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1. INTRODUCCION

1.1. OBESIDAD Y TEJIDO ADIPOSO

La obesidad se define como la acumulacién excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud (OMS). De etiopatogenia multifactorial, en su inicio y desarrollo estan involucrados factores
de diverso tipo como son ambientales, genéticos, sociales y psicolégicos (1). El pardmetro mas
utilizado para cuantificar la obesidad es el indice de masa corporal (IMC, kg/m?), que se calcula
dividiendo el peso del individuo en kilogramos entre la altura expresada en metros al cuadrado.

Atendiendo a esta formula se definen distintos grados de obesidad.

Clasificacion de IMC

Insuficiencia ponderal < 18,5
Intervalo normal, normopeso 18,5 — 24,9
Sobrepeso 25,0 — 29,9
Obesidad clase | 30,0 — 34,9
Obesidad clase Il 35,0—39,9
Obesidad clase lll obesidad mérbida =40

Tabla 1: Clasificacion del IMC segun la OMS

Diversos estudios epidemioldgicos asocian la obesidad y el sobrepeso con un aumento de
comorbilidades como enfermedades de las articulaciones, ciertos tipos de cancer, diabetes de tipo
2 y enfermedad cardiovascular (1). En condiciones fisiolégicas normales, el almacenamiento de
lipidos se produce de una forma segura en el tejido adiposo. Sin embargo, en situacion de
obesidad, el tejido adiposo queda desbordado y este almacenamiento también se produce en
otros drganos como el higado y el musculo. Esto constituye un almacenamiento ectépico de grasa
y puede estar asociado con lipotoxicidad debido al acumulo de productos dafiinos del
metabolismo de lipidos, como ceramidas o diacilgliceroles (2) (3). Para investigar todos estos
fendmenos hay que estudiar el tejido adiposo y comprender que el adipocito no es simplemente
un “almacén” de 4acidos grasos, sino que cumple importantes funciones en la homeostasis del
organismo. Actualmente el tejido adiposo se considera un drgano endocrino que secreta un gran
numero de proteinas que intervienen en la regulacion de procesos fisiolégicos. En conjunto, estas
proteinas se denominan adipoquinas y algunas de ellas son la leptina, resistina, adipsina vy

adiponectina (4). En esta ultima se centra nuestro estudio.
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Figura 1: Tejido adiposo como drgano endocrino. El tejido adiposo secreta una gran numero de
proteinas que ejercen diversos efectos en el organismo (56)

1.2. ESTRUCTURA DE LA ADIPONECTINA

En humanos, el gen de la adiponectina (ADIPOQ) se localiza en el brazo largo del cromosoma 3, en
el locus 3927 y estd formado por 3 exones y 2 intrones que se extienden a lo largo de 17 Kb (5).
Este locus se ha asociado a diabetes tipo 2 (6). En ratdn, el gen de la adiponectina (Adipog) se
localiza en el cromosoma 16. La adiponectina fue descubierta por Scherer y colaboradores en 1995
(7) y presenta una gran homologia con subunidades de Clqg y colageno tipo VIIl y X (7). En las
primeras referencias sobre la adiponectina se describe su estructura, que consta de cuatro
dominios (Fig 2): una secuencia sefal en el extremo amino terminal que permite la secrecién de la
adiponectina, seguida de un dominio variable, un dominio coldageno y un dominio globular en su
extremo carboxilo terminal (7). La proteina humana tiene 244 aa mientras que la de ratodn tiene

247 aa. Estas pequenas diferencias son debidas al dominio variable de la adiponectina (8).

Signal Variable Collagenous Globular
Peptide Region Domain Domain
1 21 45 107 247

Figura 2. Dominios en la secuencia de adiponectina de ratén (18)
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Figura 3: Representacion esquematica de los multimeros de adiponectina (18)

La adiponectina se sintetiza como un mondmero y posteriormente se van ensamblando los
distintos homocomplejos. En la circulacién se observan trimeros (low-molecular weight, LMW),
hexdmeros (médium-molecular weight, MMW), y complejos formados por 12-18 unidades (high
molecular weight, HMW) (8). Mediante microscopia electrénica, se puede apreciar que los
trimeros presentan una cabeza globular seguida de un tallo de triple hélice y una esfera globular
de menor tamafio en el extremo opuesto (9). Esta estructura se forma gracias a interacciones
hidréfobas entre sus cabezas globulares e interacciones no covalentes entre los dominios
colagenos que forman una triple hélice. La forma MMW, consta de dos dominios globulares
triméricos adyacentes y un Unico tallo formado por dominios de colageno. Se forma gracias a
enlaces disulfuro entre dos trimeros (9). Estos enlaces disulfuro se forman entre residuos de
cisteina localizados en el dominio variable (Cys®® en humano y Cys* en ratén)(8). La eliminacién o
sustitucién de este residuo impide la formaciéon de estructuras superiores al trimero (8). Los
complejos de orden superior, HMW, presentan gran heterogeneidad en cuanto al nimero de
subunidades que los constituyen posiblemente debido a que el residuo cisteina importante para la
multimerizacion se encuentra en la regién variable en el extremo amino-terminal y esta regién

tiene muy baja homologia entre especies(8).

En esta multimerizacidon participa la chaperona del reticulo endoplasmico, ERp44 (10). ERp44
interacciona de forma covalente con la Cys36 y mantiene a la proteina en el reticulo, para que sufra
las correspondientes modificaciones postraduccionales. Una oxido-reductasa del reticulo, Erol-
La., interviene en la formacion de los enlaces disulfuro en adiponectina, también se une a ERp44

y compite con la adiponectina, lo que permite la su liberacion (11). Otra oxido-reductasa que



interviene en la multimerizacién de la adiponectina es DsbA-L, también es conocida por GST-
kappa, que es muy abundante en tejido adiposo y no se ha visto implicada en la secrecién de otras

adipoquinas (12).

En condiciones fisioldgicas, se encuentra en el suero en concentraciones entre 5-10 pg/ml (13)
representando en torno a un 0,01% de las proteinas totales en suero. En situacion de obesidad,
estos valores disminuyen. Existe un dimorfismo sexual en cuanto a los niveles en suero de
adiponectina (14). Los valores medidos en suero de hombres son significativamente menores que
en mujeres (15). Se ha visto que las hembras de ratén presentan unas 2,5 veces mas de
adiponectina en suero que los machos. Ademas, en machos la forma mayoritaria la MMW y en
hembras existe una distribucién similar entre MMW y HMW. Esto sugiere que los niveles de MMW
en hembras y machos son similares y que las diferencias vienen determinadas por los niveles en
suero de la forma HMW (14). Ademas se ha observado que la testosterona reduce los niveles de la
forma HMW en suero de ratdn (16). Esto podria explicar el dimorfismo sexual existente en cuanto

a la distribucién en suero de los distintos complejos de la adiponectina.

1.3. MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES

La adiponectina endégena secretada por los adipocitos es modificada post-traduccionalmente
(17). Su analisis por electroforesis bidimensional muestra que existen diversas isoformas de
adiponectina con distintos valores de pl y masas moleculares. Esto es debido a glicosilaciones e
hidroxilaciones. Se han identificado cinco residuos de lisina conservados, cuatro en el dominio
colageno (residuos 65, 68, 77 y 101 en humano (18)) y uno en la regién variable. Estas lisinas
primero se hidroxilan y posteriormente de glicosilan. También se han identificado tres residuos de
prolina conservado en diversas especies y que son hidroxilados (71, 76 y 95 en humano).

(18).

Todas estas modificaciones post-traduccionales son necesarias para el ensamblaje de las formas
HMW (19) aunque por mecanismos todavia desconocidos. Asi, la adiponectina generada en
bacterias, puede formar LMW y MMW pero no la forma HMW (19) . También se ha propuesto que
las modificaciones post-traduccionales pueden modular los efectos fisiolégicos de la adiponectina;
se sabe que la inhibicion de la gluconeogénesis en hepatocitos es dependiente de dichas

modificaciones (17)
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1.4. REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE LA ADIPONECTINA

El promotor de la adiponectina presenta multiples sitios de unién a factores de transcripcidon
(20).PPARy y C/EBPa., factores de transcripcion claves en la regulacion energética, aumentan la
expresion de adiponectina actuando conjuntamente (21). Se han identificado dos sitios de uniéon a
C/EBPa en el promotor del gen de la adiponectina (22). En ausencia de C/EBPa, PPARY ejerce solo
un pequefio efecto en cuanto a los niveles transcripcionales de adiponectina (23). Los SREBPs son
una familia de receptores nucleares que responden a los niveles de esteroles (24). La forma
SREBP-1c activa la transcripcién de genes lipogénicos estimulada por la insulina y su expresién en
hepatocitos da lugar a esteatosis mientras que en los adipocitos puede mejorar sensibilidad a la
insulina mediante la activacion del gen de la adiponectina (20) . En situacién de obesidad, existen
zonas del tejido adiposo en las que hay poca disponibilidad de oxigeno, produciéndose hipoxia que
activa el factor de transcripcion HIF-1o. que suprime expresidon de adiponectina (25). Otros
factores de transcripcién como son CREB (26) y NFAT (27) también inhiben la expresién de
adiponectina. Ademas de esos factores, existen ciertas citoquinas proinflamatorias, como TNFa. e
IL-18 que reducen la expresién de adiponectina en situacion de obesidad (25). La IL-6, disminuye
los niveles de mRNA de adiponectina en adipocitos 3T3L1 (28), aunque en tejido humano no se ha
observado tal efecto. Sefiales producidas en la via -adrenérgica también inhiben la expresion de

mRNA de adiponectina mediante la activaciéon de PKA (29).

1.5. RECEPTORES

Se han identificado tres receptores especificos para la adiponectina, AdipoR1, AdipoR2 y T-
caderina (30). AdipoR1 y AdipoR2 presentan siete dominios transmembrana (31)(32). Su extremo
C-terminal se encuentra hacia exterior celular y su extremo N terminal esta orientado hacia el
interior, por lo que difiere estructuralmente de la familia de proteinas G acopladas a receptor (31).
Se ha visto que AdipoR1 se expresa de forma mayoritaria en musculo esquelético y AdipoR2
principalmente en higado (31). Estos receptores no presentan igual afinidad por las distintas
formas en las que se presenta adiponectina. AdipoR1 presenta mas afinidad por los mondémeros,
trimeros y hexdameros mientras que AdipoR2 presenta mayor afinidad por los complejos de
elevado peso molecular (31). T-caderina presenta afinidad por HMW y hexdmeros pero no por los

trimeros (30).

11
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1.6. MECANISMOS DE ACCION DE LA ADIPONECTINA

La proteina adaptadora APPL1 interacciona con los receptores de la adiponectina y media en los
efectos que esta produce (23). APP1 interacciona con las regiones intracelulares NH, de los
receptores. La adiponectina ejerce su efecto principalmente mediante la activacion de AMPK (33),
de MAPK, y PPARa. en musculo esquelético e higado (31). La activacién de estos factores es

dependiente de APP1.

La adiponectina provoca la fosforilacion de AMPK, activandola. AMPK fosforila ACC y la inactiva
(34). Esto lleva a una diminucién de malonil-CoA. Aumenta asi la actividad de CPT1 y se
incrementa la oxidacién acidos grasos (35). Ademas, el factor de transcripcion PPARa activa genes

implicados en la oxidacion de acidos grasos.

SKELETAL MUSCLE ® % &  MONOMERS AND TRIMERIC AND HEXAMERIC Figura 5: Modelo de accion de
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En higado, ademas de esto, se reduce la expresiéon de PEPCK y G6Pase (26) que son enzimas

implicadas en la gluconeogénesis. Asi se reducen los niveles de glucosa in vivo.

1.7. EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA ADIPONECTINA

El efecto metabdlico de la adiponectina es principalmente a través de la mejora de la oxidacion de
acidos grasos, la captacién de glucosa en el musculo y la inhibicidn de la gluconeogénesis en el
higado. Los principales tejidos diana para la adiponectina son higado (36) y musculo (33) , aunque
también existe un importante efecto paracrino en el tejido adiposo (37). La adiponectina
incrementa la oxidacion de 4acidos grasos en musculo y la captacion de glucosa (33). En
hepatocitos, ademas de un incremento de la oxidacién de 4acidos grasos, se inhibe la
gluconeogénesis, responsable en parte de la disminucion de glucosa en plasma (36). Ratones
heterocigotos con déficit de adiponectina (adipo-/+) y ratones homocigotos deficientes en
adiponectina (adipo- /-) (38) se ha visto que presentan niveles mayores en suero de acidos grasos

libresy TG.

En el tejido adiposo se expresan tanto AdipoR1 como AdipoR2. La sobreexpresion de Adipoq en
este tejido provoca un aumento del acumulo de lipidos y una mayor sensibilizacién a la insulina
(37). Una version de la adiponectina mas activa (que presenta una mutacion en la posicion Cys 39),
expresada en niveles muy bajos, produce unos ratones obesos que tiene un peso cuatro veces
mayor que los wild-type. A pesar de esta mayor obesidad , son metabdlicamente saludables y
presentan una reduccién de los lipidos circulantes y una reducciéon del acumulo de lipidos en el
higado (39). La adiponectina media en que la acumulacion de lipidos se haga en el tejido adiposo
de una manera inocua protegiendo al musculo y al higado de la toxicidad por deposito lipidico

(lipotoxicidad) (40).
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1.8. ADIPONECTINA Y DIABETES TIPO 2

La adiponectina es necesaria para activar la cascada de sefializacion de la insulina (38). Al disminuir
su nivel en individuos obesos, disminuye la sensibilidad a insulina (13). Esto conlleva niveles de
glucosa y d4cidos grasos en suero elevados. La adiponectina es necesaria para mantener unos
niveles basales de respuesta a insulina y pequefias variaciones en los niveles de adiponectina
tienen efectos considerables en la sensibilidad a insulina (36). La adiponectina regula la
fosforilacion del receptor de insulina y su actividad tirosinaquinasa (41). Al suprimir el gen de la
adiponectina, se observa una menor fosforilacion IRS-1 y un descenso de la actividad de la PI3-K
(42) asociado a resistencia a la insulina. Ratones heterocigotos con déficit de adiponectina
(adipo-/+) presentan una leve resistencia a la insulina, mientras que los homocigotos deficientes
en adiponectina (adipo- /-) presentan una mayor resistencia a la insulina con intolerancia a la
glucosa (38). Al inyectar la forma recombinante de la adiponectina, se vio que aumentaba la
capacidad que tiene la insulina de suprimir la produccién de glucosa en los hepatocitos. La
presencia de adiponectina en condiciones fisiolégicas maximiza los efectos de la insulina (43) por

lo que se sugiere que la funcidn de la adiponectina es sensibilizar al higado frente a la insulina.

Los niveles de adiponectina en plasma descienden a medida que se va desarrollando obesidad y
resistencia a la insulina (44) y se postula que la asociacion observada entre bajos niveles de
adiponectina y una sensibilidad a la insulina reducida podria ser explicada, al menos en parte, por
el aumento de la adiposidad (45). Sin embargo no necesariamente ha de relacionarse obesidad
con hipoadipoctinemia y resistencia a la insulina, ya que existen individuos que presentan bajos

niveles de adiponectina y resistencia a insulina y no son obesos (46).
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1.9. VECTORES LENTIVIRALES

Los retrovirus son RNA-virus que se integran en el genoma de la célula huésped. Los vectores
lentivirales, pertenecen a la familia de los retrovirus y derivan del virus de inmunodeficiencia
humano (HIV-1). Son capaces de infectar tanto a células que se dividen como a las que no y por
este motivo se eligen frente a otros retrovirus. Han sido modificados para infectar a una Unica
célula y tras ello no poder producir mas virus, gracias a la eliminacién de genes especificos que
juegan un papel importante en la capacidad infectiva y la patogenicidad del virus. En el genoma de
los lentivirus encontramos las regiones LTR necesarias para la integracidon en el genoma de la
célula huésped. Los genes esenciales para la formacion de la particula viral son gag, pol y env. El
gen gag codifica proteinas implicadas en la formacion de la capside viral que protege al genoma. El
gen pol codifica proteinas necesarias para la integracién del genoma del virus, como son la
transcriptasa reversa y la integrasa. Las proteinas necesarias para la encapsidacion del virus y la
formacién de las particulas virales estan codificadas por env. Son glicoproteinas y proteinas

transmembrana que se encuentran dentro de la bicapa lipidica que rodea al nucleo viral.

En los vectores lentivirales, los componentes esenciales para la formacidén de la particula virica
estan codificados en distintos pldsmidos. Para nuestro trabajo utilizamos tres plasmidos: el
plasmido de transferencia, plasmido de encapsidacion y plasmido de envoltura. El plasmido de
transferencia contiene el gen de interés para la transduccidn flanqueado por las regiones LTR. Este
genoma es el Unico que es transducido a las células diana. El plasmido de encapsidacién codifica
las proteinas necesarias para la formacién de la cdpside que rodea al genoma. Por ultimo, el

plasmido de envoltura contiene los genes implicados en la formacidn de la particula virica.

Figura 6. Los genes esenciales para la
formacion de las particulas virales se
redistribuyen entre los plasmidos de
transferencia, empaquetamiento y
envoltura.
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2. OBJETIVOS

La adiponectina presenta un papel clave en la homeostasis del organismo. El presente trabajo se
centrara en profundizar sobre el efecto de la adiponectina en el metabolismo energético

utilizando modelos in vitro con los siguientes objetivos:

1. A partir de su cDNA, se producira un vector lentiviral capaz de aumentar la expresién de la

adiponectina en diversos modelos.

2. Generar lineas celulares de los principales reguladores de la homeostasis energética (adipocitos

y miocitos) que sobreexpresen adiponectina.

3. Estudiar los cambios metabdlicos asociados a dicha sobreexpresion, especialmente los

relacionados con el metabolismo de la glucosa y la resistencia a la insulina.
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3. METODOLOGIA

3.1. Cepa bacteriana y vectores plasmidicos

La cepa bacteriana utilizada para la amplificacion de los distintos plasmidos fue la cepa DH5a de

E.coli (INVITROGEN). Los plasmidos utilizados incluyen el gen de resistencia a ampicilina, lo que

permitio su seleccién. El medio de cultivo utilizado para su crecimiento fue LB con una

concentraciéon de ampicilina de 0,1 mg/ml para la seleccion de las bacterias transformadas.

Los vectores plasmidicos utilizados fueron:

pT7T3D-Pacl /Adipogq. Es el vector comercial en el que se clond el gen de la adiponectina, Mus
musculus adiponectin (Harvard PlasmID #MmCD00310641)

pJET1.2/blunt (THERMO SCIENTIFICS). Utilizamos este vector para clonaje intermedio. Este
pldsmido se comercializa linealizado con extremos romos. Presenta la peculiaridad de que al
recircularse sin inserto, expresa un gen letal que impide el crecimiento.

pWPXLd-IRES-PuroR es el vector de transferencia en el que realizamos el clonaje de la
adiponectina. Se obtuvo a partir del vector comercial pWPXLd (Addgene #12258) al sustituir
GFP por un casete de resistencia a puromicina.

psPAX2 (Addgene #12260) es el plasmido de empaquetamiento (packaging plasmid). Se trata
de un sistema de empaquetamiento de segunda generacién que en un uUnico plasmido tiene
los genes Gag, Pol, Rev y Tat.

pMD2.G (Addgene #12259) es el plasmido de envoltura (envelope plasmid). El gen Env se ha
reemplazado por VSV-G, que codifica para la glicoproteina de membrana y que facilita que la

infeccién se pueda llevar a cabo en diversos tipos celulares

3.2. Lineas celulares modelo

C2C12 es una linea celular de mioblasto de ratén utilizada como modelo de células musculares
ya que, diferencia rapidamente y es capaz de formar miotubos contractiles y producir
proteinas caracteristicas de musculo.

3T3L1 es una linea celular de fibroblastos embrionarios de ratén ampliamente utilizada por su
capacidad de diferenciacion a adipocitos.
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3.3. Medios de cultivo

Medio cultivo 3T3L1 y 293T: DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) alto en glucosa (4,5
g/L) , 1ImM Piruvato de sodio, 4mM Glutamina, y 10% FBS (Fetal Bovine Serum)

Medio cultivo C2C12: DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) alto en glucosa (4,5 g/L),
1mM Piruvato de sodio, 4mM Glutamina, y 20% FBS (Fetal Bovine Serum)

Medio diferenciacion 3T3L1 (500 uM IBMX+1.67 uM Insulina+ 1uM Dex+ 10% FBS en DMEM
alto en glucosa)

Medio Insulina 3T3L1 (Insulina 1.67 uM en 10% FBS DMEM alto glucosa)

Medio diferenciaciéon C2C12 (2% Horse Serum en DMEM alto en glucosa)

Medio LB: medio de cultivo liquido de bacterias compuesto por 5 g/L de NaCl, 10 g/L de
peptonay 5 g/L de extracto de levadura

Medio 2xTY, medio rico de cultivo utilizado para la recuperacién de las bacterias
transformadas. Compuesto por 5 g/L de NaCl, 16 g/L de peptona y 10 g/L de extracto de
levadura

LB sdlido, para el cultivo en placa de las bacterias, misma composiciéon que LB liquido mas 15

g/L de agary 0,1 mg/ml de ampicilina
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3.4. Primers

Nombre Secuencia Utilizado para
mAdipoQ.Pmel-dir GTTTAAACTGGATCTGACGACACCAA Clonaje
mAdipoQ.BamHI-rev GGATCCAAGTCGTTTAAATGAACAAG Clonaje
pJET1.2 Forward CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC Clonaje
pJET1.2 Reverse AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG Clonaje
CHACHI-dir GGGTACAGTGCAGGGGAAAG Clonaje
CHACHI-rev AGATCTCAAGCCTGCCACAC Clonaje
ActinB-dir GGCTGTATTCCCCTCCATCG gPCR
ActinB-rev CCAGTTGGTAACAATGCCATGT gPCR
FASn-dir GGCTCTATGGATTACCCAAGC gPCR
FASn-rev CCAGTGTTCGTTCCTCGGA gPCR
GLUT4-dir GTGACTGGAACACTGGTCCTA gPCR
GLUT4-rev CCAGCCACGTTGCATTGTAG gPCR
mACCalpha-dir ATGGGCGGAATGGTCTCTTTC gPCR
mACCalpha-rev TGGGGACCTTGTCTTCATCAT gPCR
mAdiponectin-dir GGAGATGCAGGTCTTCTTGG gPCR
mAdiponectin-rev CGAATGGGTACATTGGGAAC gPCR
mCK-dir CTGACCCCTGACCTCTACAAT gPCR
mCK-rev CATGGCGGTCCTGGATGAT gPCR
mMyf5-dir CTGCTCTGAGCCCACCAG gPCR
mMyf5-rev GACAGGGCTGTTACATTCAGG gPCR
mPDK4-dir AGGGAGGTCGAGCTGTTCTC gPCR
mPDK4-rev GGAGTGTTCACTAAGCGGTCA gPCR
mMCPT1b-dir GCACACCAGGCAGTAGCTTT gPCR
mCPT1b-rev CAGGAGTTGATTCCAGACAGGTA gPCR

Tabla 2. Lista primers utilizados

3.5. Transformacion de las células E.coli

La cepa de E.coli utilizada, DH5a ya posee competencia. El método de trasformacidn utilizado
consiste en la incubacién de las bacterias competentes con el DNA plasmidico resultante de la
ligacion durante 30 minutos en hielo. A continuacién se les somete a un choque térmico que
consiste en un minuto de incubacidn a 42°C y dos minutos en hielo. Tras ello se les afladen 125l
de medio 2xTY y se incuban durante una hora a 37°C con agitacion. Después se extienden sobre
placas de LB con ampicilina (0,1 mg/ml) y se deja toda la noche a 37°C. Los clones resistentes se

inoculan en medio LB liquido con ampicilina (0,1 mg/ml) para el posterior aislamiento plasmidico.
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3.6. Extraccion de los plasmidos.

Los plasmidos se obtuvieron a partir de 7-9 ml de cultivo bacteriano utilizando el kit Gene Elute
Plasmid Miniprep (SIGMA). La concentracion de DNA plasmidico se determind por absorbancia a

260/280 nm en el nanodrop 2000c de Thermo Scientific.

3.7. Cultivo celular y diferenciacion

La linea celular C2C12 se hizo crecer en medio DMEM suplementado al 20% con suero fetal bovino
a 37°Cy 5% CO,. Para inducir la miogénesis, el medio de cultivo utilizado fue DMEM suplementado
al 2% con suero de caballo.

Para la linea celular 3T3L1 se utilizdé medio DMEM suplementado al 10% con suero fetal bovino a
37°C y 5% CO,. Para inducir la adipogénesis, el medio de cultivo utilizado era medio de
diferenciacién para 3T3L1 y tras dos dias se cambiaba el medio por medio insulina para 3T3L1, que
se mantenia durante dos dias mas. Tras ello, se seguia utilizando el medio DMEM al 10% en FBS.

La linea celular 293T utilizada para la obtencion de virus se hacia crecer en medio DMEM al 10%

FBS.

3.8. Clonajes

3.8.1. Subclonaje

Para la amplificacién del gen de la adiponectina, Adipog, se realizé una PCR a partir del plasmido
original. Los primers utilizados para ello incorporan secuencias de reconocimiento para las
enzimas Pmel en el primer directo (mAdipoQ.Pmel-dir) y BamH! en el reverso (mAdipoQ.BamHI-
rev). La PCR se realizo con la polimerasa de alta fidelidad Advantage HD Polymerase (CLONTECH),
en el termociclador 2720 Thermo Cycler de Applied Biosystem. El programa de PCR utilizado fue
de 30 ciclos de 10 segundos a 98°C, 10 segundos a 55 °C y un minuto a 72°C. El producto de
amplificacién tiene extremos romos. Tras electroforesis del producto de PCR en gel de agarosa, se
extrajo la banda del gel y se purificé en columnas de silice siguiendo el protocolo del kit GeneJET
Gel Extraction (THERMO SCIENTIFIC). El producto de esta extraccién se utilizé para llevar a cabo el

clonaje intermedio en el plasmido pJET/blunt, utilizando T4 DNA ligasa (FERMENTAS) y una
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incubacién de 25 minutos a temperatura ambiente. Se llevo a cabo la transformacion en E.coli
DH5a y las colonias viables se crecieron en LB liquido con ampicilina. El plasmido pJET/Adipoq se

obtuvo usando el kit GenElute Plasmid Miniprep (SIGMA).

Para la comprobacién de que el clonaje se habia producido correctamente, realizamos una
PCR con los primers pJET1.2 Forward y pJET1.2 Reverse. Estos primer flanquean el sitio de
clonaje del plasmido pJET/blunt. Obtuvimos un amplicén de 1050pb correspondiente al

inserto Adipoq en pJET/blunt.

3.8.2. Clonaje

La digestidn del plasmido pJET/Adipoq y del plasmido vector pWPXLd-IRES-PuroR se llevé a cabo
mediante una doble digestion con las enzimas Pmel (FERMENTAS) y BamHI (SIGMA). Las
condiciones de digestién fueron de 1 hora a 37°C y 20 minutos a 65°C para la inactivacion de las
enzimas.

Los productos de digestion se separaron en gel de agarosa y fueron extraidos con el kit GeneJET
Gel Extraction. Los fragmentos de DNA purificados se trataron con la enzima T4 DNA ligasa. La
ligacidn se realizo a temperatura ambiente durante 3 horas. Posteriormente, con esa mezcla de
ligacidn de transformaron las bacterias E.coli DH5a..

Para comprobar que el clonaje se habia realizado correctamente, realizamos una PCR con los
primers CHACHI-dir y CHACHI-rev, que amplifican la zona entre los sitios de corte de las enzimas
Pmel y BamHI. Obtuvimos un amplicdn correspondiente a la insercidn de AdipoQ en pWPXLd-IRES-
PuroR. Para asegurarnos de que el clonaje se habia realizado correctamente, llevamos muestras al
Servicio de Secuenciacién y Gendmica Funcional del Centro de Investigacién Biomédica de Aragén
(CIBA). De las muestras secuenciadas, la que presentaba mayor correspondencia con las
secuencias de las bases de datos de AdipoQ fue la que utilizamos para la produccién de particulas

virales.
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3.9. Lentivirus

3.9.1. Produccidn de particulas lentivirales

La linea celular 293T se sembré por duplicado a una densidad celular de 4-10° células/ml en placas
de cultivo de 10 cm, el dia anterior a la transfeccion. Dos horas antes de la transfeccion, se afiadio
a la linea celular 293T medio DMEM con una concentracion de 25uM de cloroquina. La mezcla de
transfeccidon se prepard con el plasmido de transferencia (10ug), pWPXLd-IRES-puro para el
control y pWPXLd-IRES-puro + Adiponectina, el plasmido de empaquetamiento (6,5ug) psPAX2, el
vector de envoltura (3,5ug) pMD2.G e IBAFECT (60pl). Toda esta mezcla se lleva a un volumen final
de 1 ml (completando con medio DMEM) y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente
antes de la transfeccién. La mezcla de transfeccién se afiade a los cultivos de 293T y se deja
incubando durante 8 horas a 37°C y 5% CO,. Pasado este tiempo, el medio de cultivo se sustituyd
por DMEM alto en glucosa 10% FBS. A las 48 y 72 horas, se recogié el medio de cultivo, rico en
particulas virales, y se centrifugd a 3000rpm durante 5 minutos. Este medio obtenido se pasa por
un filtro de 0,22 um y se reservd este medio que contenia los virus formados para la posterior

infeccidn. Los virus fueron conservados a -20°C.

3.9.2. Infeccidn de las lineas celulares C2C12 y 3T3L1

El dia anterior a la infeccidén, se sembraron las lineas celulares C2C12 y 3T3L1 en placas de 10 cm y
a unas densidades de 2000 céIuIas/cm2 y 2500 céIuIas/cm2 respectivamente. Para la infeccidn, se
utilizé 1ml del medio con virus mas 9ml de medio de cultivo, al que se le afiadié 80ul de polibreno.
Cada linea celular se infectd tanto con los virus control como con los virus que llevaban el gen de
la adiponectina. Al dia siguiente se retird el medio con los virus y se sustituyé por medio normal
con puromicina para la seleccién de las células infectadas. Las concentraciones de puromicina

utilizadas fueron de 0,8 pug/ml en el caso de las C2C12 y 3 pug/ml para las 3T3L1.
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Figura 7. Esquema temporal de las principales etapas de la transduccion

3.10. Extraccion de RNA total

La extraccién de RNA se realizd mediante el uso del reactivo TRI Reagent (TRIZol) (SIGMA), que
permite la lisis de las células y la separacidn de los distintos componentes. A las placas con células
se les afiadié TRIZol (0,5 ml/10 cm), se recogieron en tubos eppendorf y posteriormente se les
afiadié cloroformo al 100% (0,2 ml/ml TRIZol), se incubd 15 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd 15 minutos a 12000G y 4°C. Asi, se obtuvieron tres fases de la que se separd el RNA,
contenido en la fase acuosa. Tras ello, se precipitd el RNA con isopropanol al 100% (0,5 ml/ml
TRIZol) incubandolo 10 minutos en hielo y se centrifugd 15 minutos a 12000G y 4°C. Tras retirar el
sobrenadante, se hicieron lavados con etanol al 75% (1 ml/ml de TRIZol). Finalmente el RNA se
resuspendid en agua con dietil pirocarbonato (DEPC) que actua como inhibidor de ribonucleasas.
El RNA se resuspendid en un volumen de 50-100 ul y se determind su concentracidon midiendo la
absorbancia a 260 nm.

Tras ello se realizé un tratamiento con DNAsa (FERMENTAS), para eliminar posibles trazas de DNA
contaminante. A 1 ug de RNA, se le afladié 1U de DNAsa y se incubd durante 30 minutos a 37°C.

Para la inactivacidn de la DNAsa se utilizo EDTA y se incubo durante 10 minutos a 65 °C.
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3.11. RT-PCRy qPCR

La retrotranscripcion se llevé a cabo segun las instrucciones provistas por el fabricante (TAKARA) a
partir del RNA obtenido anteriormente con la siguiente mezcla de reaccién: 5x PrimeScript Buffer,
PrimeScript RT Enzyme Mix |, oligo dT (50 uM) y random hexamers (100 uM), en un programa de
PCR de 15 minutos a 37°C y 5 segundos a 85°C para la inactivacién de la enzima
reversotrancriptasa. Con la PCR a tiempo real, los procesos de amplificacién y deteccién se
producen de manera simultdnea en el mismo vial cerrado. Ademas, mediante la deteccién por
fluorescencia se puede medir durante la amplificacién, la cantidad de DNA sintetizado en cada
momento, ya que la emision de fluorescencia producida en la reaccidn es proporcional a la
cantidad de DNA formado. En este caso, la molécula fluorescente empleada como marcador para
la PCR a tiempo real es el SYBR Green | (THERMO SCIENTIFICS). La amplificacidon a tiempo real se
realizé con 15 ng de cDNA amplificado con diversos primers, dependiendo del gen a determinar,

en el equipo StepOnePlus de Applied Biosystems.

3.12. Extraccidn de proteinas totales

Para el lisado de las células se utiliza el medio RIPA (50mM Tris pH8, 150mM NaCl, 1% lgepal, 0,5
Deoxycolic Acid, 0,01% SDS). Se mantiene 1 hora incubando a 4°C y en agitacién .Posteriormente
se centrifuga a 15000 rpm durante 5 minutos a 4°C y reservamos el sobrenadante que es donde se
encuentran las proteinas. Su cuantificacion se realiza mediante Pierce BCA Protein Assay Kit
(THERMO SCIENTIFIC), que se basa en la reacciéon de Biuret. Se produce una reaccion entre las
proteinas y Cu®" en medio alcalino, gue da como resultado un compuesto purpura que se

determina espectrofotométricamente a 562nm en el espectrofotémetro Synergy HT de Biotek.

3.13. Analisis de proteinas mediante SDS-PAGE y Western blot

3.13.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
La separacion de las proteinas presentes tanto en el interior celular como en los medios de cultivo
se realiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. Los geles presentaban dos

zonas que diferian en composicién. La primera zona se denomina gel concentrador o stacking, al
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6% acrilamida y es donde estan los pocillos para depositar las muestras. La segunda parte del gel
se denominaba gel separador o resolving al 10% de acrilamida. Las muestras a analizar se mezclan
con tampdn de carga Laemmli buffer (TRIS-HCL 125 mM, Glicerol 40 %, SDS 4%, 0.05 % azul de
bromofenol, 10 % de 2-mercaptoethanol pH 6.8, 1x) y se someten a un tratamiento de 5 minutos a
95°C. El tampdn de electroforesis tiene una composicion de Tris 20mM, Glicina 0,192 M y 0,1%
SDS. Las condiciones de electroforesis fueron 10 minutos a 80V y 1 hora a 120V.

Para llevar a cabo el andlisis de los diferentes complejos de adiponectina se modificaron
ligeramente las condiciones de la electroforesis. Las muestras no se calientaron, se utiliza un
buffer de carga no desnaturalizante, el gel separador era al 8% de acrilamida y las condiciones de
electroforesis fueron de 10 minutos a 80 V y 1 hora y 30 minutos a 120V.

El marcador de pesos moleculares utilizado fue FULL RNG MOLT WT MARKER RAINBOW de
Amersham (GE HEALTHCARE).

3.13.2. Transferencia de proteinas a la membrana e inmunodeteccion

La transferencia de proteinas desde los geles a las membranas de PVDF se realizd bajo unas
condiciones de 400 mAmp durante dos horas en una cubeta de electroforesis con el tampén de
electrotransferencia (Tris 20mM, Glicina 0,192 M, SDS 0,1% y 10% metanol). En el caso de los
complejos de adiponectina, el tiempo de transferencia fue de dos horas y media.

Tras la electrotransferencia, las membranas se bloquearon con TPBS (0.2% TWEEN-20 en PBS 1x)
con leche desnatada en polvo al 5% durante toda la noche a 4°C. Las membranas se lavaron con
TPBS (3 lavados de 10 minutos cada uno). Posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario
a-adiponectina (rabbit) (SIGMA #A6354), en una dilucién 1/4000 (5ul de anticuerpo en 20ml de
TPBS) durante 90 minutos a temperatura ambiente. Tras tres lavados con TPBS, se incubaron las
membranas con el anticuerpo secundario a- 1gG rabbit (Sigma #A6154) en una dilucién 1/10.000
(2pl de anticuerpo en 20ml de TPBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente y se volvieron a
realizar tres lavados con TPBS.

El anticuerpo secundario esta conjugado con peroxidasa y esto nos permitié realizar la
inmunodeteccién con el reactivo comercial Pierce ECL Western Blotting Substrate de Thermo
Scientific. Las membranas tratadas con ECL se expusieron durante 5 minutos en un film fotografico

para la visualizacion de la senal.
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3.14. Captacion deoxi-D-Glucosa tritiada

Para analizar el efecto de la sobrexpresién de adiponectina en la captacidn de glucosa inducida por
insulina, se sembraron y diferenciaron células 3T3L1 y C2C12 en placas de 24 pocillos. A los 7-10
dias post-diferenciacion las células se incubaron con medio KRPH (NaCl 136mM, 20 mM HEPES,
5mM tampodn fosfato de sodio, 4,7mM KCl, 1mM MgSO,4 y 1 mM CacCl,), 300ul/pocillo durante 90
minutos. Tras ello se afiadié insulina a la mitad de los pocillos a una concentracidn final de
0,5uM/pocillo, manteniendo la otra mitad sin insulina, y se dejé incubar durante 30 minutos mas
para después anadirles durante 10 minutos el isotopo radiactivo Deoxy-D-glucose, 2-[1,2-3H(N)]
(0,15uCi/pocillo)) (PERKIN-ELMER #NET549250UC). Las células se lavaron posteriormente dos
veces con 300ul/pocillo de medio KRPH para eliminar todos los restos del isdtopo y se les afiadid
500ul de tampdn de lisis (0,2N NaOH 0,1% SDS). El lisado se mezclé con 2 ml de liquido de
centelleo Ultima Gold (PERKIN-ELMER) y se determiné la radiactividad con el contador de

centelleo 1209 Rackbeta (Wallac). Los resultados se expresaron en cuentas por minuto (CPM).

3.15.  B-Oxidacién

La B-Oxidacion se midid mediante la adicion a las células de palmitato tritiado y la posterior
cuantificacion de >H,0 en el sobrenadante celular. Este producto marcado surge por accién de las
dos deshidrogenasas presentes en la 3-Oxidacidon que remueven el hidrogeno marcado del acido
palmitico. Estos hidrégenos forman agua tritiada al salir al medio. Para ello se sembraron y
diferenciaron células 3T3L1 y C2C12 en placas de 12 pocillos. A los 7-10 dias post-diferenciacion se
prepard una disolucién 2 mM de BSA (Bovine serum albumin) libre de lipidos en PBS+Ca2"+Mg2+ a
la que se le afiadié acido palmitico no radiactivo, para obtener una concentracion final de 4 mM, y
el isGtopo radioactivo acido palmitico [9,10->H(N)] (0,5uCi/pocillo de placa P12) (PERKINELMER
#NET003005MC). Las células se incubaron durante tres horas con 400ul/pocillo de esta mezcla.
Tras ello se reservé la fraccidn celular y recogid el medio al cual se afiadié acido tricloacético al
10% (400pl/pocillo) para la precipitacion de las proteinas. Tras una hora a 4°C se recoge el
sobrenadante al que se le afiaden 50ul de NaOH para neutralizar el pH. Las muestras se pasaron

por una columna donde una resina de intercambio iénico (Dowex 1x2, 200-400 mesh, ACROS
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ORGANICS) donde quedd retenido el H,0 marcado. Posteriormente, se eluyé con 500ul de agua
miliQ y el eluato se mezclé con 2 ml de liquido de centelleo Ultima Gold (PERKIN-ELMER) y se
determind la radiactividad con el contador de centelleo 1209 Rackbeta (Wallac). Los resultados se
expresaron en cuentas por minuto normalizadas por la concentracidn de proteina medida por BCA

en la fraccion celular (CPM/mg. Prot)

3.16. Tincidn de la grasa de adipocitos
Para ver la cantidad de grasa acumulada durante el tiempo de maduraciéon en las distintas
condiciones de cultivo, se realizd una tincidon con Oil Red O. (SIGMA #00625) en 3T3L1
diferenciadas y fijadas con formalina 10%. Posteriormente se lavd con isopropanol al 60% vy
después se anadid Oil Red O incubando la placa 15-20 minutos en agitacion. Por ultimo se lavd la
placa cuatro veces con agua y se visualizd al microscopio Nikon Eclipse TS100. También
determinamos el contenido lipidico espectrofotométricamente, midiendo la absorbancia a 500nm
del colorante Qil Red fijado a las placas de cultivo. Para ello utilizamos el espectrofotémetro

Synergy HT de Biotek.

3.17. Analisis estadistico

Los valores expuestos en este trabajo se expresaron como media + desviacién estandar. La
comparacion de medias se realizé mediante la prueba de la t de Student y las diferencias se

consideraron significativas con una p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencion del plasmido de transferencia con el gen Adipoq
A continuacién se describe el proceso de clonajes y subclonajes hasta la obtencién del plasmido de

transferencia que incorpora el gen Adipoq.

4.2. Subclonaje
En primer lugar llevamos a cabo una amplificacién del gen de la adiponectina, Adipoq, a partir del
plasmido original. Los primers utilizados para ello incorporan secuencias de reconocimiento para
las enzimas Pmel en el primer directo y BamHI en el reverso y se utilizo una polimerasa de alta
fidelidad para evitar posibles mutaciones durante la reaccién de PCR. El producto de amplificacién
se utilizé para llevar a cabo el clonaje intermedio en el plasmido pJET/blunt, utilizando T4 DNA
ligasa. Tanto el inserto Adipog amplificado como el plasmido linealizado presentan extremos
romos. Con el producto de la ligacién se llevo a cabo la transformaciéon en E.coli DH5a. La
seleccion de las bacterias transformadas se realizd gracias al gen de resistencia a ampicilina que

incorpora el vector pJET/blunt.
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Figura 8: Esquema del subclonaje de Adipoq en pJET/blunt
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4.3. Clonaje en el vector de transferencia

La digestién del plasmido pJET/Adipoq y del plasmido vector pWPXLd-IRES-PuroR se llevo a cabo
mediante una doble digestion con las enzimas Pmel y BamHI.

Los fragmentos de DNA purificados se trataron con la enzima T4 DNA ligasa. Posteriormente, con
esa mezcla de ligacidn se transformaron las bacterias E.coli DH50. y se sembraron en un medio con

ampicilina.

Pmel BamHI Pmel BamHl
pIET/Adipog g PWPXLd-IRES-PuroR
Doble digestian Doble digestion
Pmel-BamHI Pmel -BamHI
Ligacidn
T4 DNA Ligasa

pWPXLd-IRES-PuroR / Adipog

Figura 9.Clonaje en el plasmido de transferencia

Para comprobar que el clonaje se habia realizado correctamente, se secuenciaron distintas
colonias positivas (resistentes a ampicilina). De las muestras secuenciadas, la que presentaba
mayor correspondencia con las secuencias de las bases de datos de Adipoq fue la que utilizamos

para la produccién de particulas virales.
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4.4. Lentivirus
4.4.1. Produccion de particulas lentivirales
Se sembraron 4-10° de células 293T en placas de cultivo de 10 cm, el dia anterior a la transfeccién.
Esto se realiza por duplicado, ya que construimos dos tipos de particulas virales, las que
incorporaban plasmido de transferencia pWPXLd-IRES-puroR como control y otro con la
construccion con adiponectina. Dos horas antes de la transduccidn, se afiadié a la linea celular
293T medio con cloroquina (25uM). La mezcla de transduccion se prepara con el plasmido de
transferencia (10ug de pWPXLd-IRES-puroR o pWPXLd-IRES-puroR/Adipoq), el plasmido de
empaquetamiento (6,5ug) psPAX2, el vector de envoltura (3,5ug) pMD2.G e IBAFECT (60ul). Toda
esta mezcla se lleva a un volumen final de 1 ml (completando con medio DMEM) y se incuba
durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de la infeccién. La mezcla de transduccién se
aflade a los cultivos de 293T y se deja incubando durante 8 horas a 37°C y 5% CO,. Pasado este
tiempo, el medio de cultivo se sustituyo por DMEM alto en glucosa 10% FBS. Dos dias después, se
recogioé el sobrenadante y se centrifugo a 3000rpm durante 5 minutos. El sobrenadante obtenido
(10 ml) se pasa por un filtro de 0,22 um y se reservd este medio que contenia los virus formados
para la posterior infeccidn. A las 293T se les volvid a afiadir medio (10 ml) y se repitid la operacion
de obtencién de virus al dia siguiente, agrupando los virus recogidos en ambos dias (10 +10=20ml).

Los virus fueron conservados a -20°C.

Gag/Pol/Rev/Tat

psPAXZ

Gag/PolfRev/Tat

psPAX2

Purg®

pWPXLd-IRES-PuroR ‘
T

{1

Virus Adipoq Virus Control

Figura 10. Obtencion de particulas virales
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4.4.2. Infeccidn de las lineas celulares C2C12 y 3T3L1

El dia anterior a la infeccidn, se sembraron las lineas celulares C2C12 y 3T3L1 en placas de 10 cm a
unas densidades de 2000 células/cm? y 2500 células/cm? respectivamente. Para la infeccidn, se
utilizé 1 ml del medio con virus mas 9 ml de medio de cultivo, y polibreno (8 pug/ml). Cada linea
celular se infectdé tanto con los virus control como con los virus que llevaban el gen de la
adiponectina. Al dia siguiente se retiro el medio con los virus y se sustituyd por medio normal con
puromicina para la seleccion de las células infectadas. Las concentraciones de puromicina

utilizadas fueron de 0,8 pg/ml en el caso de las C2C12 y 3 pug/ml para las 3T3L1.

Virus Adipoq Virus Control

/N /N

| cecz | 3w | L 3w | caz |

PUROMICINA PUROM ICIMNA

| C2C12 Adipoq I | 3T3L1 Adipoq I | 3T3L1 Control I | C2C12 Control I

Figura 11.Infeccidn lineas celulares
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4.5. Sobreexpresion de adiponectina en 3T3L1-Adipoq y C2C12-Adipoq

Para comprobar la sobreexpresién de Adipoq en las lineas celulares transducidas, se aislé el RNA
total de cultivos celulares, tanto de las lineas transducidas con el gen de Adipogq como con el
pldsmido control. A partir del RNA total libre de DNA y mediante retrotranscripciéon, se obtuvo un

conjunto de cDNAs correspondientes con el transcriptoma de las lineas celulares.

Para comprobar sobreexpresion de Adipoq, realizamos una qPCR utilizando los primers para el gen
de la adiponectina. En la Figl2 se muestran la grafica de amplificacidon de la qPCR para cada linea
celular. Las lineas de color rojo se corresponden con las amplificaciones de muestras de las lineas
celulares transducidas con el virus de Adipoq y las lineas verdes se corresponden a las
transducidas con el virus control. Como podemos apreciar, en el caso de las 3T3L1, el ciclo al cual
se supera el umbral de deteccidn (Ct) en las muestras Adipoq es mucho menor que en el control,
aungue el control también produce. En el caso de las C2C12, solo supera el umbral de deteccién la

linea C2C12-Adipoq, ya que las C2C12 no producen adiponectina de forma constitutiva.

Amphtication Pict Anpification Fict

R ty g

Cycle

Vl"ﬁc ponectn [ Control 3T3L1 >-‘A1‘C'Zféitr | Control czc12

Figura 12. Grafica amplificacién de PCR a tiempo real. El eje vertical representa la cantidad de fluorescencia y el eje horizontal el
numero de ciclos.

Ademas de comprobar que se incrementaba la transcripcidon de adiponectina, comprobamos que
se traducia y que se secretaba al medio. Para ello, realizamos una extraccion de proteinas totales
de las lineas celulares Adipoq y Control y también recogimos el medio de cultivo tras dos dias de
de incubacion con las células. Con las muestras obtenidas realizamos electroforesis en geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes.
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La linea celular 3T3L1 es una linea celular comprometida para diferenciarse a adipocitos. Como ya
sabemos, la adiponectina es secretada por los adipocitos ya maduros pero no por preadipocitos
(47). Para evaluar los efectos de nuestra transfeccion, realizamos extraccidn de proteinas tanto en
estadio de preadipocito (no diferenciado) como de adipocito ya maduro (diferenciado). En la Fig
13 podemos apreciar como la linea celular 3T3L1-Control solo produce y secreta adiponectina en
el estado de adipocito (2, 6) y no en estado de preadipocito (1,5). Sin embrago, la linea
transducida con Adipoq produce y secreta adiponectina en ambos estadios (3, 4, 7y 8) y en mucha
mas cantidad que el control. Hay que destacar que en el estadio de preadipocito, la mayor parte
de la adiponectina se encuentra en el interior de las células, como podemos ver en el extracto de
proteina citosélica (7) y que secretan solo una pequefia parte. En todos los casos, la sefial
producida es debida al mondmero de adiponectina, ya que hemos sometido a las muestras a un

tratamiento reductor y desnaturalizante.

Figura 13. Pelicula de revelado tras 5 minutos de
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 exposicion de Western Blot de linea celular 3T3L1.
Proteina secretada por 3T3L1-Control sin diferenciar
e -— (1), diferenciadas (2), secretada por 3T3L1-Adipoq sin
diferenciar (3) y diferenciadas (4). Extracto de proteina
total de 3T3L1-Control sin diferenciar (5), diferenciadas
(6), proteina total de 3T3L1-Adipoq sin diferenciar (7) y
diferenciadas (8). Medio de cultivo DMEM 10%SBF (9).
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Secretada Citosol

Para evitar posibles interferencias causadas por la adiponectina presente en el medio de cultivo,
procedente del suero bovino con el que se prepara, también sometimos a electroforesis una

muestra de medio sin haber estado en cultivo con células (9) y no se aprecia sefial.
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La linea C2C12 crece con mucha rapidez y comienza a diferenciarse espontdneamente a miocitos,
por lo que no hemos realizado analisis de la produccién y secrecidn de adiponectina en estadio de
fibroblastos, sino solo de miocitos. Analizamos la proteina secretada presente en el medio y la

proteina total de los cultivos celulares.

La linea C2C12 no produce adiponectina de forma constitutiva por lo que al transducir el gen
Adipoq pretendemos producir una expresion ectdpica de adiponectina. En la Figura 14 se muestra

los resultados del Western realizado con las muestras de C2C12.

Figura 14. Pelicula de revelado tras 5 minutos de
PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 exposicion de Western Blot de linea celular C2C12.
Proteina en medio de cultivo de C2C12-Control (1y 2)
y en medio de C2C12-Adipoq (3 y 4). Extracto de

2 —

150

102 proteina total de C2C12-Control (5 y 6) y C2C12-
i Adipog (7 y 8) Medio de cultivo de diferenciacion
s DMEM 2% Horse Serum (9).

1 -~ PM: Marcador de pesos moleculares en kDa

e Sy

Control Adipoq Control Adipoq

Medio

\ J\ ) 2
Y Y 2% HS

Secretada Citosol

En primer lugar hemos de destacar que el anticuerpo utilizado tiene reacciéon cruzada con la
adiponectina de caballo presente en el medio de cultivo e interfiere parcialmente con la
adiponectina secretada por las células. El tamafio del mondmero correspondiente a la
adiponectina de caballo es de un tamafio ligeramente inferior al de la adiponectina transducida,
como puede verse al comparar la muestra de proteina citosdlica de C2C12-Adipoq (7 y 8) y la sefial
en el medio (9). Esta ligera diferencia nos permite discernir entre la proteina secretada por C2C12-
Adipoq y la presente en el medio. C2C12-Control no presenta adiponectina en el citosol (5y 6) y
las sefiales que se aprecian en el exterior celular (1 y 2) presentan el mismo patrén que el medio

(9). El patrén de bandas que encontramos en el medio de C2C12-Adipoq es distinto al del control,
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por lo que las bandas que difieren con el control son las correspondientes a la adiponectina

secretada por esta linea celular. Estas diferencias las vemos destacadas en la Figura 15.

Figura 15. Ampliacién Figura 14.

——> Adiponectinasuerocaballo,
posible dimero

— Adiponectinasuero caballo

i .
. . . . -3 Adipogtransducida
—

> Adiponectinasuero caballo

b

N
Sl
Control  Adipoq

\ )
1

Secretada

Todas las sefales de mayor intensidad se corresponden por tamano con el mondmero de
adiponectina, sin embargo, puede observarse una sefial muy tenue en las muestras 1, 2, 3,4y 9 en
torno a 50 KDa que puede corresponderse con algun dimero de adiponectina que no se ha

disociado completamente con el tratamiento desnaturalizante.

4.6. Funcionalidad de la adiponectina

4.6.1. Secrecion de complejos de adiponectina

La adiponectina se sintetiza como un Unico péptido, sin embargo, son los diferentes complejos de
la adiponectina los que producen los efectos asociados a ella. Por lo tanto, para evaluar la
funcionalidad de la adiponectina transducida, hemos de analizar la presencia de los diferentes
complejos y su correcta secrecion. Con esta finalidad, se recogié el medio de cultivo tras dos dias
en contacto con las diferentes lineas celulares y se realizé una electroforesis en gel de acrilamida

(SDS-PAGE) pero sin condiciones reductoras para evitar la ruptura de los puentes disulfuro entre
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mondmeros. Utilizamos un tampdn de carga Laemmli buffer que no contenia el agente reductor
B-mercaptoetanol y omitimos el tratamiento previo de calentar a 95°C antes de someter las

muestras a electroforesis.

Figura 16. Analisis de los complejos de

Qi‘ Q‘é 7-50 3:7‘ adiponectina que la linea 3T3L1. Pelicula de
O & o X ég' o revelado tras 5 minutos de exposicidn.
< Q <& Q9 Q :
¥ Proteina secretada por 3T3L1-Control en
PM 1 2 3 4 5

estado de preadipocito (1) , en estado de
adipocito (2), por 3T3L1-Adipoq en estado de
HMW preadipocito (3) y en estado de adipocito (4).
Medio de cultivo 3T3L1

225
- MMW
102
PM: Marcador de pesos moleculares en kDa

LMW

7%

Control  Adipoq

En los preadipocitos 3T3L1-Control (Figura 16, linea 1) no se observa la secrecién de ningln
complejo de adiponectina, resultado esperado ya que tampoco se observaba el mondémero en
condiciones desnaturalizantes. Una vez diferenciados, la linea celular 3T3L1-Control si que secreta
diversos complejos (Fig 16, linea 2), correspondientes con las formas LMW (trimero), MMW
(hexamero) y algunos complejos de mayor tamafio correspondientes con formas de elevado peso
molecular, pero con menor intensidad. La linea transducida 3T3L1-Adipoq, secreta adiponectina
tanto en estadio de preadipocito (Fil6, linea 3) y de adipocito maduro (Fig 16, linea 4), pero con
una clara diferencia entre ambos. Solo en estadio de adipocito maduro es capaz de secretar

complejos superiores al trimero.

También evaluamos la secrecidn de los distintos complejos en la linea C2C12 (Fig 17). Hemos de
tener en cuenta nuevamente la adiponectina presente en el medio y procedente del suero de
caballo. El patrén de bandas en C2C12-Adipoq difiere del control. El de C2C12-Control es similar al
del medio de cultivo. Tanto en control como en Adipoq pueden apreciarse distintos complejos
correspondientes con las formas de medio peso molecular (MMW) y las de bajo peso molecular
(LMW). En el caso de C2C12-Adipog pueden verse bandas adicionales al control que corresponden
con complejos formados por la proteina transducida. Estas pequefas diferencias las podemos ver

en la Fig 21 que es una ampliacidn de la Fig 20.
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Figura 17. Analisis complejos adiponectina de

=~ C2C12. Pelicula revelado tras 5 min exposicion.
é?? Proteina secretada por C2C12-Control (1), por
é" C2C12- Adipoq (2), presente en el medio de cultivo
(3) y extracto proteina citosdlica C2C12-Adipoq (4).

Secretada

MMW Suero caballo

o {
oo {

Figura 18: Ampliacién Figura 17

MMW Adipoq
LMW Suero caballo

LMW Adipoq

Como vemos, al transducir Adipoq en la linea C2C12 no solo se consigue que se produzca la

proteina funcional, sino que ademas se formen y secreten complejos de adiponectina.

Aungue en C2C12-Control y el medio de cultivo se observan las mismas bandas, difieren en cuanto
a intensidad. En el medio, es mas abundante la forma MMW y en C2C12-Control es mas
abundante la forma trimérica (LMW). Esto sugiere algun posible mecanismo de disociacion de los

complejos por parte de las C2C12.
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4.6.2. Diferenciacion lineas celulares

Otras evidencias de la funcionalidad que la adiponectina transducida presenta, es su efecto en

cuanto a la diferenciacidn de las lineas celulares.

La adipogénesis es un proceso complejo en el que participan numerosos genes. Se caracteriza,
entre muchas otras cosas, por la acumulacién de lipidos en el interior celular. Esto puede
apreciarse visualmente y también con ayuda de un colorante que se une de forma especifica con
los lipidos. Para valorar la diferenciacion de los cultivos, realizamos una tincién con oil red O y
visualizamos al microscopio. En la Fig 22 puede apreciarse como en los cultivos de 3T3L1-Adipoq

se observan muchos mas adipocitos que en el control.

Para cuantificar los niveles de lipidos en cada linea celular realizamos una medida de absorbancia
del colorante oil red O a 500nm directamente de las placas. Esto nos permite cuantificar el

contenido lipidico en ambas lineas celulares.

3T3L1-Control 3T3L1-Adipoq

Figura 19: Tincidn con oil red O de las lineas 3T3L1-Control y 3T3L1-Adipoq

Figura 20: Absorbancia medida a 500nm directamente de las
3T3L1 placas de cultivo de 3T3L1-Control y 3T3L1-Adipog. p<0,00001
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Para evaluar la diferenciacién en la linea celular C2C12, analizamos la expresion de dos genes que
se utilizan como marcadores de diferenciacién en miocitos. Estos genes se corresponden con las
proteinas Myf5 y creatin Kinasa (Ck). Myf5 pertenece a una familia de proteinas conocidas
como factores de regulacion miogénica y es esencial en el proceso de miogénesis (48). La enzima
cretatin kinasa es una enzima que se encuentra en los tejidos musculares y que estd implicada en
la obtencién de energia (49). Mediante gqPCR evaluamos los niveles de mRNA de estos dos genes

en C2C12-Control y C2C12-Adipog. Los resultados obtenidos pueden verse en la Fig 21.

La linea C2C12-Adipog presenta mayores niveles de 300
expresion para ambos marcadores de miogénesis, siendo

significativas las diferencias con respecto del control.

150 - E Control

H Adipoq
100 -

Expresion mRMNA relativa

Ln
[ ]
|

Y ck

Figura 21 Anélisis expresidn génica mediante
gPCR . Myf5 p<0,01. Ck p=0,001

En ambas lineas celulares, la sobreexpresidon de adiponectina provoca una mayor diferenciacién.

4.7. Implicaciones metabdlicas de la sobreexpresion de Adipoq

Una vez comprobada la funcionalidad de la adiponectina sobreexpresada, realizamos diversos
experimentos para evaluar los efectos metabdlicos producidos por la sobreexpresion. Evaluamos
la capacidad de las distintas lineas celulares en cuanto a la captacion de glucosa mediada por la

insulina vy a la oxidacion de acidos grasos. También realizamos estudios de expresidn génica.
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4.7.1. Absorcidn de glucosa

Para evaluar la captacion de glucosa por parte de las células se afiadid a los cultivos deoxiglucosa
tritiada. La deoxiglucosa es un analogo de la glucosa que es transportado por los receptores de
forma similar a la glucosa y fosforilado en el interior celular por la hexoquinasa, pero que debido a
su estructura ya no puede ser procesada por la célula, permaneciendo en su interior como
marcador de la captacion de glucosa. Ademas de evaluar la absorcién de deoxiglucosa marcadada
por las distintas lineas celulares, también analizamos las diferencias producidas en presencia o

ausencia de insulina.

En la linea celular 3T3L1, la captacidn basal (sin insulina

4000

en el medio) de deoxiglucosa es similar para el grupo 3500 3T3L1
control y el que sobreexprea adiponectina. Cuando se 3000
2500 +
afiadio la insulina al medio, ambas lineas respondieron | ¢ H Control
. . . S 2000 1 M Adipoq
a los efectos de la insulina incrementando el transporte 1500 |
de deoxiglucosa. Sin embargo, mientras que en el 1000 -
. . . 500 4
control la insulina provoca un incremento del 20% en
0
cuanto a la absorcién de glucosa, en la linea $inInsulina Con Insulina

Figura 22.Absorcion de glucosa en la linea 3T3L1.

transducida con adiponectina este incremento es del
P Unidades CPM. Sin Insulina p=0,3.Con Insulina p<0,05

65% (Fig 22)

En la linea C2C12, los resultados obtenidos son 2000

similares en cuanto la captacion basal de deoxiglucosa, 2000 cac12
8000

asi no se observaron diferencias significativas es similar 7000

para el grupo control y el que sobreexpresa |z zzzz R

5

adiponectina en absorcidn de deoxiglucosa. Cuando se 4000 i Adipeg

afadié la insulina al medio se produjo un incremento 22;;

de en torno al 20% de absorcién de deoxiglucosa por ”':':

parte de la lineas control y de la que sobreexpresa Sin Insufine Connulin

Figura 23. Absorcion glucosa C2C12. Unidades CMP.

adiponectina. Sin embargo, la diferencia de lo ocurrido F'8Yra < )
Sin insulina p=0,3 y con Insulina p=0,05

en los adipocitos, este incremento fue similar en las dos

lineas celulares. (Fig 23).
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4.7.2.p—Oxidacion

Para analizar el efecto de la sobreexpresiéon de adiponectina en el metabolismo oxidativo,
evaluamos la B-oxidacién llevada a cabo por los cultivos durante de 3 horas. Los resultados se

muestran en la Figura 24.
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Figura 24. 3-oxidacion linea celular 3T3L1 (p < 0,05) y C2C12 (p <0,001)

En la linea celular 3T3L1, la sobreexpresién de adiponectina no produce un incremento
significativo de la -oxidacidon y en C2C12 se observa un aumento del 40%. Estos datos estan

normalizados en funcién de la cantidad de proteina.

4.7.3. Expresidn génica

Para estudiar la influencia de la sobreexpresion de adiponectina en el metabolismo de los hidratos
de carbono evaluamos la expresion de los genes Glut4, Pdk4 en adipocitos y células musculares.
Glut4 es una proteina transportadora de glucosa regulada por insulina. Pdk4 es la enzima piruvato
deshidrogenasa kinasa. Es un inhibidor del complejo piruvato deshidrogenasa que impidide la
transformacién de piruvato a AcetilCoA. Actua a la manera de un “interruptor metabdlico” que
desconecta la glucolisis del ciclo de Krebs y desplaza el metabolismo hacia la utilizacién de grasa, y

deja la glucosa disponible para ser utilizada en otras rutas metabdlicas.
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En nuestros experimentos, ademas de estudiar diferencias en cuanto a la expresion génica por
parte de las lineas control y Adipoq, también quisimos estudiar los efectos de la insulina en cuanto
a la expresion de genes en las distintas lineas celulares. Para ello, incubamos las células con una
concentraciéon de 0,5uM de insulina durante 30 minutos antes de lisarlas para su posterior
extraccién de RNA. Tras el andlisis de los datos obtenidos, no se aprecian diferencias significativas
entre las muestras tratadas con insulina y las que no, por lo que agrupamos todas las muestras
para evaluar diferencias entre Adipoqg y control. En la linea celular 3T3L1, la sobreexpresion de

adiponectina viene acompafnada de un aumento de los niveles de expresién de Glut4 y Pdk4 (Fig
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Figura 25.Evaluacion expresion génica en 3T3L1 mediante gPCR. p<0,01

En expresion génica también encontramos diferencias en cuanto al efecto de la adiponectina
dependiendo de la linea celular. En la linea celular C2C12, la sobreexpresion de adiponectina esta
acompafiada de una disminucidn de la expresién de Glut4 y Pdk4 (Fig26). Esta disminucién es

significativa en ambos casos y contrasta con los resultados obtenidos en 3T3L1.
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Figura 26. Analisis expresion génica en C2C12 mediante gPCR. p<0,05
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En la linea celular C2C12, también evaluamos mediante qPCR la expresion de Fas, ACC y CPT1b
(Fig 27). Estas enzimas estan implicadas en el metabolismo de acidos grasos. Su expresion se ve

aumentada por la sobreexpresién de adiponectina, pero solo en el caso de Fas y ACC esto resulta

significativo.
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Figura 27. Analisis expresion génica en C2C12 mediante qPCR. p<0,05 en FAS y ACC. p=0,5 en CPT1
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5. DISCUSION

La adiponectina es una adipoquina sintetizada por los adipocitos que juega un papel primordial en
el metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos. Para este proyecto hemos producido con éxito
vectores lentivirales que nos han permitido sobreexpresar la adiponectina en lineas celulares
modelos de adipocitos y miocitos. La sobreexpresién de adiponectina ha producido importantes
cambios metabdlicos en las lineas celulares estudiadas y hemos encontrado que estas

modificaciones dependen del tipo celular estudiado.

Aunque la adiponectina es secretada exclusivamente por el adipocito en condiciones normales,
estudios recientes sefialan su presencia en tejidos no adiposos, tales como el musculo esquelético,
en el que se ha detectado la adipoquina dentro de miofibras, tanto in vivo como in vitro (50) (51),
estimandose que entre 1/15-1/175 de la adiponectina circulante podria proceder de la generada
en el musculo (51). El estudio de los efectos de la adipoquina secretada por los adipocitos y de los
causados por la adiponectina producida en musculo se beneficia de cultivos in vitro donde estas
diferencias puedan ser modeladas. Ademas, la utilizacién de vectores integrativos como los
lentivirales supone una herramienta util para la sobreexpresién de genes de una forma estable,
tanto in vivo como in vitro (52) (53). Una vez que se produce la transduccién con el gen de interés,
este se expresa de una forma constitutiva. En nuestros experimentos hemos visto que las lineas
celulares transducidas, son capaces de producir adiponectina y secretarla. Estos resultados son
coherentes con reportes previos donde, mediante el uso de herramientas virales se ha observado
sobreexpresion de adiponectina en musculo de ratdn produce una proteina funcional, capaz de ser

secretada y con efectos a nivel sistémico (54).

La adiponectina circulante forma distintos complejos multiméricos cada uno con efecto distinto
sobre los receptores y que causan distintos efectos metabdlicos (32). Un resultado novedoso de
nuestro trabajo es el hallazgo de que la secrecién de los distintos complejos de adiponectina por
parte del adipocito depende del estadio en que se encuentre la linea celular. En el estadio de
preadipocito, la mayor parte de la adiponectina sobreexpresada se encuentra mayoritariamente
en el interior de las células y la que se secreta, lo hace unicamente en la forma trimérica. Solo en
estadio de adipocito maduro es capaz de secretar complejos superiores al trimero. Esto es debido
a que hay factores implicados en la secrecidén y formacion de los complejos que solo se activan al

diferenciarse, independientemente de que se sobreexprese la adiponectina. Uno de estos
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factores en la oxido-reductasa Erol-Lo. Esta oxido-reductasa media en la formacion de enlaces
disulfuro en los complejos de adiponectina. Erol-La estd regulada transcripcionalmente por
PPARYy, factor de transcripcion implicado en el proceso de adipogénesis y que tiene su maximo
nivel de expresion en adipocitos maduros. Esta es la primera vez que se describe que células
musculares también son capaces del ensamblaje y secrecidon de complejos de adiponectina. Por lo
tanto, se plantea la idea de que no solo los adipocitos dispongan de la maquinaria necesaria para
el ensamblaje de los complejos de adiponectina y su caracterizacién debe ser motivo de estudios

posteriores.

No todos los complejos de adiponectina presentan la misma afinidad por sus receptores (31).
AdipoR1 se expresa de forma mayoritaria en musculo y presenta mayor afinidad por los complejos
de menor tamano de la adiponectina (31). En un estudio sobre la mutacién C39S en adiponectina y
las implicaciones funcionales que esto tenia, se vié que la proteina mutada solo podia formar
trimeros y que ejercia un efecto mucho mayor sobre el musculo que la forma wild-type (8). Asi se
demostré que la forma trimérica es la que mayor efecto ejerce sobre musculo. En relacion a todo
esto, nosotros hemos observado que los ratios entre hexameros y trimeros presentes en suero de
caballo se invierten tras estar en contacto con los cultivos celulares (Figura 17). El medio de cultivo
utilizado con las C2C12, presenta mayores niveles de la forma MMW de caballo. Al dejar este
medio en contacto con los cultivos de C2C12-Control, los niveles de MMW disminuyen y
aumentan los de la forma LMW. Esto sugiere algin posible mecanismo de disociacién de los
complejos. El paradigma actual sefiala que una vez que los complejos se han secretado, estos no
cambian en la circulacién (8). Sin embargo un trabajo muy reciente hipotetiza que puede haber
conversidn entre oligdmeros cerca de la superficie celular mediante mecanismos redox (55), de
acuerdo con este Ultimo reporte nosotros proponemos la existencia en musculo de algun
mecanismos de disociacién que degrade los complejos de alto peso molecular de adiponectina y

permita la interaccién mas especifica del receptor con la forma trimérica.

En la linea C2C12, pudimos observar las diferencias de tamafo que presentan los mondmeros de
caballo y los de la proteina transducida. Estas diferencias pueden ser debidas a variaciones en el
dominio variable segun la especie. El mondmero de caballo presenta dos isoformas,
probablemente debido a modificaciones postraduccionales y el mondémero transducido presenta
una Unica isoforma. Al analizar los complejos de adiponectina derivados de la transfeccidn y los

procedentes del suero de caballo, vemos que también hay diferencias en cuanto a movilidad. Los
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complejos de adiponectina de caballo presentan menor movilidad que los de ratén, al contrario de
los que sucede con los mondmeros. Esto puede deberse a que los complejos formados en cada
especie difieren en cuanto al nimero de subunidades, como ya se vio que sucedia entre humano y

ratén (8) (18).

En cuanto a las implicaciones metabdlicas que presenta la sobreexpresién de adiponectina existen
diferencias notables en funcidn del tipo celular. La adiponectina ejerce un efecto paracrino en el
tejido adiposo (37). Se ha visto que la sobreexpresidon de adiponectina en este tejido provoca un
incremento de la sensibilizacion frente a la insulina y un mayor acumulo lipidico. Hemos
observado que la sobreexpresion de adiponectina en adipocitos provoca un notable incremento
de los niveles de mRNA de Glut4. Sin embargo, esta sobreexpresion constitutiva de Glut4 no
genera efecto ninguno en cuanto a la absorcidén de glucosa en ausencia de insulina. Es solamente
en presencia de insulina, donde la absorcién de glucosa en los adipocitos que sobreexpresan
adiponectina es mucho mayor. Los efectos de adiponectina en cuanto a la sensibilizacion frente a
insulina en adipocitos pueden venir determinados por la sobreexpresion de Glut4. En la linea
C2C12 transducida, observamos que la adiponectina provoca una disminuciéon en cuanto a los
niveles de Glut4 y el efecto de sensibilizacion frente a la insulina es similar al control, por lo que en
este modelo celular, no se aprecia un incremento en cuanto a los efectos de la insulina con
respecto del control. Sin embargo, se ha descrito que la administracién de adiponectina in vitro,
aumenta el consumo de glucosa con respecto del control a corto plazo y produce una mayor
sensibilizacidn frente a la insulina en C2C12 (33). Esto revela un efecto dual de la adiponectina, por
lo que se ha de tener en cuenta al proponer a la adiponectina como regulador de determinados

desordenes metabdlicos.

Otro efecto derivado de la sobreexpresién de adiponectina es la variacion en cuanto a
transcripcion de la piruvato deshidrogenasa quinasa (Pdk4). Pdk4 interviene en la regulacion de la
actividad de la piruvato deshidrogenasa, que cataliza la reaccion del piruvato para dar Acetil-CoA.
Pdk4 fosforila a la piruvato deshidrogenasa y la inactiva. En la linea celular C2C12, la
sobreexpresion de adiponectina provoca una disminucién de la transcripcion de Pdk4. De esta
forma el piruvato obtenido mediante la glucdlisis puede transformarse en Acetil-CoA y permitir la
obtencion de energia mediante el ciclo de Krebs y posterior [-oxidacién. En 3T3L1 la
sobreexpresién de adiponectina lleva a un incremento de Pdk4. Este hecho estaria impidiendo el

paso de piruvato a Acetil-CoA. Ese piruvato puede convertirse en oxalacetato por accién de la
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enzima piruvato carboxilasa. Tras ellos, la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa puede
convertirlo en fosfoenolpiruvato y asi favorecer el proceso de gluconeogénesis. Esto parece ilégico
en las condiciones de cultivo que nosotros hemos utilizado, ya que utilizamos un medio rico en
glucosa y no tendria sentido que la célula invierta energia en sintetizarla. Sin embargo, en estas
condiciones y con los efectos observados, creemos que en lugar del proceso de gluconeogénesis lo
que se estd favoreciendo es el proceso de gliceroneogénesis. Ambos procesos comparten muchos
pasos, sin embargo, en la gliceroneogénesis, el producto final obtenido seria glicerol 3-fosfato y no
glucosa. En este proceso interviene la enzima glicerol 3-fosfato deshidrogenasa, convirtiendo la
dihidroxiacetona fosfato obtenida tras varias etapas de la gluconeogénesis, en glicerol 3-fosfato.
Este glicerol 3-fosfato es utilizado como esqueleto para la esterificacion de acidos grasos y esto
derivar en un mayor acumulo lipidico como el observado en los adipocitos que sobreexpresan
adiponectina. El efecto de incremento de la gliceroneogénesis en tejido adiposo ya se ha
observado con los farmacos TDZ, agonistas del PPARY. Se ha visto que estos farmacos favorecen la
expresion de la isoforma del tejido adiposo de la PEP-CK, incrementando la gliceroneogénesis.
Dado que la adiponectina media la accidén de estos farmacos (36), pudiera ser que no solo la PEP-
CK estuviera implicada en el incremento de la gliceroneogénesis, sino también la Pdk4. Por lo
tanto, la sobreexpresion de Pdk4 estaria favoreciendo el acimulo de lipidos observado en la linea

3T3L1-Adipoq y por tanto la diferenciacion.

En miocitos, la sobreexpresion de adiponectina provoca un incremento en la transcripcién de Fas 'y
ACC, ambas implicadas en la sintesis de lipidos. Sin embargo, la sobreexpresidon de adiponectina en
esta linea celular también incrementa la B-oxidacion, por lo que de producirse ambos efectos, se
estaria dando un ciclo futil que no es caracteristico de miocitos. Una posible explicacion a estas
observaciones nos las pueden dar los mecanismos de regulacién. La enzima ACC es regulada por
fosforilacion de AMPK, quien media en los efectos de adiponectina. La ACC fosforilada es inactiva,

por lo que aunque se produzca una mayor transcripcion, pudiera ser que se encontrara inactiva.

Podemos resumir diciendo que la sobreexpresion de adiponectina presenta un efecto dual en
funcién de la linea celular. Son necesarios mas estudios para confirmar el potencial de esta
combinacidn en el tratamiento de desordenes metabdlicos, pero la utilizacién de vectores virales

especificos de tejido presenta una gran potencial en el campo de la medicina regenerativa.
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6. CONCLUSIONES

e La adiponectina estd implicada en el metabolismo de la glucosa y de los acidos grasos y
los vectores lentivirales son herramientas muy potentes para modificar la expresién de

genes y el estudio de sus funciones metabdlicas.

e Contrariamente a lo descrito en la literatura, los miocitos son capaces de ensamblar y

secretar los diferentes complejos de adiponectina.
e La sobrexpresion de adiponectina produce un aumento de la diferenciacién terminal de

los adipocitos y miocitos, sin embargo sus efectos metabdlicos dependen del tipo

celular.
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