreexpresaron miR-19a y miR-19b con precursores
comerciales, tras lo cual se analizaron diferentes marcadores de adipogénesis mediante qRT-PCR a
distintos tiempos de diferenciacion y se visualizaron los lipidos acumulados mediante tincion con Oil
Red. Nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de miR-19a y miR-19b en células 3T3-L1
inhibe la adipogeénesis, evidenciado por la reduccion del ARNm de AdipoQ, PPARy, C/EBPa.y FAS.

RESUMO

A obesidade é unha enfermidade complexa caracterizada polo aumento de graxa corporal,
cuxa prevalencia mundial posue tendencia ao aumento. Comorbilidades como a diabetes mellitus e as
enfermidades cardiovasculares fan que sexa un risco importante para a saude. Por isto, & mester
cofiecer 0s mecanismos epixenéticos implicados na diferenciacién dos adipocitos. Os miARNS son
acedos ribonucleicos curtos non codificantes que forman parte da regulacion epixenética en
importantes procesos bioldxicos como a adipoxénese. O obxectivo principal deste traballo foi
determinar o papel de miR-19a e miR-19b na adipoxénese, utilizando un modelo in vitro, a lifia celular
3T3-L1, un modelo amplamente empregado para estudos de adipoxénese e investigacions relacionadas
coa obesidade. Para iso, sobreexpresaronse miR-19a e miR-19b con precursores comerciais, tras o cal
analizaronse diferentes marcadores de adipoxénese mediante gRT-PCR a distintos tempos de
diferenciacion e visualizaronse os lipidos acumulados mediante tincion con Oil Red. Os nosos
resultados mostran que a sobreexpresion de miR-19a e miR-19b en células 3T3-L1 inhibe a
adipoxénese a tempos tardios, evidenciado pola reducién do ARNm de AdipoQ, PPARy, C/EBPa e
FAS.

SUMMARY

Obesity is a complex disease characterized by the increase of body fat, whose worldwide
prevalence has a tendency to increase. Comorbidities such as diabetes mellitus and cardiovascular
diseases represent a significant risk to health. Therefore, it is important to know the epigenetic
mechanisms involved in the differentiation of adipocytes. miRNAs are short non-coding ribonucleic
acids which are part of epigenetic regulation in important biological processes such as adipogenesis.
The main objective of this work was to determine the role of miR-19a and miR-19b in adipogenesis,
using an in vitro model, the 3T3-L1 cell line, a model widely used for studies of adipogenesis and
obesity. For this, miR-19a and miR-19b were overexpressed with commercial precursors, then several
markers of adipogenesis were evaluated by gqRT-PCR through several differentiation times and
accumulated lipids were visualized by staining with Oil Red. Our results showed that overexpression
of miR-19a and miR-19b in 3T3-L1 cells inhibits adipogenesis, as shown by the reduction of AdipoQ,
PPARy, C/EBPa and FAS mRNAs.



INTRODUCCION

1. Introduccidn
1.1. Obesidad

La obesidad es una patologia cronica y compleja caracterizada esencialmente por el
incremento de la grasa corporal a raiz de un desequilibrio entre la ingesta y el gasto
energético, generando asi un balance caldrico positivo que va asociado a un mayor riesgo para
la salud (1). En las Gltimas décadas esta enfermedad ha avanzado de forma alarmante, hasta el

punto gque la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) le considera una pandemia (2).

En el afio 2016 existian mas de 1,900 millones de adultos con sobrepeso, de éstos mas
de 650 millones eran obesos. Dentro de las cifras mas preocupantes de la obesidad esta su alta
prevalencia durante la infancia y adolescencia. Por ejemplo, en el afio 2016 aproximadamente
41 millones de nifios menores de cinco afios tenian sobrepeso o eran obesos, mientras que de
5 a 19 afos existian mas de 340 millones (3). Para estimar el riesgo para la salud la OMS
propone una clasificacién que corresponde a la relacion entre el peso expresado en kilos (Kg)
y de la altura expresada en metros cuadrados (m?®) (Tabla 1), denominado indice de Masa
Corporal (IMC), de tal forma que las personas cuyo calculo sea igual o mayor a 30 Kg/m?son

consideradas obesas (3).

Clasificacion IMC (Kg/m?)
Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso o Preobeso 25-29,9
Obesidad Grado | 0 moderada 30-34,9
Obesidad Grado 1l o severa 35-39,9
Obesidad Grado Il 0 moérbida >40

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad segin la OMS (3).

1.1.1. Etiopatogenia y factores asociados a la obesidad

La obesidad es el resultado de la interrelacion de diversos factores como son
genéticos, metabdlicos, endocrinos y ambientales, de este Gltimo podemos mencionar el
aumento de la ingesta de alimentos con alto contenido caldrico y una disminucion de la
actividad fisica causada por una conducta sedentaria progresiva (2); otro factor asociado es la
microbiota intestinal, pues se considera que una alteracion en su equilibrio puede conllevar a
procesos de inflamacion que sirven como inductores en la patogénesis de la obesidad y el
sindrome metabdlico (4).

Dentro de los factores asociados al desarrollo de la obesidad también se encuentran los

mecanismos epigenéticos, los cuales actdan produciendo marcas quimicas sobre la estructura
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del acido desoxirribonucleico (ADN) sin modificar su secuencia, de esta forma alteran la
funcidén génica ya sea activando o silenciando su expresion. Entre estos mecanismo podemos
destacar los cambios de metilacion y los microARNs (miARNS) (5). Ambos mecanismos estan
relacionados con la fisiopatologia de la obesidad, por ejemplo se ha demostrado que
individuos obesos y no obesos poseen patrones de metilacion diferentes (6); también se han
encontrado diferencias en las metilaciones del tejido adiposo visceral y subcutaneo (7).
Ademas, estudios en roedores y humanos han comprobado como el estado nutricional durante
la gestacion afecta la metilacion de genes implicados en los procesos de adiposidad corporal,
en especial en la zona visceral correlacionados con la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2
(DM2). Por tanto, la susceptibilidad a desarrollar obesidad no sélo depende de la secuencia
genética y la ingesta caldrica, sino también de la herencia epigenética dependiente del estilo

de vida durante el periodo prenatal y posnatal.

1.1.2. Consecuencias y comorbilidad

Estudios aprecian como un incremento del IMC y la prevalencia de la obesidad se
asocia significativamente con la mortalidad de las poblaciones, la OMS resalta que la mayoria
de los paises desarrollados mantienen una prevalencia entre 20 y el 29,9% (Fig. 1). EI mayor
problema de la obesidad es que constituye un factor de riesgo importante para el desarrollo de
varias enfermedades siendo su principal consecuencia la DM2 vy las enfermedades
cardiovasculares, afecta también al aparato locomotor debido al peso, se relaciona con ciertos
tipos de tumores y, ademas acarrea efectos psicosociales que deterioran la calidad de vida de
las personas (8). En nifios se relaciona con un alto riesgo de desarrollar sindrome metabdlico
en la adultez, mientras que en embarazadas aumenta el riesgo de abortos espontaneos,
diabetes e hipertension gestacional (3). Actualmente los sistemas de salud se enfrentan a un
gran reto, debido a los costos econémicos que conllevan los tratamientos de la obesidad y de
las atenciones especializadas de las comorbilidades que presenta (2).

10.9-19.9

20.0-29.9
230.0

Sin datos
No aplica

Figura 1. Mapa mundial de la prevalencia de la obesidad en ambos sexos para adultos mayores de 18 afios
en el afio 2016. Espafia poseia una prevalencia de 23,8% y Republica Dominicana del 27,6%. (9)
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1.2.Tejido adiposo

Para comprender la fisiopatologia de la obesidad debemos conocer el metabolismo y
homeostasis del tejido adiposo del cual basicamente existen 2 tipos: el tejido adiposo blanco
(TAB), el méas abundante y cuya funcion principal es el almacenamiento de energia, y el
tejido adiposo marrén (TAM), que participa de la termogénesis no temblorosa a través de la
lipdlisis (10). En humanos, el TAB se distribuye basicamente en tejido subcutaneo (TAS) y
visceral (TAV) que estd ubicado alrededor de los 6rganos internos especialmente en el
abdomen, sin embargo en roedores se encuentran mas depdsitos de TAB como el gonadal v el
retroperitoneal o el omental (11); por otro lado el TAM en humanos se encuentra
principalmente en recién nacidos que gradualmente es reemplazado por TAB. Por esta razon
hace afios se pensaba que no existia en adultos, sin embargo, diversos estudios llevados a
cabo con tomografia de emision de positrones demostraron su existencia (12), pero su
localizacion esté restringida al cuello, la regién supraclavicular, interescapular, la médula
espinal y los depésitos perirrenales. En comparacion con modelos murinos el TAM humano
posee un perfil molecular similar, pero con la diferencia de que en los roedores el TAM esta

bien desarrollado y facilmente visible sin distincion de la edad (13) .

Las celulas del tejido adiposo o adipocitos, se caracterizan por el deposito de lipidos
en su citoplasma, pero no todos los adipocitos son iguales, pues los adipocitos de TAM y
TAB presentaran caracteristicas celulares propias para cada tejido (Fig. 2). Los adipocitos
blancos presentan una gran vacuola lipidica que suele ocupar casi todo el citoplasma, esto
provoca un desplazamiento del nucleo a la periferia y una distribucion escasa de otros
organulos como las mitocondrias y el reticulo endoplasmico (14), por el contrario los
adipocitos marrones presentan multiples vacuolas lipidicas, un ndcleo relativamente central y
una distribucion organizada de los orgdnulos distinguiéndose por un gran ndmero de
mitocondrias que le brindan el color marron caracteristico y permiten la funcion
termorreguladora (10). Recientemente se ha descrito un nuevo tipo celular que comparte
caracteristicas con los adipocitos blancos y marrones denominado adipocito beige o brite
ubicado en los depdsitos de tejido adiposo blanco, en humanos las que exhiben estas
caracteristicas estan presentes en la region supraclavicular y paravertebral mientras que en los

murinos abundan en la grasa inguinal y retroperitoneal (15).
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Figura 2. Caracteristicas de los tipos de adipocitos en muestras de ratdon. A) Adipocitos blancos con una
sola gota de lipido; B) Adipocitos marrones multiloculares; C) Adipocitos beige tras estimulo farmacolégico B-
adrenérgico de TAB inguinal. Microfotografia de microscopio de barrido obtenida de (16). Barra de escala:
50um.

Ademas de adipocitos en el tejido adiposo también existen otros tipos celulares como
preadipocitos, células madre, células endoteliales, macréfagos y leucocitos (conocidas en su
conjunto como células estromales) cuya proporcion varia de acuerdo a la condicion
fisioldgica y la localizacion del tejido (10). En la obesidad, las células del sistema inmune
aumentan su infiltracion dentro del tejido adiposo y aumentan la sintesis de factores que
promueven la inflamacion generalizada que caracteriza a la obesidad y que provoca
lipotoxicidad en otros tejidos (17). Las células madre derivadas del tejido adiposo (ADSC)
proporcionan la capacidad del tejido para generar adipocitos nuevos como un mecanismo
importante para la homeostasis metabdlica. Su capacidad de diferenciacion en varios tipos

celulares es actualmente un foco de interés para la medicina regenerativa (18).

1.2.1. Funciones
e Almacenamiento de energia
La funcion principal de los adipocitos es almacenar energia, siendo el TAB el
principal responsable. Para responder a variaciones del estado energético y acomodarse a la
cantidad de energia que debe almacenar es capaz de realizar cambios por un remodelado
rapido y dinamico de su estructura, que puede ocurrir por 2 mecanismos: aumentando el

numero de adipocitos (hiperplasia) o aumentando su volumen (hipertrofia) (19).

La hipertrofia es tipica de los adipocitos blancos y esta relacionada con una mayor
morbilidad debido a que los adipocitos hipertrofiados muestran caracteristicas necroticas que
provocan estados inflamatorios. La inflamacion altera las vias de sefializacion y la funcion
normal del receptor de la insulina y aumenta marcadamente la lipdlisis conduciendo a una
acumulacion ectopica de lipidos en otros érganos que termina afectando el trafico del

transportador de glucosa 4 (GLUT-4), resultados que a la larga conducen a resistencia a la
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insulina y dislipidemia (11, 19, 20). Estas caracteristicas se han observado principalmente en
los adipocitos del TAV, debido a que los tejidos mesentéricos y omentales estdn mas cercanos
a la vena porta y los factores proinflamatorios secretados tienen facil acceso a la circulacion,
por tanto es su expansion la mas relacionada al riesgo cardiometabdlico. Por otro lado los
adipocitos de TAS se comportan de forma distinta ya que experimentan mas hiperplasia que
el TAV y su tasa de lipdlisis, la secrecion de citoquinas y la sintesis de triglicéridos es menor
(11, 21).

Aunque en la obesidad se presenta tanto la hipertrofia como la hiperplasia, esta ultima
se relaciona con vias beneficiosas como la disminucidon de la liberacion de acido grasos libres
y de citoquinas proinflamatorias y provoca un aumento de la sensibilidad a la insulina, esto
sugiere que la adipogénesis es un posible objetivo para combatir la obesidad (12). Estos
efectos demuestran que la capacidad y mecanismo de expansion del tejido adiposo es
importante en relacion a la patogenicidad de la obesidad, ya que de acuerdo a como ocurra la
expansioén se pueden producir desajustes metabolicos que se vinculan a otras patologias

asociadas como la diabetes (1).

e Funcién endocrina

Hoy es bien sabido que el tejido adiposo es muy dindmico ya que también sintetiza y
secreta numerosos factores denominados adipoquinas las cuales intervienen en maultiples
procesos metabdlicos como la regulacion de la ingesta, la sensibilidad a la insulina y procesos
inflamatorios (10). Entre los factores secretados por el tejido adiposo se encuentran hormonas
como la adiponectina, leptina y resistina por lo que podemos afirmar que se trata de un tejido
endocrino (22). La adiponectina (o AdipoQ), es una hormona producida en todos los tipos de
adipocitos, que posee un efecto antiobesogénico y antidiabético, ya que estimula la lipélisis y
las respuestas antinflamatorias (21). Esta proteina también promueve la funcionalidad y la
supervivencia de las células [ pancreaticas, encargadas de secretar insulina, y ademas
presenta una accion a nivel central, estimulando el aumento de gasto energético y la pérdida
de peso (23). Ademas su sintesis es proporcional a la diferenciacion de los adipocitos, por lo

que es usado como un marcador adipogenico (24).

La leptina es otra hormona importante, fue la primera hormona que determiné la
capacidad endocrina del tejido adiposo, aunque también es producida por otros tejidos en
menor cantidad. Sus valores plasmaticos son proporcionales a la cantidad de masa grasa (21).

Entre sus funciones podemos diferenciar las que lleva a cabo a nivel central y a nivel
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periférico. A nivel central, especificamente en el hipotadlamo, tiene un fuerte poder
anorexigeno reduciendo el apetito y promoviendo la saciedad, favoreciendo de este modo la
pérdida de peso corporal. También interviene en el balance energético regulando la
temperatura corporal y aumentando el gasto energético (25). Aunque la leptina ejerce un
efecto antiobesidad, los individuos obesos presentan resistencia a esta hormona debido a
mecanismos que alteran el transporte al sistema nervioso central y la eficacia de su

sefializacion (21).

Existen ademas otras hormonas que antagonizan la accion de las anteriores, por
ejemplo la resistina, la cual posee la capacidad de inducir resistencia a la insulina en ratones
obesos, por tanto esta hormona demuestra el fuerte vinculo de la obesidad con la DM2, puesto
que la resistencia a la insulina es la antesala de la diabetes. Otras hormonas como la omentina
y la nesfatina se han relacionado, respectivamente, con los niveles de glucosa en sangre y la

modulacion del apetito de acuerdo al estado nutricional (11).

e Termogénesis

Tal como se ha mencionado, la gran cantidad de mitocondrias presentes en TAM
permite la produccion de calor por termogeénesis no temblorosa, gracias a la alta expresion de
la proteina desacoplante-1 (UCP-1) ubicada en la membrana mitocondrial interna (26). Esta
proteina se activa tras estimulos que promueven la liberacién de acidos grasos, como es el frio
y sefales B-adrenérgicas. Como respuesta, la UCP-1 desacopla la fosforilacion oxidativa al
devolver protones a la matriz intermembranal de la mitocondria, causando asi disminucion de
la sintesis de ATP y aumento de la actividad de la cadena respiratoria, que al final producen

liberacion de energia en forma de calor por combustion de los sustratos disponibles (27).

La termogenesis también favorece la pérdida de grasas almacenadas en adipocitos
blancos, ya que estos al captar el déficit de ATP movilizan sus reservas energéticas. Esto fue
corroborado por estudios en ratones transgénicos que expresaban genes homélogos de UCP-1,
los cuales a pesar de dietas hipercaldricas eran resistentes a la obesidad (28). Por otra parte el
tejido beige también contribuye a la termogénesis en ratones, en especial tras una prolongada
exposicion al frio que causa hiperplasia en los adipocitos beige y aumento en la expresion de
UCP-1 (29).

1.3. Adipogeénesis
La adipogeénesis es el proceso por el cual las células madres precursoras adquieren las

caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de un adipocito maduro y es similaren el TAB y el
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TAM (30). A nivel celular se divide en 2 etapas, una de compromiso donde las células madre
mesenguimales (MSCs) pluripotentes se convierten en preadipocitos y una etapa de
diferenciacion que puede ser temprana o terminal, en la cual los preadipocitos adquieren las
caracteristicas propias de un adipocito maduro (Fig. 3) (14, 31). Es importante destacar que la
mayoria de los conocimientos que hoy se poseen de la adipogénesis, es gracias a estudios
realizados con modelos celulares in vitro, tal como la linea de preadipocitos 3T3-L1, cuyas

células poseen caracteristicas fisiologicas y morfoldgicas muy similares a las in situ.

Recientemente se ha comprobado que los adipocitos blancos y marrones poseen un
origen celular diferente (32); los adipocitos blancos derivan de una poblacion de MSCs
estromales ubicadas en el TAB (18), ademas se ha descubierto hace poco un nicho de células
madre en la vasculatura adiposa (33); en cambio los adipocitos marrones surgen de una célula
precursora comun para los miocitos esqueléticos (34), proceso que es estimulado por el factor
de transcripcion denominado proteina 16 que contiene el dominio PR (PRDM16) (31). Por
otro lado el origen de los adipocitos beige es muy debatido, algunos sugieren la posibilidad de
una adipogénesis de novo (33) mientras otros abogan por una transdiferenciacion de

adipocitos blancos, fendmeno conocido como browning o beiging (35).

1.3.1. Factores de transcripcion y regulacion

En todo el proceso de adipogénesis existe una regulacion muy compleja en la que
intervienen multiples sefiales extracelulares e intrinsecas que pueden promoverla o inhibirla
como son: factores de transcripcion, hormonas, citoquinas y miARNs (Fig. 3) (31). Los
efectores positivos de la adipogénesis pueden ser especificos para cada adipocito, para los
blancos se han identificado la familia de factores de transcripcién activadores de proteina-1
(AP-1), los transductores de sefial y activadores de la transcripcion (STAT), el gen para la
proteina de union al elemento regulador de esteroles-1c (SREBP-1c) (14) factores similares a
Krippel (KLF), y la familia de proteinas morfogénicas 6seas (BMP) que contribuye tanto para
los adipocitos blancos (BMP2 y BMP4) como para los adipocitos marrones (BMP7) (14).
Para el estimulo de la adipogénesis marrdon se han caracterizado otros como PRDM16
implicado en la inhibicién del desarrollo del musculo esquelético (32).

El perfil de expresion de los factores de transcripcion de la adipogénesis es muy
coordinado y especifico; la familia de proteinas de union al potenciador CCAAT (C/EBPs),
especificamente C/EBPB y C/EBPo se expresan luego de recibir el estimulo de varios

factores, y son los principales reguladores en la etapa temprana de la adipogénesis (31) y para
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promoverla inducen la expresion de C/EBPa Yy del receptor activado por proliferadores
peroxisomales y (PPARy) mediante un proceso de retroalimentacion positiva; PPARy y
C/EBPa se autoregulan entre si provocando la diferenciacion terminal por activacién de una
serie de genes relacionados con la sensibilidad a la insulina, la lipogénesis y la lipdlisis,

incluido el gen GLUT-4 como se representa en la figura 3 (31, 36).

miRNAs
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Figura 3. Regulacién y etapas de la adipogénesis. En el esquema se muestran algunos factores de transcripcion
que inhiben (lineas rojas) o estimulan (flechas azules) el progreso de la adipogénesis. Lineas punteadas sefialan

etapas en las que actlan diferentes miARNSs. También se muestra la transicion y los cambios morfoldgicos desde
célula madre (MSC) hasta adipocito maduro en las distintas etapas de la adipogénesis (Flechas negras).

Aunque todos los factores mencionados poseen un papel importante, PPARy se
considera el principal regulador de la adipogénesis, pues estudios han demostrado que sin él
es imposible la diferenciacion (31). Pertenece a una super familia de receptores nucleares de
factores de transcripcion que actian uniéndose a promotores de genes diana que participan en
la proliferacion celular, la inflamacién y el metabolismo energético, y su expresion puede ser
inducida por esteroides como la dexametasona (37). Este factor de transcripcion también
favorece la sensibilidad a la insulina induciendo la sintesis de adiponectina y actuando como
receptor de medicamentos hipoglicemiantes del tipo tiazolidinedionas, lo que demuestra su
importancia como diana terapéutica de la DM2. En estudios llevados a cabo en roedores
también se ha demostrado que, induce apoptosis en adipocitos hipertréficos viscerales y

subcutaneos (37). Estos efectos han permitido demostrar como PPARy juega un papel
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importante en la fisiopatologia de la obesidad y el sindrome metabdlico (21), ademas es la

diana de diferentes factores externos que pueden promover o reprimir la adipogénesis (31).

Menos estudiados son los factores antiadipogénicos o efectores negativos. Se conocen
algunos cémo KLF2, el factor 1 de preadipocito (Pref-1) y los miembros de las familias
GATA y Wnt (14). Otro factor que ha cobrado importancia recientemente y al que algunos
articulos asocian un papel negativo en la adipogénesis es el receptor huérfano relacionado con
el &cido retinoico a (RORa), el cual forma parte de una super familia de receptores nucleares
regulados por ligando relacionados con el acido retinoico (38). RORa se expresa altamente en
varios tejidos, incluyendo el higado y el tejido adiposo, se ha relacionado con un papel
importante en procesos inmunes, la regulacion del ritmo circadiano y en procesos metabdlicos

como la homeostasis lipidica (39). Sin embargo su papel en la adipogénesis es controvertido.

Muchas investigaciones sobre como RORa afecta la adipogénesis y la sintesis de
triglicéridos se han realizado en ratones staggerer (sg) los cuales poseen una mutacién natural
para RORa, que provoca que la proteina no sea funcional. Lau y cols. realizaron estudios con
este modelo de ratdn, y sus resultados muestran como los preadipocitos presentaban una
diferenciacion celular menos potente con menor absorcion de glucosa y de acidos grasos
libres que sus contrapartes salvajes (40, 41). Mientras, en contraste, los estudios de Duez
sefialan una disminucion de la expresion de reguladores y marcadores adipogenicos (PPARy,
C/EBPa y GLUT-4) en un modelo in vitro de células 3T3-L1 con sobreexpresion de RORa,
observando un descenso en la adipogénesis (42). Estudios realizados con ratones knockout
(KO) de RORa especificos para tejido hepatico, presentaban una adipogénesis mas potente
que los controles y un aumento en la expresion PPARy, por lo que postularon que los efectos

de RORa podrian ser a través de la inhibicion transcripcional de PPARy (43).

1.3.2. Regulacién hormonal
Ademés de los factores de transcripcion numerosas hormonas también regulan el
metabolismo y la diferenciacion de los adipocitos, pero los efectos dependeran de las
diferentes vias de sefializacion por las que actien y el tipo de cultivo en el que se analicen.
Generalmente las proadipogénicas actlan estimulando la transcripcion directa de factores
como PPARy y la familia C/EBP y de sus reguladores positivos o bien contrarrestando el
efecto de vias antiadipogénicas (Tabla 2) (44).
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Hormona Efectos

In vitro: Proadipogenica en 3T3-L1 y antiadipogénica en cultivos
primarios.

crecimiento (GH) | In vivo: Antiadipogénica, disminuye el TAB en humanos y modelos
murinos tratados con GH.

Hormona de

In vitro:
-Proadipogénica para 3T3-L1 y la linea HIB-B1 (linea celular de
TAM).
-Promocion del browning adaptativo en adipocitos blancos.
Hormonas Efectos diversos in vivo:

-En ratones KO para receptores de HT y DIO2 no hay evidencia de
alteraciones significativas en el tejido adiposo, pero si en células
aisladas de estos ratones en cultivos in vitro.

-En ratas tratadas con triyodotironina, se promueve la lipogénesis, y
ademas aumenta la expresion de UCP-1, estimulando de esta forma la
lipdlisis y la termogénesis.

-In vitro: Proadipogénico tanto en lineas celulares (3T3-L1, 10T1/2)
como en cultivos primarios de BM-MSCs.

Glucocorticoides | -In vivo: Proadipogénico; promueven la obesidad visceral al favorecer
a los adipocitos blancos (en murinos tratados con GC disminuye el
browning y la actividad termogénica de UCP-1).

-In vitro: Proadipogénico en modelos 3T3-L1. Estimula la
proliferacién y la diferenciacion de los adipocitos al bloquear
reguladores negativos de PPARy y al estimular a SREBP-1c.

-In vivo: ratones KO para receptores de insulina presentan TAB
reducido.

-Efectos diversos en modelos in vitro: antiadipogénica en 3T3-L1 y
proadipogénico en preadipocitos de rata.

Estrogenos -In vivo: antiadipogénico, disminuye el TAV en mujeres y en modelos
trangénicos. En ratones tratados con estrdgenos disminuye la masa
magra y el tamafio de los adipocitos.

Efectos controversiales: Principalmente antiadipogénico in vitro e in
vivo. Pero su exceso en mujeres induce obesidad abdominal.

Tabla 2. Moduladores hormonales de la adipogénesis (44).

tiroideas (HT)

Insulina

Androgenos

1.4. Metabolismo de los lipidos
1.4.1. Lipogénesis
La diferenciacion de los adipocitos también incluye la expresion de genes implicados
en el metabolismo lipidico. A pesar de que la mayor parte de los lipidos almacenados en los
adipocitos provienen de la dieta, los adipocitos maduros pueden sintetizarlos por un proceso
Ilamado lipogénesis de novo (21). La lipogénesis es una ruta metabdlica que transforma el
acetil-CoA, obtenido del metabolismo de la glucosa, para la sintesis de acidos grasos que

luego son esterificados hasta triglicéridos y almacenados en el citoplasma del adipocito
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blanco (45). Esta ruta es llevada a cabo gracias a una serie de enzimas, principalmente la
acido graso sintetasa (FAS) y la acetil-CoA carboxilasa (ACC) (46).

FAS es un gran complejo formado por varios dominios que le confieren una actividad
multienzimatica que es necesaria para la sintesis y elongacién de acidos grasos (21). FAS se
expresa en varios tejidos, predominando en el higado y el tejido adiposo; utiliza acetil-CoA,
NADPH y malonil-CoA como sustrato para sintetizar palmitato (16 carbonos) y esta
principalmente regulada a nivel hormonal por la insulina, ademéas se relaciona con la

regulacién de la ingesta a nivel cerebral (Fig. 4) (47).

FAS para su funcién recibe el estimulo de SREBP-1c, un regulador importante de la
lipogénesis de novo. El factor de transcripcion SREBP-1c modula la actividad de otros genes
lipogénicos y puede ser estimulado por diversas hormonas (48), siendo la més importante la
insulina, ésta al unirse a su receptor induce actividad tirosinquinasa que aumenta la absorcién
de glucosa en los adipocitos por medio del reclutamiento de transportadores GLUT-4, al
mismo tiempo la glucosa también influye en la lipogénesis por medio de otros factores de
transcripcion similares a SREBP-1c. Otras hormonas que afectan SREBP-1c son la leptina 'y la

GH, las cuales ejercen un efecto negativo en la lipogénesis (49).

1.4.2. Lipdlisis

La lipolisis es la via metabdlica por la cual se produce la degradacion de los lipidos
almacenados en estados de requerimiento energético como el ayuno, o por sefales f-
adrenérgicas y frio (45). Esta via es llevada a cabo principalmente en el adipocito por la
accion de 3 enzimas hidroliticas: primero la lipasa adipocitica de triglicéridos (ATGL) o
desnutrina, convierte los triacilgliceroles en diacilgliceroles, éstos luego son divididos hasta
monoacilgliceroles por la lipasa sensible a hormonas (HSL); ésta enzima es activada por
fosforilacion como consecuencia del aumento citoplasmatico de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc); por altimo la monoglicérido lipasa (MGL) genera glicerol y &cidos grasos libres que
son captados por otros tejidos (45). La insulina es el principal inhibidor de la lipdlisis, pues
provoca que la proteina serina-treonina quinasa (AKT) active una fosfodiesterasa que
disminuye los niveles de AMPc, para de esta forma inhibir la actividad de la HSL (45). La
lipolisis puede verse influenciada por las dietas hipercaldricas, ya que como mencionamos
anteriormente, éstas provocan adipocitos hipertrofiados que luego aumentan marcadamente su
tasa de lipdlisis, este aumento produce depdsitos ectopicos de grasas en otros tejidos que
luego sufren lipotoxicidad y resistencia a la insulina, por tanto la regulacion de esta via
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metabolica, anudado a la lipogénesis de novo, juega un papel importante en la fisiopatologia
de la obesidad (50).

1.5. microARNs

1.5.1. Biogénesis y mecanismo de accién

Recientemente muchos estudios han resaltado el papel que juegan los miARNs en la
regulacién celular. Los miARNs son acidos ribonucleicos (ARN) cortos no codificantes de
aproximadamente 19-25 nucle6tidos que forman parte de la maquinaria epigenética (51). Los
miARNs pueden ser transcritos a partir de secuencias intronicas de genes codificantes o de
regiones intergénicas. La biosintesis se inicia en el ndcleo con transcritos primarios (pri-
miARNS) que luego atraviesan una via de maduracion; la ribonucleasa DROSHA procesa los

pri-miARNs hasta pre-miARNs, estos luego son exportados al citoplasma donde son

escindidos por otra enzima llamada DICER hasta generar miARNs maduros de una sola
cadena (Fig. 4) (52).
[

1. Genes para miARNs
{ (Intrones y regiones intergénicas)
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Figura 4. Biosintesis y mecanismo de accién de los miARNs. Modificado de (53).
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Los miARNs maduros regulan la expresion genica a nivel postraduccional al unirse
principalmente a regiones no traducidas (UTR) 3’0 5° de multiples ARNm diana. Herramientas
informaticas especializadas han identificado mas de 45,000 sitios de union para miARNs que
afectan al 60% de los genes (54). Al unirse dirigen el complejo de silenciamiento inducido

por ARN (RISC) para provocar la inactivacion génica, ya sea inhibiendo el inicio o
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elongacion de la traduccion o bien induciendo la degradacion parcial o total del ARNm diana
(Fig. 4) (52). De esta forma los miARNs regulan mdltiples procesos como proliferacion
celular, apoptosis, inflamacion, metabolismo y diferenciacién celular (55). Por otra parte sus
concentraciones circulantes son elevadas y existen evidencias de como miARNs pueden
regular tejidos a distancia por medio de exosomas, por lo que se estima que intervienen en la

comunicacion celular actuando también como entidades endocrinas y paracrinas (55).

1.5.2. Relacién miARNs-obesidad

Debido a las implicaciones que tienen los miARNS, su desregulacion puede ser la causa
de un amplio rango de enfermedades (55). Se han determinado perfiles de miARNs
estrechamente relacionados con enfermedades metabdlicas como la obesidad y la DM2,
encontrandose miARNs asociados al IMC, al aumento de peso corporal y la resistencia a la

insulina, esto destaca su posible uso como biomarcadores (Tabla 3) (51).

Existen estudios que han mostrado el comportamiento especifico que muestran varios
miARNs (55). Por ejemplo un estudio reveld6 como miR-140 se encontraba elevado en
individuos con obesidad morbida en contraste con aquellos sometidos a tratamiento
quirdrgico tras cual disminuian los niveles. De modo que los cambios asociados a la pérdida
de peso por cirugia pueden revertir la expresion de miARNs (51). Otros como miR-21 y miR-
143 intervienen en el deterioro progresivo de la sensibilidad a la insulina, otro hecho que
enlaza la obesidad con la DM2 (55). En un estudio en ratones alimentados con dieta alta en
grasas los niveles de miR-143 aumentaron en el TAV, asociandose a cambios en el peso
corporal, los niveles de leptina plasmatica y de PPARy, reflejando que la dieta también influye

en la expresion de los miARNSs (51).

Patologia asociada miARN
Obesidad miR-34a, miR-221, miR-222, miR-122, miR-221, miR-
17, miR-132

miR-15a/b, miR-21, miR-143, miR-103, miR-107,
miR-125, miR-33b

DM2 miR-27a, miR-21,

Hipertension miR-15a/b, miR-103, miR-122,miR-200a/c, miR-143
Tabla 3. miARNs relacionados con la obesidad y el sindrome metabolico (51, 52, 55).

Resistencia a la insulina

1.5.3. miARNSs y adipogénesis
Tanto en la diferenciacién del adipocito, desde el compromiso de las MSCs hasta su

maduracion, como en el metabolismo lipidico participa un amplio universo de miARNS, ya sea
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actuando como inhibidores o promotores (Tabla 4) (55). Entre ellos podemos mencionar el
claster miR-17-92 (56), que incluye 7 miARNs distintos (miR-17-5p y miR-17-3p, miR-18a,
miR-19a-3p, miR-19b-3p, miR-20 y miR-92-1) que participan activamente en procesos de
apoptosis y proliferacion celular, por lo que también estan asociados a tumorogénesis (55).
Estudios in vitro revelaron cémo estos miARNSs participan en la regulacion de la adipogénesis
alcanzando una mayor expresién en la expansion clonal de los preadipocitos (57). Bases de
datos para miARNs enlistan las dianas para cada miembro de esta familia, relacionandose a
RORa como posible diana para la familia miR-19 (tanto para miR-19a-3p como para miR-19b-
3p) (58). De este grupo también se asocia a miR-19a-3p con la sensibilidad a la insulina a
través de AKT (59). Mientras que se relaciona a miR-19b-3p con la inhibicion de la sintesis
de insulina (60) y con el browning de los adipocitos blancos (61). Esto implica que las
acciones que ejercen éstos miARNs podria ser una posible via terapéutica para la obesidad y
sus comorbilidades asociadas.

Efecto miARN

miR-15a/b, miR-103, miR-122,
miR-200a/c, miR-143
Antiadipogénicos | miR-27a/b, miR-26a, miR-155
miR-19b, miR-26, miR-30, miR-32

S Proadipogeénicos
Adipogénesis Pog

Browning miR-133, miR-155

Lipogénesis miR-143-3p, miR-652-3p, miR-192
Lipdlisis miR-33b

Captacion de glucosa miR-148a, miR-93, miR-223
Inflamacion miR-222, miR-221, miR-132
Sintesis de adiponectina miR-193b

Tabla 4. miARNs implicados en la fisiologia de los adipocitos (51, 52, 55).
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2. OBJETIVOS
Ante la evidente importancia que poseen los miARNSs en la regulacion de la funcion
metabdlica y diferenciacion de las células adiposas y su papel en el desarrollo de la obesidad,

el objetivo general de esta investigacion es:
Determinar el papel de miR-19a-3p y miR-19b-3p en la adipogénesis.
Para llevar a cabo este objetivo general nos planteamos una serie de objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto de la sobreexpresion de miR-19a-3p sobre la adipogénesis en la linea

celular de preadipocitos 3T3-L1.

2. Estudiar el efecto de la sobreexpresion de miR-19b-3p sobre la adipogénesis en la linea

celular de preadipocitos 3T3-L1.

3. Conocer si los efectos de la sobreexpresion simultanea de miR-19a-3p y miR-19b-3p

en la linea celular de preadipocitos 3T3-L1, sobre la adipogénesis son acumulativos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Disefo experimental

1. Sobreexpresion de miR-19a-3p

Para llevar a cabo el primer objetivo las células fueron cultivadas y tras alcanzar una
confluencia del 100%, se transfectaron con sobreexpresante comercial de miR-19a-3p (a partir
de ahora lo llamaremos miR-19a) a una concentracion de 17 nM. Tras la transfeccién se
indujo la adipogénesis aplicando un protocolo que describiremos mas adelante. La progresion
de la adipogénesis fue monitoreada por la observacion de los cambios morfol6gicos y por la
visualizacion de la acumulacién de lipidos por medio de tincion Oil Red. Las células fueron
levantadas a los 2, 4 y 6 dias después de la induccion de la adipogénesis y se extrajo ARN.
Posteriormente se retrotranscribi6 ARNm y su producto fue utilizado para cuantificar, por
medio de la técnica de reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa en tiempo real (qQRT-
PCR), los niveles de expresion de genes relacionados con la progresion de la adipogénesis
(PPARy, C/EBPa, AdipoQ y FAS) asi como los niveles de expresion génica de RORa, una
posible diana de la familia miR-19 y que como se ha mencionado, relacionado con la
adipogeénesis. De forma similar también se estudiaron los niveles de expresion de miR-19a por

gRT-PCR usando sondas comerciales.

2. Sobreexpresion de miR-19b-3p

Para llevar a cabo el segundo objetivo, células 3T3-L1 se transfectaron con un
sobreexpresante comercial para miR-19b-3p (a partir de ahora miR-19b) a una concentracion
de 17 nM. Siguiendo el mismo procedimiento que para el primer objetivo. Las células se
recogieron a iguales tiempos e igualmente se analizo la progresion de la adipogénesis por
medio de las caracteristicas morfologicas celulares, tincion Oil Red y a través de los niveles

de expresién de los genes mencionados anteriormente.

3. Sobreexpresion simultanea de miR-19ay miR-19b

En el tercer ensayo experimental se transfectaron células 3T3-L1 con los
sobreexpresantes miR-19a y miR-19b simultaneamente usando las mismas concentraciones
que en los anteriores ensayos. El tiempo de recogida de las células, asi como los parametros
estudiados fueron iguales a los ensayos 1 y 2. A continuacién se desglosan los pasos

realizados en cada una de las técnicas empleadas.
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3.2. Técnicas

e Cultivo celular de 3T3-L1
Para llevar a cabo la investigacion se utilizo la linea celular de preadipocitos 3T3-L1

como modelo in vitro de adipogénesis. Esta linea celular obtenida de tejido embrionario de
ratones Swiss constituye actualmente el modelo mas estudiado de adipogénesis, pues es capaz
de diferenciarse en adipocitos morfoldgica, fisioldgica y bioquimicamente semejantes a

adipocitos de tejidos primarios bajo ciertos estimulos (14).

Las células 3T3-L1 se cultivaron en placas de 100mm con 8ml de medio de cultivo
Eagle modificado por Dulbeco, DMEM (Gibco) suplementado con 10% Calf Serum
(HyClone), 1% de penicilina/estreptomicina, P/S (Gibco) a 37°C y 5% de CO,. Cuando se
obtuvo el nimero adecuado de células, se recogieron con Tripsina-EDTA al 0.5% (10X)
(Gibco) diluida al 2X con suero salino (Fresenius kabi), luego se centrifugaron a 193 xg
(1.000 rpm) durante 5 minutos a temperatura ambiente, el pellet se resuspendié en 50 ml de
medio y fueron sembradas nuevamente a una concentracién de 80.000 células/pocillo en

placas de 12 multipocillos (Thermo Scientific) con 1,5 ml de medio/pocillo.

e Transfeccion
Cuando las celulas alcanzaron el 100% de confluencia se procedio a retirar el DMEM,
se lavaron con suero salino y fueron transfectadas con imitadores sintéticos comerciales de los
miARNSs correspondientes a cada ensayo o con un control negativo (TN) todos obtenidos a
través de la casa comercial Applied biosystems empleando Endofectina (GeneCopeia) en
medio Opti-MEM® (Gibco) como se describe a continuacion.

Se prepara para cada tratamiento, TN y el sobreexpresante de miARN correspondiente,
2 tubos (A 'y B) con los siguientes componentes y concentraciones:

e Tubo A: 25pl de Opti-MEM® + 1,5 pl de endofectina, tras un vortex se incuba durante
5 min.

e Tubo B: 25,565pl de Opti-MEM® + 0,935 pl de miARN o TN segln corresponda; tras
un vortéx se incuba durante 5 min.

e Se mezclan los tubos A y B; se incuban por otros 5 min sin vortex.

En cada pocillo por cada 540 pl de medio se emplearon 50 ul de la mezcla

correspondiente a cada tratamiento, con el cual permanecieron 24 h.

17



MATERIAL Y METODOS

e Induccion de adipogénesis
Para estimular la adipogénesis se siguieron los pasos descritos a continuacion como se

muestra en la Figura 5.

1. Tras 24 h con el coctel de transfeccion se retira el medio, se lavan las células con salino
y se mantienen otras 24h antes de empezar la diferenciacion para permitir la
“recuperacion” de las células. Para ello se emplea el mismo medio en el que se
expandieron los preadipocitos (DMEN, Calf Serum al 10% y P/S al 1%).

2. Pasadas 24h con el medio de recuperacion, el medio de preadipocitos fue reemplazado
por medio de diferenciacién compuesto por DMEM/F12 (Gibco) suplementado con un
10% de suero fetal bovino (10%), 0,25 uM dexametasona (Sigma), 1 pg/ml insulina
(Novo Nordisk), 0,5 mM 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) y P/S al 1%. Este momento
se considera el dia 0 de diferenciacion (DO).

3. Tras 48h (D2) el medio de diferenciacion fue sustituido por medio de mantenimiento |
(DMEM/F12 sin IBMX ni dexametasona), el cual se renovaba cada 24h tomando 1,2 ml
de cada pocillo y afiadiendo 1,5 ml.

4. A partir del dia 4 (D4), se emple6 medio de mantenimiento Il (DMEM/F12 sin insulina)

renovandose cada 24h de forma similar al anterior hasta el dia 6 de la diferenciacién.

Preadipocitos )] Adipocitos |
Diferenciacion iMantenimientoI Mantenimiento I
v v o \
Dia0 > Dial »>Dia2 > Dia3 _>Dia4 > Dia5 > Dia6
W I I\ _J
DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
1% Antibiéticos 1% Antibioticos 1% Antibi6ticos
10% FBS 10% FBS 10% FBS
Insulina Insulina
Dexametasona
IBMX

Figura 5. Linea de tiempo y protocolo seguido para diferenciar los preadipocitos de la linea celular hasta
adipocitos maduros.

e Tincion Oil Red
El Oil Red es un colorante hidréfobo soluble en grasas neutras y ésteres de colesterol
que se asocia con facilidad a los lipidos almacenados pero no en los lipidos de las membranas

celulares, por lo que es un método preciso para detectar y cuantificar los trigliceridos
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almacenados (62). Para tefiir las células les fue retirado el medio y se lavaron 2 veces con
tampon fosfato (PBS; pH 7,4) A continuacién las células se fijaron con formalina al 10%
durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras otros 2 lavados con PBS fueron lavadas durante 1
min con isopropanol (Sigma) al 60%, tras su retirada se afiadi6 a las células 400 pl de Oil Red
a una concentracion de 3mg/ml durante 30 min a temperatura ambiente. Tras retirar el Oil
Red, las células se lavaron con agua para posteriormente tomar fotografias usando un
microscopio (Nikon Eclipse TS 100) con camara microscopica digital XM Full HD Camera
(XM Family) Samsung BWC-1602. El tinte fue eludido con 300 pl de isopropanol (PanReac)
al 100% para leer su absorbancia a 450nm con un lector de microplacas TECAN usando

como blanco isopropanol al 100%.

e Extraccion de ARN total
Las células fueron recogidas con 800 ul de TRIzol™ (Invitrogen) los dias 2, 4y 6 de
diferenciacion para la posterior extraccion de ARN siguiendo las especificaciones del
fabricante. La concentracién de ARN, asi como la contaminacion por proteinas y fenoles se
determinaron mediante ratios 260/280 nm y 260/230 nm en un espectrofétometro NanoDrop
ND 100 (Thermo Scientific) mientras que la integridad del ARN se determiné por gel de

agarosa (Sigma) al 1,5%.

e Retrotranscripcion
Para analizar la expresion del ARNm lo primero fue transformar este ARN en ADN
complementario (ADNc) mediante el proceso de retrotranscripcion (RT). Para ello se prepar6
una mezcla con los componentes que muestra la Tabla 5. Se tomé 20 pl de la mezcla que
aparece en la Tabla 5 para cada muestra y se afiadieron 10 pl de ARN a una concentracion de
100 ng/pl. La RT fue realizada en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems) siguiendo el programa descrito en la Tabla 6. EI ADNc se diluy6 en 70 ul de

agua esteéril (Sigma).

Componentes de la mezcla Volumen/pacillo (ul)
Buffer 5x First Strand (Invitrogen) 6

dNTPs (Invitrogen) 6

MgClI (Ambion) 15

Random primers (Invitrogen) 0,17

RNaseOUT ™ (Invitrogen) 0,25

RM-MLYV (Invitrogen) 15

H,0 estéril (Sigma) 4,58

Tabla 5. Componentes de la mezcla de retrotranscripcion de ARNm.
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Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min)
L 37 95
Retrotranscripcion 42 15
Desnaturalizacion 95 5
Enfriamiento 4 )

Tabla 6. Programa de retrotranscripcion de ARNm.

Para analizar los niveles de expresion de los miARNs se utiliz6 una técnica muy
similar a la anterior, con la particularidad de que en este caso para llevar a cabo la RT se
usaron cebadores comerciales especificos para cada miARN a estudiar. Ademas para cada RT
se emplearon 5 pl de ARN a una concentracion de 10 ng, y 10 pl de la mezcla sefialada en la
Tabla 7. La RT fue realizada segun el programa descrito en la Tabla 8 en el termociclador

mencionado anteriormente. El producto de la RT fue diluido en 150 pl de agua estéril.

Componentes de la mezcla Volumen/pocillo (pl)
Tampon de Transcripcion inversa 15

(Applied biosystems)

dNTPs (Applied biosystems) 0,15

Cebadores (Applied biosystems) 2

RNaseOUT ™ (Applied biosystems) 0,19

RTasa (Applied biosystems) 1

H,0 estéril (Sigma) 5,16

Tabla 7. Componentes de la mezcla de retrotranscripcion de miARN.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min)
Retrotranscripcion 10 45

42 45
Desnaturalizacion 85 5
Enfriamiento 4 0

Tabla 8. Programa de retrotranscripcion de miARN.

e Reaccion en Cadena de Polimerasa

Para analizar la expresion de los genes objeto de estudio se uso la técnica gRT-PCR.
Para ello se prepard una mezcla con cebadores disefiados por el grupo tal como se detalla en
la Tabla 9. Se tomaron 15 pl de dicha mezcla'y 2 pl de ADNCc para cada muestra a analizar y
se colocaron en una placa de 96 pocillos (Roche). Para analizar los niveles de expresion de
miRNAs objeto de estudio, se emplearon sondas TagMan comerciales mas los componentes
descritos en la tabla 10, tomandose 2l ADNc y 10 pl de la mezcla para cada muestra. Las
PCRs se realizaron en un termociclador LightCycler® 480 Il (Roche) como describe la tabla
11.
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PowerUp SYBR Green Master Mix 8,5
(Applied Biosystems)

Cebador Sentido (Invitrogen) 0,068
Cebador Antisentido (Invitrogen) 0,068
H,0 estéril (Sigma) 6,4

Tabla 9. Mezcla de qRT-PCR para analisis de ARNm.

TagMan Universal Master Mix 8,75
(Applied biosystems)

Cebadores (Applied biosystems) 0,875
H,O estéril (Sigma) 5,375

Tabla 10. Mezcla de gRT-PCR para analisis de miARNS.

Incubacion 1 95 10 min
95 10 min
Amplificacion 40 60 45s
72 4s
Enfriamiento 40 10s

Tabla 11. Etapas de la qRT-PCR para ARNm.

Incubacion 1 50 2 min
Activacién 1 95 10 min
e e, 95 15s
Amplificacion 40 60 1min
Enfriamiento 40 10s

Tabla 12. Etapas de la gRT-PCR para miARN.

3.3. Andlisis Estadistico
Se calcularon las medias y el error estandar (ES) de cada grupo. Se consideraron
significativas las diferencias con un p-valor < 0,05, determinadas por el test de Bonferroni y
con andlisis de la varianza (ANOVA) de dos vias. Las graficas y los analisis estadisticos se

realizaron con el programa SigmaPlot V.11.0.
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4. RESULTADOS

4.1.Efectos de la sobreexpresion de miR-19a en la adipogénesis.

Para explorar los efectos de miR-19a en la adipogénesis se transfectaron células 3T3-
L1 con un sobreexpresante comercial para este miARN tal como se describio en el apartado
anterior. Luego de transfectar las células se procedié a estimularlas con un coctel
proadipogénico para inducir la transformacion a adipocitos maduros tal y como se explico
mas arriba. Las células se observaron a los 2, 4 y 6 dias tras la induccion de la diferenciacion.
Lo primero que llevamos a cabo fue analizar sus cambios morfologicos.

Teniendo en cuenta que el tipo de sobreexpresion usada en este estudio es transitoria,
lo primero que hicimos fue comprobar que la transfeccidn habia tenido éxito y que ademas los
valores de miR-19a se mantienen mas elevados en las células tratadas que en el control
durante todo el tiempo que duré el experimento (seis dias). Para realizar esta comprobacion se
analizd por gRT-PCR el nivel de expresion miR-19a. En la Figura 6 se puede ver que la
transfeccion funciond perfectamente llegando a aumentar los valores de miR-19a hasta en 60
veces. Algo que también se observa en la Figura 6, es que la diferenciacion disminuye los
niveles de expresion de miR-19a en las células control, si bien las diferencias no son
estadisticamente significativas, aunque hay que tener en cuenta que el N no es excesivamente
elevado y habria que hacer mas réplicas para confirmar si existe un descenso real en la

expresion de este miARN con la diferenciacion adipogénica.

10000 - miR-19a

8000 -
- TN a*
6000 1 3 miR-19a

4000 H b*

2000 | ’—"—‘ £

100 -

50 1

% Sobre el control a D2

0

2D 4D 6D

Figura 6. Niveles de expresion de miR-19a en preadipocitos 3T3-L1 tratados con un control negativo (TN)
0 con un sobreexpresante para miR-19a. Los andlisis se llevaron a cabo 2, 4 y 6 dias (2D, 4D, 6D) después de
que las células fueron estimuladas para diferenciarse a adipocitos maduros. Datos normalizados por la expresion
del gen U6. Los valores se expresan en unidades arbitrarias como la media + el error estdndar, donde a las
células 3T3-L1 transfectadas negativo a dia 2 se les asigno el valor 100%. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los distintos tiempos de diferenciacion dentro de cada tratamiento
y * indica diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) por la transfeccion respecto al control (TN),
(ANOVA de 2 vias, test post hoc Bonferroni). N= 4 para todos los grupos.
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Tal y como puede verse en la Figura 7A a dia 2 las células de ambos tratamientos
comenzaron a cambiar su morfologia de fibroblastos, tornandose ligeramente mas
redondeadas, si bien a este tiempo aun no es perceptible una cantidad importante de lipidos
(Fig. 7A, 7B). A dia 4 se puede observar que las células con el sobreexpresante para miR-19a
poseen vacuolas de lipidos mas grandes, aunque no parece haber diferencias en la cantidad de
células diferenciadas entre ambos tratamientos (Fig. 7C, 7D). Sin embargo a dia 6 las
diferencias son opuestas, puesto que se aprecia como las gotas de lipidos son mas pequefias en

las células sobreexpresadas con miR-19a comparadas con las células control (Fig.7E, 7 F).

TN __miR-19a

D4

Figura 7. Fotografias de células 3T3-L1 tratadas con un sobreexpresante comercial para miR-19a (B, D, F)
0 con un control negativo (A, C, E). Las células se tifieron con Oil Red, para visualizar los lipidos
intracelulares (flechas); las fotografias se tomaron respectivamente a los 2, 4 y 6 dias después de la induccidn de
la diferenciacion, con un microscopio Nikon Eclipse TS 100 con camara microscopica digital XM Full HD
Camera (XM Family) Samsung BWC-1602 (20x).

Para establecer la relacién entre la sobreexpresion de miR-19a y la adipogénesis se
analizd la expresion de factores de transcripcion que estimulan la adipogenesis como PPARy
y C/EBPa por gRT-PCR, asi como de marcadores tipicos de adipocitos maduros como FAS,
gen implicado en la sintesis de novo de los lipidos, y AdipoQ relacionado con el metabolismo
de la glucosa y la sintesis de adiponectina. También incluimos el gen RORa, debido a que

varios algoritmos bioinformaticos predicen que podria ser una diana de la familia miR19.
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Tal y como se esperaba, la induccion de la adipogénesis provocéd un aumento muy
importante en los niveles de expresion de PPARy y C/EBPa, tanto en las transfectadas
negativo como en las sobreexpresadas para miR-19a, datos que coinciden con los marcadores
analizados FAS y AdipoQ (Fig.8 A-D). A pesar de que los niveles de expresion de PPARy y
C/EBPa no presentan variaciones significativas por la transfeccion (Fig.8A, 8B), podemos ver
que la sobreexpresion de miR-19a provocé un descenso en la adipogénesis a periodos tardios,
tal y como se puede observar en los niveles de AdipoQ y FAS (Fig. 8C, 8D). Por otra parte, en
RORa se observa como sus niveles de expresion aumentan a medida que transcurre la
diferenciacion de preadipocito a adipocito maduro, aunque sin variaciones de expresion

estadisticamente significativas por la transfeccion (Fig.8E).
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Figura 8. Niveles de expresion de PPARy (A), C/EBPa (B), AdipoQ (C), FAS (D), RORa (E) en
preadipocitos 3T3-L1 tratados con un control negativo (TN) o con un sobreexpresante para miR-19a. Los
andlisis se llevaron a cabo 2, 4 y 6 dias (2D, 4D, 6D) después de que las células fueron estimuladas para
diferenciarse a adipocitos maduros. Datos normalizados por la expresion del gen S11. Los valores se expresan en
unidades arbitrarias como la media + el error estdndar, donde a las células 3T3-L1 transfectadas negativo a dia 2
se les asigno el valor 100%. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre
los distintos tiempos de diferenciacién dentro de cada tratamiento y * indica diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) por la transfeccién respecto al control (TN), (ANOVA de 2 vias, test post hoc
Bonferroni). N= 4 para todos los grupos.
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4.2.Efectos de la sobreexpresién de miR-19b en la adipogénesis.
Debido a que los miembros de una misma familia de miARNs comparten muchas
caracteristicas y pueden tener funciones similares, decidimos analizar si los efectos de miR-

19b eran similares a los del anterior ensayo, aplicando las mismas técnicas.

Al igual que en el primer ensayo, la eficiencia de la transfeccion con el
sobreexpresante de miR-19b fue verificada por medio de gRT-PCR. En la figura 9 se
comprueba que la transfeccion fue efectiva pues los niveles de expresion de miR-19b son
estadisticamente mas altos que en los controles, durante todo el tiempo de estudio. En este
caso no se observa ningin cambio en los niveles de expresion de este miARN por la

diferenciacion.
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Figura 9. Niveles de expresién de miR-19b en preadipocitos 3T3-L1 tratados con un control negativo (TN)
0 con un sobreexpresante para miR-19b. Los analisis se llevaron a cabo 2, 4 y 6 dias (2D, 4D, 6D) después de
que las células fueron estimuladas para diferenciarse a adipocitos maduros. Datos normalizados por la expresion
del gen U6. Los valores se expresan en unidades arbitrarias como la media + el error estdndar, donde a las
células 3T3-L1 transfectadas negativo a dia 2 se les asigno el valor 100%. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los distintos tiempos de diferenciacién dentro de cada tratamiento
y * indica diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) por la transfeccion respecto al control (TN),
(ANOVA de 2 vias, test post hoc Bonferroni). N= 4 para todos los grupos.

En la evaluacion microscopica, a dia 2 es notable como las células del control ya
habian iniciado a cambiar su morfologia, perdiendo el aspecto fibroblastico tan caracteristico
de los preadipocitos, mientras las tratadas con miR-19b adn presentaban muchas
caracteristicas de esta morfologia (Fig.10A, 10B). Los cambios se van acentuando a medida
gue van transcurriendo los dias desde la induccion de la diferenciacion. A dia 6, los cambios
son mucho méas marcados, tal como se puede apreciar en las Figuras 10E-10F, donde
podemos observar un menor porcentaje de células diferenciadas en aquellas tratadas con el
sobreexpresante miR-19b, que presentaron una adipogénesis mas lenta con menos lipidos que

los controles.
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Figura 10. Fotografias de células 3T3-L1 tratadas con un sobreexpresante comercial para miR-19b (B, D,
F) o con un control negativo (A, C, E). Las células se tifieron con Qil Red, para visualizar los lipidos
intracelulares (flechas); las fotografias se tomaron respectivamente a los 2, 4 y 6 dias después de la induccion de
la diferenciacién, con un microscopio Nikon Eclipse TS 100 con camara microscopica digital XM Full HD
Camera (XM Family) Samsung BWC-1602 (20x).

Los resultados de las gRT-PCRs coinciden con los observados en las fotografias de
microscopia, demostrando que el tratamiento con el sobreexpresante de miR-19b, en contraste
con el control, provoco un descenso significativo en los factores de transcripcion PPARy y
C/EBPo. (Fig. 11A,11B), asi como del marcador de adipocitos maduros AdipQ (Fig. 11C). En
contraste con estos resultados la expresion génica de FAS no presenta ninguna variacion
estadisticamente significativa por el tratamiento con el sobreexpresante (Fig.11D). Sin
embargo, la expresion de RORa si experimenta cambios estadisticamente significativos, pues
sus niveles no solo aumentan de forma proporcional a la diferenciacion en ambos
tratamientos, sino que también se observa como estos descienden significativamente por
efecto de la sobreexpresion de miR-19b a partir del cuarto dia tras la induccion de la

diferenciacion, tal como muestra la Figura 11E.
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Figura 11. Niveles de expresion de PPARy (A), C/EBPa (B), AdipoQ (C), FAS (D), RORa (E) en
preadipocitos 3T3-L1 tratados con un control negativo (TN) o con un sobreexpresante para miR-19b. Los
analisis se llevaron a cabo 2, 4 y 6 dias (2D, 4D, 6D) después de que las células fueron estimuladas para
diferenciarse a adipocitos maduros. Datos normalizados por la expresion del gen S11. Los valores se expresan en
unidades arbitrarias como la media * el error estandar, donde a las células 3T3-L1 transfectadas negativo a dia 2
se les asigno el valor 100%. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre
los distintos tiempos de diferenciacién dentro de cada tratamiento y * indica diferencias estadisticamente

significativas (p < 0,05) por la transfeccién respecto al control (TN), (ANOVA de 2 vias, test post hoc
Bonferroni). N= 4 para todos los grupos.
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4.3. Efecto de la sobreexpresién conjunta de miR-19a y miR-19b en la

adipogénesis.

En vista de los resultados anteriores, se planted la posibilidad de que los efectos de
ambos miARNs pudieran ser sinérgicos debido a su relacion génica familiar. Por tanto se
realizd otro ensayo experimental donde se transfectaron conjuntamente ambos mirARNS.
Efectivamente a nivel morfolégico, tras 4 dias de diferenciacion, las diferencias ya son muy
marcadas entre los controles y las células tratadas con los sobreexpresantes, confirmando que

los efectos son alin mas potentes que en los anteriores experimentos (Fig.12 C-F).

TN miR-19a + miR-19b

D2

D4

D6

Figura 12. Fotografias de células 3T3-L1 tratadas con sobreexpresantes comerciales para miR-19a y miR-
19b (B, D, F) o con un control negativo (A, C, E). Las células se tifieron con Oil Red, para visualizar los
lipidos intracelulares (flechas); las fotografias se tomaron respectivamente a los 2, 4 y 6 dias después de la
induccion de la diferenciacion, con un microscopio Nikon Eclipse TS 100 con cdmara microscopica digital XM
Full HD Camera (XM Family) Samsung BWC-1602 (20x).

Transcurridos 4 dias de diferenciacion, destaca el efecto de la sobrexpresion de miR-
19a+miR-19b sobre la expresion génica de la mayoria de los genes estudiados. C/EBPq,
AdipoQ, FAS y RORa, presentaron un descenso significativo en relacion a los controles (Fig.
13 A-E), descenso superior al observado cuando se sobreexpresé por separado cada miARN.
Los resultados para miR-19a+miR-19b en comparacion a los de miR-19b son similares en

cuanto a PPARy, pero con un efecto muy superior a los de miR-19a. Sin embargo en los
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marcadores AdipoQ, FAS y el factor C/EBPa se observa a los dias 4 y 6 un efecto sumatorio
en miR-19a+miR-19b.
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Figura 13. Niveles de expresion de PPARy (A), C/EBPa (B), AdipoQ (C), FAS (D), RORa (E) en
preadipocitos 3T3-L1 tratados con un control negativo (TN) o con sobreexpresantes para miR-19a y miR-
19b. Los analisis se llevaron a cabo 2, 4 y 6 dias (2D, 4D, 6D) después de que las células fueron estimuladas
para diferenciarse a adipocitos maduros. Datos normalizados por la expresion del gen S11. Los valores se
expresan en unidades arbitrarias como la media + el error estandar, donde a las células 3T3-L1 transfectadas
negativo a dia 2 se les asigné el valor 100%. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
(p < 0,05) entre los distintos tiempos de diferenciacion dentro de cada tratamiento y * indica diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) por la transfeccidn respecto al control (TN), (ANOVA de 2 vias, test
post hoc Bonferroni). N= 4 para todos los grupos. El experimento se repiti6 2 veces para los grupos 2D y 4D; N=
4 para todos los grupos en cada experimento.
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5. DISCUSION

La obesidad es una enfermedad compleja y multifactorial que constituye un problema
importante de salud publica a nivel mundial (1-3). Debido a esto, es de vital importancia
conocer los factores que estan implicados en su desarrollo. Para lograrlo, es imprescindible
estudiar las caracteristicas bioldgicas del tejido adiposo, especialmente aquellas relacionadas
con su diferenciacion celular y el paso de preadipocito a adipocito maduro (adipogénesis),
pues de este modo se podrian determinar los procesos que promueven la obesidad, y por lo

tanto se podria comenzar a trabajar en mecanismos para contrarrestarla.

Para el estudio de la diferenciacion se suelen utilizar modelos in vitro con diferentes
lineas celulares, como la linea 3T3-L1, utilizada en este estudio. Esta es una linea celular bien
establecida, que ha permitido importantes avances en el conocimiento de los mecanismos de
regulacion de diferentes genes implicados en la adipogénesis, como el realizado por Chawla y
cols., donde fue descubierto PPARy, como el principal regulador de la adipogénesis (63). El
uso de estas celulas supone ventajas econdémicas y fisioldgicas, a destacar: se obtiene una
respuesta homogénea a los tratamientos experimentales (64) y son células similares tanto en
funcion como en morfologia a los adipocitos obtenidos in situ (14), razones por las que no se
requiere un alto numero de réplicas en los experimentos, de ahi su frecuente uso en

investigaciones como la presentada en este trabajo.

En el estudio de la adipogénesis, al igual que en muchos procesos metabdlicos,
intervienen tanto factores genéticos como epigenéticos. Entre los moduladores epigenéticos
destacan los miARNS, que se han relacionado con un amplio grupo de procesos bioldgicos. Su
importancia radica en el hecho de que pueden inducir cambios en la expresion génica/proteica
que podrian explicar los diferentes fenotipos y la gran variedad de patrones de expresion que

tienen diferentes tipos celulares en determinados procesos patologicos (5, 6).

Nuestra investigacion se ha centrado en determinar el papel de los miARNs miR-19a y
miR-19b (miembros de la familia miR-19) en la adipogénesis, el cual sigue siendo
desconocido. Estudios previos han relacionado estos miARNS con procesos tumorales o
inflamatorios (55). miR-19a también se ha relacionado con la proliferacion celular y la
sensibilidad a la insulina a través de AKT (59), cuyo descenso contribuye a la diabetes y a la
resistencia a la insulina (65). Por su parte miR-19b fue estudiado por Puthanveetil y cols.,
como inhibidor de la sintesis de insulina (60), mientras Yi-fan y cols. determinaron que su

sobreexpresion inhibia el fendmeno de browning del TAM (61). Ademas, los estudios de
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Hsieh y cols. en ratones C57BL/6 obesos demostraron que los niveles de expresion de miR-
19b en plasma disminuian tras una dieta alta en grasa (66). Con los resultados de estos
investigadores es posible establecer una relacion entre la familia miR-19 y diferentes rutas
metabdlicas importantes, como es la via insulina-AKT, por tanto la desregulacién de estos
miARNSs en el tejido adiposo podria contribuir a la patogénesis de la resistencia a la insulina

presente en la obesidad.

Este estudio sugiere que la familia miR-19, en general, posee un efecto
antiadipogénico, puesto que tras su sobreexpresion, tal como puede verse en la tincion Oil
red, se observd una menor acumulacion de lipidos y un menor porcentaje de celulas
diferenciadas. Efecto que también es visible a nivel molecular como puede comprobarse por
el descenso en la expresion de ARNm de los factores de transcripcion PPARy y C/EBPa, asi
como de los genes marcadores de adipogénesis AdipoQ y FAS. Estos resultados contrastan
con los obtenidos por Wang y cols., quienes tras sobreexpresar el clister 17-92, al cual
pertenece la familia miR-19, sugirieron una funcion proadipogénica debido al aumento en el
nivel de expresion de PPARy, atribuyendo sus efectos a la regulacion negativa del gen Rb
(Proteina del Retinoblastoma), un gen supresor tumoral importante en la regulacion del ciclo
celular (57). Sin embargo, a diferencia de este trabajo, su estudio abarcé etapas muy
tempranas de la diferenciacion (de solo horas incluso), que estdn caracterizadas por una
sintesis proteica muy activa que podrian explicar el aumento en los genes analizados. En
nuestro estudio, en las células sobreexpresadas con miR-19a y 48 h después del céctel de
diferenciacion, también observamos un ligero aumento en la tincion Oil Red, pero este
aumento no fue confirmado a nivel molecular y los resultados de la tincion deben ser
confirmados repitiendo experimentos e incrementando el ndmero de réplicas. En el
experimento llevado a cabo por Wang y cols., también hay que destacar que algunas de las
discrepancias pueden deberse al hecho de que realizaron un anélisis grupal atribuyendo un
mismo efecto a todos los miARNSs del cluster, pero es necesario recordar que los miembros de
un claster, a pesar de compartir caracteristicas, no tienen por qué tener funciones idénticas
debido a que pueden poseer diferentes ARNm dianas que les confieran diferentes funciones
(54). Ademas, este cllster esta formado por miARNSs de familias diferentes, que pueden tener
funciones distintas a la familia miR-19. Esto resalta la importancia de caracterizar
individualmente cada miARN de acuerdo a la diana sobre la que actden o tomando en cuenta

la homologia de sus secuencias, como hemos realizado en nuestro estudio, pues miR-19a y
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miR-19b comparten un mismo origen génico y homologia de secuencia, ya que pertenecen a

la misma familia (58).

En nuestras células control hemos observado que la expresion de miR-19a disminuye a
medida que avanza la adipogeénesis, lo que podria significar que su descenso es necesario para
que se complete la maduracion de los adipocitos, y que por lo tanto al sobreexpresar este
miARN se provoca un retraso o represion en la diferenciacion, tal y como muestran los
resultados con el descenso de FAS y AdipoQ en etapas tardias de la adipogénesis, algo que

también es perceptible en la tincion Oil Red, ya que las células poseen lipidos méas pequefios.

Por otra parte, a pesar de que los niveles de expresién miR-19b en los controles no
disminuyen con la adipogénesis, los andlisis por gRT-PCR sefialan una disminucion
importante en la expresion génica de PPARy, C/EBPa y AdipoQ, cuando miR-19b esta
sobreexpresado. Resultados que concuerdan con la tincion Oil Red, ya que muestran células
mucho menos diferenciadas y con menor cantidad de lipidos. Teniendo en cuenta estos
resultados, podemos decir que miR-19b es un regulador negativo de la adipogénesis mas
potente que miR-19a. También demostramos que la sobreexpresion simultanea de miR-19a y
miR-19b, produce un efecto muy similar a la sobreexpresion de miR-19b, pero mas potente,
especificamente en la expresion el factor de transcripcion C/EBPo asi como de los genes
marcadores de adipogénesis, FAS y AdipoQ. Demostrando que los miembros de la familia
miR-19 pueden actuar sinérgicamente para regular de forma negativa la adipogénesis.

Sin embargo, no sabemos si la disminucién de los factores PPARy y C/EBPa son por
union directa de miR-19a y/o miR-19b a éstos factores, o de forma indirecta a través de otros
genes tales como RORa, un gen relacionado con el metabolismo de los lipidos y el desarrollo
del cerebelo (67), y que segun distintos algoritmos bioinforméaticos RORa es una posible
diana tanto para miR-19a como miR-19b (58). Los resultados obtenidos en los niveles de
expresion de ARNm de este gen, que disminuyen con la sobreexpresion de mir-19 apoyaria
esta hipdtesis, si bien seria necesario analizar los niveles proteicos de RORa, puesto que
muchos de los efectos de los miARNs se producen a nivel postranscripcional. Hay muchos
estudios relacionando ROR« con la adipogénesis, aunque los resultados son discrepantes. Por
ejemplo, Duez y cols., usando ratones sg, que portan una mutacién natural para RORo y en un
modelo in vitro de 3T3-L1 con sobreexpresion de este gen, concluyeron sus efectos como
antiadipogénicos (42). Resultados similares fueron obtenidos por Kim y cols., quienes
emplearon ratones KO para RORa en higado y también determinaron un efecto
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antiadipogénico mediado por PPARy (43). Sin embargo, Lau y cols., obtuvieron resultados
contrapuestos a los anteriores, reflejados por la resistencia a la obesidad inducida por la dieta

en ratones sg y niveles reducidos de genes como SREBP-1c y FAS (40, 41).

Nuestro trabajo muestra una disminucién de los niveles de ARNm de RORa
directamente proporcionales al descenso de la adipogénesis tras el uso de sobreexpresantes,
pero no esta claro si esto es causa o consecuencia del descenso de la adipogénesis, puesto que
hemos visto (tanto en las células controles como en aquellas tratadas con los
sobreexpresantes) que los niveles de RORo aumentan a medida que va avanzando la
adipogénesis en el tiempo. Sin embargo, resultados obtenidos por nuestro grupo empleando
agonistas de RORa demostraron un aumento en la adipogénesis en preadipocitos 3T3-L1
(datos no publicados), lo que apoyaria que el descenso de RORo es el responsable, al menos
parcialmente, del descenso en la diferenciacién observado en los preadipocitos tratados con

los sobreexpresantes de la familia mir-19.

Los resultados presentados en este estudio podrian explicarse por una posible
interaccion entre RORa y PPARy-C/EBPa, bien sea de modo directo o indirecto. En la Figura
14 se puede ver el modelo que proponemos en base a nuestros resultados. miR-19 se une a
RORa disminuyendo su expresion, lo que a su vez provoca un descenso en PPARy y C/EBPa.
(bien sea de modo directo o indirecto). Al inhibirse estos factores de transcripcion también se
inhibe la adipogénesis y por tanto los marcadores de la misma y la acumulacion de lipidos. A
mayores, también podria existir un circuito de retroalimentacion entre los factores de
transcripcion proadipogénicos y RORa, pero para demostrarlo es necesario realizar mas

experimentos, que debido al tiempo limitado para este trabajo no fue posible.
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Figura 14. Posible mecanismo de accion de RORe y de la familia miR-19 en la adipogénesis. Un aumento de
miR-19 provoca un descenso de RORa, que a su vez promueve la adipogénesis estimulando los factores PPARy y
C/EBPo, de forma directa (flechas sélidas) o indirecta (flechas punteadas). A mayores podria existir un circuito
de retroalimentacion entre los factores de transcripcion que estimulan la adipogénesis y RORo.

En conclusidn, este estudio demuestra por primera vez que altos niveles de expresion
en la familia miR-19, especialmente miR-19b, comprometen el correcto desarrollo de
adipocitos maduros a partir de preadipocitos, inhibicion que parece estar mediada, bien sea de

forma directa o indirecta via RORa, por los factores de transcripcién PPARy y C/EBPa.
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6. CONCLUSIONES
La sobreexpresion de miR-19a inhibe moderadamente la adipogénesis en células 3T3-
L1 en etapas avanzadas de adipogénesis, como indican los niveles de expresion de

marcadores adipogénicos.

miR-19b actua regulando negativamente la adipogénesis en células 3T3-L1, de modo
mas efectivo que miR-19a y desde etapas mas tempranas, disminuyendo, ya sea

directa o indirectamente, los factores de transcripcion PPARy y C/EBPao.

La sobreexpresion simultanea de miR-19a y miR-19b se asocia a una inhibicion mas
fuerte de la adipogénesis en células 3T3-L1.

6.1.CONCLUSIONS

miR-19a overexpression moderately inhibits adipogenesis in 3T3-L1 cells in advanced
stages of adipogenesis, as indicated by adipogenic markers expression levels.

miR-19b acts by negatively regulating adipogenesis in 3T3-L1 cells, more effectively
than miR-19a and from earlier stages, decreasing either directly or indirectly, the

transcription factors PPARy and C/EBPa.

. The simultaneous overexpression of miR-19a and miR-19b is associated with a
stronger inhibition of adipogenesis in 3T3-L1 cells.
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ANEXOS

FAS GCCACCTCAGTCCTGCTATC GGTATAGACGACGGGCACAG NM_007988.3
PPARy GGTGTGATCTTAACTGCCGGA ACCTGATGGCATTGTGAGACA | NM_001127330.2
C/EBPa ACTCGCTCCTTTTCCTACCG CCCCAACACCTAAGTCCCTC NM_001287514.1
AdipoQ TCCCAATGTACCCATTCGCT AACGGCCTTGTCCTTCTTGA NM_009605.4
RORa AGCGAACATATTCCCCACAG GTCTCCCTCCCTCTTCATCC NM_013646.2
S11 CATTCAGACGGAGCGTGCTTAC | TGCATCTTCATCTTCGTCAC

U6 Cebador comercial (Applied biosystems)

Tabla 13. Secuencias de cebadores.
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