UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Trabajo de Tesis Doctoral:

ROL DE LAS QUINASAS DEPENDIENTES DE
CICLINA DE LA TRANSICION DE FASE G1/S EN

EL BROWNING DEL TEJIDO ADIPOSO BLANCO

Tesista: Portales Andrea Estefania
Director: Giovambattista Andrés

Ano: 2020



Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS
Quiero agradecer a todas las personas que de una u otra forma colaboraron para la realizacién

de esta tesis:

- a midirector, Bamba, por brindarme la oportunidad de realizar la tesis en el laboratorio y
confiar en mi para llevar a cabo este estudio. Ademas, quiero agradecerle por darme la
libertad para equivocarme y aprender.

- a mis companeras de laboratorio Anita, Guille, Sabri y Amandis por ayudarme muchas
veces, no solo en la mesada sino también dandome consejos.

- a Sabri especialmente por ayudarme, acompafarme y guiarme en la realizacion y analisis
de los experimentos de citometria.

- alos NE efectors por el tiempo compartido en el laboratorio, y especialmente por el apoyo
de los ultimos afios.

- a todo Becarios 1 y 2 por hacer muuucho mas divertido el trabajo diario. Disculpen si
algun dia por casualidad grité.

- amis amigues Rom y Valen por las innumerables charlas y momentos compartidos.

- a Lau por el célido recibimiento a Becarios 1, su compafia y consejos de los primeros
afios.

- a Nico por su generosidad, paciencia y sus invaluables aportes para el analisis de las
imagenes de fluorescencia.

- amifamilia y amigas por el apoyo de siempre.

- ami“hermanito” Felipe que siempre me alienta.

- atoda la gente de los sectores del IMBICE (bioterio, cultivos, esterilizacion, microscopia,
mantenimiento) por su colaboracion y la buena predisposicién para que pueda realizar
los experimentos.

- al IMBICE por brindarme un lugar para llevar a cabo esta tesis y a todos sus integrantes
por el buen clima laboral.

- a CONICET por otorgarme la beca para la realizacién de esta tesis.

- a la Facultad de Ciencias Exactas (UNLP) por brindarme la formacion de grado y la

oportunidad de especializarme en investigacion.



Indice

INDICE
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e bbb e e e e e e e e e e e e nnnnneeeeaeas 2
INDICE ... ettt ettt ettt et et e e e e 3
ABREVIATURAS . ..ottt ettt e et e e e e e e aeeeeeeeeees 6
INTRODUGCION ...ttt ettt ese e es et es et s et n e s s nsneees 8
1. Importancia del estudio del tejido adipOSO .......ccevviiiiiiiiii e 9
1.2 TejidO adiPOSO DIANCO ......uuiiiiiiiiiiiiiiieiieeeii bbbttt 9
1.3 Tejido adiPOSO PANTO ......coeiiiiiii it e e e e e e e e e e e e aa s 10
1.4 ComposiciOn Celular del TA ...t e e e e e e e e eeannn s 11
LRSIt [ o ToTe =T g Lo N 11
W =0 T 1 o RS 13
A I o [ oYY | (0T o =] o 1= TS 14
2.2 Origen durante €l BrOWINING ..........ccuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt eeeeees 15
2.2.1 AdIPOGENESIS 0 NOVO.......coeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt ettt ettt e e e e e e e e e e eeeeeees 15
2.2.2 TranSAIfErE@NCIACION. ... ...t e e e e e e e e e 16
P T\ (o To 1= [ TN U 1 o= To [ TSRS 17
2.4 Otros mecaniSMOS tErMOGENICOS ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee et et et et e e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 18
3. Control transcripcional del programa termogénico en adipocitos pardos y beige .............. 18
B B 2 19
K e (o |0 0 2SO PERPRRPP 19
B TR e T o I USRS 20
4. CICIO CRIUIAN ...ttt e e e e e e e e e e e e e 21
o B e (o] (=T g F= E N (=T U = To [o] =T TR 21
4.1.1 CDKS Y CICIINAS ...ttt 21
4.1.1 Inhibidores de CDKS Y CICHINAS .........uuuiiiiiiieiicee e 22
4.2 CDK4 y CDKB en el CICIO CEIUIAT.......covueeiiiieeee e 22
4.3 CDK4 y CDKG6 en el metabolismo y el tejido adipOSo0 ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 23
HIPOTESIS Y OBUETIVOS ...ttt n st en e e en e, 26
[ 1T 0T 0] (=T 1 27
ODbjJetiVo general.........coooiiiiii 27
Objetivos €SPECITICOS .....ciiiiiiiiii 27
MATERIALES Y METODOS ..ottt et ean et st aneaeaneaeaneeenea, 28
1. ANIMales eXPEriMENTAIES ........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietiiieieaibeeeeee b eeeeeeeeaaaaaeseeeeennannnnnnennnnnne 29
2. Aislamiento de la FEV y de los adipocitos del TA .......oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 29
200t 29
F A o 1o T T (1= PSRRI 30

3. CUHIVOS PIIMATIOS ...cceiiiiiiie e 30



Indice

3.1 Cultivo de FEV y diferenciacion adipocitaria in Vitro............ccccccccveeeeiiieiiiiiccee e, 30
3.2 Incubado de adiPOCITOS .........ooviiiiiii e 30
4. DisSeA0S EXPErMENTAIES. ... ..ii i e e e e et e e e e e aran s 31
5. Toma de imagenes microscopicas de cultivos de FEV y adipocitos diferenciados......... 32
6. Determinacion del contenido de ADN total............ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 33
7. Determinacion del contenido mitocondrial relativo ............ccoovveiiiiiiiiiei e 33
8. Determinacién del contenido lipidico intracelular por Oil Red O.........ccovviviiiiiiiiieerieees 33
9. Analisis de [a eXpresion gENICA............cuuuiiiiiii i e 34
9.1 Aislamiento de ARN tOtal .........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 34
9.2 Transcripcion reversa del ARN total a ADN complementario .............cccoceevvviiieiieeeeeeeeene. 35
9.3 Analisis de expresion de ARNm por PCR cuantitativa (QPCR)........cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 35
10.  Analisis de la expresion proteiCa ... ieiiiiiii e 36
10.1 INMUNOFIUOIESCENCIA ......ceeiieeii e e e e et a e e e e e e e eeaaeea s 36
10.2 INMUNONISTOQUIMICA .....cieeeiieiei et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaneeaas 37
TO.3WESIEIN DI e e e et a e e e e e e e ennna s 37
11, Citometria de flUjJO .....cooeeee e 38
12.  Determinaciones plasmatiCas..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiee e 39
13, ANAIISiS StadiStICOS ....ovviiiiii i 39
L U I 1 5 1 41
CAPITULO I: Efecto de la inhibicién in vitro de CDK4/6 en la FEV de TAB sobre la
AAIPOGENESIS DEIGE .....ceeeiiiiiiiiiiiiiiieiieiee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et et et et et ae et e e e e e eeeeeees 42

1. Efecto de la inhibicién de CDK4/6 en la FEV sobre su capacidad de proliferacion in vitro 42

2. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre su determinacion hacia el linaje

F=To [T oToTod) 7= T30 o =] [ (= R 44
3. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre la adipogénesis temprana.................. 45
4. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre su capacidad de diferenciarse a

F= o [T oToTod) (oS30 o= o = 1S 46
4.1 Efecto en la termogeénesis Dasal .............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
4.2 Efecto en el contenido mitocondrial ..............ooioiiiiiiiiii i 48
4.3 Efecto en la termogénesis estimulada.................uuuuiiiiiiiiiiiiii e 49
5. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en parametros de diferenciacion tardios...................... 51
CAPITULO II: Efecto de la inhibicién in vitro de CDK4/6 en adipocitos sobre su capacidad

LCT 0 T e =T o 1o T 53
1. Efecto de la inhibicién de la actividad de CDK4/6 sobre el programa termogénicos de

E=To [ oToTed1 (o1 e [11=Y =T aler=To [ LSRN MY/ o 53
1.1 Efecto en la expresion a nivel del ARNM .........uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeneeeeeeneennnnnees 53
1.2 Efecto sobre la expresion proteica basal de UCpT..........uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 53
1.2 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 sobre el contenido mitocondrial ................ccccevvvvnnnnnn. 56
1.3 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la funcionalidad adipocitaria ...............ccccccccvnnnnnes 57



Indice

2. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 sobre el programa termogénico de adipocitos

Provenientes de tEJiId0.......ouuu i e 58
CAPITULO lII: Efecto de la inhibicién in vivo de CDK4/6 sobre la termogénesis basal y el
browning del TAB ... 60

1. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 y de la estimulacion del browning in vivo sobre

indicadores del estado metabdlico de los animales ... 60

2. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 in vivo sobre la termogénesis basal y el browning del

L2 = 62

2.1 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la fosforilacion de RBen el TAB .........cccceeeeeeeeee. 62

2.2 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la expresion de marcadores termogénicos a nivel

Lo = I N o P 63

2.3 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la expresion proteica de UCP1 ..........ccccoooo. 66

3. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 in vivo sobre la capacidad de la FEV del TAB de generar

=T [ oToTel1 (0130 o1 o = PP 68

3.1 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 y de la exposicion al frio sobre el numero de CPAs

beige de 1a FEV ... 68

3. 2 Efecto de la inhibicién de CDK4/6 in vivo sobre la capacidad de la FEV de generar

E= Lo [ oToTel1 (o130 oT=T o T= 20 AN/ 1 o PP PPPPPPPPPP 71
DISCUSION ...ttt ettt ettt e e een e 75

Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre la proliferacion................ccccccvvvieeenn.o. 76

Rol de CDK4/6 en la generacién de adipocitos beige por adipogénesis ...........ccevvvvveeeeennn.. 77

Rol de CDK4/6 en la generacién de adipocitos beige por transdiferenciacion....................... 80

Rol de CDK4/6 en la regulacion del contenido mitocondrial ..............coooeeeeieiiieiiieeeeeeeeeee. 82

Efecto de la aclimatacién al frio y la inhibicion de CDKA4/6 in vivo sobre el metabolismo y la

hOMEOStasiS ENEIGELICA .......ccoo i 83

Respuesta diferencial de los depésitos de TAB al browning inducido por frio....................... 85

Rol de CDK4/6 en la regulacion de la termogénesis basal y el browning de los depdsitos de

172 = 87

Interpretacion del rol de CDK4/6 en la regulacion de la termogénesis del TAB..................... 89

Limitaciones del @StUdIO.........oii i 91

ST £ 01T od 1A V7= 3P 92
CONCLUSIONES. ... ssssssssssssssssssssnsnsnssnnnnnnnns 94
BIBLIOGRAFIA ... ettt 97



ABREVIATURAS

ACC: acetyl Co-A carboxilase

ADN: acido desoxiribonucleico

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ANOVA: analysis of variance

aP2: adipocyte P2 I[FABP4.: fatty acid binding protein 4
ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

C/EBPa: CCAAT-enhancer binding protein alfa
C/EBPRB: CCAAT-enhancer binding protein beta
C/EBP®: CCAAT-enhancer binding protein delta
CD137: cluster of differentiation 137

CDK4: cyclin dependent kinase 4

CDKe: cyclin dependent kinase 6

CDKs: cyclin dependent kinases

CM: células mesenquimales

Cox8b: cytochrome c oxidase subunit 8B

CPAs: células precursoras adipocitarias

dO: dia 0 (induccion de la diferenciacion de la FEV)
d-2: dia -2 pre-diferenciacion

d4: dia 4 post-diferenciacion

d6: dia 6 post-diferenciacion

d8: dia 8 post-diferenciacion

DMEM-F12: Dulbecco's Modified Eagle Medium-Ham's F-12
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DTII: diabetes tipo I

EBF2: early B-cell factor 2

FASN: fatty acid synthase

FEV: fraccién estroma vascular

FGF21: fibroblast growth factor 21
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FSC-H: forward scatter height
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GPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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Introduccion

1. Importancia del estudio del tejido adiposo

La obesidad se define como una acumulacion excesiva o anormal de tejido adiposo (TA) que
puede ser perjudicial para la salud. Uno de los parametros mas utilizados para medir el grado de
esta patologia es el indice de masa corporal (IMC) que se define como el peso del individuo (Kg)
dividido por el cuadrado de la altura (m?). Se considera obesa una persona que presenta un IMC
igual o mayor a 30. La obesidad constituye un factor de riesgo para el desarrollo de patologias
cronicas tales como, resistencia a la insulina, diabetes tipo Il (DTII), higado graso, enfermedad
cardiovascular, e incluso se la ha asociado con el desarrollo de distintos tipos de canceres'?. En
Argentina, la ultima encuesta nacional de factores de riesgo (ENFR, 2018) determiné que, segun
el autoreporte del peso y la talla, el 25,3% de la poblacién es obesa, observandose un aumento
significativo respecto a afios anteriores, del 21,3% respecto al 2013, y del 73,3% respecto al afio
2005. Sin embargo, la determinacion objetiva de la talla y el peso para el calculo del IMC mostro
una incidencia aun mayor de esta enfermedad (32,4%)3. Estos datos muestran que, si bien hace
algunos anos la obesidad era considerada una problematica propia de paises desarrollados, hoy
en dia también alcanza a paises subdesarrollados y en desarrollo. Considerando la importancia
del TA como regulador central de la homeostasis energética y su papel en el establecimiento de
la obesidad, el conocimiento de su funcionamiento tanto en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas resulta de fundamental importancia para el desarrollo de estrategias destinadas a

prevenir o aliviar las complicaciones de esta enfermedad y sus patologias asociadas.

1.2 Tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco (TAB) es un érgano presente en vertebrados cuyas principales funciones
son las de reserva energética y enddcrina, por lo cual tiene profundas implicancias en la
fisiopatologia y la homeostasis energética del organismo. En periodos de exceso energético, la
energia excedente es almacenada en forma de triglicéridos en las células del TAB especializadas
para tal fin: los adipocitos. Contrariamente, cuando los requerimientos energéticos no son
suplidos por la ingesta, o durante el ayuno prolongado, el TAB libera la energia almacenada al
torrente sanguineo en forma de acidos grasos para ser utilizados por otros 6rganos*. Al mismo
tiempo, la especializacion del TAB en secuestrar lipidos evita su almacenamiento en otras células
y la consecuente lipotoxicidad en tejidos vulnerables, tales como el higado y el musculo. Debido
a que la lipotoxicidad se considera una de las causas de la disrupcion de la accion de la insulina
en las células, el almacenamiento de los acidos grasos en el TAB contribuye al mantenimiento
de la sensibilidad a la insulina en los demas tejidos®®. En relacion a su funcién enddcrina, los
adipocitos blancos son capaces de sintetizar y secretar proteinas, llamadas adipoquinas, que
poseen acciones sistémicas, paracrinas y autocrinas que regulan el metabolismo, la ingesta, y la
inflamacién entre otros procesos. Algunas de ellas son: leptina, adiponectina, resistina y
citoquinas pro- y anti-inflamatorias, aunque la mayor proporcion de las citoquinas es sintetizada

por los macréfagos del TAB7-°,
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Los depdsitos de TAB, compuestos por adipocitos uniloculares, son los mas abundantes en el
organismo. De acuerdo a su localizacién, comunmente se los divide en dos tipos: subcutaneos
(debajo de la piel), y abdominales (dentro de la cavidad abdominal asociados a distintos
organos). En ratones los depodsitos subcutaneos mas :
significativos son el anterior, interescapular, y el posterior (tejido

adiposo inguinal (TAl)). Dentro de los abdominales se Depésit;-..___
inguinal

L}
4 L
encuentran el perigonadal, mesentérico, y retroperitoneal, entre Ay b { Depésito
. _ . i : spididimal
otros*. Generalmente, en la mayoria de los estudios se utilizan i \ i~ (TAE)
o — S
los depdsitos inguinal y perigonadal (tejido adiposo epididimal ":.,._

(TAE) en ratones machos) como representativos de cada tipo

(Fig. 1). Se conoce que los depdsitos abdominales presentan

una mayor asociacion con el desarrollo de enfermedades ) T .
Figura 1: Localizaciéon anatémica en

metabdlicas, mientras que los subcutaneos tendrian una menor  un ratén macho de los depésitos de
TAB mas usados como

asociacion, o incluso efectos benéficos'®'". En este sentido, se  representativos de los depdsitos

. i o abdominales (TAE) y subcutaneos
han observado diferencias entre ellos en la tasa de lipolisis, la  (ta). El color es indicativo de la

susceptibilidad al browning de cada

sensibilidad a la insulina, la tendencia a la inflamacién, asi como deposito

también en el patron de secrecion de adipoquinas’—"3.

1.3 Tejido adiposo pardo

Adicionalmente, los mamiferos placentarios o euterios cuentan con depdsitos de tejido adiposo
pardo (TAP) especializado en la produccion de calor para el mantenimiento de la temperatura
corporal en condiciones de estrés térmico. El TAP, esta compuesto por adipocitos multiloculares
con abundante cantidad de mitocondrias que disipan la energia quimica en forma de calor gracias
a la expresioén de la proteina desacoplante UCP1. UCP1 es una proteina transmembrana situada
en la membrana mitocondrial interna que cataliza el pasaje de H+ desde el espacio
intermembrana hacia la matriz mitocondrial a favor de su gradiente electroquimico, desacoplando
la oxidacion de sustratos de la sintesis de ATP en un proceso llamado termogénesis'. En
adipocitos pardos no estimulados se cree que UCP1 se encuentra inactiva, en parte, debido a la
accion de nucledtidos de purina (ATP, GDP)'®'6, La exposicion al frio desencadena la activacion
del sistema nervioso simpatico (SNS) que en respuesta libera catecolaminas (noradrenalina,
adrenalina), las cuales se unen a sus receptores adrenérgicos en los adipocitos y activan la via
intracelular del AMPc/PKA. Esto resulta en el aumento de la expresion de Ucp1 y otros genes
termogénicos (Prdm16, Pgc1a) y en la activacion de la lipdlisis. Los acidos grasos producto de
la lipdlisis se unen y activan UCP1, y también son sustratos para la termogénesis'®-'8. Ademas,
el TAP importa glucosa y acidos grasos de circulacion para mantener la termogénesis’®. Los
adipocitos pardos también secretan algunas adipoquinas (IL-6, FGF21) que, aunque no son
especificas de éste depdsito, sugieren una funcién enddcrina de éstas células la cual esta siendo

ampliamente estudiada?®?'. En humanos, el TAP es prominente en infantes donde se localiza en
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la region interescapular, no obstante, éste depdsito disminuye con la edad??. En adultos subsisten
algunos depésitos de TAP en pequenas regiones en la zona supraclavicular, paravertebral, axilar
y cervical®®. En cambio, roedores y pequeiios animales adultos tienen mayor cantidad de TAP,
probablemente para contrarrestar la pérdida de calor que implica una mayor relacion

superficie/volumen corporal.

1.4 Composicion celular del TA

Ademas de adipocitos, el TA esta formado por una poblacion de células muy heterogénea que
componen la denominada fraccién estroma vascular (FEV). En la FEV coexisten células
mesenquimales (CM), células precursoras adipocitarias (CPAs), pericitos, células endoteliales,
células del musculo liso, eritrocitos y leucocitos (linfocitos, monocitos/macréfagos), entre
otras®*? (Fig. 2). La FEV se puede separar de los adipocitos por colagenizacion del TA y
subsecuente centrifugacion y utilizarse directamente para evaluar parametros de las poblaciones
celulares que la componen, o cultivarse in vitro. Cuando la FEV se siembra in vitro, las células
del linaje hematopoyético, que no tienen capacidad de adherencia, se eliminan del cultivo con
los subsecuentes cambios de medio y la placa se enriquece en células fibroblasticas. Aunque
esta poblacidn es menos heterogénea que la FEV recién aislada, no es completamente
homogénea ya que incluye a las CM, CPAs y otras no determinadas al linaje adipocitario con
capacidad de adherencia*. Sin embargo, constituye un buen modelo para el estudio de
precursores adipocitarios in vitro y de adipocitos diferenciados a partir de ellas, ya que se

demostré que conservan muchas de las propiedades inherentes a cada deposito?.

Céhilas de mdsculo Hso

Céhilas endoteliales

Fraccion

astroma

vascular
{FEV}

Pericitos

Iacrdfagos

“”* Linfocitos

% Eritrocitos
_=TEn, CPAs
ATEN, G

Fraccisn © & Adipocito blanco

adipocitaria

Adipocito beige

Figura 2: Composicién celular del TAB.

1.5 Adipogénesis

Los adipocitos en el TA son generados a partir de CM mediante el proceso de adipogénesis. En
la adipogénesis se distinguen dos etapas principales que se dan de manera secuencial: la
determinacion, y la diferenciacion terminal. Durante la determinacion, las CM multipotentes se
comprometen al linaje adipocitario y pierden la capacidad de diferenciarse in vivo a otros linajes
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celulares de origen mesodérmico (miocitos, condrocitos, osteocitos), dando lugar a las células
precursoras adipocitarias (CPAs). Luego, en la etapa de diferenciacion terminal, las CPAs
adquieren las caracteristicas morfologicas y funcionales propias del adipocito maduro, tales
como la capacidad de sintesis, almacenamiento y transporte de lipidos, la sensibilidad a la
insulina y la capacidad de secrecion de proteinas especificas del TA, entre otras?”?8. Durante el
desarrollo embrionario y el periodo post-natal, la adipogénesis constituye el mecanismo de
formacion de los distintos depdsitos de TA?°. Debido a que los adipocitos son células
diferenciadas post-mitéticas (G0), en el organismo adulto, la adipogénesis en conjunto con la
muerte celular por necrosis y/o apoptosis, es necesaria para el recambio normal del TA. La
adipogénesis también se activa en situaciones de balance energético positivo, donde es
responsable de la expansion de los depdsitos de TAB por hiperplasia®®, y durante el browning de
los depédsitos de TAB, donde constituye uno de los mecanismos de generacion de adipocitos
beige®*-3'. Adicionalmente, en el TAP la adipogénesis se induce durante la exposicion
prolongada al frio promoviendo su expansion hiperplasica®.

La regulacion molecular de la adipogénesis ha sido estudiada extensivamente en lineas celulares
de preadipocitos (3T3-L1 y 3T3-F442A). Estudios en estas lineas sugirieron inicialmente que la
adipogénesis estaba precedida por varias rondas de division celular de los precursores
(expansién clonal mitotica), y que ésta era un requisito para una diferenciacion normal®?3, No
obstante, este fendmeno no se ha demostrado en preadipocitos primarios ni en estudios in vivo,
por lo que aun resulta controversial si es relevante en condiciones fisiologicas?”-3435.

Como los preadipocitos son células ya determinadas al linaje adipocitario, la etapa de
diferenciacion terminal ha sido mas caracterizada que la determinacién. La cascada de factores
de transcripcion implicados en la etapa de diferenciacion terminal consta de una primera fase en
la cual se produce la activacion de las proteinas de unién al CCAAT-enhancer (C/EBPs) By &
como consecuencia del aumento en la concentracidn intracelular de AMPc®. Estas, estan
implicadas en el inicio de la segunda fase, en la que activan directamente la expresion de los
factores de transcripcién mas importantes del proceso adipogénico: PPARy y C/EBPa®*°, Una
vez expresados, C/EBPa y PPARYy funcionan transactivando la expresién de la mayoria de los
genes caracteristicos del fenotipo adipocitario*™?® (acido graso sintetasa (Fasn)), glicerofosfato
deshidrogenasa (Gpdh), acetil-CoA carboxilasa (Acc), receptor de glucosa (Glut-4), receptor de
insulina (IR), proteina que une acidos grasos (Fabp4/aP2), entre otros. Ademas, C/EBPa y
PPARy mantienen mutuamente su expresion a través de la activacion cruzada*t, lo cual
presumiblemente perpetia el fenotipo adipocitario. Adicionalmente, C/EBPa posee auto-
activacion por unién a elementos de respuesta a C/EBPs en su propio promotor, por lo que
también mantiene su propia expresion®*4® (Fig. 5A).

A pesar de la importancia de las CEBPs en la adipogénesis, ninguna de ellas es capaz de
funcionar de manera independiente a PPARY, siendo éste el Unico factor de trascripcién conocido

hasta ahora necesario y suficiente para el proceso adipogénico. De acuerdo con esto, C/EBPJ
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no puede inducir la expresion de C/EBPa en ausencia de PPARY*, y la sobreexpresion de
C/EBPa no puede rescatar la adipogénesis en fibroblastos Pparg’**. Ademas, la sobreexpresion
de PPARy en preadipocitos y fibroblastos no adipogénicos es suficiente para inducir la
diferenciacién adipocitaria*’#8. De manera interesante, la mayoria de los activadores o
represores de la adipogénesis funcionan en parte promoviendo o inhibiendo la actividad y/o
expresion de PPARYy directa o indirectamente. PPARYy no solo es un factor determinante en la
adipogénesis, sino que también es importante en el mantenimiento del estado diferenciado. En
este sentido, se observd que la transfeccion de adipocitos 3T3-L1 diferenciados con un vector
lentiviral expresando una forma dominante negativa de PPARYy induce su des-diferenciacion con
la consecuente disminucion de la acumulacion lipidica y disminucion de la expresion de
marcadores adipocitarios®®. De la misma forma, la induccion del knock-out de PPARy
especificamente en adipocitos in vivo produce la muerte celular y la generacion de nuevos
adipocitos®.

PPARYy es un receptor nuclear del cual existen dos isoformas (PPARy1 y 2) generadas a partir
del mismo gen mediante el uso de distintos promotores y splicing alternativo*”5'. Ambas constan
de un dominio de heterodimerizacion y unién al ligando, un dominio de unién al ADN, y un dominio
de transactivacion®?. Aunque las dos isoformas se inducen durante el proceso adipogénico,
PPARy2 es la principal isoforma encontrada en los adipocitos®®, mientras que PPARy1 también
se expresa en otros tipos celulares (ej. macréfagos, epitelio del colon). PPARy se une a
secuencias especificas de ADN (elementos de respuesta a PPARYy), formando heterodimeros
con los receptores X de retinoides (RXR) para transactivar la expresiéon de los genes especificos
del adipocito®%°. La actividad de PPARy puede ser promovida por la unién de ligandos. Dentro
de los ligandos biolégicos se han descripto a los acidos grasos poliinsaturados y prostanoides,
entre otros®®. No obstante, aiin no se han encontrado ligandos enddégenos especificos, ni de alta
afinidad. Los ligandos sintéticos de PPARy con mayor afinidad conocidos hasta ahora son las
tiazolidinedionas (TZDs) (ej. rosiglitazona, pioglitazona)”-%8. Las TZD son farmacos que han sido
utilizados en el tratamiento de la DTIl debido a su eficacia en la mejora de la sensibilidad a la
insulina, la cual se cree que estaria mediada por la estimulacion de la actividad de PPARy>%-%1,
De acuerdo con esto, la deficiencia en PPARY se encuentra asociada al desarrollo de resistencia
a la insulina®?%, aunque los mecanismos moleculares implicados son desconocidos. Si bien en
principio las TZD resultaron efectivas en el tratamiento de la DTII, posteriormente su uso se limitd

debido a los efectos secundarios sobre otros tejidos que expresan PPARy®*.

2. Browning

Ademas de los adipocitos termogénicos del TAP, en roedores se observé que la exposicion al
frio o la estimulacién de las vias adrenérgicas inducen la aparicion de clusters de adipocitos
multiloculares UCP1+ en los depdsitos de TAB®. A esta remodelacion de los depdsitos blancos

hacia un fenotipo termogénico en respuesta al estrés térmico se la llamé browning del TA. De
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manera general, se ha observado que los depdsitos subcutaneos, principalmente el inguinal, son
mas sensibles a la induccién del browning que los abdominales, lo cual podria explicar en parte
su menor asociacién con el desarrollo de enfermedades metabolicas®®’. También se han
observado variaciones en la respuesta al browning con la cepa de ratones utilizada, sugiriendo
un componente genético en esta remodelacion del TAB®-7°. Ademas de los factores que
promueven el browning, se han estudiado sus efectos fisiologicos. Como podia preverse debido
a la activacion de la termogénesis, numerosos estudios han demostrado que la remodelacion del
TAB en pos de un fenotipo mas termogénico es capaz de contrarrestar el balance energético
positivo en modelos de obesidad influyendo en el peso corporal. En este sentido, se ha
observado que la promocién del browning en ratones obesos aumenta el gasto energético y
genera resistencia al desarrollo de obesidad inducida por dietas con alto contenido en grasa’'~
3. Ademas, se observo que las cepas de roedores con mayor respuesta al browning presentan
mayor resistencia a la obesidad inducida por la dieta’. De manera interesante, la activacion del
browning no solo influye en el peso corporal, sino que también mejora la tolerancia a la glucosa
y la dislipidemia’""3, dos de los parametros alterados durante la obesidad que contribuyen al
desarrollo de sus patologias asociadas, sugiriendo una posible contribucién a la prevencion y/o
tratamiento de las mismas. Es importante mencionar que parte de los efectos benéficos del
browning en el peso corporal y en el metabolismo podrian estar mediados por factores

independientes de la activacion de la termogénesis aun no determinados.

2.1 Adipocitos beige

Los adipocitos UCP1+ que surgen durante el browning del TAB se denominan adipocitos beige
o brite (brown-like in white)>’®. Inicialmente eran considerados meramente adipocitos pardos
entremezclados con los blancos, no obstante, estudios posteriores demostraron que son distintos
tanto de los pardos como de los blancos, por lo que actualmente se los considera un linaje
adipocitario diferente. En primer lugar, la mayoria de la evidencia sugiere que los adipocitos
pardos y los beige proceden de distintos precursores durante el desarrollo. Los pardos derivarian
de un precursor en comun con el musculo esquelético que expresa Myf5, mientras que la mayoria
de los adipocitos beige no’’~°. En cambio, para los adipocitos beige algunos estudios sugieren
un origen en comun con el musculo liso, ya que se encontré que poseen un perfil de expresion
similar, y que parte de ellos se generan de células vasculares de musculo liso en la FEV del
TA%81 En segundo lugar, los adipocitos beige poseen una regulacion genética distinta de los
pardos. Esto se evidencia en el hecho de que distintas cepas de ratones presentan variabilidad
en el browning pero no en la induccién del TAP clasico®. Incluso, existen diferencias a nivel
epigenético en la regulacion de la expresion de genes termogénicos entre estos dos tipos de
adipocitos durante el browning y el whitening (adquisicion de caracteristicas fenotipicas de
adipocitos blancos cuando los animales son transferidos de temperaturas inferiores a la de

termoneutralidad hacia la termoneutralidad (30°C))®. Finalmente, los adipocitos beige expresan
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selectivamente un conjunto de genes que se encuentran en bajos niveles tanto en los adipocitos
pardos como en los blancos (Tbx1, Cd137, Tmem26)®%. De manera interesante, estos
marcadores se encuentran enriquecidos en TAl (FEV y tejido completo) respecto a otros
depdsitos blancos menos sensibles al browning, y en la FEV de TAl las células con alta expresion
de CD137 o TMEM26 se diferencian in vitro a adipocitos con mayor expresion de genes
termogénicos que la poblacién con baja expresidén de esos marcadores®.

En estado basal o de reposo los adipocitos beige son funcional y morfoldégicamente similares a
los blancos ya que son uniloculares, tienen baja cantidad de mitocondrias y expresién de Ucp1.
Consecuentemente, presentan una baja proporcién de su respiracién debida al desacople en
comparacion con los adipocitos pardos. Contrariamente, durante la estimulacién del browning
los adipocitos beige adquieren morfologia multilocular y responden con una elevada induccion
de Ucp1 y otros genes termogénicos (Pgc1a, Prdm16), asi como también de la cantidad de
mitocondrias, por lo que en estado estimulado serian similares a los pardos. In vitro, la capacidad
termogénica de los adipocitos beige es comparable a la de los adipocitos pardos estimulados®®.
No obstante, en ratones expuestos al frio se observo que la cantidad total de Ucp1 en el TAP es
mucho mayor que la del TA inguinal, sugiriendo que el TAP sigue siendo el principal
contribuyente a la termogénesis Ucp1-dependiente in vivo®. Esta bifuncionalidad de los
adipocitos beige en estado basal y ante la estimulacion B-adrenérgica, implica que podrian actuar
como células de reserva o de disipacion energética segun los requerimientos metabdlicos del
entorno, contribuyendo a la capacidad adaptativa del TA. Actualmente, mucha de la atencion
esta centrada en el estudio de una posible funcion enddcrina de los adipocitos beige, y en
determinar su influencia en los efectos del browning sobre el metabolismo y la homeostasis

energética.

2.2 Origen durante el browning

A partir de la observacion de los efectos positivos de la estimulacién del browning en modelos
de obesidad, el interés en promover selectivamente la aparicion y/o actividad de los adipocitos
beige como posible terapia para el tratamiento de la obesidad y de sus patologias asociadas se
incrementd considerablemente. Uno de los aspectos mas estudiados es el origen de los
adipocitos beige durante el browning del TA. Debido a que los adipocitos son células post-
mitoticas (G0), en principio, dos mecanismos podrian explicar la biogénesis de los adipocitos
beige durante el browning: la adipogénesis de novo a partir de un precursor indiferenciado
residente en la FEV del TA, y la conversidn/reprogramacion de los adipocitos blancos

preexistentes, también llamada transdiferenciacion (Fig. 3).

2.2.1 Adipogenesis de novo
Multiples estudios sustentan la adipogénesis de novo como mecanismo de generacion de los
adipocitos beige. Inicialmente se observo que la FEV de distintos depdsitos de TAB contenia

precursores que in vitro podian ser inducidos a diferenciarse a adipocitos con caracteristicas
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Figura 3: Esquema representativo de los posibles mecanismos de generacion de adipocitos beige durante el browning:
adipogénesis y transdiferenciacion.

termogénicas’®. De manera interesante, al describir la existencia de los adipocitos beige, Wu
et al. observaron que en la FEV de TAI existe una diversidad de precursores adipocitarios que
dan lugar a adipocitos con distintas capacidades termogénicas al diferenciarse in vitro en las
mismas condiciones?’. Incluso, un estudio posterior demostré que en la FEV de TAE, la células
PDGFRa* se diferencian in vivo a adipocitos beige o blancos segun la naturaleza del estimulo
(estimulacion B-adrenérgica o consumo de una dieta con alto contenido en grasa)?', sugiriendo
la existencia de precursores bipotenciales. Utilizando esta concepcién, mas tarde Wang et al.
observaron que los precursores beige pueden aislarse prospectivamente de la FEV de TAl
mediante la expresion de PDGFRa y EBF284. De manera independiente, mediante el uso de un
modelo genético (Adipochaser) que permite marcar los adipocitos maduros previo a un estimulo,
y seguir su destino en el tiempo después del mismo, Wang et al. encontraron que parte de los
adipocitos UCP1+ que aparecen luego de un estimulo de browning no provienen de adipocitos
preexistentes (con marca), sugiriendo su generacién por adipogénesis de novo?. En otro reporte
los autores demostraron que al menos una parte de los adipocitos beige generados luego de la
exposicion al frio proviene de células localizadas en la vasculatura del TA que expresan
marcadores de musculo liso (Myh11)2'. Si bien no existe consenso en los marcadores utilizados
para su identificacion, el conjunto de estas evidencias indica claramente la presencia de
precursores adipocitarios beige en la FEV del TAB, y que los adipocitos beige emergen de ellos

ante un estimulo de browning.

2.2.2 Transdiferenciacion

La hipétesis de la transdiferenciacion adipocitaria inicialmente se fundé en las observaciones de
algunos autores de que el browning no inducia la proliferacién celular de los precursores
adipocitarios, ni un aumento en el contenido de ADN total del tejido como indicador de la
hiperplasia producto de la adipogénesis de novo®88_ |mplicitamente, esta idea asume que la
proliferaciéon de los precursores precede a la adipogénesis in vivo, lo cual aun no ha sido
demostrado. No obstante, mas tarde surgieron otros indicios independientes de esta asuncion.

Por ejemplo, un estudio observd en los depdsitos de TAB la aparicion de adipocitos con
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morfologia intermedia (pauciloculares) entre la de un blanco unilocular y un pardo multilocular
durante la aclimatacion al frio, los cuales postularon que podrian ser un estado de transicion
entre los adipocitos blancos y los beige, indicando una conversién directa®. Sin embargo, las
evidencias mas fuertes en favor de la transdiferenciacién provienen de modelos genéticos que
permiten seguir el destino de los adipocitos marcados, y diferenciar los nuevos adipocitos que
aparecen ante un estimulo, de los preexistentes. De esta manera, Lee et al. observaron que la
mayoria de los adipocitos UCP1+ que aparecen ante el tratamiento con un agonista p3-
adrenérgico en TAI provienen de adipocitos blancos preexistentes®. Siguiendo la marca de UCP1
en adipocitos, Rosenwald et al. mostraron que los adipocitos beige generados durante un primer
estimulo de frio adquieren la morfologia y patrén de expresion de un blanco cuando los animales
retornan a temperatura ambiente. De manera interesante, la mitad de esos adipocitos se activan
nuevamente ante una segunda exposicion al frio®’. Si bien los resultados de este trabajo no
aclaran el origen de los adipocitos multiloculares que aparecen en la primera exposicion al frio,
demuestran la capacidad de los adipocitos UCP1+ de transformarse directamente de un fenotipo
termogénico a uno de reserva y viceversa en respuesta a los cambios en el entorno. En relacion
a los mecanismos implicados en esta plasticidad de los adipocitos, se encontré que la
disminucién en la cantidad de mitocondrias en la transicion “beige-blanco” requiere de la
autofagia de estas organelas®. Asimismo, se han descripto varios factores necesarios para la
transicion directa entre estos dos fenotipos adipocitarios’*3. El conjunto de estos hallazgos
demuestra que los adipocitos beige también pueden originarse de adipocitos preexistentes, y

exponen la plasticidad de los adipocitos para adaptarse a las demandas del medio.

2.2.3 Modelo unificado

Debido a la existencia de evidencias contundentes en favor de ambos mecanismos de
generacion de los adipocitos beige, recientemente Shao et al. indagaron sobre las posibles
causas de estas discrepancias y propusieron un modelo unificado para explicar el origen de los
adipocitos beige. En dicho estudio, los autores evidenciaron que el mecanismo de generacién de
los adipocitos beige depende de los antecedentes de estrés térmico de los animales y del tipo
de estimulo adrenérgico. De manera interesante, observaron que en roedores criados en
condiciones de termoneutralidad (30°C) ante la primera exposiciéon a frio, la mayoria de los
adipocitos beige emergen por adipogénesis de novo, y ante una segunda exposiciéon lo hacen
principalmente por transdiferenciacién. De acuerdo con esto, en roedores criados a temperatura
ambiente (22°C), lo cual representa un estrés térmico medio por ser menor a su temperatura de
termoneutralidad (30°C), el porcentaje de adipogénesis de novo luego de la primera exposicion
al frio fue menor que el observado en los criados en termoneutralidad. Basandose en estos
resultados, los autores propusieron que ante la primera exposicion al frio los adipocitos beige

emergen principalmente por adipogénesis de novo, y luego oscilan entre un estado inactivo
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(uniloculares, baja expresion de UCP1) y activo (multiloculares, alta expresion de UCP1) por
transdiferenciacion o conversion directa dependiendo de la temperatura del entorno (Fig. 4).

En relacion al estimulo adrenérgico, encontraron que el tratamiento farmacologico (agonista 3-
adrenérgico) induce la aparicion de adipocitos beige preferentemente por transdiferenciacion
independientemente de la temperatura de crianza, lo cual podria ser consecuencia de que el

receptor B3 se expresa especialmente en los adipocitos y no en los precursores®.
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Figura 4: Modelo unificado de generacion de adipocitos beige. Los porcentajes representan la proporcion de adipocitos beige

generados/activados/desactivados segun corresponda por el respectivo mecanismo en animales criados a termoneutralidad

(TN).
2.4 Otros mecanismos termogénicos
Ademas de la termogénesis mediada por UCP1, en adipocitos beige de animales expuestos a
frio se describié un mecanismo termogénico alternativo basado en un ciclo futil del que participa
la creatina. De acuerdo con esto, la expresion de genes del metabolismo de la creatina se
incrementa ante la exposicion al frio y se estimula de manera compensatoria en ratones
deficientes en Ucp1. Ademas, en estos animales la reduccion de la creatina provoca la
disminucion de la temperatura corporal®. Mas tarde, el mismo grupo observé que este ciclo es
funcional no so6lo en los adipocitos UCP1* que se generan durante el browning, sino también en
los UCP1-%, indicando que no es especifico de adipocitos beige. Aunque aun resta determinar
su contribucién relativa a la termogénesis, estos hallazgos demuestran que UCP1 no es el unico
mecanismo distinto al temblor utilizado para el mantenimiento de la temperatura corporal en
condiciones de estrés térmico, y sugiere estrategias alternativas para promover el gasto

energético de manera terapéutica®.

3. Control transcripcional del programa termogénico en adipocitos pardos y beige

A pesar de las funciones contrapuestas de los adipocitos blancos como células de reserva, y de
los pardos, como células disipadoras de energia en el organismo, e incluso de la bifuncionalidad
descripta de los adipocitos beige en estado basal respecto al activado por un estimulo -
adrenérgico, los elementos centrales que regulan la adipogénesis descriptos previamente son
comunes a todos los tipos de adipocitos (Fig. 5A). Debido a su funcién central en la adipogénesis,
PPARYy resulta de particular interés. In vivo este factor es necesario para el normal desarrollo
tanto de la grasa parda como blanca®°®. De manera interesante estudios independientes

demostraron que la mayoria de los sitios de union de PPARy al ADN son comunes entre los
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depdsitos blancos y pardos, y que ésta propiedad se mantiene en los adipocitos primarios in vitro.
No obstante, ademas de estos sitios comunes también se identificaron otros que son depdésito-
selectivos, es decir, que se encuentran presentes especificamente en un depdsito y no en
otro®®1%_ Adicionalmente, ésta selectividad en los sitios de union de PPARy en cada deposito
coincide con el perfil de expresion especifico del tejido, indicando que ademas de estar
involucrado en la diferenciacion adipocitaria general, participa de la determinacion de la
expresion génica propia de cada depdsito®. A partir de estos hallazgos surgioé el interrogante de
cuales eran los factores implicados en la unidon depésito-selectiva de PPARYy a sus sitios en el
ADN. Estudios posteriores demostraron que el perfil génico especifico de cada linaje adipocitario
es determinado principalmente por cofactores transcripcionales (activadores o represores) que
no se unen directamente al ADN, pero establecen los sitios a los que se une PPARYy, y por lo
tanto, los genes que resultan activados. Dentro de los cofactores principales que determinan
especificamente el programa termogénico caracteristico de los adipocitos pardos y beige, que
en ultima instancia promueven la expresion de Ucp1 se identificaron a Ebf2, Prdm16 y Pgc1a
(Fig. 5A-C).

3.1 Ebf2

Ebf2 (Early B cell factor 2) es un factor transcripcional que dirige la union selectiva de PPARy a
sus sitos en el TAP, por lo que juega un papel importante en la determinacion de este linaje. De
acuerdo con esta funcion, se encontré que su expresion esta enriquecida en el TAP respecto a
los depdsitos blancos, y que es necesaria para el establecimiento y mantenimiento de la
expresion de genes termogénicos y mitocondriales en adipocitos primarios del TAP, y para el
desarrollo de éste depdsito in vivo'®. Ebf2 también tiene un rol determinante en el desarrollo del
linaje adipocitario beige. En concordancia, se observo que es necesario para el browning de TAl,
y que su sobreexpresion en adipocitos induce la reprogramacién de este depdsito hacia un
fenotipo mas termogénico, con la consecuente aparicion de adipocitos multiloculares®. En la
FEV de TAI se encontré que EBF2 enriquece la poblacion PDGFRa en células que se diferencian
in vitro a adipocitos con elevada capacidad termogénica, por lo que actualmente se lo utilizada

para el aislamiento prospectivo de precursores adipocitarios beige®.

3.2 Prdm16

Prdm16 (PR domain containing 16) es otro de los factores de transcripcién que juega un papel
fundamental en la biogénesis de la grasa parda y beige. Actia promoviendo la expresion
selectiva de genes que componen el programa termogénico, e inhibiendo la expresién de genes
caracteristicos del linaje adipocitario blanco y linaje muscular. Estudios in vivo indican que
Prdm16 es necesario para el normal desarrollo del TAP, y que seria uno de los factores
involucrados en la determinacién del linaje pardo sobre el muscular en los precursores
mioblasticos que expresan Myf5’8. Sin embargo, la expresion de Prdm16 se produce tarde en el

proceso de diferenciacion, lo cual sugeriria que este factor se encuentra rio abajo de la funcién
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de Ebf2 como especificador de los linajes termogénicos durante el desarrollo™'. Al igual que
Ebf2, Prdm16 es necesario para la biogénesis de los adipocitos beige ya que su delecidn tejido
adiposo-especifica impide la generacion de adipocitos beige ante un estimulo de browning'®2.
Inversamente, la sobreexpresion de Prdm16 induce la aparicion de adipocitos multiloculares con
el consecuente aumento en el gasto energético y mejora de la sensibilidad a la insulina™?. En su
funcidn como factor de transcripcion PRDM16 no se une al ADN directamente, sino que actua
conectando factores de transcripcion (CEBPB, PPARy) y coactivadores (PGC1a), con la
maquinaria general de transcripcion en los enhancers de Ucp1 y otros genes selectivos de los
linajes adipocitarios termogénicos promoviendo su transcripcion’®1%, De la misma manera,
Prdm16 también recluta complejos multiproteicos represivos a los promotores selectivos de los

linajes blanco y muscular para silenciar la transcripcion de dichos genes:17,

3.3 Pgc1ia

Pgc1a (Peroxisome proliferator receptor y coactivator 1-alfa) es un coactivador transcripcional
involucrado en la respuesta termogénica de los adipocitos pardos y beige ante un estimulo -
adrenérgico agudo y en la biogénesis mitocondrial. A pesar de que su expresion esta enriquecida
en el TAP respecto a los depdsitos blancos, su deficiencia en el TAP disminuye la acumulacion
lipidica pero no afecta la expresion de Ucp1 ni de otros genes termogénicos, indicando que no
es indispensable para el desarrollo ni para la identidad del TAP'%®. Tampoco resulta necesario
para la induccion de los genes termogénicos durante la diferenciacion'. En concordancia con
un rol en la respuesta termogénica, se encontré que Pgcla es requerido para la activacion del
browning en el TA ya que su delecion en adipocitos impide la formacion de adipocitos beige',
y también para la induccién de la termogénesis en adipocitos pardos in vitro ante un estimulo (3-
adrenérgico'®. De acuerdo con esto, Pgc1a se induce por la exposicion al frio y es activado por
fosforilacion mediante la via AMPc- PKA- p38/MAPK'"". Una vez activo, interacciona con PPARy
y el receptor de tiroides (TR)""2 en el enhancer de Ucp1 para inducir su expresion. De manera
interesante, se observo que existiria selectividad en la activacién génica dirigida por Pgcia, ya
que la sobreexpresion de Pgc1a en adipocitos blancos induce la expresion de Ucp1, pero no de

aP2, otro de los genes cuya expresion es activada por PPARyY. Respecto a su rol como promotor
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I A adipocitarios Fasn
| C/EBPB|- M‘C PPARY > / genereles | Acc
i | Gpdh
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Figura 5: A. Secuencia de activacién de los factores de transcripcion mas importantes de la etapa de diferenciacion terminal de la
adipogénesis. B. Genes adipocitarios generales y selectivos de los linajes termogénicos activados por PPARy. EBF2 determina los
sitios selectivos a los que se une PPARYy en los linajes termogénicos, por lo que se lo propone como un determinante temprano de
estos linajes. C. Activacion de la expresién de la expresion de Ucp1 por Pgc1a y Prdm16.
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de la biogénesis mitocondrial, Pgc1a interactia con NFR1 y 2 (Nuclear Respiratory Factor) en el
nucleo promoviendo su actividad como activador transcripcional de los genes mitocondriales
nucleares (citocromo C, ATP sintasa subunidad B, factor de trascripcion mitocondrial A (mt-TFA)).
Seguidamente, mt-TFA se trasloca a la mitocondria y activa la replicacién del ADN mitocondrial

y la trascripcion de los genes mitocondriales expresados desde el ADN mitocondrial''3114,

4. Ciclo celular

El ciclo celular es una serie ordenada de eventos destinados a asegurar la correcta division
celular que culmina con la generacién de dos células hijas. En organismos pluricelulares es
fundamental para el desarrollo y crecimiento del individuo, la reparacioén y el recambio tisular, la
hiperplasia tisular, y también esta involucrado en el establecimiento y la progresiéon de
enfermedades tales como el cancer. Los acontecimientos que ocurren durante el ciclo celular se
agrupan en dos fases principales: la interfase, donde la célula crece en tamafo, y la fase M,
donde se lleva a cabo la division celular. A su vez, la interfase comprende a las fases G1, Sy G2
consecutivamente''®. En la fase S ocurre la duplicacion del material genético, uno de los
acontecimientos mas importantes del ciclo celular. La fase G1 y G2 son intervalos (G, gaps) en
el ciclo de vida de una célula. En la fase G1 la célula se prepara para la sintesis de ADN, lo cual
implica la sintesis de todas las proteinas necesarias para ello, mientras que en la fase G2, la
célula se organiza para la division celular. El ciclo celular culmina con la fase M, la cual
comprende a la mitosis (divisién nuclear) y la citocinesis (division del citoplasma), dando lugar
asi a dos células hijas'®""". En tejidos adultos la mayoria de las células salen temporalmente del
ciclo celular y permanecen arrestadas en G1 hasta recibir sefiales de proliferaciéon. A esta etapa
de quiescencia también se la conoce como GO0. Otras células, sufren un proceso de
diferenciacion terminal y no pueden volver a ingresar en el ciclo celular (ej. neuronas y adipocitos)

por lo que pierden capacidad de division'"8,

4.1 Proteinas requladoras

El ciclo celular involucra a un conjunto de proteinas reguladoras que aseguran el correcto
funcionamiento del mismo. Algunos de los procesos que se controlan son: que cada fase del
ciclo celular se complete antes del comienzo de la posterior, que se lleven a cabo en el orden
correcto y que el ADN se replique correctamente, lo cual incluye la reparacion de danos durante
la replicacién'” "%, Estos reguladores responden a estimulos extra y/o intracelulares para
promover o reprimir la progresion a través del ciclo celular. Las proteinas reguladoras mas
importantes incluyen a los complejos de ciclinas con quinasas dependiente de ciclinas (CDKs),

y a sus inhibidores.

4.1.1 CDKs y ciclinas
Las CDKs son proteinas quinasas que fosforilan a otras proteinas promoviendo o inhibiendo su

actividad. Las CDKs involucradas en la regulacién del ciclo celular son CDK1, CDK2, CDK4 y
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CDKG6. No obstante, también existen CDKs que actuan como reguladoras de la transcripcion
génica basal (CDK7, CDK8 y CDK9)'?, y otras de las que aun se desconoce la funcion (CDK3,
CDK5)"7:118 | as CDKs que regulan el ciclo celular son activadas por fosforilacién a cargo de
otras quinasas en sus residuos de serina y treonina, no obstante, solo son funcionales cuando
se encuentran formando complejos con ciclinas. Generalmente, las CDKs forman complejos con
un tipo especifico de ciclina lo cual le otorga especificidad de sustrato, pero algunas CDKs en
ciertas situaciones pueden unirse a distintas ciclinas''®'2122_ | as ciclinas son las proteinas
reguladoras de las CDKs. Su nombre deriva del hecho de que tienen una expresion ciclica
durante el ciclo celular, lo cual resulta en que ciertas CDKs sean activadas so6lo en determinados
momentos del mismo segun la ciclina a la que se unan'?*'?4, De esta manera, una célula entra 'y
sale de una fase del ciclo celular dependiendo de la ciclina que esté siendo expresada. Cuando
una célula atraviesa por un cambio de fase, la ciclina de la fase previa es degradada y la ciclina

de la fase siguiente aumenta su expresion'?.

4.1.1 Inhibidores de CDKs y ciclinas

La actividad de las ciclinas y CDKs es regulada por dos familias de inhibidores. La primera, esta
compuesta por los inhibidores INK4. Estos son especificos de CDK4 y CDKB6 y ejercen su funcion
impidiendo la unién de las CDKs a las Ciclinas D, y uniéndose al dominio catalitico de CDK4 y
CDKG®6 suprimiendo su actividad como quinasas. Esta familia incluye a las proteinas, p15INK4b,
p16INK4a, p18INK4c, p19INK4d y a la proteina p19 ARF'26127 | a otra familia de inhibidores es
la de las proteinas CIP/KIP, las cuales tienen un amplio rango inhibitorio impidiendo la actividad
de CDKs de fase G1/S y S (p21Cip1, p27Kip1, p57Kip2)'?8. A pesar de su funcién como
inhibidores, existen reportes que indican que estas proteinas son importantes para el ensamblaje

de los complejos entre las Ciclinas D y CDK4/6"%°,

4.2 CDK4 y CDKE6 en el ciclo celular

CDK4 y CDKE6 son proteinas estructuralmente relacionadas que actuan en la transicion de la fase
G1 a la S del ciclo celular asociadas a ciclinas del tipo D (D1, D2, D3)"3%'%", La transicion de la
fase G1 a la S se produce cuando la célula recibe sefales mitéticas que indican disponibilidad
de nutrientes para la division celular, tales como elevada concentracion extracelular de glucosa,
insulina u otros factores de crecimiento'?. A diferencia de otras CDKs, los complejos Ciclina D-
CDK4/6 no se ensamblan espontaneamente, sino que estan sujetos a regulacién por fosforilacién
de las CDKs, y por la accion de inhibidores (INK4, CIP/KIP) como se detallé anteriormente33-13°,
Una vez ensamblados, CDK4/6 fosforilan a las proteinas del retinoblastoma (RB1(RB), RBL1
(p107), RBL2 (p130)) en mudiltiples sitios''37. Las proteinas del retinoblastoma no tienen
actividad catalitica, pero actuan como represores de la proliferacion celular formando complejos
multiproteicos represivos con los factores E2Fs impidiendo su funcién. Los factores E2Fs regulan
la expresion de genes necesarios para la transicion hacia la fase S (ciclina E, ciclina A, sintesis

de dNTPs). Cuando las proteinas del retinoblastoma son fosforiladas por CDK4/6 adquieren un
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estado hiperfosforilado que induce el desensamble de los complejos represivos, permitiendo el
accionar de los factores E2Fs como activadores de los genes necesarios para la transicion
G1/S™8. Esta secuencia de activacion de las proteinas ciclina D-CDK4/6- RB/p107/p130- E2Fs
constituye la via por la cual CDK4/6 regulan la progresién a traveés del ciclo celular. Este eje es
crucial para el inicio de la proliferacion celular, y consecuentemente, es uno de los mas
desregulados en una gran cantidad de canceres'®'41. Algunas de las formas de saltear la
regulacién de esta via mas comunmente observada en los tumores son la pérdida de RB o del
inhibidor p16'2%142 'y la promocion de la actividad de la ciclina D1 o de las propias CDK4/6'43-145,
Es por ello, que se han disefado inhibidores especificos de estas quinasas para ser utilizados
como agentes en el tratamiento del cancer. Actualmente existen 3 inhibidores de CDK4/6
aprobados para su uso clinico: palbociclib (PD-0332991), abemaciclib (LY-283529) y ribocilcib
(LEEO11)'6-14°_Estos se utilizan solos, o combinados con terapias hormonales o con inhibidores
de otras vias intracelulares para el tratamiento de tumores sensibles'®. Por ejemplo, palbociclib
se utiliza comunmente con inhibidores de la aromatasa o antagonistas del receptor de estrogenos

para el tratamiento de canceres de mama positivos para el receptor de estrégeno (ER+)"50-152,

Sefiales anti-proliferativas Sefiales mitdticas

Genes ,: Genes
necesangs necesafias
para la (‘j —® pamala
transicion transicion

G1S. MEENENEN G5,

Figura 6: Regulacion de la entrada en el ciclo celular (fase G1/S) por CDK4/6. La llegada de sefiales mitéticas activa la via de
CDK4/6 induciendo la entrada en el ciclo celular, mientras que las sefiales anti-proliferativas promueven la actividad de los
inhibidores INK4 o CIP/KIP provocando el arresto del ciclo celular.

4.3 CDK4 y CDK6 en el metabolismo y el tejido adiposo

En los ultimos afos se demostroé que las proteinas que participan en la progresion y control del
ciclo celular, también desempeiian funciones en el metabolismo energético’'%°. En este
sentido, se postula que podrian cumplir un rol fundamental en la integracién de las sefales
extracelulares modificando simultaneamente la proliferaciéon y el metabolismo. En favor de esta
hipotesis, se ha observado que una de las caracteristicas distintivas de las células cancerigenas
es la reprogramacion del metabolismo, favoreciéndose la glicdlisis sobre la fosforilacion oxidativa
mitocondrial incluso en condiciones de normoxia (efecto Warburg)'™®'%°. A pesar de ser un

mecanismo energéticamente desfavorable, se cree que la ventaja de la via glicolitica reside en
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proveer intermediarios metabdlicos para la sintesis de biomoléculas necesarias en la division
celular'®'62_De acuerdo con esta nueva funcion de las proteinas reguladoras del ciclo celular en
el metabolismo, se observé que el fenotipo mas comun de los knock-outs para estas proteinas
son alteraciones o enfermedades metabdlicas. De nuestro interés fue el hecho que muchas de
estas alteraciones estan relacionadas con el funcionamiento del tejido adiposo'31%5:163 Por
ejemplo, se observé que la Ciclina D3, CDK4 y EF21'64-1%6 gon reguladores positivos de la
adipogénesis que actuan promoviendo la actividad o expresion de PPARy, mientras que la
Ciclina D1 y E2F4 actian como reguladores negativos'®'’. De acuerdo con esto, los animales
deficientes en E2F1 (E2f17) o Ciclina D3 (Ccnd3™) son resistentes al aumento de peso inducido
por una dieta hipercaldrica, y presentan mayor sensibilidad a la insulina'®'%°, En lo que respecta
a las proteinas del retinoblastoma, y los inhibidores de ciclinas y CDKs, los efectos descriptos en
la adipogénesis y el TA son encontrados'3. Por otra parte, se observo que la ablacion tejido
adiposo-especifica de RB promueve el browning del TA, y los animales desarrollan resistencia a
la obesidad'’°.

CDK4 ha sido una de las proteinas reguladoras mas estudiadas en relaciéon a la funcionalidad
del TA. Inicialmente, estudios in vitro en la linea de preadipocitos 3T3-L1 demostraron que CDK4
es un regulador positivo del proceso adipogénico que actua promoviendo la actividad de PPARYy.
En un sistema de expresion heterélogo se observd que CDK4 interacciona directamente con
PPARYy en el promotor de aP2, aunque no es capaz de fosforilar directamente a PPARy'%. Unos
afos mas tarde, el mismo grupo reporté que en adipocitos de TAE CDK4 es importante en la
sensibilidad a la insulina ya que mantiene activa su cascada de senalizacién intracelular por
fosforilacion directa de IRS-2. De acuerdo con esto, se observd que la actividad de CDK4
promueve los efectos inducidos por la insulina en adipocitos y reprime los efectos opuestos'”".
Las funciones descriptas para CDK4 en el TA también se ven reflejadas en el fenotipo de los
modelos genéticos generados para su estudio. Los animales CDK4™, que son deficientes en
CDK4 en todos los tejidos menos en el pancreas, presentan menor masa de TA y tamano
adipocitario producto de una lipogénesis reprimida y lipdlisis aumentada, que se acompanan de
una menor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina. Contrariamente, los animales
CDK4R?4CR24C - que expresan una version mutante de CDK4 que no puede ser inhibida por los
inhibidores INK4, tienen mayor masa de TA y tamafio adipocitario producto de una lipogénesis
estimulada y lipdlisis reprimida. Ademas, presentan mayor tolerancia a la glucosa y sensibilidad
a la insulina''. También se han descripto funciones de CDK4 en el metabolismo en otros tipos
celulares y tejidos. Por ejemplo, en miocitos y fibroblastos CDK4 regula el metabolismo de acidos
grasos Y la glicolisis, y en higado fosforila a GC5N suprimiendo la produccion de glucosa’2-174,
La funcién de CDKG6 en el metabolismo y el TA ha sido mucho menos explorada respecto a otros
reguladores del ciclo celular. En este sentido, existen solo algunos reportes in vitro que muestran
que CDKG6 es importante en la proliferacion de las CPAs y en la diferenciacion a los linajes

adipocitario y 6seo'"17%. Ademas, un estudio sobre la funcién de la ciclina D3 en la adipogénesis,
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mostrdé que el complejo ciclina D3-CDK®6 fosforila in vitro a PPARy y que se encuentra en el
promotor de genes activados por PPARYy al igual que lo hace CDK4'%. Como puede observarse
a partir de estas evidencias, debido a su actividad quinasa, tanto CDK4 como CDKG6 también
pueden actuar de manera independiente a la via candnica descripta para el ciclo celular mediante
la fosforilacién directa de proteinas clave en los procesos regulados.

Aunque se han descripto diversas funciones de CDK4 y unas pocas para CDK6 en la
funcionalidad del TA, aun no se ha estudiado su rol en el browning. Varias de las caracteristicas
de estas CDKs sugieren que podrian estar implicadas en la regulacion de este proceso:

- Son reguladores positivos de la adipogénesis, posiblemente a través de PPARYy, un factor
de transcripcion comun a todos los linajes adipocitarios.

- Se expresan y llevan a cabo funciones tanto en CPAs como en adipocitos maduros, por
lo tanto, podrian regular el browning a través de la modulacion de los dos mecanismos
propuestos para la generacion de adipocitos beige: la adipogénesis de novo a partir de
las CPAs, y/o la transdiferenciacion a partir de los adipocitos blancos preexistentes.

- Son nodos de integracion de mudltiples vias de sefializacion y pueden modular la
respuesta proliferativa y metabdlica de una célula ante estimulos externos; dos procesos
fundamentales a considerar por las CM multipotentes de la FEV del TA antes de
determinarse y formar las distintas poblaciones de CPAs, que en ultimo término originaran
los distintos linajes adipocitarios.

- Algunas de las proteinas del retinoblastoma que son targets de CDK4/6 en la regulacion
de la proliferacion celular han sido involucradas en la modulacion del browning.

Por todo lo expuesto previamente creemos que CDK4 y CDK6 podrian cumplir un papel clave en

la modulacién del browning en el TA.
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Hipdtesis y objetivos

Hipotesis

Nuestra hipotesis de trabajo sostiene que “las quinasas dependientes de ciclina 4 y 6

modulan el proceso de browning del TAB mediante la regulaciéon de la generaciéon de

adipocitos beige por adipogénesis de novo y/o por transdiferenciacion”.

Objetivo general

Para contrastar nuestra hipotesis nos planteamos el siguiente objetivo general:

Evaluar el rol de CDK4 y CDKG6 en el origen de los adipocitos beige y su impacto en el

browning del TAB.

Objetivos especificos

1.

a. Estudiar el efecto de la inhibicion in vitro de la actividad de CDK4/6 en la FEV de TAE y
TAI sobre la expresion de marcadores selectivos del linaje adipocitario beige, y su impacto
sobre la capacidad de la FEV de diferenciarse a adipocitos beige.

b. Estudiar el efecto de la inhibicién in vitro de la actividad de CDK4/6 en la FEV de TAE y
TAl sobre la expresion de factores transcripcionales de la adipogénesis comunes a los linajes
adipocitarios beige y blanco.

a. Evaluar el efecto de la inhibicion in vitro de la actividad de CDK4/6 en adipocitos de TAE
y TAI sobre el mantenimiento de las caracteristicas propias del linaje adipocitario beige.

b. Estudiar el efecto de la inhibicidn in vitro de la actividad de CDK4/6 en adipocitos de TAE
y TAIl sobre la funcionalidad adipocitaria.

a. Investigar el efecto de la inhibicién de la actividad de CDK4/6 in vivo sobre la termogénesis
UCP1- dependiente basal (temperatura ambiente) y sobre el browning (frio) en TAE y TAI.
b. Estudiar el efecto de la inhibicion in vivo de CDK4/6 a temperatura ambiente y en frio sobre
el numero de células precursoras adipocitarias beige en los depdsitos de TAE y TAI.

c. Evaluar el efecto de la inhibicion in vivo de CDK4/6 a temperatura ambiente sobre la
capacidad de la FEV de los depésitos de TAE y TAI de diferenciarse in vitro a adipocitos

beige.

Con esta tesis pretendemos contribuir a la comprensién de los factores que regulan la generacion

de adipocitos beige y aportar al conocimiento de las funciones de CDK4 y CDK6 en la
funcionalidad del TAB.
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Materiales y métodos

1. Animales experimentales

En todos los protocolos experimentales se utilizaron ratones macho adultos salvajes de la cepa
C57BL/6J de entre 4 y 6 meses de edad criados en el bioterio del IMBICE. Los animales se
mantuvieron en jaulas grupales en cuartos con ciclos de luz/oscuridad diarios de 12 h de luz y
12 h de oscuridad, con temperatura controlada (20+2°C) y alimentacion (dieta estandar para
roedores) y bebida ad libitum. Todos los protocolos que implicaron el uso de animales fueron
aprobados por el Comité Institucional (CICUAL) del IMBICE, y fueron llevados a cabo de acuerdo

a la Guia del NIH para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio™"”.

Para los experimentos in vitro del capitulo | y Il se usaron animales controles. Los mismos se
mantuvieron en jaulas grupales desde el destete hasta el momento del sacrificio. Para los
protocolos in vivo, animales de aproximadamente la misma edad y de la misma o diferentes
camadas se agruparon de acuerdo al peso, de manera de comenzar los experimentos sin
diferencias en el peso corporal medio entre los distintos grupos. El agrupamiento se llevé a cabo
una semana antes del comienzo de los protocolos para evitar que el estrés debido al
acostumbramiento a los nuevos compafieros de jaula y a la manipulacion por el operador influya

en los resultados experimentales.

2. Aislamiento de la FEV y de los adipocitos del TA

2.1 FEV

Para el aislamiento de la FEV, los depdsitos de TA se disecaron en forma aséptica de los
animales, se recibieron en solucion salina balanceada de Hanks (HBSS) estéril y se enjuagaron
dos veces por centrifugacion (1000rpm x 10min) y descarte del infranadante. Luego, se limpiaron
con tijera de posibles restos de otros tejidos, se cortaron en trozos pequenos y se digirieron
enzimaticamente en una solucion de colagenasa tipo | (0,8 mg/mL en DMEM-F12 a 37°C) con
una relacion 3:1 de solucién:tejido. Se dio fin a la digestion cuando no se observaron restos de
tejido en suspension (25-60min segun el depdsito). Al homogenato resultante se le agregé HBSS
y se centrifugé (1000rpm x 15min) para separar la FEV de los adipocitos. Luego de la
centrifugacién, se descartaron los adipocitos del sobrenadante, se resuspendio el pellet en el
liquido restante, y se filtr6 con filtro de tela de nylon estéril (50uM) para retirar los restos de tejido
no colagenizado. El filtrado se centrifugd nuevamente (1000rpm x 10min), se retird el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en 2mL de DMEM-F12 suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB). Finalmente, se realiz6 el recuento de CPAs viables con Azul de Tripan. Para
ello, se mezclaron 10uL de la suspension celular de la FEV aislada del TA con el mismo volumen
de solucion de Azul de Tripan 0,4% en solucion salina. La mezcla se homogeneizd, se tomaron
10uL de la misma y se cargaron en la camara de Neubauer. Luego, se contaron las células
viables (no tefidas de azul) contenidas en los cuadrados de 1mm de lado de la camara, y se

calculd el numero total de células en la suspension inicial segun la siguiente ecuacion:
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Numero total de CPAs = x x 10000 x 2 x v

Donde,

X: numero promedio de células precursoras adipocitarias en los 4 cuadrantes de 1 mm de lado.

10000 factor para transformar el volumen de los cuadrados de 0,1 mm?® (1 mm de lado y 0,1 mm de profundidad) a mL.
2: factor de dilucion de la suspension celular en Azul Tripan.

v: volumen total de la suspension celular.

2.2 Adipocitos

Los adipocitos de TA se aislaron mediante el mismo procedimiento por el cual se obtuvo la FEV,
pero usando menores velocidades de centrifugacién para evitar la lisis. Para el aislamiento se
utilizé la capacidad de flotacion de los adipocitos en soluciones acuosas. Luego de la
colagenizacién del tejido, el homogenato se centrifugd (300rpm x 5min) 3 veces descartando el
infranadante en cada una de ellas. Luego, los adipocitos se resuspendieron en HBSS y se
filtraron con filtro de tela de nylon estéril para eliminar los restos de tejido no colagenizado. A
continuacion, la solucién se centrifugé (300rpm x 3min), se retir6 completamente el infranadante

y se midid el volumen de adipocitos obtenido para proceder a la siembra.

3. Cultivos primarios

3.1 Cultivo de FEV y diferenciacion adipocitaria in vitro

Luego del recuento de CPAs viables, las FEVs se sembraron a razén de 80.000 células por pozo
en placa multi-well de 12 en medio basal (DMEM-F12, 10% SFB, penicilina (100UI/mL) y
gentamicina (100pg/mL)). Las células se mantuvieron en medio basal hasta confluencia (dia 0
(d0)), momento en el que se indujo la diferenciacion adipocitaria con una mezcla proadipogénica
conteniendo: 3-isobutil-1-metilxantina [IBMX] (0,5mM), dexametasona (5uM), rosiglitazona (1
MM), insulina (0,5ug/mL) y triiodotironina [T3] (1nM) en medio basal. Al dia 4 post-diferenciacion
(d4) la mezcla de diferenciacion se cambié por una mezcla de mantenimiento conteniendo soélo
T3 (1nM) e insulina (5ug/mL) en medio basal’®. Las células permanecieron en medio de
mantenimiento hasta el dia 8 post-diferenciacion (d8), o hasta el dia indicado en cada protocolo

en particular. Durante todo el periodo de cultivo el medio se renové cada 48 h.

3.2 Incubado de adipocitos

Los adipocitos obtenidos del tejido se resuspendieron en DMEM-F12 suplementado con 1% SFB
(medio basal de adipocitos) a razén de 1 parte de adipocitos en 3 partes de medio. Esta
suspension se sembré (200uL conteniendo 200.000 células aproximadamente/pozo) en placas
multi-well de 24 pozos a los cuales se les agregd 700uL de medio basal de adipocitos. Luego,
se llevd a volumen final de 1mL por el agregado de 100uL de medio basal conteniendo una
concentracion de inhibidor o vehiculo 10 veces mayor a la final. Los adipocitos se incubaron en
estufa a 37°C durante 24h. Pasado este tiempo, las placas se retiraron de la estufa, se pusieron

inmediatamente en hielo y se retird el infranadante de los pozos con jeringa de 1mL. Finalmente,
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los adipocitos se almacenaron a -80°C para proceder a la extraccion de proteinas y ARNm. Se

utilizaron entre 5 y 8 pozos de adipocitos para cada muestra.

4. Disefos experimentales

Para evaluar el rol de CDK4/6 utilizamos palbociclib (PD-0332991), un inhibidor de la actividad
de estas quinasas. En todos los experimentos que implicaron el uso de tejido adiposo se
utilizaron los depésitos de TAE y TAIl. Las muestras de plasma y las de tejido destinadas a la
extraccion de ARN vy proteinas se conservaron en freezer a -80°C hasta su uso.

Capitulo I: Evaluacién del efecto de la inhibicion in vitro de CDK4/6 en células precursoras

adipocitarias sobre la adipogénesis beige.
d-2 | Imagenes de cultivos de FEV

PO-0332931 FEK Imagenes de cultivos de FEV
I & do | Contenido de ADN
FEv | } 4 } i Expresion génica
Mezrsls de Merela de Contenido mitocondrial
- 617 -2 0 diferenciacion 4 mantenimiento 8

d4

Expresion proteica PPARY (IF)

Expresién génica basal
Contenido mitocondrial basal
Expresién génica estimulada
(FSK)

Contenido lipidico

Figura 1: Disefio experimental del capitulo | de resultados. Esquema general de 48
diferenciacion adipocitaria e inhibicion de CDK4/6, y determinaciones llevadas a cabo
en los distintos dias de cultivo.

Los cultivos de FEV de animales controles de TAE y TAl se trataron con vehiculo (DMSO) o PD-
0332991 (1uM)'"® durante 48h previo a la diferenciacion, cuando el porcentaje de confluencia era
de aproximadamente 75%. Finalizado el tratamiento, se retird el inhibidor y las células se
diferenciaron de acuerdo al procedimiento descripto previamente. A d8 los adipocitos se trataron
durante 4h con vehiculo (DMSO) o forskolina (10uM) para estimular la termogénesis'®.

Capitulo II: Evaluacion del efecto de la inhibicion de CDK4/6 en adipocitos in vitro sobre su

programa termogénico y la funcionalidad adipocitaria.

FEK
PDvﬂSSZQ@'? Expresion génica basal y estimulada
sy o | (FSK)
FEV } t ; } i Expresion proteica basal de UCP1 (IF)
Contenido mitocondrial basal
- BT -2 0 & 8 Contenido lipidico
PD-0332991
— Expresion génica
ADIPGCITOS I—‘I Expresion proteica de UCP1 (WB)

24R

Figura 2: Disefio experimental del capitulo Il de resultados. Esquema de diferenciacién e inhibicion de CDK4/6 en adipocitos
diferenciados y determinaciones llevadas a cabo en los distintos dias de cultivo. También se llevaron a cabo incubados de
adipocitos provenientes de tejido.

Las FEVs de TAE y TAIl se sembraron y diferenciaron al llegar a confluencia como se describio
previamente. A dia 6 post-diferenciacion, los adipocitos se trataron con vehiculo (DMSO) o PD-
0332991 (1uM) durante 48h. A d8 se retir6 el inhibidor y los adipocitos se trataron durante 4h con
vehiculo (DMSO) o forskolina (10uM) para estimular la termogénesis. Ademas, se incubaron
adipocitos provenientes de tejido con vehiculo (DMSO) o PD-0332991 (1uM) durante 24h.
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Capitulo IlI: Evaluacion del efecto de la inhibiciéon de CDK4/6 in vivo sobre la termogénesis basal
y el browning del tejido adiposo.
Disefio general

I I_b inhibicién de COK4/6 (PD-0332991} I
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Figura 3: Disefio experimental del capitulo Il de resultados. Esquema de inhibicion de CDK4/6 y estimulacion del browning in vivo.
A la derecha se detallan las medidas y determinaciones llevadas a cabo. Ademas, se muestra el esquema de diferenciacién de la
FEV proveniente de animales Cy P.

Para evaluar in vivo el efecto de la inhibicidn de la actividad de CDK4/6 sobre el browning del
TA, a los animales se les administré el inhibidor de CDK4/6 y se estimuld el browning por
exposicion al frio. De esta manera se conformaron 4 grupos experimentales: Control (C),
Palbociclib (P), Frio (F) y Palbociclib-Frio (PF). A los individuos de los grupos C y P se les
administro diariamente vehiculo o PD-0332991 (50mg/Kg)'"8'7® respectivamente durante 10 dias
a temperatura ambiente (22°C). A los individuos de los grupos en los que se estimuld el browning,
F y PF, se les administré vehiculo o PD-0332991 respectivamente durante 3 dias a 22°C y
seguidamente durante 7 dias a 4°C para promover el browning del TA. PD-0332991 se administro

por gavage oral disuelto en buffer de lactato de sodio (50mM, pH=4)""8,

En experimentos adicionales, se llevé a cabo el mismo protocolo con animales in vivo, pero solo
con los grupos C y P. Finalizado el tratamiento, los depdsitos de TAE y TAIl se disecaron y
procesaron en forma aséptica para el aislamiento de la FEV y su posterior diferenciacién a
adipocitos in vitro. A d8, un subgrupo de los adipocitos C y P se incubd con vehiculo o forskolina

(10uM) para estimular la termogénesis.

5. Toma de imagenes microscopicas de cultivos de FEV y adipocitos diferenciados

Para las imagenes microscoépicas de los cultivos de FEV (d-2 y d0) y de adipocitos diferenciados
(d8) se utilizé un microscopio invertido Nikon Eclipse Tis. Las imagenes se adquirieron con
objetivos de 4X (campo claro) y 40X (contraste de fases) en las mismas condiciones épticas y

de iluminacién en cada objetivo. Para los cultivos de FEV sin diferenciar, las imagenes a d-2 y
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d0 se tomaron en el mismo lugar de la placa para observar el crecimiento del mismo campo de

células.

6. Determinacion del contenido de ADN total

Para evaluar la cantidad de ADN total la FEV se sembré en placas multiwell de 24 pozos. A dO,
las células de los grupos C y P se juntaron con 600uL/pozo de buffer de lisis de ADN y se dejaron
en agitacion durante 3 dias a temperatura ambiente. Luego se procedi6 a la extraccion de ADN
total como se detalla en el punto 7. Las muestras se resuspendieron en el mismo volumen final

de buffer TE y el ADN se cuantificd en espectrofotdmetro a 260nm.

7. Determinacion del contenido mitocondrial relativo

Como medida de la cantidad de mitocondrias se determind la abundancia relativa de ADN
mitocondrial respecto a la de ADN nuclear. Para ello, se utilizé6 un gen mitocondrial (ARNt-Leu)
y uno nuclear (f2-microglobulina) localizados en regiones del ADN de las respectivas organelas
con baja frecuencia de polimorfismos. En primer lugar, se procedi6 a la extraccion del ADN total
de células crecidas en placas de 12 pozos. Las células de cada pozo se lisaron con 600uL de
buffer de lisis (40mM EDTA, 50mM NaCl, 100mM Tris, 0,2% SDS) diluido 2:1 en PBS, y se
juntaron en un tubo de 1,5mL. Las muestras se dejaron en agitacién durante 3 dias a temperatura
ambiente para favorecer la lisis celular. A continuacion, se les agregd NaCl 5,4M (300uL) para
lograr la precipitacion de las proteinas, y se centrifugd (8000rpm x 20min) para separarlas del
ADN en suspension. El sobrenadante se pas6 a un nuevo tubo y se adicion6 igual volumen de
alcohol isopropilico frio para precipitar el ADN. Las muestras se mezclaron por inversion hasta
observar filamentos en suspension (precipitado de ADN). Luego se centrifugaron (8000rpm x 10
min) para formar el pellet de ADN, y se descart6 el sobrenadante. El pellet se lavé con 125uL de
alcohol etilico 70% (x2). Seguidamente, el ADN se hidraté con buffer TE y se evapor6 el alcohol
por incubacién a 37°C. Los extractos se homogeneizaron y en ellos se cuantificd el contenido de
ADN a 260nm. Finalmente, el ADN se utilizé para evaluar por gPCR la abundancia de ARNt-Leu
y B2-microglobulina en cada grupo. En todas las reacciones de PCR se utilizaron 5ng de ADN
total, y las mismas se llevaron a cabo por duplicado de la manera explicitada en el apartado de
gPCR. Para el calculo de la abundancia de ADN mitocondrial relativo al nuclear en cada grupo

se utilizé la siguiente férmula:
Cantidad de genomas mitocondriales = 2 x 2(-(Ct ARNtLeu - Ct g2microglobulina))

8. Determinacién del contenido lipidico intracelular por Oil Red O

Para evaluar la acumulacién lipidica se utilizé la tincion de Oil Red O con normalizacién por

contenido de ADN'®. Las células crecidas y diferenciadas en placas de 24 pozos, se lavaron con

PBS (x3) y se fijaron a temperatura ambiente con paraformaldehido 4% en PBS durante 10min.

Luego, se lavaron con PBS, y posteriormente, con una solucion 60% de alcohol isopropilico en

agua. Inmediatamente se incubaron con una solucion de Oil Red O 0,3 % en alcohol isopropilico
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durante 1 hora. Esta solucion se preparé por dilucion de una solucién madre (Oil Red O 0,5% en
alcohol isopropilico) con agua destilada en una proporcién 3:2 (solucion madre: agua destilada)
y se filtr6 inmediatamente antes de su uso. Transcurrida la incubacién, se retird la solucion de
Oil Red O, y las células se lavaron con PBS (x2). A continuacion, se incubaron con alcohol
isopropilico (200uL/pozo) durante 10 min en agitacién para extraer el colorante incorporado por
los adipocitos y se determind la absorbancia del Oil Red O a 505 nm en espectrofotémetro.
Finalmente, las células se lavaron con PBS (x3) y se incubaron (200uL) con una solucién de
tripsina 0,25% en buffer de lisis de ADN por 24h. Para la determinacion de la cantidad de ADN,
se recolectd el contenido de cada pozo, se centrifugd (8000g x 1min) y se midid la absorbancia
del sobrenadante a 260nm. Esta medida se utilizé para normalizar la absorbancia del Oil red O

medida previamente.

9. Anadlisis de la expresidon génica

9.1 Aislamiento de ARN total

El ARN total se aisld a partir de células en cultivo y de muestras de TA con reactivo Trizol y
subsecuente extraccion con cloroformo. Las células (2 pozos de placa multi-well de 12) o el tejido
(50-100mg) se homogeneizaron con 0,5mL de Trizol y se les agregd 100 pL de cloroformo a
cada tubo. Los tubos se agitaron a mano y se dejaron reposar 5 minutos a temperatura ambiente.
Luego se centrifugaron (12000g x 10min) para separar la fase organica de la acuosa. La fase
acuosa superior se retiré con micropipeta y se pasé a un tubo limpio. Seguidamente, se agrego
alcohol isopropilico (250uL) para precipitar el ARN de la fase acuosa y se invirtieron los tubos 5
veces manualmente. Las muestras se dejaron reposar a temperatura ambiente 10min y se
centrifugaron (12000g x 10min). Luego se descart6 el sobrenadante y se lavo el pellet de ARN
con alcohol etilico 75% despegandolo del tubo mediante el uso de vortex. El pellet se centrifugo
nuevamente (12000g x 10min) para retirar el sobrenadante. Este paso se repitid una vez mas.
Luego del ultimo lavado, se retird el sobrenadante y los tubos se dejaron secar invertidos sobre
papel 10 min. Finalmente, el pellet de ARN se resuspendié con pipeta en agua libre de ADNasas
y ARNasas (20-30puL) y se evaporo el etanol por incubacién de las muestras en bario (55°C x 10
min). EI ARN total se cuantificé en espectrofotdmetro de gota (Nanodrop 2000, Thermo Scientific)
y la calidad del mismo se verificé utilizando las relaciones de absorbancias 260/280 y 260/230.
La relacion de absorbancias entre 260nm y 280nm se utilizé para verificar la contaminacién con
proteinas de la muestra, restos de fenol del Trizol o con otros contaminantes que absorban a
280nm. Generalmente un valor de 2 para el ARN indica una preparacion pura, mientras que un
valor menor indica la posible presencia de contaminantes. La relacién de absorbancias entre
260nm y 230nm se usé como una medida secundaria de verificacion de la pureza del ARN. El
valor normal esperado para muestras puras se encuentra entre 2 y 2,2 pero si existen

contaminantes que absorban a 230nm (ej.: fenol, EDTA) este valor se reduce.
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9.2 Transcripcion reversa del ARN total a ADN complementario

Para la transcripcion reversa de todas las muestras se usaron 0,5ug de ARN total. La trascripcion
reversa se llevé a cabo en dos fases: en la primera se mezclé el volumen de muestra conteniendo
0,5ug de ARN con 1uL de random primers (0,01ug/pL) y agua libre de nucleasas hasta un
volumen final de 13uL y se incubd 5min a 65°C seguido de 2 min a 4°C para romper las posibles
estructuras secundarias del ARN molde. En la segunda fase se agregaron a la mezcla el buffer
de reaccién (4uL, 5X), los dNTPs (2uL, 0,25mM de cada tipo) y la transcriptasa reversa (1pL).
Finalmente, las muestras se incubaron en un ciclador (Biometra T3000) para permitir la

transcripcion reversa: 10min a 25°C, 1h a 42°C, 70°C 10min.

9.3 Analisis de expresion de ARNm por PCR cuantitativa (QPCR)

Para la gPCR en todas las reacciones se utiliz6 1uL de ADNc el cual se amplificé con primers
especificos (0,25uM), agua libre de nucleasas, y mix de reacciéon comercial (buffer, ADN
polimerasa, dNTPs, colorante Eva Green y 12,5mM de MgCl,) en un equipo de ciclado Rotor-
Gene Q. El esquema de ciclado utilizado fue el siguiente: 1 ciclo de 15 min a 95°C, seguido de
40 ciclos de 15seg a 95°C, 20seg a 60°C y 20seg a 72°C. Finalizada la amplificacion se llevo a
cabo una curva de melting (72°C a 99°C con rampa de 1°C) para determinar la especificidad y
pureza del amplificado. La eficiencia de la reacciéon de PCR fue aproximadamente 1 para todos
los pares de primers utilizados. Las reacciones para cada muestra y gen se hicieron por
duplicado. Se utilizé B-actina como gen de referencia, y se calcularon las expresiones relativas

de los genes de interés por el método del AACt:
AACt = ACt tratado_ ACt control = [Ct gen X(tratado) _ Ct B-actina (tratado)] _ [Ct gen X(control) _ Ct B-actina (control)]
Expresion relativa del gen X en el grupo tratado respecto al control= 2-24Ct

Los resultados se refirieron a la expresion relativa del gen de interés en el grupo control, tomando
ésta como 1. Por lo tanto, en los graficos se representan las veces de aumento o disminucion de

la expresion del gen de interés en los grupos tratados respecto a 1 (grupo control).

Gen Primer directo (5°-3") Primer reverso (5°-3")
B-actina TTTGCAGCTCCTTCGTTGCC ACCCATTCCCACCATCACAC
Ucp1 GGATTGGCCTCTACGACTCAG GCATTCTGACCTTCACGACC
Pgc1a AAAAGCTTGACTGGCGTCAT ACACCACTTCAATCCACCCAG
Prdm16 | CCGTTCTTCATGGATCCCATCT AAAGCTCTCCAGCTTCTCCG
Cox8b CCGAGAATCATGCCAAGGCT TCCTGCTGGAACCATGAAGC
Cd137 TGGGTCAGGGGTTCTGAGTTC CTTCTCACAGCCCACTAGCAG
Thx1 AGATGATCGTCACCAAGGCAG TCATCTACGGGCACAAAGTCC
Ebf2 TCTTATCCTACATCCCACACCC TGAGTCTGGTTTCTGTGGTGG
Pparg2 ACCCAGAGCATGGTGCCTTCG TGCGAGTGGTCTTCCATCACGGA
aP2 ACA CCG AGATTTCCTTCAAACTG | CCATCTAGGGTTATGATGCTCTTCA
Cdk4 AGCCGAGCGTAAGATCCCCT CAGCTGCTCCTCCATTAGGA

Tabla 1: Pares de primers utilizados para la amplificacion de los genes en la PCR cuantitativa.
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10. Analisis de la expresion proteica

10.1 Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia se llevé a cabo en adipocitos diferenciados a d8 post-
diferenciacion para determinar la expresion de UCP1, y a d4 post-diferenciacion para evaluar la
expresion de PPARYy. Para esto, a diferencia de los cultivos destinados a aislamiento de ARN, la
FEV se sembré sobre vidrios circulares de 1,2mm de diametro tratados con poli-L-lisina y se
diferenciaron tal como se describié anteriormente. Finalizado el cultivo (d8 para UCP1- d4 para
PPARYy), se retiré el medio de los pozos y las células se lavaron con PBS 0,1% Tween frio (PBST)
(x3). Luego se fijaron con paraformaldehido 4% en PBS a temperatura ambiente durante 10 min
y se lavaron con PBS frio (x3). Seguidamente, se permeabilizaron con Tritén 100X 0,2% en PBS
durante 15 minutos a temperatura ambiente y se lavaron nuevamente. Finalizada la
permeabilizacion, se bloqued el pegado inespecifico del anticuerpo primario con 1% BSA en
PBST+25,52mg/mL de Glicina durante 1 h. Luego, se realizé la incubacién con el anticuerpo
primario anti-UCP1 (1:500, Abcam) o anti- PPARYy (1:200, Santa Cruz) overnight a 4°C en camara
hameda. Al otro dia, las células se lavaron con PBS (x3), y se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo conjugado a Alexa Fluor 488 (1:1000, Santa Cruz) durante 2 h en
oscuridad. Luego, se lavaron con PBST (x3), y los vidrios se montaron sobre portaobjetos con
medio de montaje para preservar la fluorescencia e integridad de las células (1% DABCO,
0,0005% Hoescht, 50% glicerol en PBS) y se sellaron con esmalte. Las muestras se guardaron
protegidas de la luz a 4°C. Las imagenes se adquirieron en microscopio de epifluorescencia
Nikon Eclipse 50i y camara digital Nikon DS-Ri1 con un adaptador 0,55X. Las imagenes se
tomaron en formato TIFF en las mismas condiciones Opticas y de excitacidon con objetivos de
10X y 40X. El procesamiento de las imagenes y cuantificaciéon de la fluorescencia se realizé con
el programa FIJI.

Para la cuantificacién de la expresién proteica determinamos la intensidad de fluorescencia
media (IFM) y el porcentaje de células positivas. La IFM se calcul6 en el canal verde al cual se
le sustrajo la fluorescencia verde debida a la auto-fluorescencia. Para UCP1 se calcul6 la IFM
total de la foto, mientras que para PPARYy se calculé la IFM dentro del area delimitada por el
nucleo. La cuantificacion del porcentaje de células positivas se realizé en el canal verde sobre la
foto sustraida. Para ello, se establecié un valor umbral a partir del cual la fluorescencia se
considerd debida al fluorocromo y no a la unién inespecifica del anticuerpo secundario. Para
establecer este umbral, se utilizaron controles de pegado inespecifico del anticuerpo secundario
que no contienen anticuerpo primario. El porcentaje de células positivas se calculé como el
namero de células con senal positiva para UCP1/PPARYy sobre el numero de células totales
multiplicado por 100. Para determinar la cantidad de células totales se realiz6 el recuento de
nucleos, a los cuales identificamos mediante la sefial de fluorescencia positiva para el colorante

nuclear Hoecht.
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10.2 Inmunohistoquimica

Los depositos de tejido adiposo se recibieron en formaldehido 4% en PBS y se fijaron durante
24h. Luego, se lavaron durante la noche con agua de la canilla para quitar los restos de solucion
de fijacion y se deshidrataron en una serie se soluciones de concentracién creciente de etanol:
etanol 70% (24h), etanol 96% (3 x 2h), etanol 100% (2h). Al final de la deshidratacion se aclararon
con xileno (2h) y se embebieron en parafina (6h). Seguidamente, se cortaron secciones de 5-7
MM de espesor de diferentes partes del bloque de parafina y se montaron en portaobjetos
gelatinizados. Luego, las muestras se desparafinizaron (5min xileno) y rehidrataron en una serie
de soluciones de concentracion decreciente de etanol (100%, 96%, 70%). A continuacion, se
llevd a cabo la recuperacion antigénica para lo cual los preparados se incubaron durante 1h en
buffer citrato pH=6 a 95°C. Luego, se enjuagaron con PBS y se bloqued la actividad de la
peroxidasa endogena con H>O. 0,3% en PBS durante 15min. Los preparados se lavaron
nuevamente con PBS y se bloqueé la union inespecifica del anticuerpo primario con 1% de BSA,
10% SFB en TBST durante 1h. Luego se procedi6 a la incubacion con el anticuerpo primario anti-
UCP1 (1:500, Abcam) overnight en camara humeda. Al dia siguiente se realizaron 2 lavados con
PBS y los preparados se incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado
a la enzima HRP (1:500, Santa Cruz) durante 2h a temperatura ambiente. Finalmente, la
inmunohistoquimica se revelo con el uso de 0,05% DAB y 0,015% H>O-en PBS por 10min, y se
llevé a cabo una contratincién con hematoxilina durante 30 seg para la tinciéon de los nucleos.
Seguidamente, las muestras se deshidrataron siguiendo el procedimiento inverso al de
hidrataciéon. Los preparados se incubaron en xileno durante 30min y se montaron con Balsamo
de Canada para ser preservados. Se realizaron controles de union inespecifica del anticuerpo
primario (s6lo con anticuerpo secundario) y de actividad de la peroxidasa enddégena (sin
anticuerpo primario ni secundario). Finalmente, se adquirieron imagenes en campo claro con
microscopio Nikon 50i y camara digital Nikon DS-Ri1 con un adaptador 0,55X. Todas las fotos
se adquirieron en las mismas condiciones opticas y de iluminacion con los objetivos de 10X/0.30
y 40X/0.65.

10.3 Western blot

La puesta a punto de la técnica de western blot estuvo incluida dentro de los experimentos de
esta tesis'®. Se utilizd para evaluar los niveles relativos de UCP1 y la fosforilacion de RB en
muestras de TA de animales tratados in vivo, y la expresién de UCP1 en adipocitos de tejido
incubados in vitro.

Inicialmente se realizd la extraccion de proteinas totales. Para ello, las muestras se
homogeneizaron en buffer RIPA con inhibidores de proteasas (2uL/ug de tejido o adipocitos) y
se mantuvieron en hielo durante 30min, agitdndose en vortex cada 10 min. Luego, se
centrifugaron a 120009 durante 20 min a 4°C para separar el extracto de proteinas de los restos

celulares. Las proteinas, que quedaron en la fase intermedia del tubo, se extrajeron con jeringa
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de 1mL y se guardaron a -80°C para su posterior cuantificacion y corrida electroforética. La
cuantificacion se llevo a cabo mediante la técnica de Lowry.

Para la separacion de las proteinas segun su masa, las muestras se corrieron en gel
desnaturalizante de acrilamida:bisacrilamida (4-12%). Luego, las proteinas se transfirieron a una
membrana de PVDF previamente activada con metanol. Finalizada la transferencia, se controlo
la eficiencia de la misma por tincion del gel con Coomassie Blue y de la membrana de PVDF con
Ponseau S. La membrana se corté horizontalmente con ayuda del marcador de peso molecular
seleccionando las regiones donde se encontraban las proteinas de interés. En este caso, se
utilizaron las regiones de membrana entre 25 y 37 KDa para UCP1; entre 37 y 50 KDa para 3-
actina, entre 50 y 75 KDa para B-tubulina, y entre 75 y 150 KDa para RB y p-RB. Las membranas
se lavaron con TBST para quitar completamente el Ponseau S y se bloquearon (5% BSA en
TBST) en agitacién durante 1h para disminuir la unién no especifica del anticuerpo primario.
Luego, se incubaron overnight a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente: UCP1 (1:1000,
Abcam), B-ACTINA (1:1000, Bioss), B-TUBULINA (1:10000, Sigma), RB (1:2000, Cell signaling),
p-RB (1:1000, Cell Signaling). Al dia siguiente, las membranas se lavaron con TBST (3 x 5min)
y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado a la enzima HRP
(1:7500, Santa Cruz) en agitacion a temperatura ambiente durante 2 h. Seguidamente, se lavaron
con TBST (3 x 5min) y se revelaron. Para ello, se incubaron con reactivo de quimioluminiscencia
(1,125mM Luminol, 0,46mM &acido para-cumarico, 26mM H20. en 100mM buffer Tris) en
oscuridad. La sefial se detectd con placas radiograficas (Carestream) a distintos tiempos luego
del agregado del sustrato. Seguidamente, las placas se revelaron, fijaron y digitalizaron para su

posterior cuantificacion con la funcién de densitometria del programa FIJI.

11. Citometria de flujo

La técnica de citometria de flujo se utilizd para evaluar la poblacién de células precursoras
adipocitarias beige en la FEV de TAE y TAI de los animales tratados in vivo (C, P, F, FP). Previo
a los experimentos, llevamos a cabo la puesta a punto de las concentraciones de los anticuerpos
y del protocolo de permeabilizacion e inmunomarcacion en cada depdsito con animales control.
Para el protocolo experimental, se aisl6 la FEV de los depdsitos epididimal e inguinal de un pool
de dos animales por grupo. Luego de realizar el recuento de viables, las células se
resuspendieron en buffer FACS (0,5% BSA en PBS) a razén de 300.000 células cada 90uL y se
distribuyeron en los tubos correspondientes a cada grupo (300000 células/tubo). Con las células
sobrantes de los distintos grupos en cada depésito se realizd un pool, el cual se distribuyé en los
tubos de simple marca (PDGFRa y EBF2) y de células sin marca (control negativo). A
continuacion, se llevoé a cabo la inmunomarcacion. Para ello, inicialmente se bloqued la unién
inespecifica del anticuerpo de superficie (PDGFRa) por el agregado de 10uL de SFB (SFB 10%)
a los tubos con células e incubacién en hielo durante 10min. Luego, las células se incubaron con

el anticuerpo de superficie anti-PDGFRa -PE/Cy7 (1:200, Biolegend) durante 30 min en hielo.

38



Materiales y métodos

Finalizada la incubacion, se lavaron con 300uL de buffer FACS y posterior centrifugacion (300g
X 5min) para retirar el anticuerpo no unido. Luego se realiz¢ la fijacion, para lo cual las células se
resuspendieron en paraformaldehido 2% en PBS y se incubaron 30 min a temperatura ambiente.
Al finalizar, se lavaron por agregado de 500uL de buffer FACS y posterior centrifugacién (300g x
5min) y se permeabilizacion por tratamiento con Triton 100X 0,1% en PBS durante 15min a
temperatura ambiente. Luego, se lavaron nuevamente y se resuspendieron en 100 uL de buffer
FACS, donde fueron incubadas con el anticuerpo anti-EBF2-Alexa Fluor 647 (1:400, RD
Systems) durante 30min en hielo. Finalmente, se realiz6 otro lavado para retirar el anticuerpo no
unido y las células se resuspendieron en buffer FACS (100uL) y se guardaron a 4°C en oscuridad
hasta el otro dia. La adquisicién se llevé a cabo con citometro de flujo FACS Calibur Becton

Dickinson (BD Bioscience). El anélisis de los datos se hizo con el programa Flow Jo V10.

12. Determinaciones plasmaticas

La sangre troncal obtenida de los animales tratados in vivo se centrifugé (3000rpm x 15min, 4°C)
inmediatamente luego de ser extraida para separar el plasma de la fraccidén celular y las
plaguetas. El plasma se guardo en freezer a -80°C hasta el momento de uso.

En el plasma se determinaron las concentraciones plasmaticas de glucosa y triglicéridos
mediante kits colorimétricos (Wiener lab.). De manera general, estos kits utilizan reacciones
enzimaticas en la cual la glucosa o los triglicéridos son los sustratos de dichas reacciones que al
ocurrir generan un producto coloreado del cual se mide la absorbancia a una longitud de onda
especifica, que por la ley de Lambert-Beer se relaciona directamente con la concentracion de
sustrato en la muestra. Los kits que utilizamos para las determinaciones utilizan un estandar
(muestra comercial de concentracion de glucosa o triglicéridos conocida), que sirve como control
positivo de la reaccion, y como referencia para calcular la concentraciéon en las muestras, y agua
como control negativo y blanco de reaccidon. Ambos se dejan reaccionar en las mismas
condiciones que las muestras de concentracion desconocida y se miden las absorbancias de los
productos a 505nm. De esta manera, la concentracion conocida del estandar y su absorbancia,
y la absorbancia de la muestra desconocida se utilizan para calcular directamente la

concentracién de glucosa o triglicéridos en la muestra desconocida.

13. Analisis estadisticos

Para la confeccion de los graficos y los analisis estadisticos se utilizé el programa GraphPad
Prism 6.0. En primer lugar, se evalud la normalidad de la distribucion de los datos mediante el
test de D’Agostino-Pearson’®. Los datos normales se representaron con la media * el error
estandar medio (EEM). Los datos que no siguieron una distribucion normal se representaron con
la mediana de la poblacion y los valores individuales en cada grupo experimental. En los casos
donde el n de la poblacion fue grande (n>200), los datos también se representaron en

histogramas de frecuencias relativas.
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Para determinar las diferencias estadisticas entre grupos en los experimentos con una variable
independiente y dos grupos experimentales se utilizaron: el test t de Student pareado para datos
con distribucion normal, y el test no paramétrico pareado de Wilcoxon para datos sin distribucion
normal. En los ensayos con dos variables independientes se utiliz6 el analisis de varianzas
(ANOVA) de dos vias para determinar el efecto de cada variable y la interaccién entre ellas (Fig.
4). Las variables y la interaccion se consideraron con efectos significativos cuando el valor p fue
menor que 0,05. Cuando la interaccion no fue significativa, se utilizé el efecto de las variables
individuales y no se realizaron post-tests'®®. Cuando la interaccion resulto significativa (V1 x
V2<0,05), comparamos los grupos de interés mediante tests-t de Student corregidos por
multiples comparaciones'+'8% por el método de Holm-Sidak'8-"88(*p<0,05 para la familia de
comparaciones). El tamafo de la muestra y el analisis estadistico utilizado en cada experimento

se indican en la leyenda de cada figura.
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Figura 4: Esquema de andlisis de los ensayos con dos variables independientes por ANOVA de dos vias.
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CAPITULO I: Efecto de la inhibicion in vitro de CDK4/6 en la FEV de TAB
sobre la adipogénesis beige

Para estudiar el rol de CDK4/6 en el browning, nuestra estrategia inicial consistié en inhibir su
actividad in vitro en cada uno de los tipos celulares del TAB a partir de los cuales se originan los
adipocitos beige. En este primer capitulo evaluamos si la inhibicion de CDK4/6 en las CPAs
afecta su capacidad de generar adipocitos beige por adipogénesis de novo. Considerando que
los depésitos de TAB en roedores presentan distinta sensibilidad a la adquisicion de
caracteristicas beige ante un estimulo de browning, en todos los experimentos de esta tesis
estudiamos la respuesta de dos depdsitos con diferente localizacién anatémica: el TAI se utilizd
como representante de los depdsitos subcutaneos, y el TAE para estudiar la respuesta de los

depositos de la cavidad abdominal.

1. Efecto de la inhibicién de CDK4/6 en la FEV sobre su capacidad de proliferacion in vitro

Debido a las funciones de CDK4 y CDK6 como proteinas reguladoras del ciclo celular, y a que
la FEV contiene células con proliferacion activa tanto in vitro como in vivo (CM, CPAs, entre
otras), inicialmente estudiamos si la concentracion de PD-033299 elegida para nuestros ensayos
en base a referencias previas (1uM)'"® y el tiempo de tratamiento (48h) afectaba su proliferacion.
Para ello, evaluamos al microscopio Optico la densidad relativa de células previo, y luego del
tratamiento de cultivos primarios de FEV de TAE y TAI con DMSO (C) o PD-0332991 (P). Al
analizar cualitativamente las imagenes de los cultivos, a d-2 observamos que tanto en TAE como
en TAIl la densidad celular fue similar entre los grupos C y P, lo cual sugiere que las células de
ambos grupos crecen a una velocidad semejante antes del agregado del inhibidor (Fig. 1 Ay C).
Finalizada la incubacion (d0), tampoco observamos diferencias evidentes en la confluencia entre
los grupos C y P en ninguno de los tejidos (Fig. 1 B y D). De acuerdo con esto, a d0 en TAE
hallamos niveles de ADN que no difirieron entre ambos grupos. No obstante, al determinar la
cantidad de ADN en TAI encontramos que los pozos tratados con PD-0332991 contenian
aproximadamente un 10% menos de ADN respecto a los tratados sélo con DMSO, indicando una
reduccién de la cantidad de células por el tratamiento con el inhibidor en la FEV de este tejido
(Fig. 1 E). Ademas, en las imagenes observamos que los cultivos de FEV de ambos depdsitos
proliferaron entre los dias -2 y 0, mostrando que las células no estaban en su maxima confluencia
cuando se les agrego el inhibidor. Estos resultados nos indicaron que el tratamiento de la FEV
de TAE con PD-0332991 1uM durante 48 h previo a la diferenciacion no afecta su proliferacion,

pero si tiene un leve efecto inhibitorio sobre la proliferacion de la FEV de TAI.
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2. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre su determinacién hacia el linaje adipocitario
beige

Una de las caracteristicas que distingue al linaje beige es la expresién de genes selectivos que
se expresan en bajos niveles en los linajes blanco y pardo (Thx1, Cd137). Ademas, se han
descripto algunos marcadores capaces de identificar CPAs beige (Ebf2) en la FEV de los
depdositos blancos. Haciendo uso de estas herramientas continuamos con el estudio del rol de
CDK4/6 en la determinacion del linaje beige, evaluando como se modifica la expresion de estos
marcadores en cultivos de FEV de TAE y TAI cuando se inhiben CDK4/6 (Fig. 2). En TAE
observamos que la incubacion de la FEV con PD-0332991 redujo los niveles de expresion tanto
de los genes selectivos del linaje beige, como de CPAs beige. Un resultado similar hallamos en
TAl, aunque en este tejido la incubacion con PD-0332991 disminuyé la expresion de Tbx1y Ebf2,
pero no modificd la de Cd137. Estos resultados sugirieron un efecto negativo de la inhibicion de
CDK4/6 en la FEV del TA sobre la determinacién hacia el linaje beige.

Ademas de su rol en el ciclo celular, se ha descripto que CDK4 y CDK®6 son factores promotores

del proceso adipogénico. Por lo tanto, para investigar un posible efecto de la inhibicién de estas
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Figura 2: La inhibicion de CDK4/6 en la FEV reduce la expresion de genes selectivos del linaje adipocitario beige. Niveles relativos
de ARNm de genes selectivos del linaje beige (Tbx1, Cd137), CPAs beige (Ebf2), adipogénicos generales (Pparg2, aP2) y Cdk4,
en cultivos primarios de FEV de TAE (A) y TAI (B) de animales control tratadas con DMSO (C) o PD-0332991 1 uM (P) durante 48
h previo a la confluencia. (n=4, media + EEM). Test-t de Student pareado, *P<0,05.
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quinasas sobre la adipogénesis general, seguidamente determinamos la expresion de genes
comunes a los tres linajes adipocitarios (Pparg2, aP2). En TAE observamos que la incubacion
de la FEV con PD-0332991 reduce la expresion de ambos genes, mientras que en TAI sélo
hallamos una reduccién en la expresion de aP2. Estos hallazgos estan de acuerdo con un posible
efecto inhibitorio de la inhibicién de CDK4/6 en la FEV sobre la adipogénesis general en ambos
tejidos. Finalmente, evaluamos si la expresion de Cdk4 se modificaba por la inhibicion
farmacoldgica. De manera coincidente con una accion de PD-0332991 a nivel de la funcionalidad
proteica, la expresion de Cdk4 no se modificd en ninguno de los dos depdsitos por el tratamiento
con el inhibidor (Fig. 2A y B).

3. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre la adipogénesis temprana

Para profundizar en el estudio del efecto de la inhibicion de CDK4/6 sobre la adipogénesis, a
continuacion, evaluamos por inmunofluorescencia la expresion proteica nuclear de PPARy a dia
4 (d4) post-diferenciacion en cultivos primarios de la FEV de TAE y TAl tratados previo a la
diferenciacion con DMSO (C) o PD-0332991 (P). Elegimos d4 porque en estudios previos de
nuestro laboratorio determinamos que en este estadio ocurre la maxima expresién del mensajero
de Pparg2'®, lo cual previmos que nos permitiria detectar mejor las posibles diferencias entre
grupos. En primer lugar, determinamos la intensidad de fluorescencia media nuclear (IFMn) y
representamos los valores en un histograma de frecuencias relativas. Como puede observarse
tanto en el histograma como en el grafico de barras (Fig. 3A-a y C-c), la distribucion de las IFMn
no fue normal en ninguno de los dos tejidos, encontrandose la mayoria de los nucleos en valores
de intensidad de fluorescencia bajos. En ambos tejidos observamos un desplazamiento del
histograma del grupo P hacia menores valores de IFMn respecto al histograma del grupo C.
Estas diferencias en la distribucion de la IFMn entre el grupo P y C resultaron estadisticamente
significativas (Fig. 3a y c), indicando una disminucion en la expresion nuclear de PPARYy en los
cultivos tratados con PD-0332991. Luego, para evaluar si esta reduccién en la expresion de
PPARYy afectaba la proporcién de células que lo expresan, cuantificamos el porcentaje de células
con sefial nuclear positiva para PPARy (Fig. 3B y D). En ambos tejidos observamos que
aproximadamente el 100% de las células a d4 post-diferenciacion expresan PPARYy en el grupo
C. En TAE este porcentaje no se modifico por la incubacion previa con PD-0332991, no obstante,
en TAI se redujo en forma significativa aproximadamente un 20%. Estos resultados mostraron
que en ambos tejidos la inhibicién de CDK4/6 en la FEV previo a la diferenciacion reduce la
expresion nuclear de PPARy a d4 post-diferenciacion. Adicionalmente, en TAIl afecta
negativamente el porcentaje de células PPARy+. Estos hallazgos son coincidentes con lo
obtenido en la expresién génica a d0, y muestran nuevamente una atenuacion del proceso

adipogénico ante la inhibicién de CDK4/6.
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Figura 3: La inhibiciéon de CDK4/6 en la FEV reduce la expresién proteica de PPARy a d4 post-diferenciaciéon en TAE y TAIl. Ay C.
Cuantificacion de la sefial nuclear de PPARYy en los respectivos tejidos. Histograma de IFMn de PPARYy a d4 post-diferenciacion en
cultivos primarios de FEV de TAE y TAI de animales control tratadas con DMSO (C) o PD-0332991 1 uM (P) durante 48 h previo a
la diferenciacion. a y c. Grafico de la mediana de la poblacién y los valores de IFMn individuales. (n=600 nucleos totales, 3
experimentos independientes) B y D. Cuantificacion del porcentaje de células PPARy+ a d4 post-diferenciacion. Grafico
representando la mediana de la poblacién y los valores individuales. Test pareado no paramétrico de Wilcoxon, ***P<0,001.

4. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre su capacidad de diferenciarse a adipocitos
beige

4.1 Efecto en la termogénesis basal

Siguiendo con el estudio del rol de CDK4/6 en la adipogénesis beige, a continuacion evaluamos
el efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre su capacidad de diferenciarse a adipocitos
beige. Para ello, después del tratamiento de la FEV con DMSO (C) o PD-0332991 (P), indujimos
la diferenciacion con una mezcla pro-beige (promueve la generacién de adipocitos con elevada
capacidad termogénica) y evaluamos la expresion de marcadores termogénicos y mitocondriales
en adipocitos diferenciados. De manera similar a lo observado en la FEV, en ambos depdsitos

los adipocitos del grupo P mostraron una disminucién en la expresién de genes caracteristicos
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del programa termogénico (Ucp1, Pgc1a, Prdm16), y de un gen que codifica para uno de los
transportadores de electrones mitocondriales (citocromo oxidasa, subunidad VIII (Cox8b)) (Fig.
4Ay B). Esto sugiere una reduccion de su capacidad termogénica basal respecto a los adipocitos
C, indicando un efecto inhibitorio sobre la generacién de adipocitos beige por adipogénesis de
novo.

Ademas, determinamos la expresiéon de marcadores adipogénicos generales para evaluar el
efecto de la inhibicibn de CDK4/6 en estadios avanzados del proceso adipogénico. En
coincidencia con lo observado en la FEV, en los adipocitos P hallamos una menor expresion de
aP2 en ambos tejidos. Por su parte, la expresién de Pparg2 mostré una tendencia a ser menor
en los adipocitos P en TAE, pero no se modificé en TAI (Fig. 4A y B). Este resultado sugiere una
posible restitucion de la expresion de Pparg2 durante el proceso de diferenciaciéon en los
adipocitos P de TAE a niveles similares a los del C. No obstante, la disminucién en la expresion
de aP2 indica que ciertos factores comunes del proceso adipogénico en adipocitos beige y

blancos permanecen afectados en estadios avanzados del mismo.
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Figura 4: La inhibicion de CDK4/6 en la FEV reduce su capacidad de diferenciarse a adipocitos termogénicos in vitro. Niveles
relativos de ARNm de genes termogénicos (Ucp1, Pgc1a, Prdm16), un gen mitocondrial (Cox8b) y genes adipogénicos generales
(Pparg2, aP2) en adipocitos a d8 post-diferenciacion obtenidos por diferenciacion de la FEV de TAE (A) y TAIl (B) de animales
control tratada durante 48 h previo a la confluencia con DMSO (C) o PD-0332991 1 uM (P) (n=4, media + EEM). Test-t de Student
pareado (*P<0,05).
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4.2 Efecto en el contenido mitocondrial

Ademas de la expresidon de genes termogénicos, especialmente Ucp1, otro de los factores que
contribuyen a la capacidad termogénica aumentada de los adipocitos beige respecto de los
blancos es su elevado contenido mitocondrial. En este sentido, varios estudios han reportado la
participacion de CDK4 en la regulacién de la dinamica mitocondrial, aunque los efectos
descriptos hasta ahora son encontrados entre los distintos tipos celulares y organismos
estudiados’ "', Por lo tanto, complementariamente a la expresion de marcadores del linaje
beige evaluamos el contenido mitocondrial relativo en los grupos C y P tanto en las FEV (d0)
como en los adipocitos diferenciados (d8). El andlisis de los resultados mostré que el tratamiento
con PD-0332991 de la FEV induce un aumento de aproximadamente 50% en su contenido
mitocondrial en ambos tejidos (Fig. 1A). En TAE, esta diferencia tiende a mantenerse en los
adipocitos P respecto de los C aun a d8 post-diferenciacién, sin embargo, en TAl el contenido
mitocondrial no se encontré modificado en los adipocitos en este estadio de la diferenciacion por
el tratamiento de la FEV con el inhibidor (Fig. 1B). Esto sugiere un restablecimiento de los niveles
normales de mitocondrias en el grupo P durante la diferenciacién. De acuerdo con esto, el
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respecto a la FEV en ambos depdsitos, y en los adipocitos de TAl respecto a los de TAE. Por su
parte, las FEVs de TAE y TAI no difirieron en su contenido mitocondrial promedio por célula.
Estos resultados nos indicaron que: (1) el contenido mitocondrial se incrementa con la inhibicién
de CDK4/6 en la FEV del TA, pero se normaliza durante el proceso de diferenciacion, (2) la
cantidad de mitocondrias aumenta durante la diferenciacion adipocitaria in vitro, y (3) que la FEV
de TAl responde a la mezcla de diferenciacion pro-beige con una mayor induccion del contenido

mitocondrial que la de TAE.

4.3 Efecto en la termogénesis estimulada

Al igual que los adipocitos pardos, los adipocitos beige responden a la estimulacion [3-
adrenérgica con una elevada induccion de la respiracion desacoplada. Teniendo en cuenta la
inhibicion observada en la termogénesis basal cuando inhibimos CDK4/6 en la FEV, a
continuacion, investigamos los efectos en su capacidad termogénica estimulada. Con este fin,
en adipocitos C y P diferenciados in vitro con una mezcla pro-beige estimulamos la termogénesis
a d8 con forskolina (F), la cual promueve la actividad de la adenilato ciclasa imitando la cascada
de sefializacion intracelular activada por la unidon de los efectores B-adrenérgicos a sus
receptores, y analizamos la expresién de genes termogénicos. Tal como esperabamos, los
resultados mostraron una estimulacion de la expresién de todos los marcadores termogénicos
ante el tratamiento con forskolina (Fig. 6). En ambos tejidos, la mayor estimulacién la
encontramos en Ucp1, mientras que Pgcfa y Prdm16 resultaron menos estimulados,
probablemente por encontrarse rio arriba en la cascada de activacion de la expresion de Ucp1.
Al evaluar el efecto de PD-0332991, observamos que tanto en TAE como en TAIl provocd una
inhibicion de la expresion basal de Ucp1, al igual que habiamos observado previamente (Fig.
6A). Sin embargo, ante la estimulacién con forskolina los adipocitos provenientes de CPAs
tratadas con PD-0332991 (PF) desarrollaron mayores niveles de expresion de Ucp1 que los
controles (F). Para Pgc1a también hallamos una menor expresiéon basal en ambos tejidos en el
grupo P respecto al C, confirmando nuestros resultados previos (Fig. 6B). En TAE, PD-0332991
adicionalmente inhibi6 la estimulacién de Pgc1a por forskolina, mientras que en TAI no la afecto,
encontrandose similares niveles de expresion en los adipocitos F y PF. Finalmente, al evaluar la
expresion del marcador de linaje pardo/beige Prdm16, no encontramos efectos significativos de
PD-0332991 en TAE, y en TAI sélo hallamos una inhibicion en su expresion basal (Fig. 6C).
Globalmente, estos resultados mostraron que la menor capacidad termogénica basal de la
poblacion de adipocitos diferenciados a partir de la FEV tratada con PD-0332991 puede ser

revertida por un estimulo termogénico agudo en ausencia del inhibidor.

49



Resultados

>

50
40+
30+
20
104

Expresion relativa de ARNM (LA

oy

40

301

204

10+

Expresion relative de ARNm (LA
2O

@)

A
N
i

!
1

by
i

o
7

Expresién reiativa de ARNm

TAE

Ucp1

15—

1.0 pi
< -
0.0

F F

P

oo

P:0,06

F #
F< 0,06 P xF:0,2741

Prdm16

0‘5. E
0.0- T T
C P

P: 0,91

F
F<0,05 P xF:0,0762

S

FF

1
¥

(A

i
]

154

10+

Expresién reiativa de ARNM

1
¥

A

i
]

2.0+

1.5

1.0

Expresién raiativa de ARNmM

A
N
T

o
7

o
ik

Expresion relative de ARNM {UA}
Lo )
|

©
7

- |

c P F

P x F< 0,05

Pgcia

T

PF

F

PF

P:0,42 F<0,05 P xF:0,0627

Prdmi6

*

P F
P x F< D05

Figura 6: La inhibicion de CDK4/6 en la FEV del TAB produce una poblacién de adipocitos con menor capacidad termogénica
basal, lo cual puede ser revertido por un estimulo termogénico agudo. Niveles relativos de ARNm de genes termogénicos en
adipocitos diferenciados a partir de FEV de TAE y TAl de animales control tratadas con DMSO (C) o PD-0332991 1 uM (P) durante
48 h previo a la confluencia, tratados a d8 post diferenciacién con vehiculo (C, P) o Forskolina (F, PF). (n=6-8, media + EEM).
Para evaluar el efecto de las variables PD-0332991 (P), Forskolina (F) y su interaccion (P x F) utilizamos un ANOVA de dos vias.
Las variables se consideraron con efectos significativos cuando P<0,05. Cuando hallamos interaccién entre las variables (P x
F<0,05), comparamos los grupos (P vs C, F vs C, PF vs P y PF vs F) mediante test-t de Student corregidos por multiples
comparaciones por el método de Holm-Sidak (*P<0,05 para la familia de comparaciones) para determinar el efecto de PD-0332991
y Forskolina. El resultado del ANOVA de dos vias se muestra en la parte inferior de los graficos. Cuando la interaccién fue

significativa no se muestra el resultado de las variables P y F.
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5. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en parametros de diferenciacion tardios

Nuestros resultados en parametros tempranos de diferenciacion indicaron que la inhibiciéon de
CDK4/6 en la FEV tendria un efecto negativo sobre la adipogénesis general. No obstante, la
expresion génica de Pparg2 en TAE en adipocitos a d8-post diferenciacion sugiri6 una
recuperaciéon de su expresion durante el proceso adipogénico. Debido a esta aparente
controversia entre los estadios iniciales de la diferenciacion y mas avanzados, decidimos evaluar
el efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre un marcador tardio de diferenciacion como
es la acumulacion lipidica. Para ello, determinamos el contenido lipidico a d8 post-diferenciacion
de adipocitos diferenciados a partir de FEVs tratadas con DMSO (C) o PD0332991 (P), y en un
subgrupo de los mismos tratados con forskolina a d8 (F y PF). Ademas, tomamos imagenes de

los adipocitos en condiciones basales (C y P). Cualitativamente, las imagenes mostraron un

Al TAE | TAI |

4X

40X

B
120 1201
o TAE o TAI
® 100- — 1001
3 1T 3
% 80 :: 80 _
§ 60 5 60
c p F PF c p F PF
P:0,4 F<0,05 PxF:0,6 P:0,35 F<0,05 P xF:0,85

Figura 7: La inhibicion de CDK4/6 en la FEV no modifica el contenido lipidico de los adipocitos generados al diferenciarse. A.
Imagenes representativas de cultivos de adipocitos diferenciados (d8) a partir de FEV de TAE y TAl de animales control tratadas
con DMSO (C) o PD-0332991 1 uM (P) durante 48 h previo a la confluencia. Aumento: 4X (campo claro), 40X (contraste de fases).
B. Contenido lipidico en los adipocitos C y P tratados a d8 post-diferenciacion con vehiculo (C, P) o Forskolina (F, PF). El contenido
lipidico se determiné como la absorbancia del colorante Oil Red O internalizado por los adipocitos normalizado por la cantidad de
células totales, determinada por la absorbancia del ADN total. Los valores se expresaron en porcentajes relativos al contenido
medio del grupo control (n=3, media + EEM). Para evaluar el efecto de las variables PD-0332991 (P), Forskolina (F) y su interaccién
(P x F) utilizamos un ANOVA de dos vias. Las variables se consideraron con efectos significativos cuando P<0,05. No hallamos
interaccion entre ellas ni en TAE ni en TAI. El resultado del ANOVA de dos vias se muestra en la parte inferior de los graficos.
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patrén de diferenciacion similar entre los dos grupos de adipocitos en ambos tejidos (Fig. 7A).
No obstante, el porcentaje de diferenciacion en TAI fue mucho mayor que en TAE, caracteristica
que se repitié en todos los cultivos de adipocitos diferenciados de esta tesis e indicaria una mayor
respuesta de la FEV de TAI a la mezcla de diferenciacion pro-beige.

Al cuantificar la acumulacion lipidica (Fig. 7B), al igual que sugirieron las imagenes, no hallamos
efecto del tratamiento de la FEV con PD-0332991 sobre este parametro ni en condiciones
basales, ni estimuladas en ninguno de los dos tejidos. Este resultado es coincidente con el hecho
de que la expresion de Pparg2 tampoco resulto alterada en adipocitos P. Por su parte, tal como
esperabamos segun la funcién descripta como activador de la lipdlisis y la termogénesis, el
estimulo con Forskolina disminuyé el contenido lipidico de los adipocitos en ambos tejidos. De
manera interesante, la disminucién observada respecto al contenido basal de ftriglicéridos fue
mayor en TAIl que en TAE (~25% vs 10% respectivamente), lo cual estd de acuerdo con una
mayor sensibilidad de este tejido a la estimulacion adrenérgica. De manera general, estos
resultados mostraron que, si bien la inhibicion de CDK4/6 en la FEV afecta factores adipogénicos
durante la adipogénesis temprana, no modifica la acumulacion lipidica de los adipocitos en

estadios avanzados de la diferenciacion.

En conjunto, los resultados de este capitulo mostraron que la inhibicion de CDK4 y CDK6 en la
FEV de TAE y TAIl in vitro reprime su expresion de marcadores del linaje beige y la de los
adipocitos generados al diferenciarse. No obstante, estos adipocitos mostraron niveles normales
de mitocondrias. Adicionalmente, observamos que la inhibicion de CDK4/6 en la FEV tiene un
efecto inhibitorio sobre la adipogénesis en estadios tempranos de la diferenciacion, el cual no fue
observado en parametros tardios. De manera general, en este capitulo hallamos que la inhibicion
de CDK4/6 en las CPAs afecta negativamente su determinacion hacia el linaje beige y su
capacidad de diferenciarse a adipocitos beige. Ademas, produce una inhibicion temprana de la

adipogénesis general.
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CAPITULO II: Efecto de la inhibicién in vitro de CDK4/6 en adipocitos sobre
su capacidad termogénica

Habiendo comprobado en el capitulo previo que la actividad de CDK4/6 en las CPAs es necesaria
para la generacion de adipocitos beige por adipogénesis de novo, en este segundo capitulo nos
propusimos evaluar su rol en el control del programa termogénico de los adipocitos para

investigar su posible implicancia en la generacion de adipocitos beige por transdiferenciacion.

1. Efecto de la inhibicién de la actividad de CDK4/6 sobre el programa termogénicos de adipocitos
diferenciados in vitro

1.1 Efecto en la expresion a nivel del ARNm

En primer lugar, estudiamos el efecto de la inhibicion de CDK4/6 en adipocitos diferenciados
sobre la termogénesis basal y estimulada. Para ello, tratamos adipocitos diferenciados de TAE y
TAl a d6 post-diferenciacion con DMSO (C) o PD-0332991 (P) por 48h, y analizamos la expresion
de genes implicados en el proceso termogénico en condiciones basales, y luego de la
estimulacién de la termogénesis con forskolina a d8. De acuerdo con su funcion como
estimulante de la cascada de sefalizacion adrenérgica, el tratamiento con forskolina indujo un
aumento en la expresiéon de todos los genes termogénicos (Ucp1, Pgc1a, Prdm16) en ambos
tejidos, indicando una activacion de la respiracion desacoplada (Fig. 1). Al evaluar el efecto de
PD-0332991 en TAE, hallamos una inhibicion de la expresion de Pgc1a y Prdm16 tanto
basalmente como de la estimulada por Forskolina (Fig. 1By C). En Ucp1, si bien la variable PD-
0332991 no resulté estadisticamente significativa, observamos una disminucion en su expresion
en los adipocitos P y PF respecto a sus controles basales y estimulados, respectivamente
(p=0,12) (Fig. 1A). A diferencia de lo observado en TAE, en TAl el tratamiento de los adipocitos
con PD-0332991 no tuvo efecto en la expresiéon de Pgc1a y Prdm16 (Fig. 1B y C). Cuando
analizamos Ucp1 en TAI, encontramos que los adipocitos P expresaban menores niveles que los
C basalmente. No obstante, la estimulacion de los mismos con forskolina (PF) indujo su
expresion a niveles superiores a los del control (F) (Fig. 1A). De manera general, estos resultados
nos mostraron que la inhibicion de CDK4/6 en adipocitos de TAE tendria un efecto inhibitorio
sobre la expresion basal de genes termogénicos, y sobre la estimulacidén desencadenada por un
estimulo B-adrenérgico, mientras que en TAI los efectos sobre el programa termogénico serian

menores, afectandose sélo la expresion de Ucp1.

1.2 Efecto sobre la expresion proteica basal de Ucp1

Debido al rol central de Ucp1 en la termogénesis, a continuacion, nos propusimos estudiar si la
reduccion en su expresion génica en condiciones basales se traducia en un cambio en los niveles
proteicos. Con este fin, luego del tratamiento de adipocitos diferenciados de TAE y TAI con
DMSO (C) o PD-0332991 (P) durante las ultimas 48 h de la etapa de diferenciacién, llevamos a

cabo una inmunofluorescencia contra UCP1 (Fig. 2). Cualitativamente, de acuerdo con las
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escasas zonas de citoplasma remanente en un adipocito maduro donde podrian localizarse las

mitocondrias, observamos que la sefial de UCP1 se encontraba localizada en la regién nuclear
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Figura 1: La inhibicion de CDK4/6 en adipocitos beige inhibe la expresiéon de marcadores termogénicos en TAE y de Ucp1 en
TAI. A-C. Niveles relativos de ARNm de genes termogénicos (Ucp1, Pgc1a, Prdm16) en adipocitos diferenciados a partir de
FEV de TAE y TAIl de animales control tratados a d6 post-diferenciacion con DMSO (C) o PD-0332991 1 uM (P) durante 48 h y
con vehiculo (C, P) o Forskolina (F, PF) a d8. (n=4-6, media + EEM). Para evaluar el efecto de las variables PD-0332991 (P),
Forskolina (F) y su interaccion (P x F) utilizamos un ANOVA de dos vias. Las variables se consideraron con efectos significativos
cuando P<0,05. Cuando hallamos interaccién entre las variables (P x F<0,05), comparamos los grupos (P vs C, F vs C, PF vs
P y PF vs F) mediante tests-t de Student corregidos por multiples comparaciones por el método de Holm-Sidak (*P<0,05 para
la familia de comparaciones) para determinar el efecto de PD-0332991 y Forskolina. El resultado del ANOVA de dos vias se
muestra en la parte inferior de los graficos. Cuando la interaccion fue significativa no se muestra el resultado de las variables P

yF.
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Figura 2: La inhibicion de CDK4/6 en adipocitos beige
diferenciados in vitro reduce la expresién proteica de Ucp1.
Imagenes microscopicas representativas de cultivos
primarios de adipocitos diferenciados de TAE (A) y TAI (B)
tratados a d6 post-diferenciacion durante 48 h con DMSO (C)
o PD-0332991 1 uM (P) sometidos a wuna
inmunofluorescencia contra UCP1 (Alexa Fluor 488-verde).
El nicleo se tifid con el colorante Hoéesch (azul).
Amplificacién: 40X. Los recuadros con lineas blancas
entrecortadas muestran células representativas de laimagen
en cada condicién. C. Intensidad de fluorescencia media
total la imagen (IFM) D. Cuantificacién del porcentaje de
células UCP1 positivas en los grupos C y P. (n=3, media +
EEM). Test-t de Student pareado, *P<0,05.
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y en regiones estrechas alrededor de las vacuolas lipidicas en ambos tejidos (Fig. 2A y B). Como
medida de los niveles de expresion de UCP1 en primer lugar determinamos la intensidad de
fluorescencia media (IFM) en el canal verde de imagenes microscépicas tomadas a un aumento
de 40X (Fig. 2C). Los resultados mostraron que en TAE, el tratamiento de los adipocitos con PD-
0332991 no modifico la IFM de UCP1, no obstante, en TAI indujo una disminucion significativa
de este parametro a aproximadamente la mitad de su valor en el grupo C indicando una reduccion
en su expresion. Seguidamente, cuantificamos el porcentaje de células UCP1+ como el numero
de células con sefal positiva para UCP1 (UCP1+) sobre el numero de células totales en cada
campo multiplicado por 100 (Fig. 2D). En los cultivos de adipocitos diferenciados de TAE
encontramos que en el grupo C el 30% de las células expresaba UCP1, mientras que en el grupo
P este porcentaje fue del 20%, y resultd significativamente menor. Un resultado similar
observamos en TAI, donde el porcentaje se redujo de 70% en el grupo C, a 55% en el grupo P.
Esta disminucion en el porcentaje de células UCP1+ ante el tratamiento con PD-0332991,
sugiere una disminucion de la cantidad de adipocitos beige de la poblacién. Adicionalmente, en
los cultivos de TAI observamos una mayor IFM y proporcion de células UCP1+ que en los de
TAE, lo cual podria ser consecuencia del mayor porcentaje de diferenciacion in vitro de la FEV
de TAl respecto a la de TAE con este coctel de diferenciacion, tal como apreciamos en el capitulo
anterior. Estos resultados mostraron que la inhibicion de CDK4/6 en adipocitos beige también
afecta negativamente la expresién proteica de Ucp1, y son coincidentes con lo observado a nivel
del ARNm. En conjunto, indican que CDK4/6 regulan la termogénesis basal en adipocitos beige

in vitro y sugieren un rol en la transdiferenciacion adipocitaria.

1.2 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 sobre el contenido mitocondrial

Seguidamente, en los cultivos de adipocitos diferenciados estudiamos si la inhibicién de CDK4/6
modificaba el contenido mitocondrial. Para ello determinamos el niumero relativo de genomas
mitocondriales respecto al nuclear en los grupos C y P (Fig. 3). Al igual que observamos en la
FEV, el tratamiento de los adipocitos diferenciados de TAE con PD-0332991 indujo un aumento
significativo en el contenido de genomas mitocondriales respecto a la condicion control. Este
aumento fue aproximadamente de 25%, lo cual representa la mitad del incremento hallado en la
FEV de TAE. Al evaluar el contenido mitocondrial en adipocitos de TAI, a diferencia de lo
encontrado en TAE e incluso en la FEV de TAI, observamos que el mismo no se modificd por la
incubacién con PD-0332991. De manera complementaria, evidenciamos que los niveles de
genomas mitocondriales en adipocitos fueron comparables con los hallados en el capitulo previo,
y mayores a los de la FEV, confirmando un mayor contenido mitocondrial de los adipocitos
respecto a sus precursores. Estos resultados nos permitieron concluir que la inhibicion de
CDK4/6 en cultivos de adipocitos incrementa el contenido mitocondrial en TAE, pero no lo

modifica en TAI.

56



Resultados

TAE 100 TAI

_2 1001 _g Figura 3: La inhibicion de CDK4/6 en adipocitos
— | & a0 “ = a0 diferenciados aumenta el contenido mitocondrial en TAE.
% :_“ e :—“ "2 Contenido relativo mitocondrial. Niveles de ADN mitocondrial
~ |5 66 5 (ARNt-Leu) respecto a los de ADN nuclear (B2-
w c n - . . . . . . .
9 g a microglobulina) en cultivos de adipocitos diferenciados de
S ﬁ 4ol [*** g FEV de TAE y TAl de animales control tratados a d6 con
8_ o o DMSO (C) o PD-0332991 1 uM (P) durante 48 h. (n= 8-10,
k] % 26 ;E; media + EEM). Test-t de Student pareado, **P<0,01.
<z £

o gl — ©

C ta

1.3 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la funcionalidad adipocitaria

Ademas de sus funciones como reguladores de la actividad de PPARYy durante la adipogénesis,
recientemente se describieron roles de CDK4 y CDKB6 en la regulacién de funciones primordiales
en el adipocito, tales como la sensibilidad a la insulina y la acumulacion lipidica'"'7®, A raiz de
estas evidencias, decidimos evaluar si la inhibicion de CDK4/6 en adipocitos afectaba parametros
indicadores de la funcionalidad adipocitaria. Para ello, determinamos la expresiéon de Pparg2 y
el contenido lipidico en adipocitos diferenciados tratados a d6-postdiferenciacion con DMSO (C)
o PD-0332991 (P) por 48h. Como control positivo de la técnica de Oil Red O, a un subgrupo de
los adipocitos P y C se los estimulé a d8 con forskolina (F, PF). Los resultados mostraron que
los niveles de ARNm de Pparg2 en adipocitos de TAE disminuyeron significativamente ante el
tratamiento con PD-0332991, no obstante, en TAI no se modificaron (Fig. 4A). De acuerdo con
la disminucion en la expresion de Pparg2, en TAE encontramos una tendencia (p=0,07) a que el
tratamiento con PD-0332991 reduzca el contenido lipidico de los adipocitos. Al evaluar este
parametro en TAl, coincidentemente con la expresion de Pparg2, tampoco hallamos efecto de

PD-0332991 mostrando una respuesta diferencial de los adipocitos de TAl respecto a TAE (Fig.

Figura 4: La inhibicion de CDK4/6 en
adipocitos disminuye la expresion de Pparg2'y
tiende a reducir el contenido lipidico en TAE.
A. Niveles relativos de ARNm de Pparg2 en
adipocitos diferenciados in vitro a partir de la
s FEV de TAE y TAI tratados a d6 post-
diferenciacién con DMSO (C) o PD-0332991 1
UM (P) durante 48 h. (n=4, media + EEM).
Test-t de Student pareado (*P<0,05). B.
Contenido lipidico en adipocitos C y P tratados
a d8 post-diferenciacién con vehiculo (C, P) o
C & o & E oF Forskolina (F, PF). El contenido lipidico se
P:0,07 F<0,05 P x F:0,26 determiné como la absorbancia del colorante
Oil Red O internalizado por los adipocitos
TAl normalizado por la cantidad de células totales,
determinada por la absorbancia del ADN total.
__ Los valores se expresaron en porcentajes
relativos al contenido medio del grupo control
a0 (n=3, media + EEM). Para evaluar el efecto de
las variables PD-0332991 (P), Forskolina (F) y
su interaccion (P x F) utilizamos un ANOVA de
dos vias. Las variables se consideraron con
0.0- G ,': c & E o efectos significativos cuando P<0,05. El
P.0,38 E<0,05 P x F:0,07 resultado del ANOVA de dos vias se muestra

en la parte inferior de los gréaficos.
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4B). Finalmente, segun su funcion como agente lipdlitico, forskolina indujo una disminucion
significativa de la acumulacién lipidica en los adipocitos de ambos tejidos (Fig. 4B). De manera
general, los resultados de este experimento sugieren que ademas de la expresion de marcadores
termogénicos, la inhibicion de CDK4/6 en adipocitos beige de TAE afecta negativamente
funciones generales del adipocito. No obstante, en los adipocitos de TAI las mismas no se
modifican, al menos con este tiempo de tratamiento.

2. Efecto de la inhibicion de CDK4/6 sobre el programa termogénico de adipocitos provenientes
de tejido

Para finalizar con el estudio de CDK4/6 en el programa termogénico de los adipocitos, decidimos
utilizar un modelo conformado puramente por adipocitos ya que representa de manera mas
adecuada la conversion directa entre los distintos tipos adipocitarios. Para ello, en esta seccion
utilizamos adipocitos aislados directamente del tejido y los incubamos in vitro con DMSO (C) o
PD-0332991 (P) durante 24 h para evaluar posteriormente la expresion de genes caracteristicos
del linaje beige. De acuerdo con un efecto inhibitorio sobre la termogénesis basal, los resultados
mostraron que la incubacién con PD-0332991 redujo la expresién de Ucp1 en adipocitos de TAE
tanto a nivel del ARNm como proteico (Fig. 5A, C y D). En TAI también hallamos una reduccion
en la expresion del ARNm de Ucp1 en los adipocitos incubados con PD-0332991 (Fig. 5B), no
obstante, los niveles de proteina no se vieron afectados significativamente (Fig. 5E y F). En el

resto de los marcadores (Pgcla, Prdm16, Cd137, Cox8b) no evidenciamos diferencias
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Figura 5: La inhibicion de CDK4/6 en adipocitos provenientes de tejido reprime la expresion de Ucp1 en TAE y TAI. Niveles
relativos de ARNm de genes termogénicos (Ucp1, Pgc1a, Prdm16), un gen mitocondrial (Cox8b) y un gen selectivo del linaje
beige (Cd137) en adipocitos obtenidos del TAE (A) y TAl (B) de animales control criados y mantenidos a temperatura ambiente
incubados in vitro durante 24 h con DMSO (C) o PD-0332991 1 uM (P). (n=4-6, media + EEM). Expresién proteica de UCP1
determinada por western blot en adipocitos C y P de TAE (C) y TAI (E). Cuantificacion de los niveles de UCP1 relativos a la
expresién de B-actina de los grupos C y P en TAE (D) y TAI (F). (n=3, media + EEM). Test-t de Student, *P<0,05.
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significativas entre el grupo C y P en ninguno de los tejidos, indicando que la incubacién con PD-
0332991 no afecta su expresion, al menos con este tiempo de incubacion. Estos resultados
mostraron que la inhibicion de CDK4/6 también afecta negativamente la expresién de Ucp1 en
adipocitos provenientes del TAB, corroborando un efecto inhibitorio sobre la termogénesis UCP1-
dependiente. Ademas, revelan que la actividad de CDK4/6 podria ser relevante en la regulacién
de la expresion de Ucp1 in vivo, modulando la conversién directa entre los distintos tipos de

adipocitos.

Los resultados de este capitulo mostraron que la inhibicién de CDK4 y CDK6 en adipocitos de
TAE y TAl in vitro tiene un efecto inhibitorio sobre su programa termogénico basal, principalmente
sobre la expresion de Ucp1. No obstante, en cultivos de adipocitos diferenciados de TAI el
contenido mitocondrial no se modifico, e incluso en TAE aumentd. Adicionalmente, en TAE
observamos una desregulacion de la funcionalidad adipocitaria. De manera general, en esta
seccion encontramos que la actividad de CDK4/6 en adipocitos es necesaria para el

mantenimiento de la termogénesis mediada por Ucp1.
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CAPITULO Ill: Efecto de la inhibicién in vivo de CDK4/6 sobre la
termogénesis basal y el browning del TAB

En los capitulos previos, nuestros estudios in vitro mostraron que la inhibicion de CDK4/6 tiene
un efecto inhibitorio sobre la generacién de adipocitos termogénicos a partir de CPAs y sobre el
programa termogenico de los adipocitos maduros, sugiriendo un posible rol de estas quinasas
en la regulaciéon de la termogénesis basal y el browning del TA. Esta evaluacion inicial in vitro
nos permitio realizar una primera aproximacion a su rol en el browning, y no menos importante,
demostrar que existirian mecanismos celulares intrinsecos del TA mediando una posible accion
de estas quinasas sobre el browning in vivo. Basandonos en los hallazgos in vitro, en este
capitulo nos propusimos estudiar la relevancia fisioldgica de la inhibicion de la actividad de
CDK4/6 sobre la termogénesis basal y el browning del TA. Para ello, a ratones macho adultos
les administramos vehiculo o PD-0332991 a 22°C o 4°C durante 10 dias. Asi se conformaron 4
grupos experimentales: Control (C), para evaluar los niveles basales de termogénesis del TA;
PD-0332991 (P), para evaluar el efecto de la inhibicién de CDK4/6 sobre la termogénesis basal
del TA; Frio (F), para estimular el browning del TA y PD-0332991 + Frio (PF), para evaluar el
efecto de la inhibicion de CDK4/6 sobre el browning del TA.

1. Efecto de la inhibicién de CDK4/6 y de la estimulacion del browning in vivo sobre indicadores
del estado metabdlico de los animales

En primer lugar, evaluamos parametros tales como el peso, la ingesta, y metabdlicos en los
animales experimentales para determinar el efecto del tratamiento con PD-0332991 y de la
exposicion al frio sobre la homeostasis energética. Los resultados mostraron que el peso corporal
cambié significativamente con el tiempo, aunque no fue afectado por la administracion de PD-
0332991 ni por la exposicion al frio (Fig. 1A). En este sentido, observamos una leve disminucion
del peso durante de la mayor parte del periodo experimental en todos grupos por igual, lo cual
podria ser consecuencia del procedimiento de administracion oral. No obstante, durante los
ultimos dos dias de experimentacion todos los grupos comenzaron a recuperar el peso. Cuando
examinamos el cambio de peso total durante el tratamiento (Fig. 1C), si bien todos los grupos
mostraron cambios negativos, no encontramos efecto del frio ni de PD-0332991 en este
parametro. Esto nos llevd a concluir que el peso corporal no cambia durante el periodo
experimental ni por la exposicién al frio ni por la inhibicién de CDK4/6.

Ademas, registramos la ingesta caldrica diaria (Fig. 1B). El analisis de los resultados mostré que
la misma se incrementd significativamente por la exposicion al frio en el grupo F a partir del
primer dia de exposicion, y en el PF a partir del segundo dia, respecto a la ingesta de sus
respectivos controles a temperatura ambiente. Un resultado similar observamos en el consumo
caldrico total (Fig. 1D), donde el frio indujo un aumento de las calorias respecto al consumo a
temperatura ambiente en el grupo F y FP. Por su parte, el tratamiento con PD-0332991 no

modificd el consumo caldrico diario ni el acumulado. Considerando que la exposicion al frio no
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Figura 1: La inhibicién de CDK4/6 in vivo con PD-0332991 y la estimulacién del browning por frio inducen un cambio en la
homeostasis energética. A. Peso corporal diario, B. Consumo caldrico diario, C. Cambio total en el peso corporal, D. Consumo
caldrico total, E. Masa absoluta de distintos depdsitos de TAB: TAI, TAE y TARP (TA retroperitoneal), F. Contenido de triglicéridos
hepatico, G. Niveles de triglicéridos plasmaticos, y H. Niveles de glucosa plasmatica en animales tratados con vehiculo o PD-
0332991 a temperatura ambiente (C, P) o en frio (F, PF). El efecto del tiempo (t), el frio (F) y PD-0332991 (P) en el peso corporal
y el consumo caldrico diario se evaluaron mediante un ANOVA de dos vias de medidas repetitivas. (n=6-8, media + EEM) Para
ello, inicialmente se evalué el efecto solo de dos de las variables independientes, siendo una de ellas siempre el tiempo, y la otra
Frio o PD-0332991. De esta forma comparamos en el tiempo los grupos: P vs C, PF vs F, F vs C y PF vs P. Para el peso corporal
so6lo hallamos efecto del tiempo en todas las comparaciones, y las variables no interaccionaron en ninguna de ellas. Para el
consumo calérico, no encontramos efecto de PD-0332991 en ninguna de las comparaciones. En P vs C tampoco hallamos efecto
del tiempo. En FP vs F sélo hallamos efecto del tiempo. Finalmente, en F vs C y PF vs P las variables tiempo y frio interaccionaron,
por lo tanto, utilizamos el post-test de Holm-Sidak para determinar el efecto del frio en cada punto del tiempo. #P<0,05 para F vs
C. *P<0,05 para FP vs P. En los gréaficos C-H para evaluar el efecto de las variables PD-0332991 (P), Frio (F) y su interaccion
(P x F) utilizamos un ANOVA de dos vias (n=6-8, media + EEM). Las variables se consideraron con efectos significativos cuando
P<0,05. En ninguno de los parametros hallamos interaccion entre las mismas. El resultado del ANOVA de dos vias se muestra
en la parte inferior de los graficos. En las masas de los depdsitos de TAB se muestran dentro del grafico las variables significativas
para cada uno.
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influencié el peso corporal, este resultado seria indicativo de un aumento en el gasto energético
de los animales aproximadamente al doble del valor registrado a temperatura ambiente. Este
hecho esta de acuerdo con una activacion de los mecanismos de mantenimiento de la
temperatura corporal, incluida la termogénesis.

Al examinar las masas de distintos depdsitos de TAB (Fig. 1E) para evaluar la movilizacion de
reservas lipidicas, observamos que el frio redujo la masa absoluta y porcentual (no mostrado) de
TAl'y TAE, pero no modifico la de TARP. Por otro lado, el tratamiento con PD-0332991 provoco
la disminucién de la masa de TAE, pero no afect6 la de los demas depdsitos.

Cuando estudiamos los niveles de triglicéridos plasmaticos (Fig. 1G), en los animales expuestos
a frio observamos una reduccion significativa respecto a los mantenidos a temperatura ambiente.
Esto podria indicar una mayor importacién de triglicéridos desde el torrente sanguineo para suplir
el aumento del gasto energético observado en frio. Asimismo, encontramos una tendencia a que
los niveles de triglicéridos también sean menores en los animales tratados con PD-0332991. De
manera sorprendente, al evaluar la acumulacion de triglicéridos hepatica (Fig. 1F), observamos
que el frio indujo un aumento significativo. Al igual que observamos en plasma, el contenido de
triglicéridos en higado se redujo ante el tratamiento con PD-0332991.

Por ultimo, encontramos que los niveles de glucosa en plasma (Fig. 1H) aumentaron en los
animales expuestos al frio respecto a los mantenidos a temperatura ambiente, pero no se
modificaron en los tratados con PD-0332991 respecto a los que se les administré vehiculo.

En conjunto, estos resultados comprobaron el aumento en el gasto energético descripto para los
animales sometidos a un estrés térmico, y sugirieron una funcién de CDK4/6 en la homeostasis
energética del organismo ya que su inhibicién redujo el contenido de triglicéridos en higado, los

niveles plasmaticos, y la masa de TAE.

2. Efecto de la inhibicién de CDK4/6 in vivo sobre la termogénesis basal y el browning del TAB

2.1 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la fosforilacion de RB en el TAB

Previo a la evaluacion de la expresion de marcadores termogénicos, nos propusimos verificar el
funcionamiento de PD-0332991 como inhibidor de CDK4/6 en el TA en nuestras condiciones
experimentales. Para ello, estudiamos la fosforilacién de RB en los depdsitos de TAB de animales
tratados con vehiculo o PD-0332991 a temperatura ambiente (Fig. 2). El analisis de los resultados
mostré que la administracion 50 mg/Kg diarios de PD-0332991 durante 10 dias reduce
significativamente la fosforilacion de RB en los residuos de serina 807 y 811 en TAE y en TAL
Mediante este experimento, no solo comprobamos el funcionamiento de PD-0332991 como
inhibidor de CDK4/6 in vivo, sino que también evidenciamos su accion en los dos depdsitos
estudiados en esta tesis. Estas observaciones nos permitieron concluir que PD-0332991 alcanza
los depdsitos de TAE y TAIl con actividad farmacoldgica luego de su administraciéon oral, y

disminuye la actividad de la via clasica de CDK4/6.
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A TAE TAl Figura 2: La administracion del inhibidor de
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2.2 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la expresion de marcadores termogénicos a nivel del
ARNm

Seguidamente nos dispusimos a evaluar la expresion a nivel ARNm de marcadores termogénicos
(Ucp1, Pgc1a, Prdm16) y mitocondriales (Cox8b) para investigar especificamente el efecto de la
inhibicién de CDK4/6 sobre la termogénesis basal y la capacidad de browning del TAB de los
animales tratados in vivo (Fig. 3. 1). Coincidentemente con su funcion como estimulante de las
vias adrenérgicas, el frio indujo un incremento en la expresion de todos los marcadores
termogénicos y mitocondriales en ambos depdsitos, a excepcion de Pgcia en TAE (Fig. 3.1 A-
D). Ademas, de acuerdo con la mayor sensibilidad de los depdsitos subcutaneos al browning,
observamos una estimulacion mas pronunciada en la expresion de los marcadores de
termogénesis (Ucp1, Pgc1a, Cox8b) en TAI que en TAE respecto a sus niveles basales (ANOVA
de dos vias. Variables: depésito y frio). En este sentido, encontramos que en TAl la expresion
de Ucp1 aumentd aproximadamente unas 400 veces respecto a sus niveles a temperatura
ambiente, mientras que en TAE, el aumento observado fue so6lo de 4 veces (Fig. 3.1A). Un
resultado similar observamos en la expresion de Pgc1a y Cox8b, aunque las diferencias en la
induccién entre ambos tejidos fueron menores para estos marcadores (~3 veces) (Fig. 3.1B y D).
De manera interesante, Prdm16 fue el inico marcador que incrementd su expresion en la misma
proporcion en TAE y TAI (Fig. 3.1C). Estos resultados indicaron un proceso de browning activo
tanto en TAl como en TAE luego 7 dias de exposicion al frio, y evidenciaron una menor respuesta

a la estimulacion adrenérgica de los depdsitos abdominales respecto a los subcutaneos.
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Figura 3.1: La inhibicién farmacolégica de CDK4/6 in vivo inhibe el programa termogénico de TAE y TAl basalmente, y el aumento
en su capacidad termogénica inducida por un estimulo de browning. A-D Niveles relativos de ARNm de genes termogénicos
(Uep1, Pgc1a, Prdm16) y un gen mitocondrial (Cox8b) en TAE y TAIl de animales tratados in vivo con vehiculo o PD-0332991 a
temperatura ambiente (C, P) o en frio (F y FP). En cada tejido los niveles de expresion se refirieron al grupo C, considerando la
relacion entre el gen especifico y B-actina en este grupo como 1. (n=5-8, media £+ EEM). Para evaluar el efecto de las variables
PD-0332991 (P), Frio (F) y su interaccion (P x F) en la expresion de cada gen utilizamos un ANOVA de dos vias. Las variables
se consideraron con efectos significativos cuando P<0,05. Cuando hallamos interaccién entre las mismas (P x F<0,05),
comparamos los grupos (P vs C, F vs C, PF vs P y PF vs F) mediante test-t de Student corregidos por multiples comparaciones
por el método de Holm-Sidak (*P<0,05 para la familia de comparaciones) para determinar el efecto de PD-0332991 y Frio. El
resultado del ANOVA de dos vias se muestra en la parte inferior de los graficos. Cuando la interaccion fue significativa no se
muestra el resultado de las variables P y F.
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Adicionalmente, para determinar el aporte relativo de cada depdsito a la termogénesis UCP1-
dependiente basal y estimulada, comparamos los niveles de expresién a temperatura ambiente
y luego de la exposicion al frio entre TAE y TAI solo en los animales tratados con vehiculo (Fig.
3.2). El analisis de los resultados mostré que, ademas de una mayor respuesta termogénica a la
estimulacion adrenérgica, TAl expresa mayores niveles de Ucp1, Pgc1a, Prdm16 y Cox8b que
TAE, tanto a temperatura ambiente como en frio. Incluso, la expresion inducida por la exposicién
al frio de todos los marcadores termogénicos en TAE, resultd menor que la expresién de los
mismos en TAI a temperatura ambiente. Estos hallazgos indicaron una mayor contribucion de

TAl a latermogénesis UCP1-dependiente en condiciones basales y durante el browning inducido

por frio.
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Figura 3.2: TAE expresa niveles menores de genes termogénicos que TAl basalmente, y ante un estimulo de browning. Niveles
relativos de ARNm de genes termogénicos (Ucp1, Pgc1a, Prdm16) y un gen mitocondrial (Cox8b) en TAE(e) y TAI(i) de animales
tratados in vivo con vehiculo a temperatura ambiente (C) o en frio (F). Los niveles de expresion se refirieron al grupo Ci de TAl,
considerando la relacion entre el gen especifico y B-actina en este grupo como 1. (n=5-8, media + EEM). Para evaluar el efecto
de las variables deposito (D), Frio (F) y su interaccion (D x F) en la expresion de cada gen utilizamos un ANOVA de dos vias.
Las variables se consideraron con efectos significativos cuando P<0,05. Cuando hallamos interaccién entre las mismas (D x
F<0,05), comparamos los grupos (Ce vs Ci, Fe vs Fi y Ci vs Fe) mediante test-t de Student corregidos por multiples
comparaciones por el método de Holm-Sidak (*P<0,05 para la familia de comparaciones) para determinar el efecto de la
temperatura entre depositos. El resultado del ANOVA de dos vias se muestra en el vértice superior derecho de los graficos. La
interaccion fue significativa para todos los genes por lo que no se muestra el resultado de las variables D y F individualmente.

Luego de haber comprobado la activacion del browning en ambos depositos de TAB y su
respuesta diferencial a la estimulacion adrenérgica, evaluamos el efecto de PD-0332991 en el
perfil de expresion de marcadores termogénicos (Fig. 3.1). En TAE observamos una inhibicion

de la expresion basal y de la estimulacion inducida por frio de Ucp1 y Prdm16. Por su parte, la
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expresion de Pgc1a, que no fue estimulada por frio, se redujo a niveles similares ante el
tratamiento con PD-0332991 a temperatura ambiente y en frio. A diferencia de los marcadores
anteriores, la expresion de Cox8b en TAE no se vio afectada por la administracion de PD-
0332991. Cuando examinamos el efecto sobre el perfil termogénico en TAI, coincidentemente
con la inhibicion hallada en TAE, observamos que la expresion de Ucp1, Prdm16 y Cox8b
disminuy6 ante el tratamiento con PD-0332991 tanto a temperatura ambiente como en frio
respecto a la de sus respectivos controles. Para Pgc1a, si bien PD-0332991 no modificd su
expresion basal, inhibid su estimulacién por frio. Con base en estos resultados concluimos que
a nivel del ARNm la inhibicion de CDK4/6 in vivo tiene un efecto inhibitorio sobre la termogénesis
basal de TAE y TAI, y mas interesante aun, inhibe la estimulacion de la termogénesis inducida

por frio, sugiriendo un efecto inhibitorio sobre el browning del TAB.

2.3 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la expresion proteica de UCP1

Complementariamente a los analisis de expresién génica del programa termogénico, evaluamos
la expresién a nivel proteico de UCP1 como proteina funcional de la termogénesis. En primera
instancia, realizamos una inmunohistoquimica en secciones de TAE y TAIl de los animales
tratados in vivo (C, P, F, PF) (Fig. 4A). Las imagenes microscopicas mostraron que en animales
tratados con vehiculo a temperatura ambiente (C), ambos depédsitos estan conformados
principalmente por adipocitos uniloculares, de los cuales sdélo algunos son positivos para UCP1,
localizandose la sefial principalmente en la periferia de la célula. Tanto en TAE como en TAl, la
exposicion al frio indujo un aumento en la sefal positiva de UCP1 conjuntamente con la aparicion
de adipocitos multiloculares, dos caracteristicas indicativas de la activacién del browning. En el
tejido de animales expuestos a frio, la sefal de UCP1 se localizé predominantemente alrededor
de las multiples vacuolas lipidicas en los adipocitos multiloculares, pero también observamos un
aumento de la sefial periférica en los adipocitos uniloculares. Si bien el browning se estimulé en
ambos depositos, de acuerdo con la mayor sensibilidad descripta para los depdsitos
subcutaneos, la induccion en TAI fue mucho mayor que en TAE, como puede notarse tanto por
la cantidad de sefal positiva para UCP1 como de adipocitos multiloculares. Por otra parte, al
evaluar el efecto de la inhibicion de CDK4/6, observamos que en ambos depdsitos el tratamiento
con PD-0332991 disminuy6 la marca de UCP1 en los adipocitos a temperatura ambiente, e
inhibié el aumento de expresion inducido por la exposicion al frio. De manera interesante y en
concordancia con una inhibicién del browning, en frio la disminuciéon de UCP1 en los animales
tratados con PD-0332991 estuvo acompafada por una represion de la aparicion de adipocitos
multiloculares.

A continuacién, para cuantificar las diferencias en la expresion proteica de UCP1, llevamos a
cabo un western blot de lisado de proteina total de TAE y TAI (Fig. 4B-C). De acuerdo con la
induccién del browning, en ambos depdésitos la expresion de UCP1 se incrementd por la

exposicion al frio. Al igual que observamos a nivel génico, la respuesta fue mayor en TAIl que en
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Figura 4: La inhibicion de CDK4/6 in vivo reduce la expresién proteica basal de Ucp1 y la estimulacion inducida por la exposicion
al frio. A. Imagenes microscopicas representativas de secciones de TAE y TAl de animales tratados in vivo con vehiculo o PD-
0332991 a temperatura ambiente (C, P) o en frio (F y FP) inmunomarcadas con UCP1 (zonas marrones) y tefiidas con
hematoxilina para la observacién de los nucleos (azules). Aumento: 10X y 40X. B. Andlisis por western blot de los niveles
proteicos de UCP1 y B-actina en lisado total de proteinas de TAE y TAl de animales (C, P, F, PF). C. Cuantificacién de los niveles
de expresion de UCP1 normalizados por la expresion de B-actina y expresados relativos a los niveles del grupo C en cada tejido.
(n=4-6, media + EEM). Para evaluar el efecto de las variables PD-0332991 (P), Frio (F) y su interaccién (P x F) en la expresion
de UCP1 utilizamos un ANOVA de dos vias. Las variables se consideraron con efectos significativos cuando P<0,05. Cuando
hallamos interaccién entre las mismas (P x F<0,05), comparamos los grupos (P vs C, F vs C, PF vs P y PF vs F) con test-t de
Student corregidos por multiples comparaciones por el método de Holm-Sidak (*P<0,05 para la familia de comparaciones) para
determinar el efecto de PD-0332991 y Frio. El resultado del ANOVA de dos vias se muestra en la parte inferior de los graficos.
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TAE (Fig. 4C); en TAl observamos una estimulacion aproximadamente al doble de los niveles
basales, mientras que en TAE la misma fue sélo del 30%, mostrando nuevamente la respuesta
diferencial de los depdsitos a la estimulacién adrenérgica. Finalmente, cuando evaluamos la
influencia de la inhibicion de CDK4/6, observamos que el tratamiento con PD-0332991 disminuyé
la expresion de UCP1 a temperatura ambiente y en frio en ambos depdsitos. Estos resultados
apoyan nuestras observaciones a nivel génico, y muestran que la inhibicion de CDK4/6 in vivo
también afecta negativamente la expresion de UCP1 a nivel proteico basalmente, y durante la
estimulacion del browning en ambos depdsitos de TA, sugiriendo una menor funcionalidad del
proceso termogeénico.

En conjunto, los resultados de expresion génica y proteica evidenciaron la activacion del
browning en ambos depésitos de TA por la exposiciéon al frio, y mostraron un evidente efecto
inhibitorio de la inhibicién de CDK4/6 sobre la termogénesis UCP1-dependiente basal del tejido,

asi como también de la estimulada durante el browning.

3. Efecto de la inhibicién de CDK4/6 in vivo sobre la capacidad de la FEV del TAB de generar
adipocitos beige

Hasta aca observamos que el efecto sobre la adipogénesis beige y el programa termogénico de
los adipocitos ante el tratamiento con PD-0332991 in vitro se correspondia con el mismo efecto
inhibitorio en el TA in vivo. Esto sugirié una implicancia de ambos procesos en la respuesta del
tejido a la inhibicion de CDK4/6. Por lo tanto, en esta seccidén nos propusimos investigar la posible
contribucién de la generacion de adipocitos beige por adipogénesis a la inhibicion de la

termogénesis del TAB in vivo.

3.1 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 y de la exposicion al frio sobre el nimero de CPAs beige
de la FEV

Inicialmente evaluamos si la inhibicion de CDK4/6 in vivo modificaba la poblacion de CPAs beige
en la FEV del TAB. Para ello, analizamos por citometria de flujo las FEVs de TAE y TAI de
animales tratados in vivo con vehiculo o PD-0332991 a temperatura ambiente (C, P) o en frio (F,
FP). Para identificar la poblacion de CPAs beige utilizamos la doble marcacion PDGFRa*;
EBF2'34. En el TA, PDGFRa es un marcador de células multipotentes capaces de diferenciarse
a adipocitos beige o blancos segun el estimulo al que son expuestas®'. Por su parte, EBF2 es un
factor de transcripcién que regula positivamente la expresién de genes termogénicos tanto en
adipocitos marrones como beige. En la FEV del TA, se ha observado que EBF2 enriquece la
poblacion PDGFRa* en CPAs que generan adipocitos con elevada capacidad termogénica
cuando se diferencian®. Para el analisis de las poblaciones celulares la estrategia de gating
consistio en identificar dentro de la FEV las regiones en el grafico SSC-H vs FSC-H donde
pueden ubicarse las CPAs segun tamano/volumen y complejidad. Para delimitar dicha poblacién
eliminamos graficamente los debris, las posibles células muertas, los dobletes, y los linfocitos. A

la poblacion resultante la denominamos FEVr, porque es una fraccion reducida de la FEV
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completa. Ademas de las CPAs, la FEVr comprende células endoteliales y macrofagos, entre
otros tipos celulares (Fig. 5.1 A). Para delimitar las células PDGFRa" utilizamos un grafico de un
fotomultiplicador (FL) donde no se detecta ninguno de los fluoréforos utilizados en esta
marcacioén, en funcién del FL que detecta la fluorescencia de PDGFRa (FL1-H vs FL3-H) (Fig.
5.1 B). Se procedié de esta forma ya que en la FEV del TA la auto-fluorescencia forma una
diagonal que dificulta la deteccion de las poblaciones positivas. El uso de un FL vacio (sin marca)
favorece la separacion de las poblaciones del FL con marca. El analisis de la poblacion EBF2*
lo realizamos mediante un grafico de FSC en funcién de la fluorescencia para EBF2 (FSC-H vs
FL4-H) (Fig. 5.1 C). Entonces, para identificar las CPAs beige seleccionamos la poblacion
PDGFRa* en FEVr, y a partir de ésta evaluamos las EBF2* (Fig. 5.1 A-C). Para la delimitacién
de las poblaciones positivas en cada depésito utilizamos controles negativos (pool de FEVs de
los cuatro grupos no marcadas) y controles de marca positiva de cada uno de los dos anticuerpos
utilizados (pool de FEVs de los 4 grupos marcados con PDGFRa o EBF2).

SSC-H va FSC-H > FL1vs FL3 (PDGFRa* (PE/Cy7)) > FSC-H vs FL4 (EBF2 (Alexa F 647))

A B C
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Figura 5. 1: Estrategia de delimitacion de las poblaciones de CPAs beige en la FEV de TAE y TAIl. Graficos representativos del
andlisis de las poblaciones por citometria de flujo. A. Primero en la FEV completa del TA se identificé la regiéon donde se localizan
las CPAs segun su tamafio/volumen y complejidad (SSC-H vs FSC-H; FEVr). Dentro de esa poblacion se identificd a la poblacion

PDGFRa’ (FL1 vs FL3 (PDGFRd’ (PE/Cy7)). Finalmente, dentro de las PDGFRa’ se seleccionaron las EBF2+ (FSC-H vs FL4

(Ebf2 (AlexaF 647)). En la parte superior del grafico se encuentra el resumen de la estrategia utilizada en orden secuencial.
El analisis de los resultados mostré que la poblacién PDGFRa* en ambos depdsitos representa
aproximadamente un 50% de la FEVr y no se modifica por la administracion de PD-0332991, ni
por la exposicion al frio (Fig. 5.3 A), indicando que ninguno de estos factores afecta la poblacién
de células multipotentes en la FEV de TAE y TAIl. Seguidamente, analizamos la poblaciéon de
precursores beige; es decir las células que co-expresan PDGFRa* y EBF2* (Fig. 5.2 'y 5.3B). Los
resultados mostraron que la poblacion de células PDGFRa*; EBF2* en la FEV de TAE y TAl se
redujo significativamente por el tratamiento con PD-0332991 tanto a temperatura ambiente como
en frio, indicando una reduccion en la abundancia de precursores beige. Sorpresivamente,
observamos que la poblacion PDGFRa*; EBF2* también disminuyd por la exposicion al frio en

ambos depdsitos. De manera interesante, nuestros resultados mostraron que basalmente (grupo
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Figura 5. 2: La inhibicién de CDK4/6 in vivo con PD-0332991 y la estimulacion del browning con frio reducen la poblacién de
precursores beige en la FEV del TA. Graficos representativos del analisis por citometria de flujo de la poblacién de precursores

beige (PDGFRof; EBF2*) enla FEV de TAE y TAl de animales tratados in vivo con vehiculo o PD-0332991 a temperatura ambiente
(C, P) o en frio (F, PF). La regiéon delimitada representa la marca positiva para EBF2 dentro de la poblacion PDGFRa’. En el

vértice inferior derecho de los graficos se indica el porcentaje de células PDGFRa™; EBF2* respecto del total de células en el gate
FEVr. Media + EEM (n=5-6 experimentos independientes).
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C) el porcentaje de células PDGFRa*; EBF2* es mayor en la FEV de TAI que en la de TAE. Este
dato seria indicativo de un mayor pool de CPAs beige en TAl respecto a TAE capaz de generar
adipocitos beige ante un estimulo adipogénico. En conjunto, los hallazgos de este apartado
revelaron que tanto la inhibicion de CDK4/6 como la exposicion al frio reducen la poblacién de
CPAs beige en la FEV de TAE y TAI.
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Figura 5. 3: La inhibicion de CDK4/6 in vivo y la estimulacion del browning reducen la poblacién de precursores beige en la FEV
del TAB. Cuantificacion de las poblaciones identificadas en el analisis por citometria de flujo de la FEV de TAE y TAI de animales

tratados in vivo con vehiculo o PD-0332991 a temperatura ambiente (C, P) o en frio (F, PF). A. Porcentaje de células PDGFRa’"

en la FEVr. B. Porcentaje de CPAs beige (PDGFR({; EBF2*) en la FEVr. (n=5-6, media + EEM). Para evaluar el efecto de las
variables PD-0332991 (P), Frio (F) y su interaccion (P x F) en la abundancia de las distintas poblaciones utilizamos un ANOVA
de dos vias. Las variables se consideraron con efectos significativos cuando P<0,05. No hallamos interaccién entre las mismas
en ningun caso. El resultado del ANOVA de dos vias se muestra en la parte superior de los graficos.

3.2 Efecto de la inhibicion de CDK4/6 in vivo sobre la capacidad de la FEV de generar adipocitos
beige in vitro

Finalmente, nos propusimos estudiar si esta disminucion en el pool de CPAs beige en la FEV del
TAB inducida por la inhibicion de CDK4/6 in vivo, afectaba su capacidad de generar adipocitos
beige in vitro. Para ello, diferenciamos las FEVs de TAE y TAIl de animales tratados in vivo con
vehiculo (C) o PD-0332991 (P) a temperatura ambiente y determinamos la expresion génica de
marcadores termogénicos en los adipocitos. Ademas, evaluamos su respuesta termogénica a la
estimulacién adrenérgica (Fig. 6.1). Los resultados mostraron que forskolina estimuld la
expresion de todos los marcadores de termogénesis (Ucp1, Pgc1a, Prdm16) en TAl, y de Ucp1
y Pgc1aen TAE. Para Prdm16 en TAE no hallamos estimulacién. Contrariamente a lo observado
en el tejido ante la exposicién al frio, los adipocitos de TAE respondieron mas al estimulo de
forskolina que los de TAI, observandose una mayor cantidad de veces de aumento de la

expresion de Ucp1y Pgca en relacion a las veces de aumento en TAI. Este hecho también lo
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observamos en experimentos de capitulos previos, y plantea que podria existir una diferencia en
el estimulo adrenérgico fisiologico inducido por la exposicion al frio, y el promovido por la

aplicacion de forskolina in vitro.
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Al investigar el efecto del tratamiento in vivo con PD-0332991 en los adipocitos diferenciados de
la FEV de TAE no observamos cambios en la expresion basal de Ucp17, no obstante, hallamos
una menor respuesta al estimulo con forskolina. Un resultado similar observamos en Pgc1a,
donde ademas de una menor estimulacion por forskolina, los adipocitos diferenciados de la FEV
de animales tratados in vivo con PD-0332991 presentaron menor expresion de Pgc1a basal. La
expresion de Prdm16 en TAE no fue afectada por PD-0332991. Al examinar los efectos en los
adipocitos diferenciados a partir de la FEV de TAI (Fig. 6.1), de manera coincidente con la
expresion en el tejido, los adipocitos P mostraron menor expresion basal, y una inhibicién de la
expresion inducida por forskolina de todos los marcadores termogénicos determinados (Ucp1,
Pgc1a, Prdm16) respecto a los adipocitos C. Estos resultados nos permitieron concluir que la
FEV del TA de animales donde se inhibié CDK4/6 in vivo, al diferenciarse in vitro genera una

poblacion de adipocitos con menor capacidad termogénica ante un estimulo B-adrenérgico, y en
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TAI, también basalmente. Considerando los efectos inhibitorios sobre el programa termogénico
del tejido, estos hallazgos sugieren fuertemente una contribucion de la adipogénesis de novo a
la inhibicion del browning in vivo.

Finalmente, como estudio complementario del comportamiento diferencial de los depdsitos
abdominales y subcutaneos en relacién al browning, comparamos los niveles de expresion
basales y estimulados por forskolina de marcadores termogénicos en los adipocitos
diferenciados de TAE y TAIl de animales controles (Fig. 6.2). El analisis de los resultados mostro
que, al igual que habiamos observado en el tejido completo, los cultivos de adipocitos de TAl
expresan mayores niveles basales de marcadores termogénicos que los de TAE. Incluso, a pesar
de la mayor respuesta al estimulo con forskolina de los adipocitos de TAE (Ucp1, Pgc1a), sus

niveles absolutos de ARNmM contindan

TAl | TAE siendo inferiores a los hallados en los

Ucpt cultivos de TAI ante la estimulacién con

ig' bl forskolina. Por lo tanto, este resultado nos
i —— D x F <0,05

304 permite concluir que los cultivos de

de TAl son mas termogénicos tanto

Expresion relativa de ARNm (UA)

201 . . . . .
10- - adipocitos diferenciados a partir de la FEV
1.5
10 T basalmente como ante un estimulo
054 adrenérgico que los de TAE.
0.0l — 1 _ . R
CBi CFi CBe CFe Figura 6. 2: Los cultivos de adipocitos diferenciados de
TAIl expresan mayores niveles de genes termogénicos
Pgcia basalmente y ante la estimulacion por forskolina que los
3 * de TAE. Niveles relativos de ARNm de genes
— termogénicos (Ucp1, Pgcla, Prdm16) en adipocitos

diferenciados de FEV de TAE y TAIl de animales
tratados in vivo con vehiculo a temperatura ambiente.
2 Los adipocitos se trataron a d8-postdiferenciacién con
D x F <D,05 vehiculo (CB) o forskolina (CF) para estimular la
termogénesis. TAI (i), TAE(e). Los niveles de expresion
se refirieron al grupo CB de TAI, considerando la

xpresidn relativa de ARNm (UA)

1+ - relacion entre el gen especifico y $-actina en este grupo
como 1. (n=3, media £ EEM). Para evaluar el efecto de
las variables Deposito (D), Forskolina (F) y su
interaccion (D x F) en la expresion de cada gen
o T T — T utilizamos un ANOVA de dos vias. Las variables se
CBi CFi CBe CFe consideraron con efectos significativos cuando P<0,05.
Pradm16 Cuando hallamos interaccién entre las mismas (P x
P T F<0,05), comparamos los grupos (CBe vs CBi y CFe vs
g * CFi) mediante test-t de Student corregidos por multiples
‘g 2.0 —_ comparaciones por el método de Holm-Sidak (*P<0,05
Z para la familia de comparaciones). El resultado del
D<E: 1.5+ ANOVA de dos vias se muestra en la parte superior
£ 104 s derecha de los gréficos. La interaccion fue significativa
g para todos los genes por lo cual no se muestra el
g 0.5+ D X F <0,05 resultado de las variables P y F.
T
5 0.05
g
=5
i 0.00 . . I : l _—
CBi CFi CBe CFe

73



Resultados

Los resultados de este capitulo nos indicaron que la inhibicion de CDK4/6 in vivo afecta la
homeostasis energética del organismo y la termogénesis UCP1-dependiente en los depdsitos de
TAB. En este sentido, observamos una inhibicién de la termogénesis basal (temperatura
ambiente) y de la inducida por un estimulo adrenérgico (frio) en TAE y TAl tanto a nivel del ARNm
como proteico. Ademas, encontramos que la inhibicién de CDK4/6 in vivo produce una reduccion
en el pool de CPAs beige en la FEV del TAB, la cual al diferenciarse in vitro genera una poblacion
de adipocitos con menor capacidad termogénica. Globalmente, estos resultados in vivo
demuestran un rol importante de CDK4/6 en el browning del TAB y sugieren una contribucion de

la modulacién de la biogénesis de adipocitos beige por adipogénesis de novo.

Ademas, en este capitulo comprobamos el aumento en el gasto energético y la induccion del
browning en los depdsitos de TAB por un estrés térmico, y evidenciamos la mayor respuesta de
los depdsitos subcutaneos respecto de los abdominales al browning. Adicionalmente,
demostramos una mayor contribucion de los primeros a la termogénesis UCP1-dependiente

basal del organismo.
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Discusion

La estimulacién de la capacidad termogénica del TA ha cobrado gran interés en los ultimos afios
ya que provee un mecanismo endégeno de disipacion de la energia, una caracteristica muy
atractiva para contrarrestar el balance energético positivo de los estados de obesidad. Debido a
que los depésitos de TAP en humanos adultos son muy escasos y su funcionalidad decrece en
la obesidad y con la edad®”:'921% |a descripcidn de los adipocitos beige en los depositos de TAB
(browning) fue un hecho de gran significancia, ya que estos depédsitos son prominentes y se
localizan en diversas regiones del organismo. En este sentido, numerosos estudios mostraron
que la estimulacion del browning del TAB contribuye significativamente al balance energético
global, y también esta asociado a mejoras en parametros metabdlicos generalmente alterados
en el establecimiento y durante la obesidad, tales como la tolerancia a la glucosa, la
insulinosensibilidad y la dislipemia’! 72194195 Estos hallazgos incrementaron ain mas el interés
en la busqueda de estrategias para promover selectivamente la aparicion y funcionamiento de
los adipocitos beige con bajos efectos secundarios para el organismo, que por lo tanto sean
factibles de ser utilizadas como terapia. Debido a la existencia de dos mecanismos propuestos
para su generacion, la adipogénesis de novo y la transdiferenciacién, la comprension de los
mecanismos y factores que regulan estos procesos es fundamental en la busqueda de
modularlos selectivamente. En esta tesis mostramos que la actividad de CDK4/6 regula la
termogénesis basal y es necesaria para el browning inducido por frio en los depdsitos de tejido
adiposo epididimal e inguinal. Nuestros estudios in vitro indicaron que esto tendria una
contribucién de las CPAs y de los adipocitos del tejido, ya que la actividad de CDK4/6 resultd
necesaria tanto para la generacion de adipocitos beige por adipogénesis de novo, como para el
mantenimiento de la funcionalidad termogénica basal de adipocitos maduros. Ademas, cuando
se inhiben CDK4/6 in vivo observamos una reduccién en el pool de precursores beige en la FEV

del TAB y una menor capacidad de generacion de adipocitos beige in vitro por adipogénesis.

Efecto de la inhibicion de CDK4/6 en la FEV sobre la proliferacion

Como es conocido CDK4/6 regulan el ciclo celular a través del control del avance de la fase G1
a la Sy, en consecuencia, su activacion conduce a la proliferaciéon celular. Existen diferentes
inhibidores de la actividad de estas quinasas, entre los que se encuentra PD-0332991, el cual
utiizamos en nuestros experimentos. Las IC50 de PD-0332991 para CDK4 y CDKG6
determinadas en ensayos de actividad quinasa in vitro (fosforilacion de RB), son de 10y 15 nM,
respectivamente®®. Sin embargo, en estudios en diferentes lineas celulares tumorales dénde se
evalud el efecto inhibitorio de PD-0332991 sobre la proliferacion, se observaron IC50 muy
superiores (0,036 — 50 uM)'" a las a las determinadas en ensayos de actividad quinasa in vitro®12.
Considerando este amplio rango de IC50 descriptas en la bibliografia, en nuestros estudios in
vitro elegimos utilizar una concentracion del inhibidor de 1uM, la cual previamente se observé
que en una linea celular de carcinoma mamario produce la mayor reduccion en la fosforilacion
de RB respecto a concentraciones menores (incubacion de 24h)™. Debido a que no existian
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datos anteriores sobre el efecto citostatico de PD-0332991 en la FEV del TA, y a que ésta
contiene varios tipos celulares que proliferan activamente, inicialmente estudiamos si la
concentracion del inhibidor elegida afectaba la proliferacion de la FEV en nuestras condiciones
experimentales. Nuestros resultados mostraron que la incubacién con 1 uM de PD-0332991
durante 48 h no afecta la proliferacion celular de TAE, pero disminuye levemente la cantidad de
células en la FEV de TAI. Esto podria sugerir una mayor sensibilidad de la FEV de este depdsito
al inhibidor respecto a TAE. No obstante, es importante resaltar que la inhibicion de la
proliferacién en TAI fue sélo de aproximadamente 10%. Este hecho, en conjunto con la falta de
efecto citostatico sobre la FEV de TAE, indica un bajo efecto sobre la proliferacion celular en
nuestro esquema experimental. Una posible explicacion a estos resultados es que la incubacion
con el inhibidor se inicia cuando las células se encuentran en un porcentaje de confluencia alto
y, por lo tanto, proximas o en quiescencia replicativa. Por otro lado, no podemos descartar la
posibilidad de que la IC50 de PD-0332991 para las células de la FEV sea mayor a la

concentracion de inhibidor que utilizamos en nuestros ensayos.

Rol de CDK4/6 en la generacién de adipocitos beige por adipogénesis

La adipogénesis constituye uno de los mecanismos de generacion de adipocitos beige durante
el browning inducido por estrés térmico o el tratamiento con agonistas B3-adrenérgicos?°.
Nuestros resultados mostraron que la actividad de CDK4/6 en la FEV del TAB es necesaria para
la determinacion hacia el linaje beige. En este sentido, el tratamiento de la FEV in vitro con PD-
0332991 redujo la expresion de marcadores selectivos del linaje beige (Cd137, Tbx1), y
especificos de CPAs beige (Ebf2) en ambos depdsitos, aun cuando los efectos sobre la
proliferacién en nuestras condiciones fueron bajos, e incluso en TAE inexistentes. Ademas, el
tratamiento in vivo con PD-0332991 indujo una disminucién en el pool de CPAs beige (PDGFR+;
EBF2%) en la FEV de los depésitos de TAB tanto a temperatura ambiente como en frio. De
manera interesante, el analisis de las poblaciones celulares de los animales tratados in vivo
mostrd que la inhibicion de CDK4/6 no afecta la renovacion de las células multipotentes del TAB
(PDGFRa*), sugiriendo una alteracion especifica de su determinacion hacia las células
progenitoras del linaje beige PDGFRa*EBF2*. En el TAB PDGFRa identifica células con potencial
adipogénico que pueden generar adipocitos blancos o beige segun el estimulo®'#, Estas células
tienen capacidad proliferativa in vitro e in vivo, y una gran proporcién de ellas co-expresa
marcadores de células multipotentes (CD34, Sca1)3"9%.197 De acuerdo con la expresion de
marcadores de multipotencialidad, un estudio de seguimiento de linaje mostré que la mayoria de
los adipocitos en los depdsitos de TAB mas prominentes (inguinal, epididimal, retroperitoneal y
mesentérico) provienen de células que expresaron PDGFRa'®. Ademas, se observo que
PDGFRa también identifica precursores en otros tejidos adultos tales como el musculo y el
cerebro. Al igual que en el TA, en musculo se encontré que las células PDGFRa* son
bipotenciales, pudiendo dar lugar a adipocitos o fibroblastos dependiendo de la naturaleza del
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dafio del tejido'™2%, En cambio, como mencionamos en el capitulo introductorio EBF2 es
considerado uno de los determinantes tempranos de los linajes termogénicos®%. De acuerdo
con esto, en TAlI EBF2 enriquece la poblacion PDGFRa en células con elevado potencial de
diferenciacion beige in vitro. Si bien previamente se habia descripto que en TAE las células
PDGFRa* tienen capacidad de dar adipocitos blancos o beige®!, la marcacion PDGFRa*; EBF2*
aun no habia sido utilizada para identificar precursores beige en este depodsito. Nuestros
resultados revelan la existencia de una poblacién de células PDGFRa*; EBF2* en TAE la cual
responde igual que la de TAI ante la inhibicién de CDK4/6 y ante el estimulo de browning por
frio. De manera interesante, en concordancia con la menor susceptibilidad de TAE al browning
respecto a TAIl, observamos que la proporcién de células PDGFRa*; EBF2* en la FEV de TAE
en animales controles a temperatura ambiente es menor que la presente en la FEV de TAI.

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que la inhibicién de CDK4/6 en la FEV no sélo
afecta la generacion de precursores beige, sino que también impacta en su capacidad para
diferenciarse a adipocitos beige. De acuerdo con esto, la FEV de animales control tratada in vitro
con PD-0332991 previo a la diferenciacion generé adipocitos con menor capacidad termogénica
basal en ambos depdsitos estudiados. Mas notorio fue el hecho de que la FEV proveniente de
animales tratados con PD-0332991 se diferencié in vitro a adipocitos con menor capacidad
termogénica ante un estimulo que simula la respuesta intracelular adrenérgica (forskolina).
Incluso, los adipocitos de TAI diferenciados de la FEV de estos animales mostraron una menor
termogénesis basal.

Si bien el rol de CDK4/6 en la adipogénesis beige no habia sido estudiado hasta ahora,
evidencias previas indican que las proteinas del retinoblastoma RB y p107 modulan la generacion
de los distintos linajes adipocitarios, promoviendo la diferenciacion de los precursores
adipocitarios hacia el linaje blanco y reprimiendo la generacion de linajes termogénicos?°-2%4, De
acuerdo con esto, células fibroblasticas embrionarias de ratén deficientes en RB y CPAs de
ratones p707” se diferencian a adipocitos con mayor expresion de genes termogénicos?°'2%2, y
la supresion de p107 por Prdm16 es necesaria para la determinacién hacia el linaje pardo?%*.
Estudios moleculares en la linea de preadipocitos 3T3-L1 mostraron que durante la
diferenciacion adipocitaria, RB se une al promotor de Pgc1a reprimiendo su actividad. Debido a
que Pgc1a es uno de los activadores de la expresidén de Ucp1, esto sugiere un mecanismo por
el cual RB inhibe la diferenciaciéon hacia linajes termogénicos?®?. La deficiencia en las proteinas
del retinoblastoma puede considerarse una situacion analoga a la activacion de la via de CDK4/6,
ya que en ambas situaciones disminuye la formacién de los complejos represivos entre estas
proteinas y los factores E2Fs. Las evidencias previas sugieren que el mecanismo por el que las
proteinas del retinoblastoma favorecerian el linaje adipocitario blanco seria la represiéon de genes
termogénicos. Por lo tanto, nuestros resultados que muestran una represion del programa
termogénico cuando se inhiben CDK4/6 (RB hipofosforilado, favorecimiento de complejos

represivos) son coincidentes con estas evidencias, y sugieren que parte de los efectos de
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CDK4/6 en la generacion de adipocitos beige estarian mediados por los mismos efectores con
los que controlan el avance del ciclo celular.

Numerosos estudios indican que CDK4 y CDK6 son reguladores positivos de la adipogénesis.
En la linea de preadipocitos 3T3-L1 se observd que la actividad de CDK4 se relaciona
directamente con su capacidad adipogénica. De acuerdo con esto, la inhibicion de CDK4 durante
la etapa de diferenciacion inhibe la adipogénesis, mientras que su sobreexpresion la promueve.
Asimismo, la re-expresion de CDK4 en fibroblastos embrionarios de raton Cdk4™ rescata su
capacidad adipogénica'®. En relacién a CDK®6, un estudio reciente reporté que la reduccion de
su expresion en preadipocitos humanos (por sobreexpresion de miR-107) previo a la
diferenciacion, reduce la expresion de genes adipocitarios generales y la acumulacion lipidica en
los adipocitos generados atenuando la adipogénesis'’®. En coincidencia con estos hallazgos,
nuestros resultados mostraron que la inhibicion de CDK4/6 en la FEV reprime el proceso
adipogénico general. A d0O la FEV tratada con PD-0332991 mostré una menor expresion de aP2
en ambos depdsitos, y en TAE también se vio reducida la expresidon de Pparg?2.
Coincidentemente, a d4 post-diferenciacion los adipocitos provenientes de la FEV tratada con
PD-0332991 desarrollaron menor expresion nuclear de PPARy. En TAE, esto no afectd el
porcentaje de células PPARYy positivas, pero en TAl lo redujo, sugiriendo una menor respuesta
de las células de la FEV a la induccién de la diferenciacion. En concordancia con un efecto en la
adipogénesis general, en estadios tardios de la diferenciacion (d8-postdiferenciacion) también
encontramos una reduccion de la expresion de aP2 en adipocitos provenientes de FEVs tratadas
con PD-0332991, aunque los niveles de Pparg2 y la acumulacién lipidica no fueron afectados.
En este ultimo punto, es importante tener en cuenta que la incubacion con PD-0332991 se realiza
previo a la induccién de la diferenciacion, y por lo tanto parte de los efectos inducidos por la
inhibicion farmacolégica de CDK4/6 en las CPAs podrian ser reversibles. Ademas, debe
considerarse que durante la diferenciacion las células se encuentran bajo la accién de agentes
pro-adipogénicos, de los cuales insulina y T3, permanecen durante todo el periodo de
diferenciacion in vitro.

Los reportes existentes sugieren ademas que los efectos de CDK4/6 en la adipogénesis estarian
mediados por la regulacion de PPARy. Ensayos de actividad luciferasa en la linea celular COS
mostraron que CDK4 promueve la actividad de PPARy como factor de transcripcion. Ademas,
en adipocitos 3T3-L1 diferenciados se encontré que CDK4 interacciona directamente con
PPARYy, y se encuentra en el promotor de aP2, uno de los genes activados por PPARy'®. Al iguall
que CDK4, el complejo ciclina D3-CDK6 también se encontré en los elementos de respuesta a
PPARYy en el promotor de aP2'%, no obstante, no se conoce si CDK6 modula directamente la
actividad de PPARYy. En esta tesis demostramos que la inhibicion de CDK4/6 en la FEV reduce
la expresion de PPARYy en estadios tempranos del proceso de diferenciacion. Este resultado es
coincidente con las evidencias previas, y sefala nuevamente que parte de los efectos de estas

quinasas en la adipogénesis estarian mediados por PPARy. Debido a que CDK4 modula la
79



Discusion

actividad de PPARy'®, y que PPARYy indirectamente regula su propia expresion a través de la
activacion transcripcional de C/EBPa, la disminucion de la expresion de PPARy cuando inhibimos
CDK4/6 podria ser consecuencia una reduccion en la actividad de este factor.

Como describimos en el capitulo introductorio, PPARY es un factor de transcripcion esencial para
la progresién normal del proceso adipogénico en todos los tipos de adipocitos. De acuerdo con
esto, aproximadamente el 80% de los sitios de unién al ADN de PPARy son comunes en TAE y
en TAP interescapular’®. Dos de los genes activados por PPARy comunes a ambos depositos
son Lipe, y FABP4/aP2. No obstante, también se encontraron sitios que son depésito-especificos
(TAE (Rarres2), TAP (Ucp1, Ppara, Prdm16)), por lo que PPARy también participa en la
determinacion de las caracteristicas intrinsecas de cada linaje adipocitario’. Nuestros
resultados mostraron que la inhibicion de CDK4/6 en la FEV del TA reprime la expresion de
genes propios del linaje beige/pardo (Ucp1, Prdm16) en los adipocitos, y también inhibe la
expresion de marcadores comunes a todos los linajes adipocitarios (aP2, Pparg2, PPARYy). Esto
es indicativo de que los efectos encontrados en nuestros experimentos al inhibir la actividad
CDK4/6 en las CPAs también podrian estar mediados por un efecto directo sobre PPARYy,
afectando por un lado la adipogénesis independientemente del linaje, y por otro su accion
especifica sobre genes propios del linaje beige (Ucp1, Prdm16). No obstante, es necesario
profundizar en los estudios al respecto con el propdsito de evaluar la magnitud de la contribucién

de cada uno de estos mecanismos a la inhibicion del programa termogénico.

Rol de CDK4/6 en la generacién de adipocitos beige por transdiferenciacion

Otro de los mecanismos de generacion de adipocitos beige durante el browning es la
conversion/transdiferenciacion de los adipocitos blancos maduros?®:30:20.205 Nyestros resultados
mostraron que la actividad de CDK4/6 en adipocitos es necesaria para la termogénesis UCP1-
dependiente. De acuerdo con esto, el tratamiento de adipocitos beige diferenciados in vitro con
PD-0332991 redujo la expresion basal de Ucp1 en TAE y TAIL En TAE, también disminuyo la
expresion de genes que codifican para cofactores que promueven la expresion de Ucp1 (Pgc1a,
Prdm16) no solo basalmente, sino también cuando se estimula con forskolina. Ademas, al
evaluar la expresién proteica de Ucp1 por inmunofluorescencia observamos una reduccion de
las células UCP1+, indicando una disminucion de la proporciéon de adipocitos beige en la
poblacion. Estos hallazgos en adipocitos diferenciados in vitro, fueron corroborados
posteriormente en cultivos ex vivo de adipocitos aislados del tejido, en dénde la inhibicion de
CDK4/6 redujo la expresion génica de Ucp1. Adicionalmente, en adipocitos de TAE también
inhibio la expresion de Ucp1 a nivel proteico.

Una de las ventajas de utilizar adipocitos aislados directamente del tejido para el estudio de la
transdiferenciacion es que permite eliminar la contribucidn a la expresion génica de las células
fibroblasticas que permanecen indiferenciadas en los cultivos de adipocitos primarios en estadios

avanzados de la diferenciacion. Mas importante aun, es el hecho de que la mezcla de adipocitos
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del tejido conserva las caracteristicas intrinsecas del depdsito del que proviene, tales como la
proporcion entre adipocitos blancos y beige a temperatura ambiente, y los niveles de expresion
de marcadores termogénicos. Por lo tanto, el uso de este modelo nos permitié aislar el proceso
de transdiferenciacion in vitro en condiciones mas cercanas a las fisiolégicas. Considerando esto,
nuestro resultado en adipocitos provenientes del tejido sugiere que la actividad de CDK4/6 en
adipocitos también es relevante en la regulacion de la termogénesis UCP1-dependiente en
condiciones fisiologicas.

Estos resultados son los primeros en evidenciar el rol de CDK4/6 en la conversion entre los
distintos tipos adipocitarios, y sugieren que su actividad es importante para la normal generacion
de adipocitos beige por transdiferenciacion. En concordancia con nuestros hallazgos, un reporte
previo sugirié que la represion de la funcidon de RB es necesaria para la generacién normal de
adipocitos beige por transdiferenciacion®®®. En este estudio los autores observaron por
inmunohistoquimica que en TARP de ratas adultas control mantenidas a temperatura ambiente,
el 68% de los adipocitos uniloculares presentan localizacion nuclear de RB. La induccion del
browning con un agonista [33-adrenérgico (CL-316243) induce la aparicion de adipocitos
multiloculares por transdiferenciacion y la disminucién de adipocitos con localizacién nuclear de
RB al 37%. De manera interesante, solo los adipocitos uniloculares presentaron marca nuclear
para RB, mientras que los adipocitos multiloculares generados ante el estimulo de browning no
presentaron RB nuclear. Teniendo en cuenta que RB funciona con los factores E2Fs como
represor transcripcional, estos resultados sugieren que en adipocitos basalmente podria reprimir
la expresion de genes termogénicos, al igual que durante la adipogénesis. De acuerdo con esto,
en TAP la fosforilacion de RB, se induce rapido ante la exposicion al frio®® de manera
concomitante con el aumento en la expresion de Ucp1. Globalmente, estas evidencias y nuestros
resultados exponen que la regulacion del programa termogénico por CDK4/6 en adipocitos
estaria mediada en parte por los mismos efectores que actuan en el ciclo celular.

Cuando evaluamos el rol de CDK4/6 en la adipogénesis beige, en adipocitos diferenciados a
partir de la FEV tratada con PD-0332991 todos los marcadores termogénicos (Ucp1, Pgcia,
Prdm16) se encontraron reducidos. Un efecto similar hallamos al tratar directamente adipocitos
diferenciados de TAE con PD-0332991. Considerando que tanto Pgcla como Prdm16 son
activadores transcripcionales de Ucp1, la disminucion en su expresion podria ser consecuencia
de los efectos de CDK4/6 sobre Pgc1a y Prdm16. Sin embargo, en adipocitos diferenciados de
TAl y en los incubados de adipocitos de tejido, encontramos que la inhibicion de CDK4/6 soélo
reprimio la expresion de Ucp1. Esta disociacidén entre la expresion de Ucp1 y sus activadores
podria sugerir una modulacién de la expresion de Ucp1 por CDK4/6 (o los efectores de esta via)
de manera independiente a los efectos sobre Pgc1a y Prdm16.

Como mencionamos previamente, CDK4 promueve la actividad de PPARYy y la adipogénesis in
vitro'®. Incluso, en esta tesis demostramos que durante la adipogénesis también afecta la

expresion nuclear de este factor. En adipocitos se observd que CDK4 es importante en el
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mantenimiento de la sensibilidad a insulina’'. Por otra parte, también la actividad de PPARy se
ha asociado a efectos positivos en la sensibilidad a la insulina en el organismo®2%3, En funcion
de estos reportes estudiamos si la inhibicion de CDK4/6 en adipocitos modificaba parametros
generales de su funcionalidad. Nuestros resultados mostraron que la inhibicion de CDK4/6 en
adipocitos diferenciados de TAE disminuye la expresion de Pparg2 y tiende a disminuir la
acumulacion lipidica. Considerando que en adipocitos una de las acciones de la insulina es la
promocion de la lipogénesis, la reduccién en la acumulacién lipidica ante el tratamiento con PD-
0332991 podria sugerir una menor sensibilidad a esta hormona. Segun las evidencias
mencionadas previamente, ésta podria estar determinada por dos factores: una menor actividad
quinasa de CDK4 sobre IRS-2 que genera una desensibilizacién de la via intracelular de
respuesta a la insulina'’, y/o la menor expresion de Pparg2 debido a su asociacion con la
sensibilidad a la insulina y a su funcién como activador transcripcional de genes esenciales para
la funcionalidad adipocitaria. De acuerdo con nuestro resultado, otros autores observaron que la
inhibicion de CDK4 en adipocitos 3T3-L1 disminuye la captacion de glucosa y la expresion de
genes implicados en este proceso, asi como también de genes implicados en la lipogénesis'®®.
Un resultado analogo se observé al disminuir la expresion de CDK6 en adipocitos primarios de
humanos (por sobreexpresiéon de miR-107), donde la menor acumulacién lipidica estuvo
acompafada de una disminucién en la captacion de glucosa, sintesis de triglicéridos y expresiéon
de genes adipocitarios generales'®. En este contexto, nuestro resultado en adipocitos agrega
evidencias en favor de un rol de CDK4/6 en la modulacion de funciones generales del adipocito,
al menos en TAE.

Otra de las observaciones que surgen de los experimentos de transdiferenciacion es que la
inhibicién de CDK4/6 en adipocitos de TAI tuvo menores consecuencias sobre la expresiéon de
genes termogénicos y la funcionalidad adipocitaria que en TAE. De acuerdo con esto, al evaluar
los componentes del programa termogénico en adipocitos tratados con PD-0332991 sdlo
observamos una disminucion en la expresién génica de Ucp1 en ambos modelos de adipocitos.
En concordancia, los parametros adipocitarios generales determinados (expresion de Pparg2 y
acumulacion lipidica) tampoco se vieron afectados. En conjunto, estos resultados podrian sugerir
una menor sensibilidad de los adipocitos de TAI que los de TAE a la inhibicion de CDK4/6. Como
discutiremos mas adelante, éste efecto diferencial se volvid a observar en la masa de los
depdsitos de los animales tratados in vivo con PD-0332991. No obstante, al evaluar el efecto de
la inhibicién de CDK4/6 sobre la termogénesis en el tejido ambos depdsitos respondieron en la

misma direccion.

Rol de CDK4/6 en la regulacion del contenido mitocondrial

Las proteinas reguladoras del ciclo celular también han sido involucradas en la regulacién de la
funcion mitocondrial®*-35. De esta manera se cree que serian capaces de acoplar la proliferacion
y el metabolismo celular *¢. Nuestros resultados mostraron que la inhibicién in vitro de CDK4/6

82



Discusion

en la FEV induce un aumento en su contenido mitocondrial. No obstante, el mismo se restablece
a niveles normales durante la etapa de diferenciacion. De acuerdo con esto, la cantidad de
mitocondrias en los adipocitos de TAI diferenciados a partir de FEVs tratadas con PD-0332991
no difirid de los controles, y en TAE sdélo hallamos una tendencia a que sea mayor. En estos
experimentos es importante considerar que en cultivos primarios a d8-postdiferenciacion al
menos dos tipos celulares contribuyen al contenido mitocondrial de la poblacién; adipocitos
diferenciados, y células de la FEV que no respondieron a la mezcla de diferenciacion.
Considerando que en los cultivos de TAE permanece una mayor proporcion de células
indiferenciadas a d8 (el porcentaje de diferenciacién en TAE es menor que en TAl), nuestros
resultados podrian sugerir un efecto especifico de la inhibicion de CDK4/6 en las células
indiferenciadas. De acuerdo con esto, la inhibicion de CDK4/6 en cultivos de adipocitos
diferenciados (d6 a d8) no modificé el contenido mitocondrial en TAI, y en TAE si bien indujo un
aumento, el mismo fue de menor magnitud que el observado en la FEV. Basandonos en estos
resultados, en las células indiferenciadas en condiciones normales estas quinasas inhibirian la
biogénesis mitocondrial. Esto esta de acuerdo con un estudio previo que muestra que la
sobreexpresion de la ciclina D1 induce una disminucién de la actividad mitocondrial en
fibroblastos embrionarios de ratén, la cual esta mediada por la actividad quinasa de CDK4, pero
es independiente de RB33. De manera interesante, nuestros resultados plantean una regulacion
diferencial del contenido mitocondrial por CDK4/6 en las células indiferenciadas (CM, CPAs) del
TAB respecto a las células diferenciadas (adipocitos). De acuerdo con esto, la actividad de
CDK4/6 en las células indiferenciadas de la FEV promoveria la proliferacién celular e inhibiria la
biogénesis mitocondrial de manera simultanea. Esto es coincidente con el hecho de que las
células con mayor capacidad proliferativa (células tumorales, células madres embrionarias,
células mesenquimales en tejidos adultos, células precursoras) utilizan mayormente la glicolisis
aerobica como fuente de energia y de intermediarios metabdlicos en lugar de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial*’—#°. Incluso el metabolismo glicolitico en células madre esta relacionado
con el mantenimiento de su pluripotencialidad. Por otra parte, en nuestros ensayos
desconocemos la razén por la que el contenido mitocondrial no se modificé en adipocitos

diferenciados de TAIl a pesar de una reduccion en la expresion de marcadores termogénicos.

Efecto de la aclimatacién al frio y la inhibicion de CDK4/6 in vivo sobre el metabolismo y la

homeostasis energética

En los animales homeotermos, tales como las aves y los mamiferos, el mantenimiento de la
temperatura corporal es de fundamental importancia para el desarrollo de todas las reacciones
bioquimicas que componen el metabolismo. En estos animales, el estrés térmico activa
mecanismos para la generacién de calor, dentro de los cuales se encuentra el browning del TAB.
La termogénesis UCP1-dependiente caracteristica de este proceso requiere de un gran aporte

de energia quimica (e provenientes de la oxidacion de sustratos). De acuerdo con esto y en
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concordancia con reportes previos, en los animales aclimatados al frio durante 7 dias
observamos un aumento de gran magnitud en la ingesta de alimento sin cambio en el peso
corporal, evidenciando un incremento del gasto energético® 94297 |a hiperfagia hallada sugiere
que una de las principales fuentes de energia para la termogénesis UCP1-dependiente proviene
de la incorporacion de nutrientes. Ademas, la aclimatacion al frio redujo las masas de TAE y TAl
sugiriendo la activacion de la lipdlisis en estos depdsitos, la cual es una de las consecuencias de
la activacion del SNS por frio™. En conjunto con la disminucion en los niveles de triglicéridos
plasmaticos'®, esto indicaria que el aumento en la demanda energética también esta sustentada
por la movilizacién de las reservas lipidicas desde los depdsitos de TA. En coincidencia, es
conocido que la B-oxidacién de acidos grasos es una de las principales fuentes de energia para
la termogénesis mediada por UCP1'*. Por otra parte, el frio es un reconocido estimulo de
estrés?®, y por lo tanto produce la activacion de los mecanismos centrales y endocrinos
necesarios para asegurar el adecuado aporte de glucosa al cerebro. De acuerdo con esto, se ha
encontrado que induce un aumento de la liberacion de ACTH y corticosterona'42%°_ Esto podria
explicar, al menos parcialmente, el aumento en la glucemia que hallamos en los animales
expuestos a frio. Nuestros resultados también mostraron un aumento en el contenido lipidico
hepatico ante la exposicion al frio lo cual es coincidente con lo observado por otros'94210,

Al evaluar el efecto de la administracion de PD-0332991 en parametros metabdlicos, no
observamos cambios en el peso corporal, la ingesta, ni la glucemia. Este hallazgo es coincidente
con un estudio previo llevado a cabo en ratas donde se utilizan dosis bajas del inhibidor (10 y 30
mg/Kg) administradas en ciclos de 3 semanas tratamiento: 1 semana descanso'”®. No obstante,
el mismo estudio mostré que éstos parametros si se ven afectados si se administra una dosis
mayor (100mg/Kg), por lo que los efectos dependerian de la dosis utilizada. En pancreas, la via
CDK4-RB-E2F1 modula la secrecion de insulina en las células B regulando la expresion del gen
Kir6.2 que se encuentra implicado en este proceso?!’. Ademas, se ha demostrado que CDK4
también es importante para la normal proliferacion de estas células, influyendo asi en la
conformacion y funcionalidad del pancreas enddcrino?'?. No obstante, este efecto solo es
relevante en animales jévenes donde las células 3 se encuentran en su fase de proliferacion, y
no en animales adultos donde alcanzan la quiescencia replicativa?'*2'®, Por lo tanto, la
deficiencia o la inhibicion de CDK4 provoca insulinodeficiencia e hiperglucemia en animales
jovenes, pero no afecta dichos parametros en individuos adultos'®2?'”. En ratones se observo
que a los 3 meses de vida las células B ya muestran niveles de proliferacion muy bajos?'. Estos
hallazgos podrian explicar que no hayamos observado cambios en la glucemia en los animales
adultos tratados con PD-0332991.

Por otro lado, se conoce que CDK4 también es importante para la sensibilidad periférica a la
insulina. Recientemente se demostré que en adipocitos de TAE, CDK4 participa de la cascada
de senalizacion intracelular de la insulina mediante la fosforilacidn directa de IRS-2 promoviendo

sus acciones, tales como la captacion de glucosa y la lipogénesis'®'"'. De acuerdo con esto,
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nuestros resultados mostraron una reduccion significativa de la masa de TAE y de la acumulacion
lipidica en higado en animales tratados con PD-0332991, lo cual podria dar indicio de una menor
sensibilidad a insulina en estos tejidos. En coincidencia, en hepatocitos primarios se observo que
ante un estimulo de insulina se induce la fosforilacién de IRS-2 en el residuo Ser388 que es el
especificamente fosforilado por CDK4''. A diferencia de TAE, las masas de TAl y TARP no
fueron modificadas por el tratamiento con el inhibidor. En principio, el efecto diferencial en la
masa de los depésitos podria estar determinado por un alcance diferente de PD-0332991 segun
la localizacién de los mismos. No obstante, la determinacion del estado de fosforilacion de RB
mostré una inhibicion efectiva de la via de CDK4/6 tanto en TAE como en TAl, indicando que el
inhibidor alcanza ambos depdsitos con actividad farmacoldgica. Este efecto diferencial esta en
linea con lo que observamos in vitro durante el tratamiento de adipocitos diferenciados con PD-
0332991 las ultimas 48 h de la diferenciacion. En conjunto, estas observaciones indicarian un
mayor efecto de la inhibicion de CDK4/6 sobre la regulacion de la acumulacion lipidica en TAE
que en TAl, lo cual podria sugerir una participacion diferencial de CDK4/6 en la regulacion de la

sensibilidad a la insulina en estos depdsitos.
Respuesta diferencial de los depdsitos de TAB al browning inducido por frio

Numerosos reportes indican que los depdsitos de TA subcutaneos, son mas sensibles a la
estimulacién del browning que los abdominales®7:218219 En concordancia, nuestros resultados
in vivo mostraron una mayor induccién del browning en TAl que en TAE ante la exposicion al frio.
Al respecto, observamos que la expresion de marcadores termogénicos y mitocondriales en
animales aclimatados a 4°C fue mas elevada en TAIl que en TAE. En TAI de estos animales,
también observamos una gran abundancia de adipocitos multiloculares UCP1+ (beige), mientras
que en TAE estos fueron escasos. Incluso, en TAI los niveles de expresidon de marcadores
termogénicos fueron mayores a los de TAE en animales mantenidos a temperatura ambiente.
Estos resultados, indican claramente una mayor contribucion de TAI a la termogénesis UCP1-
dependiente del organismo no sélo ante un estrés térmico agudo (browning), sino también en
condiciones basales.
La diferente susceptibilidad al browning, junto con otros aspectos diferenciales de las respuestas
fisioldgicas de los depdsitos de TAB subcutaneos y abdominales determinan que los primeros se
asocien al desarrollo de enfermedades metabdlicas mientras que los segundos no, incluso se les
ha asignado un rol protector ''22°, Se postula que dos fendmenos no excluyentes podrian explicar
su distinto comportamiento*. Por un lado, el mismo podria deberse a factores extrinsecos de los
tejidos, tales como la irrigacion y la inervacion, que debido a la distinta localizacion anatémica de
los depdsitos resulte en que hormonas, citoquinas, y otras moléculas o células resulten
distribuidas de manera diferencial. Otra de las posibilidades es que existan factores intrinsecos
en cada depésito, tales como la composicion celular o la regulacién transcripcional de la
expresion génica, que establezcan de manera auténoma su distinta funcionalidad.
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La proporcion de precursores adipocitarios de cada linaje presente en la FEV podria ser uno de
los factores determinantes del comportamiento diferencial de los depdsitos. Un estudio previo y
nuestros resultados mostraron que la FEV de TAI de animales controles a temperatura ambiente
contiene una mayor abundancia de CPAs beige??!, y que se diferencian hacia el linaje beige con
mayor eficacia que la FEV de TAE. En este sentido, a d8 post-diferenciacion en los cultivos de
TAIl observamos un mayor porcentaje de adipocitos UCP1+ y mayor contenido mitocondrial que
en los de TAE. Ademas, encontramos que los adipocitos diferenciados de TAl expresan mayores
niveles de marcadores termogénicos basalmente, y ante la estimulacion por forskolina que los
de TAE, lo cual muestra que las diferencias halladas en el tejido se mantienen en cultivos
primarios in vitro. Estos resultados sugieren que la mayor cantidad de CPAs beige en la FEV de
TAI generaria una mayor proporcion de adipocitos beige ante un estimulo adipogénico, y podria

explicar en parte su mayor capacidad termogénica basal y durante el browning respecto a TAE.

Otra observacion interesante respecto a las caracteristicas del browning en cada depésito, es
que TAl ademas de un mayor perfil termogénico basal, tiene una mayor respuesta que TAE a la
induccién del browning por frio. De acuerdo con esto, en TAl observamos una mayor induccion
de la expresiéon de Ucp1, Pgc1ay Cox8b respecto a TAE. El unico marcador que se estimulé en
la misma proporcién en ambos tejidos fue Prdm16 (~1,5 veces). Prdm16 es un factor de
transcripcién temprano necesario para establecimiento del programa termogénico de los
adipocitos beige y pardos’. A través del reclutamiento de complejos mediadores de la
transcripcion, factores de transcripcion (PPARY) y coactivadores, promueve la expresion de Ucp1
y otros genes termogénicos'?*1%. Debido a que su expresidn se encuentra enriquecida en los
depositos subcutaneos respecto a otros de TAB”?, se lo ha propuesto como uno de los factores
determinantes de la respuesta diferencial de los depdsitos abdominales y subcutaneos al
browning. No obstante, nuestros resultados muestran la misma estimulacion de Prdm16 en
ambos depdsitos, a pesar de que existe una estimulacién diferencial de uno de sus genes diana
(Ucp1), lo cual sugiere que podrian existir otros factores mediando la respuesta al browning. De
acuerdo con esto, un estudio mostré que la expresiéon de Prdm16 durante la diferenciacion de la
FEV de una cepa propensa al browning (129S6/SvEv) es menor que la de una cepa menos
propensa (C57BL/6J), aun cuando los adipocitos generados a partir de la FEV de la cepa mas
propensa desarrollan mayor expresion de Ucp1 al final del periodo de diferenciacion in vitro®?'.

En conjunto, estos resultados indican que la abundancia de precursores beige en la FEV, y
posiblemente una regulacion transcripcional diferencial, serian dos de los factores responsables
de la distinta funcionalidad termogénica de TAE y TAI. Ademas, sustentan la existencia de

mecanismos intrinsecos de cada depdsito como determinantes de su distinto comportamiento.
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Rol de CDK4/6 en la regulacion de la termogénesis basal y el browning de los depédsitos de TAB

Uno de los hallazgos mas importantes de esta tesis que confirma nuestra hipétesis principal es
que la actividad de CDK4/6 in vivo es necesaria para mantenimiento de los niveles de
termogénesis basal y para el browning inducido por frio de los depdsitos de TAB. De manera
general, la inhibicion de CDK4/6 por administracion de PD-0332991 indujo una disminucion en
la expresion génica de marcadores caracteristicos del programa termogénico a temperatura
ambiente y en frio, y también de UCP1 a nivel proteico. A su vez, el analisis de los tejidos por
inmunohistoquimica mostré que la reduccion en la expresion de UCP1 en los animales tratados
con PD-0332991 en frio estuvo acompanada por una disminucion en la cantidad de adipocitos
multiloculares.

De acuerdo con un rol importante de CDK4/6 en la modulacién del programa termogénico en los
depdsitos de TAB, un estudio reciente demostré que la deficiencia en p16 (Cdkn2a) promueve el
browning del TA?Y”. p16 es uno de los inhibidores enddgenos especificos de CDK4/6 por lo que
su ausencia dejaria a estas quinasas con mayor activacién. En estas condiciones, los autores
muestran una estimulacién del browning del TA, lo cual seria coincidente con nuestras
observaciones que muestran una inhibicién de la termogénesis cuando se reduce la actividad de
CDK4/6 y nos permite sugerir una asociacion positiva entre la actividad de estas quinasas y los
niveles de termogénesis del TAB.

Ademas de los moduladores usptream de la actividad de CDK4/6, también se ha evaluado el rol
en la determinacién de los distintos linajes adipocitarios de algunas de las proteinas dianas de
estas quinasas en la via clasica. Dos de las proteinas del retinoblastoma, p107 y RB fueron
descriptas como determinantes del linaje blanco sobre el beige. De acuerdo con esto, los
animales p707” muestran una estimulacién del browning en TAl determinada por una mayor
abundancia de adipocitos multiloculares, mayor contenido mitocondrial y aumento de la
expresion de Ucp1y Pgc1a?®?2. Ademas, las CPAs de animales deficientes en p107 se diferencian
in vitro a adipocitos con mayor expresion de genes termogénicos. Respecto a RB, se observo
que la represién de su funcionalidad es necesaria para la generacion de adipocitos termogénicos
tanto por adipogénesis de novo como por transdiferenciacion, sugiriendo que basalmente ésta
proteina en su forma hipofosforilada se encuentra inhibiendo la expresion de genes
determinantes del programa termogénico®"-??2, En linea con esto, nuestros estudios mostraron
que al inhibir CDK4/6 in vivo disminuyd la fosforilacion de RB en TAB (indicando aumento de los
complejos represivos RB-E2Fs) y estos tejidos presentaron una menor capacidad termogénica.
Al igual que propusimos en nuestros estudios in vitro para la generacion de adipocitos beige por
adipogénesis y transdiferenciacion, en conjunto con evidencias previas nuestros resultados en
TA de animales tratados in vivo sugieren fuertemente que la regulacién del programa
termogénico por CDK4/6 podria estar mediada por los mismos efectores que actuan en el control

del ciclo celular. La prueba mas directa en favor de esta hipétesis proviene de un estudio que
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mostré que el eje CDK4-RB-E2F1 regula el metabolismo oxidativo en tejidos adultos??®. En este
sentido se observd que los animales E2f1” tienen un metabolismo oxidativo exacerbado en
varios tejidos, tales como el musculo y el TAP. Estos tejidos exhibieron un aumento en la
expresion de genes que codifican proteinas de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial (Afpbg1, Coxba, Ndufic, Sdha), el ciclo de Krebs (/dh3a), la oxidacion de acidos
grasos (Acadl, Pdk4, Cpt-1) y la respiraciéon desacoplada (Ucp1, Ucp2, Pgcia). Por analisis
computacionales los autores determinaron que varios de estos genes, de nuestro interés Ucp1,
Pgc1a y Ucp2, tenian en sus promotores sitios de unién de los factores E2Fs. Estudios
moleculares revelaron que en condiciones de disponibilidad energética (alimentacion,
homeotermia) en TAP y en musculo, E2F1 asociado a RB actuan reprimiendo la transcripcion de
genes necesarios para el metabolismo oxidativo por union a sus promotores. Al igual que en el
ciclo celular y como habia sido sugerido previamente?®', observaron que esta represion esta
regulada por el estado de fosforilacion de RB: en su estado hipofosforilado RB forma parte de
los complejos represivos con E2F1, mientras que su fosforilacion induce la disociacion de los
mismos y la activacion de la transcripcién. En concordancia, en los animales CDK47?4“/R?4C donde
CDK4 no puede ser inhibida por p16 y, consecuentemente RB esta constitutivamente fosforilada,
en los promotores de los genes oxidativos no se encuentra RB, y la expresién de dichos genes
se encuentra elevada independientemente del estado energético del organismo
(ayuno/alimentacién). Es importante aclarar que de manera general tanto el ayuno como el estrés
térmico inducen la activacion del metabolismo oxidativo, mientras que la
realimentacion/homeotermia lo disminuyen. El resultado anterior no solo muestra que la
regulacién del metabolismo oxidativo por E2F1 es dependiente de RB, sino que también indica
que esta dirigida por CDK4. De acuerdo con esto, el fenotipo de los animales E2f1”" no difiere de
los CDK4R?4C/R24Cy, de manera analoga a nuestros resultados, el tratamiento de ratones salvajes
con PD-0332991 inhibe el incremento en la respiracion mitocondrial promovido por el tratamiento
con un agonista (3-adrenérgico (isoproterenol).

El estudio anterior demuestra que la via CDK4-RB-E2F1 promueve el metabolismo oxidativo en
TAP. De nuestro interés es el hecho de que uno de los procesos promovidos en TAP es la
termogénesis UCP1-dependiente?**. En concordancia, el TAP de animales deficientes en E2F1
tiene mayor contenido mitocondrial y consumo de oxigeno, menor tamaro de vacuolas lipidicas,
y mayor expresion de genes implicados en el proceso termogénico (Ucp1 y Pgc1a). Esta
observacion es completamente coincidente con nuestros resultados en los depdsitos de TAB que
muestran una inhibicién de la termogénesis sobre los niveles basales cuando inhibimos CDK4/6
a temperatura ambiente, y un requerimiento de la funcionalidad de CDK4/6 para la induccion del
browning por frio. De manera analoga a la necesidad de CDK4/6 para la respuesta del TAB al
frio que demostramos en esta tesis, en el estudio descripto previamente la actividad de CDK4/6
resultd necesaria para la accion de un agonista B-adrenérgico??®. Estos hallazgos revelan una

funcién de CDK4/6 en la respuesta intracelular a la estimulacion adrenérgica. En linea con esto,
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en adipocitos primarios provenientes de FEV tratadas con PD-0332991 y tratados en los ultimos
dias de la etapa de diferenciacion con PD-0332991, la incubacién con forskolina (en ausencia de
PD-0332991) rescato la inhibicion basal logrando niveles normales de expresion de marcadores
termogénicos en el estado estimulado. Sin embargo, desconocemos las razones por las que la
expresion de Ucp1 cuando se aplica forskolina resultd superior a la de los adipocitos control. Esto
plantea un posible “efecto rebote” al realizar primero el tratamiento con PD-0332991, y luego la
estimulacion de la termogénesis, lo cual deberia ser estudiado en mayor detalle.

Considerando los hallazgos en relacién a la via CDK4-RB-E2F1 en TAP?% y nuestros resultados,
podriamos hipotetizar que un mecanismo analogo al observado en TAP funciona en los depdsitos
de TAB en la regulacion del programa termogénico por esta via. En condiciones de homeotermia,
baja actividad de CDK4/6 favoreceria la formacién de los complejos proteicos entre los factores
E2F y RB hipofosforilada (y/o otras proteinas de la familia), los cuales actuarian reprimiendo la
transcripcion de genes del programa termogénico. EI aumento en la demanda energética
desencadenada por un estrés térmico activaria a CDK4/6 por medio de las vias adrenérgicas,
induciendo la fosforilacién de RB y la consecuente disociacion de los complejos E2F/RB. Esto
dejaria libre la transcripcion de los genes termogénicos activandose la generacion de calor
mediada por UCP1. No obstante, no podemos descartar que algunos de los efectos encontrados
se deban a acciones de CDK4/6 como quinasas independientes de los efectores del ciclo celular,

y que su activacidon esté mediada por otras vias adicionales a la adrenérgica.
Interpretacion del rol de CDK4/6 en la regulacion de la termogénesis del TAB

En condiciones de homeostasis energética a temperatura ambiente (22°C), la adipogénesis tiene
como finalidad renovar los adipocitos del TA, por lo que la velocidad de recambio del TA en estas
condiciones es un reflejo de la tasa de adipogénesis. En humanos se estimé que un 10% de los
adipocitos se recambia anualmente, lo cual representa un recambio semanal del 0,2%?2%. Por
otro lado, en roedores se determind que en animales control alimentados con dieta estandar
durante dos meses, la generacion de nuevos adipocitos es extremadamente baja tanto en TAE
como en TAI. Incluso en ratones alimentados con una dieta con alto contenido en grasa, la
adipogénesis en TAE recién se activa a las 8 semanas, mientras que en TAIl aun a las 12
semanas no se observan signos de adipogénesis, dandose la expansion en este depdsito
principalmente por hipertrofia?®.

En lo que respecta a la conversion/transdiferenciacién entre los adipocitos maduros, en los
depdsitos de TAB en condiciones de homeostasis energética a temperatura ambiente (22°C) la
transdiferenciacion de blanco>beige es baja, asi como también la actividad termogénica del
tejido. De acuerdo con esto, la reaclimatacion a 22°C de animales expuestos previamente a 4°C,
induce la conversion opuesta (beige>blanco)?®?%, con la consecuente disminucion en la

expresion de Ucp1 y la adquisicion de morfologia unilocular.
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Estas evidencias indican que en roedores a temperatura ambiente en condiciones de
homeostasis energética la tasa de adipogénesis (independientemente del linaje adipocitario) en
los depodsitos de TAB es extremadamente baja, asi como también la transdiferenciacion.
Basandonos en estas observaciones, podriamos considerar que durante los 10 dias que
administramos PD-0332991 a temperatura ambiente en nuestros experimentos in vivo ambos
procesos son despreciables y, consecuentemente, la composicién de la poblacion de adipocitos
se mantiene estable. Segun un estudio reciente®® que muestra que la aparicion de adipocitos
beige ante la primera exposicion a un estrés térmico ocurre principalmente por adipogénesis de
novo, la poblacion de adipocitos seria una mezcla de adipocitos blancos, y presumiblemente
beige inactivos. Los adipocitos beige habrian sido generados por adipogénesis de novo durante
la formacién normal del TA en el periodo post-natal debido al estrés que supone la crianza a una
temperatura menor a la de termoneutralidad (22°C).

Considerando que la poblacién de adipocitos se mantiene constante durante el tratamiento a
temperatura ambiente, sugerimos que la inhibicion de la termogénesis basal del TAB cuando
administramos PD-0332991 podria estar determinada principalmente por un efecto sobre la
poblacién de adipocitos beige. De acuerdo con el mecanismo molecular propuesto previamente,
la inhibicidn en la expresiéon de marcadores termogénicos en adipocitos seria consecuencia de
una inhibicion del tono basal de la via de CDK4/6, lo cual resultaria en el reclutamiento de una
mayor cantidad de complejos represivos entre los factores E2Fs y las proteinas del
retinoblastoma a los promotores de estos genes favoreciendo la conversion de los adipocitos

beige a blancos.

Por otro lado, estudios recientes en ratones nacidos y criados a temperatura ambiente (22°C), y
sometidos a un estrés térmico en la vida adulta (4°C) coinciden en que tanto la adipogénesis de
novo como la transdiferenciacion contribuyen significativamente a la formacién de los adipocitos
beige en estas condiciones?®%2%, En estos animales se determiné que el 50% los adipocitos
beige son generados por adipogénesis de novo, y el otro 50% por transdiferenciacion a partir de
los blancos y/o reactivacion de los beige inactivos®°. Basandonos en estos hallazgos, en nuestros
animales experimentales donde estimulamos el browning durante 7 dias, el TAB estaria
compuesto por adipocitos beige activos entremezclados con adipocitos blancos que no
respondieron al estimulo adrenérgico. Los adipocitos beige habrian sido generados por
adipogénesis a partir de las CPAs, y por transdiferenciacion a partir de los adipocitos
blancos/reactivacion de los beige.

En este contexto, nuestros hallazgos in vitro que mostraron que la inhibicion de CDK4/6 afecta
negativamente la generacion de adipocitos beige por adipogénesis de novo y por
transdiferenciacion, sugeririan que la inhibicion del browning del TAB en los animales tratados
con PD-0332991 en frio estaria determinada por el efecto del inhibidor sobre ambos procesos.

Teniendo en cuenta el mecanismo molecular que regiria el control del programa termogénico por
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estas quinasas propuesto previamente, en frio la inhibicién de CDK4/6 impediria la activacion de
esta via por sefales B-adrenérgicas, y la consecuente induccion de la expresion de los genes
termogénicos. En los adipocitos, este mecanismo reprimiria el proceso de transdiferenciacion
hacia el linaje beige/re-activacion de los adipocitos beige. En CPAs, debido a que la expresion
de genes termogénicos no es significante, el eje CDK4/6 podria regular la expresion de
marcadores tempranos de linaje (Cd137, Thx1, Ebf2), que tal como observamos en esta tesis se
ven inhibidos en la FEV por PD-0332991. En este contexto, la inhibicién de CDK4/6 reprimiria su
expresion induciendo una disminucion en la abundancia de CPAs beige, que redundaria en una
menor generacién de adipocitos beige por adipogénesis de novo contribuyendo a la inhibicion

del browning.
Limitaciones del estudio

La inhibicién farmacolégica es un método util y simple de implementar para estudiar el rol de las
proteinas diana en la funcionalidad celular, tal como fue en nuestro caso el uso de PD-0332991
para estudiar la participacion de CDK4/6 en la generacion de adipocitos beige. PD-0332991 es
un inhibidor potente y selectivo para CDK4 y CDK6. De acuerdo con esto, en ensayos de
fosforilacion in vitro se observé actividad muy baja o nula contra una gran variedad de otras
proteinas quinasas, incluidas otras CDKs'’®. Una de las limitaciones mas importantes que
encontramos al utilizar la aproximacion farmacologica fue que, debido probablemente a la gran
homologia entre CDK4 y CDKB6, las IC50s de PD-0332991 por CDK4 y CDK6 son muy cercanas
(11nM y 15nM respectivamente)'#®'4° o cual dificulta investigar la contribucion relativa de cada
una de estas quinasas a los efectos observados. En nuestros ensayos in vitro la concentracion
de PD-0332991 utilizada (1uM) es ampliamente superior a ambas 1C50, por lo tanto, debemos
atribuir los cambios hallados tanto a CDK4 como a CDKB®. In vivo, comprobamos la inhibicion de
la via de CDK4/6 por la reduccién en la fosforilacion de RB. No obstante, desconocemos la
concentracion efectiva de PD-0332991 que llega al TAB. Ante estas limitaciones, no podemos
descartar una participacion diferencial de CDK4 y CDKG6 en la generacion de adipocitos beige y
la funcionalidad adipocitaria.
Al respecto, un estudio reciente sugiere que CDK6 es importante para la generacion de
adipocitos blancos por adipogénesis y para el mantenimiento de sus caracteristicas fenotipicas
en el estado maduro. De acuerdo con esto, animales que expresan una forma inactiva de CDK6
(CDK6X**M o deficientes en CDK6 (Cdk6”), presentan induccién del browning en TAIl con el
correspondiente aumento de la expresién de marcadores termogénicos y del contenido
mitocondrial. Inversamente, el restablecimiento de la expresion de CDK6 en adipocitos de
animales knock-out in vivo y en la FEV de animales knock-out in vitro provoca la reversion hacia
el linaje blanco?®. Este hallazgo pone en debate la participacion de CDK6 en los efectos sobre
el linaje beige observados en esta tesis. De manera interesante, los autores muestran que la
expresion de CDK4 no se modifica por la falta de CDK6 como manera de demostrar que no hay
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una potenciacion de su accion. No obstante, la falta de CDK6 podria favorecer la formacion de
mas complejos activos de Ciclina D-CDK4 respecto a las condiciones normales vy
consecuentemente promover su actividad sin necesidad de un cambio en expresion. De acuerdo
con esto, en TAl la expresion de CDK6 es mayor que la de CDK4 y la falta de CDK6 induce el
browning en este deposito. Contrariamente, en TAE donde predomina la expresion de CDK4224,
la falta de CDK®6 no produce remodelacion termogénica del tejido. Teniendo en cuenta los efectos
mencionados del eje CDK4-RB-E2F1 en la promocion del metabolismo oxidativo en TAP, y del
browning en los depdsitos de TAB, seria interesante evaluar en los modelos deficientes/mutantes
en CDKE6 si la induccién del browning esta mediada por la falta de actividad de CDK6 per se o

podria existir una contribucién de la promocion indirecta de la actividad de CDK4.

Otra de las limitaciones de este estudio es que debido a que CDK4 y CDK6 se expresan en la
mayoria de los tipos celulares y tejidos, no podemos discernir entre los efectos directos e
indirectos de la inhibicion de CDK4/6 sobre el TAB. Un ejemplo de un efecto indirecto podria ser
que la administracién de PD-0332991 afecte negativamente la descarga del sistema nervioso
simpatico sobre el TAB. Esto podria resultar en la misma inhibicion sobre la termogénesis basal
y el browning que observamos in vivo. Si bien no podemos descartar ésta u otras contribuciones
debidas a efectos de PD-0332991 en otros tejidos distintos al adiposo, nuestros resultados in
vitro sobre la FEV vy los adipocitos demuestran que existen mecanismos celulares intrinsecos del

TAB mediando la inhibicion del programa termogénico cuando se inhiben CDK4/6 in vivo.

Perspectivas

Si bien el browning es considerado un mecanismo adaptativo para el mantenimiento de la
temperatura corporal, actualmente se conoce que también se estimula en otras situaciones de
alta demanda metabdlica tales como el ejercicio fisico??’-2?°, |la caquexia asociada al cancer, y
en pacientes con quemaduras severas?'%2®, En condiciones de alta demanda energética el
aumento de la descarga simpatica promueve la lipdlisis en el TA con el consecuente aumento de
los acidos grasos libres intracelulares. Esto podria implicar un estrés metabdlico para la célula,
que en respuesta activaria la termogénesis UCP1-dependiente para aliviar la sobrecarga de
energia disponible®®, por lo que el browning también podria ser secundario a un cambio en el
contexto metabdlico intracelular. No obstante, la asociacion del browning con patologias de alta
demanda metabdlica es un hecho reciente, y los mecanismos moleculares que median su
activacion en estas condiciones aun no han sido examinados?°.

A diferencia de los efectos benéficos del browning sobre el peso corporal y el metabolismo en
estados de obesidad, la estimulacion del browning observada durante el cancer esta asociada
con efectos adversos?®. La caquexia es un estado de fatiga y debilitamiento general que se
caracteriza por un balance energético y proteico negativo debido a la reduccion de la ingesta y a

un metabolismo acelerado. Las estrategias destinadas a promover la ingesta tienen un potencial
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terapéutico limitado ya que no corrigen la desregulaciéon del metabolismo, por lo que el
tratamiento de esta patologia tiene un prondstico muy pobre?'. En modelos de roedores de
caquexia asociada al cancer se observo que la induccion del browning es un evento temprano y
sistémico en la patofisiologia de la caquexia. Consecuentemente, se postula que seria uno de
los mecanismos que contribuirian al hipermetabolismo y al gasto energético, mediando asi el
desarrollo y mantenimiento de los estados de caquexia®3®?32, De acuerdo con esto se observd
que la atenuacién del browning con un antagonista de los receptores 3-adrenérgicos reduce la
severidad de la caquexia?®?.

El uso de PD-0332991 como inhibidor de la proliferacién celular en cancer se encuentra en
estado avanzado, principalmente en cancer de mama, donde se lo utiliza desde el 2015. Incluso,
actualmente su uso esta siendo probado en el tratamiento como adyuvante en otros tipos de
canceres en combinacidon con inhibidores de diversas vias de sefalizacion
(RAF/MEK/ERK/PI3K)?3. En esta tesis mostramos que la administracion oral de PD-0332991
durante 10 dias en roedores adultos inhibe la termogénesis basal y el browning estimulado por
frio en los depésitos de TA epididimal e inguinal. Esta inhibicidon del programa termogénico del
TA cuando se inhiben CDK4/6 sugiere que ademas de detener la progresién de los tumores por
inhibicion de la proliferacién celular, la administracion de PD-0332991 podria contribuir a
disminuir la incidencia y severidad de los estados de caquexia asociados al cancer,
incrementando sus efectos benéficos en el tratamiento de esta patologia. Por esto, creemos que
seria interesante estudiar si la administracion de PD-0332991 es capaz de inhibir la induccion
temprana del browning en el establecimiento de la caquexia asociada al cancer, y si esto
contribuye a la mejora de la severidad de este estado hipermetabdlico. Por otro lado, si bien la
necesidad del browning para el desarrollo de caquexia se encuentra establecida®?, los
mecanismos moleculares implicados en este proceso aun no han sido estudiados?**, por lo que

también creemos interesante profundizar en el estudio de los mismos.
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Conclusiones

Los resultados de esta tesis en conjunto con hallazgos de otros autores nos permitieron arribar

a las siguientes conclusiones:

Capitulo |

o CDK4/6 actuan en la etapa de determinacién de la adipogénesis promoviendo la
generacion de CPAs beige.

o CDK4/6 regularian el desarrollo del programa termogénico durante la diferenciaciéon
terminal del linaje beige mediante el control directo de la expresion de genes

termogeénicos, e indirecto, a través de la modulacion de la expresion/actividad de PPARYy.

Capitulo I

o CDK4/6 son necesarias para el mantenimiento del programa termogénico de los
adipocitos.
o CDK4/6 modularian la conversion directa entre los distintos tipos de adipocitos.

o En TAE estas quinasas regulan funciones generales del adipocito.

Capitulo Il

o En condiciones fisioldgicas a temperatura ambiente, el tono basal de la via CDK4/6 en
TAB contribuye al mantenimiento de la termogénesis basal del tejido.

o Ante un estrés térmico, la actividad de CDK4/6 en el TAB es necesaria para la induccion
normal del browning.

o CDK4/6 contribuyen al mantenimiento del pool de CPAs beige en los depédsitos de TAB.

o CDK4/6 actuarian mediante los mismos efectores utilizados en el control del ciclo celular,

pero los factores E2Fs serian represores transcripcionales.

Considerando nuestros resultados in vitro, los efectos en el tejido tendrian una contribucion del
rol de estas quinasas en la generacidon de adipocitos beige por adipogénesis y por
transdiferenciacion. De manera general proponemos que, en condiciones fisioldgicas a
temperatura ambiente, el tono basal de la via CDK4/6 en adipocitos beige inactivos mantendria
la termogénesis basal del tejido (Fig. 1). La llegada de un estimulo adrenérgico desencadenada
por un estrés térmico induciria la activacion de esta via favoreciendo la generacion/activacion de
adipocitos beige en el TAB (Fig. 2). En la adipogénesis, CDK4/6 serian importantes para la
generacion de los precursores beige y para su diferenciacién. En la transdiferenciacion, la
activacion de la via de CDK4/6 por el estimulo adrenérgico provocaria la des-represion del
programa termogénico en los adipocitos blancos/beige inactivos promoviendo su

transdiferenciaciéon/activacion.
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1. Temperatura ambiente

Figura 1: A temperatura ambiente el
CPA BLANCO tono basal de la via CDK4/6
Blanca . contribuye al mantenimiento de la
' ” termogénesis basal del TAB. En estas
condiciones en el TAB se encuentra
favorecida la adipogénesis hacia
adipocitos blancos, y los adipocitos
beige existentes se encuentran
inactivos. En adipocitos beige, la
actividad basal de CDK4/6 permite
una expresion baja de genes
termogénicos (Ucp1, Pgc1a, Prdm16,
Cox8b), y en la FEV contribuye al
mantenimiento del pool de CPAs
beige del tejido.

BEIGE INACTIVO

Figura 2: En frio la actividad de
2. Frio (browning) CDK4/6 en el TAB es necesaria para
la induccion del browning. La llegada
de un estimulo adrenérgico activaria
BLANCO la via de CDK4/6. Por un lado,
CDK4/6 participarian de la
generacion de adipocitos beige por
adipogénesis donde contribuirian a la
formacion de las CPAs beige y a su
diferenciacion. Esto Ultimo seria
Adipogénesis T - mediante el control directo e indirecto
(a través de PPARY) de la expresion
de genes termogénicos. En
adipocitos blancos/beige inactivos, la
activacion de CDK4/6 promoveria la
disociacion de los complejos
represivos E2Fs-proteinas del
retinoblastoma. Esto aumentaria la
Ucp1  BEIGE ACTIVO transcripcion de genes termogénicos
PPARy _y, Pgcta

Prdm16 (Uept, Pgcla, Prdm16, Cox8b)
Cox8b contribuyendo asi a la
transdiferenciacion blanco>beige/
reactivacién de los adipocitos beige

del TAB.

CPA
Blanca

CPA
Beige

En esta tesis proveemos evidencia que indica que CDK4 y/o CDK6 son necesarias para la
generacion de adipocitos beige por adipogénesis de novo y por transdiferenciacién. Ademas,
demostramos que son relevantes in vivo, donde la actividad de CDK4/6 resulta indispensable
tanto para el mantenimiento de la termogénesis basal, como para la induccion del browning por
frio en los depésitos de TA epididimal e inguinal. Estudios futuros destinados a discernir la
contribucién relativa de estas quinasas a los efectos observados, y los mecanismos moleculares
implicados serian de gran utilidad para su modulacién selectiva. Estos hallazgos constituyen otro
ejemplo de la importancia de los reguladores del ciclo celular en el metabolismo.
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