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RESUMEN

Los péptidos RFamida son producidos en el hipotalamo y ejercen efectos
anorexigénicos y orexigénicos cuando se inyectan intracerebroventricularmente.
Resultados de nuestro laboratorio mostraron que los péptidos RFamida
anorexigénicos NPAF, NPFF y NPSF bloquean la adipogénesis in vitro. Los
péptidos RFamida QRFP (pyroglutamylated arginine-phenylalanineamide peptide)
son orexigénicos inyectados en el hipotalamo pero se desconoce si ejercen
efectos periféricos. Nosotros evaluamos el efecto de los péptidos QRFP h26RFa,
r26RFa, r26RFa+.16, r26RFazo.26 ¥y r43RFa sobre la adipogénesis in vitro de la linea
celular 3T3-F442A y encontramos que éstos incrementaron la acumulacion lipidica
en funcion de la concentracion. Asimismo, determinamos mediante RT-PCR que
los mMRNAs de QRFP y de su receptor, GPR103, se expresan en preadipocitos
3T3-F442A pero no en los adipocitos de esta linea celular. Los mRNAs y las
proteinas de QRFP se expresaron también en depdsitos grasos de epipldn,
epididimo, subcutaneo y perirenal provenientes de ratas macho Wistar. Nuestros
resultados sugieren que los péptidos QRFP juegan un papel importante en la
regulacion del metabolismo y la diferenciacion del tejido adiposo actuando
directamente sobre este tejido, ya sea de forma endocrina o autocrina. Nuestro
trabajo futuro estudiara los mecanismos moleculares por los cuales los péptidos
QRFP favorecen la acumulacion lipidica en células adiposas y caracterizara la
expresion de estos péptidos en depdsitos grasos de ratas sometidas a diferentes

regimenes alimenticios.



ABSTRACT
Hypothalamic RFamide peptides exert both anorexigenic and orexigenic effects
injected intracerebroventricularly. Results from our laboratory showed that
anorexigenic RFamide peptides, NPAF, NPFF and NPSF block the in vitro
adipogenesis. RFamide QRFP (Pyroglutamylated arginine-phenylalanineamide
peptide) peptides are centrally orexigenic but it is unknown whether they exert
peripheral effects. We evaluated the effect of the QRFP peptides h26RFa, r26RFa,
r26RFa(1.16), r26RFa(20-26) and r43RFa on 3T3-F442A adipogenesis and found that
they increased lipid accumulation in a concentration-dependent manner. We also
determined by RT-PCR that mRNAs for QRFP and its receptor, GPR103, were
expressed in 3T3-F442A preadipocytes but not in mature adipocytes of this cell
line. QRFP mRNAs and proteins are also expressed in omental, epididymal,
perirenal and subcutaneous fat depots of Wistar rats. Our results suggest that
QRFP peptides play an important role in regulating metabolism and differentiation
of adipose tissue by acting directly on this tissue, either endocrinally or autocrinally.
Our future work will study the molecular mechanisms by which peptides QRFP
favor lipid accumulation in fat cells and will characterize the expression of these

peptides in fat depots of rats subjected to different diets.



. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia del sobrepeso y la obesidad

El sobrepeso afecta a mas de 1600 millones de adultos en el mundo y al
menos 500 millones de ellos son obesos (WHO, 2005). En nuestro pais el
sobrepeso es un tema prioritario de salud puesto que aproximadamente el 70% de
la poblacién mexicana adulta lo padece (WHO, 2005). Mas preocupante es que
México ocupa el primer lugar mundial de sobrepeso infantil, con 26.8% de infantes
obesos (SSA, 2010). El sobrepeso y las enfermedades asociadas (enfermedades
cardiovasculares, cerebro-vasculares, hipertension, algunos tipos de cancer,
diabetes mellitus tipo 2) representan un alto impacto en costos para los sistemas
de salud. En 2008 las enfermedades asociadas al sobrepeso representaron el
33.2% del gasto publico federal destinado a servicios de salud en México
(ENSANUT, 2006). La Organizacién Mundial de la Salud prevé que para el afno
2015 existan mas de 2500 millones de personas con sobrepeso en el mundo
(WHO, 2005). Dado el aumento de casos de obesidad en el mundo se requieren
estudios profundos sobre los mecanismos del desarrollo de tejido adiposo. Debido
a que el exceso de tejido adiposo es la caracteristica de la obesidad, es
importante el estudio de los factores y los mecanismos en la generacion de
nuevos adipocitos. Conocer estos mecanismos ampliara el panorama en el

desarrollo de terapias anti-obesidad con blancos mas especificos y efectivos.



1.2 Regulacion de la ingesta alimenticia

El apetito y la saciedad son regulados por sefales endogenas y exdgenas
al hipotalamo que involucran neurotransmisores, neuropéptidos (péptidos
hipotalamicos), hormonas y proteinas que favorecen actividades orexigénicas o
anorexigénicas (Erlanson-Albertsson, 2005., Atkinson, 2008). Las senales
enddégenas se producen en forma de péptidos en el hipotalamo, considerado el
organo endocrino con mayor numero de elementos y sistemas de control sobre la
ingesta alimenticia (Hirsh y cols, 1992). Las sefiales exdgenas al hipotalamo son
producidas en o6rganos periféricos, como el tejido adiposo, pancreas, higado,
estbmago y duodeno (Maijdic, 2009). Las senales exdgenas o periféricas afectan
regiones del hipotalamo que contribuyen en la regulacion del ingesta alimenticia
(Hillebrand y cols, 2002., Leibowitz y cols, 2004., Peelman y cols, 2004., Small y
cols, 2004). Las sefiales producidas en el tejido adiposo juegan un papel

importante en la regulacidn de la ingesta alimenticia.

1.3 El tejido adiposo secreta senales que afectan la ingesta alimenticia

El tejido adiposo blanco predomina en adultos y sirve como almacén de
grasa, mientras que el tejido adiposo café genera calor en los neonatos y roedores
via desacoplamiento mitocondrial de la oxidacién de lipidos (Farmer, 2008). Por
mucho tiempo el tejido adiposo fue considerado basicamente como aislante
térmico, almacén de grasa en mamiferos y movilizador de lipidos reguladas por
innervaciones (Bowers y cols, 2001., Bartness y cols, 2007). Ahora se sabe que el
tejido adiposo blanco también funciona como un érgano endocrino y secreta cerca

de 100 proteinas sefalizadoras conocidas como adipocinas que ejercen funciones
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a nivel periférico e hipotalamicamente (Seboek y cols, 2004., Trayhurn y cols,
2006., Fonseca y cols 2007). Las adipocinas influyen sobre la homeostasis, los
procesos de inflamacion, inmunidad, tono vascular, resistencia a insulina,
metabolismo de la glucosa y sobre la ingesta alimenticia (Trayhurn y cols, 2006).
En el sindrome de la obesidad, se cambia la expresion de adipocinas y aquellas
actividades reguladas por el tejido adiposo lo que contribuye al desarrollo de otros
padecimientos (Trayhurn, 2005). La comunicacion hipotalamo-tejido adiposo es
muy importante en la regulacion de la homeostasis caldrica y la regulacion
metabdlica en mamiferos (Fonseca y cols, 2007). La adipocina leptina favorece las
sefales de saciedad al unirse con sus receptores presentes en el hipotalamo
(Fonseca y cols, 2007, Trayhurn y cols, 2006). Sin embargo, factores externos
también pueden modificar o afectar la produccién de adipocinas y factores
involucrados en la regulacion de la ingesta alimenticia. La expresion de factores
orexigénicos y anorexigénicos (hipotalamicos y periféricos) es afectada por el
contenido de grasas, proteinas y carbohidratos de la dieta (Beck y cols, 2002,
Erdmann y cols, 2003). En ratas alimentadas con dietas altas en grasa la
expresion de leptina aumenta y la produccion de neuropéptido Y hipotalamico
disminuye (Stricker-Krongrad y cols, 1998, Beck y cols, 2003). La ghrelina
estomacal, con papel orexigénico, disminuye con dietas altas en grasa y con
dietas altas en carbohidratos (Elchelby y cols, 1999., Beck y cols, 2002). En
general, la produccion de adipocinas se disminuye en animales con dietas altas en
grasas (Havel, 2004., Barnea y cols, 2009). El estrés y los ritmos circadianos
también modifican la expresion de factores orexigénicos y anorexigénicos. Ratas

estresadas con frio producen mayor cantidad de neuropéptido Y (Kuo y cols,
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2007). La restriccion calérica en ratas provoca cambios en la modulacién de la
expresion de adipocinas (Perello y cols, 2004., Romero y cols, 2009) Por lo que la
actividad orexigénica y anorexigénica depende tanto de factores endocrinos como

de factores externos.

1.4 El tejido adiposo secreta factores neurales

Recientemente se ha reportado que el tejido adiposo produce factores
neuroendocrinos, como el neuropéptido Y, proteina agouti, somastatina,
kisspeptina, neurotensina y factores liberadores de mineralacorticoides (Chaldakov
y cols, 2009, Trayhurn y cols 2006, Brown y cols, 2008). El tejido adiposo también
produce factores neurotréficos como el factor neurotréfico derivado de cerebro y
factor neurotréfico derivado de células gliales y neurotransmisores como
noradrenalina, glutamato y acido gamma-aminobutirico (Trayhurn y cols 2006, Kos
y cols, 2007, Seboek y cols, 2004). Otras sustancias secretadas por el tejido
adiposo son el antigeno nuclear neuronal y nestina. (Chaldakov y cols, 2009,
Seboek y cols, 2004, Hausman y cols, 2008, Brown y cols, 2008). Por lo que el
tejido adiposo ha emergido como un importante érgano secretor de diversas
moléculas que pueden afectar la homeostasis caldrica. Moléculas como los
péptidos RFamida modulan central y periféricamente la ingesta alimenticia y la
acumulacién de lipidos en las células adiposas. Motivo por el cual los péptidos
RFamida han empezado a ser estudiados y evaluados en padecimientos como la

obesidad.
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1.5 Los neuropéptidos RFamida afectan la ingesta alimenticia y la
acumulacion lipidica

Los neuropéptidos RFamida estan formados por un numero pequeio de
aminoacidos y funcionan como senales neurales que influyen en actividades
reguladas por el sistema nervioso central (Zajac y cols, 2006). Las moléculas
precursoras de neuropéptidos son generalmente polipéptidos de gran tamafno que
sufren cortes para generar los fragmentos bioactivos. Solo algunos neuropéptidos
pueden cruzar la barrera hematoencéfalica por difusidon transmembranal, sistema
de transporte saturable bidireccional o unidireccional (Barrera y cols, 1987, Barrera
y cols 1991). El primer neuropéptido RFamida descrito fue el tetrapéptido
cardioexcitatorio del molusco Macocallista nimbosa, (Phe-Met-Arg-Phe-NH;) y se
le denomind RFamida por su secuencia de aminoacidos (Arg-Phe-NH2) en el
extremo carboxilo terminal (Price y Greenberg, 1977). El tetrapéptido fue descrito
solamente en moluscos, sin embargo existen péptidos en mamiferos relacionados
a RFamida, denominados FARPs (FMRFamide related peptides), y conocidos
comunmente como péptidos RFamida. Diferentes genes producen precursores de
péptidos RFamida, los precursores sufren escisiones y generan péptidos
bioactivos (Bechtold y cols, 2007). Sus funciones fisiolégicas son variadas y son
péptidos que se conservan entre los mamiferos (Darmer y cols, 1991). Los

péptidos RFamida en mamiferos estan divididos en cinco familias:

a) Familia PrRP
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La familia PrPR (prolactin releasing peptide) esta formada por dos
miembros, PrRP-20 y PrRP-31. Los péptidos PrRP son producidos en las
neuronas del nucleo del tracto solitario y la médula ventral lateral y dorsomedial
del hipotalamo. Las funciones que se han descrito para los péptidos PrPR son:
estimulacion en la liberacidon de prolactina in vivo (Taylor y cols, 2001), regulacion
de factores pituitarios como oxitocina, de hormonas hipotalamicas como la
liberadora de corticotropina, foliculo estimulante y la hormona luteinizante
(Maruyama y cols, 1999, Samson y cols, 2004). Ademas los péptidos PrRP
ejercen efectos anorexigénicos cuando son inyectados
intracerebroventricularmente (Leighton y cols, 2001). Los efectos de los péptidos

PrRP son mediados por un receptor acoplado a proteina G denominado GPR10.

b) Familia LPXRF

La familia LPXRF se conforma de dos representantes RFRP-1 (RFamide
Related Peptide-1) y RFRP-2, ambos son expresados por las neuronas del nucleo
dorsomedial y paraventricular del hipotalamo y en la médula espinal. Estos
péptidos actuan a través de los receptores NPFF1 y NPFF2, los cuales son los
receptores putativos de la familia NPFF. Sus funciones son neuroendocrinas;
participa en la percepcidén de estimulos nociceptivos y en la modulacién del dolor

(Bechtold y cols, 2007).

c) Familia de la kisspeptina
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Los miembros descritos para esta familia son la metastina y la kisspeptina-
10, son expresados en el hipotalamo, en la médula espinal, hipocampo, amigdala
y cerebro medio. Tienen un receptor acoplado a proteina G, conocido
comunmente como GPR54. Sus funciones incluyen la inhibiciéon de la migracion de
células cancerigenas provocado por metastina (Ohtaki y cols, 2001). La
kisspeptina tiene un papel importante en la secrecion de gonadotropinas y en la
maduracion y cambios producidos en la pubertad (Bechtold y cols, 2007). No
ejercen efectos sobre la ingesta alimenticia o por lo menos no en ratas (Thompson

y cols, 2004).

d) Familia NPFF

Formada por los neuropéptidos NPFF, NPAF, NPSF y NPVF se expresan
principalmente en neuronas del nucleo del tracto solitario, médula lateral ventral, y
nucleo paraventricular del hipotalamo. Sus receptores son acoplados a proteina G
y se denominan NPFF1 y NPFF2. Las funciones de la familia NPFF comprenden
la modulacion de la analgesia inducida por opioides (Yang y cols, 1985., Dong y
cols, 2001) y la contraccion cardiovascular (Allard y cols, 1995). Ademas los
péptidos NPAF, NPFF, y NPSF tienen propiedades anorexigénicas cuando se
inyectan centralmente en ratas, ratones (Kavaliers, 1985, Murase y cols, 1996,
Bechtold y cols, 2007) y pollos (Cline y cols, 2007). Resultados de nuestro
laboratorio mostraron que los péptidos NPAF, NPFF, y NPSF producen efectos
antiadipogénicos en células 3T3-F442A dependientes de la concentracién. Los

tres neuropéptidos también bloquearon la diferenciacién adiposa de preadipocitos
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humanos normales y derivados de lipoma. El efecto antiadipogénico de los
neuropéptidos NPFF, NPAF y NPSF fue ligado a una sobreexpresion de 1d3, factor
transcripcional antiadipogénico. Ademas se encontrdo que el neuropéptido NPAF
inhibe la adipogénesis de forma irreversible en las células 3T3-F442A (Herrera-

Herrera y Salazar-Olivo, 2008).

e) Familia QRFP

Los péptidos QRFP (pyroglutamylated-arginine-phenylalanine amide
peptide), se denominan asi debido a que su extremo N-terminal inicia con el acido
piroglutamico y su extremo C-terminal tiene el motivo Arginina-Fenilalanina-amida.
Son producidos principalmente en el nucleo ventromedial y lateral del hipotalamo y
en la médula espinal de mamiferos (Chartrel y cols, 2003). QRFP es la forma de
prohormona y sufre cortes mediados por convertasas que reconocen sitios ricos
en arginina y lisina (FIGURA 1), generandose asi los péptidos 43RFamida,
26RFamida y el fragmento 26RFamidapo.0sy de 43, 26 y 6 aminoacidos
respectivamente (Jiang y cols, 2003., Chartrel y cols, 2006., Nillni E 2007). El
péptido 26RFamida fue aislado por primera vez en ranas y ha sido clonado en
humanos, ratas, ratones y pollos (Chartrel y cols, 2003). El receptor de QRFP es
conocido como GPR103 (G protein-coupled receptor 103) y es expresado
principalmente en el hipotalamo (Jiang y cols 2003., Fukusumi y cols, 2003). Una
caracteristica importante de GPR103 es que muestra alta homologia con las
secuencias de los receptores NPFF2 (que unen a NPAF y NPFF), Y-Y2 (que une

al neuropéptido Y) y GAL-R1 (que une a galanina). Todos estos ligandos juegan

16



papeles importantes en la regulacion de la ingesta alimenticia (Bonini y cols,
2000). Desde el descubrimiento de los péptidos QRFP se reporté que inyectados
intracerebroventricularmente producen efectos orexigénicos (Chartrel y cols, 2003,
Takayasu y cols, 2006), incrementan la actividad locomotora (Primeaux y cols,
2008) y aumentan el gasto energético y el ritmo cardiaco (Takayasu y cols, 2006).
El péptido 26RFamida favorece la liberacion de la hormona GnRH (gonadotropin-
releasing hormone) que estimula la liberacién de LH (luteinizing hormone), por lo
que 26RFamida favorece la maduracion gonadal durante la edad reproductiva en
ratas (Navarro y cols, 2006). La preproteina QRFP esta presente en el hipotalamo
en aproximadamente 6 pg/mg, pero esta concentracién varia de acuerdo al ayuno,
masa corporal y el contenido energético de la dieta (Beck y Richy, 2009). La
expresion de QRFP se suprime en el nucleo ventromedial del hipotalamo de ratas
alimentadas con dieta rica en grasas (55% de grasas) y a su vez aumenta la
concentracion de leptina plasmatica, y las dietas bajas en grasas (5% de grasas)
aumentan la expresion de QRFP con disminucion de leptina (Beck y Richy, 2009).
Los valores de QRFP presentan los mayores picos durante el ayuno, caracteristica
compartida por todos los péptidos con actividad orexigénica (Takayasu y cols,
2006, Beck y cols, 2003). Entonces, la expresion de QRFP en hipotalamo es

modulable.

1.6 Mecanismos de accion de péptidos RFamida y caracteristicas de sus
receptores
Los mecanismos de accidén de los péptidos RFamida incluyen receptores

acoplados a proteinas G, caracterizados por actuar a través de segundos
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mensajeros. Estos receptores contienen siete dominios transmembranales
hidrofébicos y su secuencia N-terminal es extracelular en tanto que la porcion C-
terminal es intracelular (Jackson y cols, 1991). La unién de los neuropéptidos
RFamida a su receptor metabotrépico provocan un cambio conformacional que
activa una proteina intracelular (proteina G) unida al receptor, desencadenando
reacciones intracelulares que transducen el mensaje a través de segundos
mensajeros (Bechtold y cols, 2007). Los péptidos RFamida difieren en la
secuencia N-terminal; ello podria ser determinante para el reconocimiento de su
receptor y para sus multiples funciones cardiovasculares, modulatorias de la
contraccion muscular, de balance hidrico, actividades neuroendocrinas vy

neuromoduladoras (Dockray 2004, Fukusumi y cols, 2006).

El tejido adiposo ha emergido como un o6rgano endocrino de gran
importancia en la regulacién de diversos procesos homeostaticos. Se sabe que
algunos neuropéptidos con actividad sobre la ingesta alimenticia son producidos
también en el tejido adiposo y afectan directamente su funcionamiento. Aunque se
sabe que los neuropéptidos QRFP son orexigénicos a nivel central en diversas
especies, (Dockray, 2004) se ignora si ejercen efectos periféricos. Conocer los
mecanismos hipotalamicos y periféricos de los péptidos QRFP aportara datos
importantes sobre los mecanismos de control del balance energético y la
acumulacioén lipidica de células grasas. Por ello nuestro trabajo evalu6 el efecto de
los neuropéptidos QRFP sobre la adipogénesis in vitro y analizd la expresion de

QRFP y su receptor en la linea celular 3T3-F442A y en depdsitos grasos de ratas.
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Il. MATERIALES Y METODOS
2.1 Neuropéptidos usados

Los neuropéptidos 43RFamida de rata (r43RFa), 26RFamida de rata
(r26RFa), 26RFamida de humano (h26RFa) y los fragmentos de rata 26RFamida
1-16 (r26RFaq.16) y 26RFamida 20-26 (r26RFayp.2) usados en este trabajo fueron
donados por los Profesores Manuel Tena-Sempere (Universidad de Cérdova,
Espafa), Hubert Vaudry y Jerome Leprince (Universidad de Rouen, Francia). Las
secuencias de los péptidos se indican en la Tabla 1. Los neuropéptidos se
reconstituyeron en solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS) adicionada con
0.5 g/l de albumina de suero de bovino y se almacenaron a -20°C en alicuotas

hasta su uso. Cada alicuota se uso luego de una sola descongelacion.

2.2 Cultivo celular

Los preadipocitos 3T3-F442A se inocularon (1 x 10* células/pozo) en placas
de cultivo de 24 pozos (Corning Glass Works) con medio L15 adicionado con 10%
de suero de ternera (HyClone) (medio basal; MB). Luego de 48 horas con MB,
ensayamos el efecto de concentraciones determinadas de neuropéptidos QRFP
en medio adipogénico (MA): L-15 suplementado con 10% de suero fetal de bovino
(HyClone), 5 ug/ml de Insulina, 10 mM de D-biotina, 0.5 g/l de D-glucosa. Usamos
como control negativo medio no adipogénico (MNA): L-15, 4% de suero de gato
(donado por el Dr. Walid Kuri Harcuch, CINVESTAYV, México), 5 ug/ml de Insulina,
10 mM de D-biotina, 0.5 g/l de D-glucosa. Las concentraciones mencionadas de
los péptidos QRFP también fueron probadas en medio libre de suero (MLS): L-15,

0.05 g/l de albumina de suero de bovino, 2 yM de solucion con 5 mg/ml de
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transferrina y 1.2 yM de triyodotironina, 0.01 ng/ml de factor de crecimiento
epidérmico, 5 pg/m de insulina, 10 mM de D-biotina, 0.5g/I de D-glucosa. Como
control positivo, en experimentos con MLS, se usé medio con suero (MLSA): L15
suplementado con 10% suero fetal de bovino, 2 yM de solucion con 5 mg/ml de
transferrina y 1.2 yM de triyodotironina, 0.01 ng/ml de factor de crecimiento
epidérmico, 5 ug/ml de Insulina, 10 mM de D-biotina, 0.5 g/l de D-glucosa.
Mantuvimos los cultivos celulares a 37 °C por 10 dias con cambio de medio cada

tercer dia.

2.3 Cuantificacion de la diferenciaciéon adiposa

La diferenciacion adiposa en células 3T3-F442A se estim6é por
cuantificacion de la acumulacién lipidica intracelular con la técnica de rojo oleoso
O (Ramirez-Zacarias y cols., 1992). Las monocapas celulares fueron fijadas con
formaldehido en PBS al 4% y se incubaron con la solucién saturada de rojo oleoso
O (Sigma Chem) durante 48 horas a temperatura ambiente. Se extrajo el colorante
retenido en las monocapas celulares y se cuantificd por espectrofotometria a una
longitud de onda de 510 nm. Los tratamientos control fueron medio adipogénico
que representd el 100% de acumulacién lipidica y el medio no adipogénico que
representd el 0%. La acumulacion lipidica de los tratamientos se determiné

mediante la formula:

AbsT—AbsMNA

Diferenciacion adiposa (%) = AbsMA_AMMNA(lOO)ﬂ
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En donde AbsT corresponde a la absorbencia del tratamiento de interés, AbsMNA
es la absorbencia del tratamiento no adipogénico o control negativo y AbsMA es la

absorbencia del tratamiento adipogénico.

2.4 RT-PCR

Las muestras de RNA se extrajeron de cultivos de células 3T3-F442A en
cuatro estadios de la diferenciacion adiposa: preadipocitos preconfluentes,
confluentes, adipocitos inducidos con MA por 48 horas y adipocitos maduros.
También se obtuvieron muestras de cerebro y grasas de epiplon, epididimo,
perirenal y subcutanea (inguinal) de 6 ratas macho Wistar, de 2 meses de edad
(adquiridas del bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM de Juriquilla,
Querétaro). Las ratas fueron mantenidas con alimento y agua ad libitum durante 3
dias desde su llegada, luego fueron sacrificadas por asfixia con CO,. El RNA total
de las muestras se obtuvo mediante el método de TRIzol (Invitrogen) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. La retro-transcripcion requirié de random
hexamers (Invitrogen) como oligonucledtidos y transcriptasa reversa M-MLV
(Promega). 6 ug de RNA total se usaron para la sintesis de cDNA. El volumen por
reaccion de PCR fue 25 ul y cada reaccion contuvo 1 ug de cDNA, 150 nM de
cada oligonucledtido, 0.2 mM de cada dNTP, 1.0 unidades de Taq-DNA
polimerasa en un amortiguador (1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 20mM Tris-HCI). Las
condiciones de PCR para identificar QRFP y GPR103 (TABLA 2), comprendieron
una etapa de desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 minutos y 38 ciclos, etapa de
alineamiento de 62.6 °C para GPR103 y de 65 °C para QRFP, finalmente la

extension se realizd a 72 °C durante 1 minuto. Los productos de amplificacion se
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analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE 1x
y se tifieron con bromuro de etidio (1ug/ml). Las imagenes se analizaron en el
fotodocumentador ChemiDoc EQ (Bio Rad), con el programa Quantity One (Bio

Rad).

2.5 Western blot

Las muestras provenientes de células 3T3-F442A y de tejidos de 6 ratas
macho fueron lavados con PBS y solubilizados con buffer de lisis RIPA (20 mM
Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM Na;EDTA, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 1% de
deoxicolato de sodio, 2.5 mM de pirofosfato de sodio, 1 mM de beta glicerofosfato,
1 mM Na3zVOy, 1 pg/ml leupeptina) y con un cocktail de inhibidores de proteasas
(Roche) y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Las concentraciones de proteina
fueron cuantificadas con espectrofotometro a una longitud de onda de 280 nm. 50
Mg de proteina total de cada muestra fueron mezcladas con amortiguador de
muestra (75 mM Tris-HCI, 15% sulfato duodecil de sodio (SDS), 5% de B-
Mercaptoetanol, 20% glicerol, 0.001% de azul de bromofenol) a razén de 1:4 (v/v).
Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida al 12% y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (HyBond Amersham Biosci). Las membranas de
nitrocelulosa se bloquearon con una solucion de leche libre de grasas al 5% en
TBS-T (Tris base 100 Mm pH 8, NaCl 1.5 M y Tween 20 al 0.5%) e incubamos
durante toda la noche con el anticuerpo primario GAPDH (Santa Cruz Biotech) con
dilucién 1:200, o bien, con el anticuerpo QRFP (Phoenix lab) diluido1:500 y fueron
incubadas a 4°C toda la noche. La transferencia de proteinas se confirmo

mediante tinciones con rojo de Ponceau (rojo de Ponceau 0.1% p/v; acido acético
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5%). Se removid el colorante de Ponceau de las membranas con lavadas de 10
minutos con TBS-T. Finalmente se incubaron las membranas durante 1 hora con
el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (IgG anti-conejo SIGMA). Se
retir6 el exceso de anticuerpo secundario de las membranas con lavadas con
TBS-T. Finalmente, se revel6 la membrana con el sistema de quimioluminiscencia
ECL-PLUS (G.E. Healthcare) y se detectaron las bandas inmunoreactivas. Los
marcadores usados para determinar el tamafo de las bandas fueron marcadores

de peso molecular pre-tefiidos Precision Plus (Bio-Rad).

2.7 Anadlisis estadistico

Los valores experimentales son el resultado de la media + desviacion estandar
(DE) de tres experimentos independientes por triplicado. Los datos fueron
analizados con ANOVA de una via, prueba de t-Student no pareada y prueba de

Dunnet’s. El nivel de P<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Los péptidos QRFP favorecen la acumulacion lipidica en las células 3T3-
F442A. Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que los péptidos
RFamida NPSF, NPAF y NPFF, anorexigénicos hipotalamicamente, ejercen
ademas efectos antiadipogénicos en las células 3T3-F442A de ratdn y en
preadipocitos subcutaneos humanos (Herrera-Herrera y Salazar-Olivo, 2008). Los
péptidos RFamida de la familia QRFP son orexigénicos a nivel central (Navarro y
cols, 2006, Primeaux y cols, 2008) pero se desconoce si ejercen algun efecto
directo sobre el tejido adiposo. Para evaluar este ultimo aspecto nosotros
ensayamos el efecto de los péptidos QRFP r43RFa, r26RFa, h26RFa, r26RFa(1-1¢)
y r26RFao.26) sobre la adipogénesis de las células 3T3-F442A. Luego de 10 dias
de tratamiento con medio adipogénico las células mostraron un alto grado de
acumulacién lipidica. Tal acumulacion lipidica fue marcadamente incrementada
por la adicién de 1 uM de los péptidos ensayados. r43RFa estimulé la acumulacion
lipidica en 183% respecto al control adipogénico, r26RFa lo hizo en 208%,
h26RFa en 323% y los fragmentos r26RFa(i.16) y r26RFa0-26) en 230% y 291%
respectivamente (FIGURA 2). Nuestros resultados muestran que los péptidos
QRFP, orexigénicos a nivel hipotalamico, estimulan la acumulacion lipidica de las
celulas adiposas actuando directamente sobre éstas. Estos resultados sugieren
que los neuropéptidos QRFP podrian ser un nuevo elemento mediante el cual el

hipotalamo regula la lipogénesis en las células de los depdsitos grasos.
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3.2 El neuropéptido r26RFa estimula la acumulacién lipidica de forma dosis-
dependiente. Para evaluar a mayor detalle el potencial proadipogénico de QRFP,
probamos el efecto de diferentes concentraciones de r26RFa sobre la proliferaciéon
y la acumulacion lipidica de celulas 3T3-F442A. Para ello, primero determinamos
que las concentraciones de r26RFa por ensayar no afectan la proliferacion o la
supervivencia de las células 3T3-F442A. Como se muestra en la FIGURA 3, las
concentraciones 0.1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 uM no afectaron la proliferaciéon
celular ni la supervivencia de los preadipocitos 3T3-F442A a lo largo de 7 dias. Se
ensayo el efecto proadipogénico de las concentraciones anteriormente sefaladas
del neuropéptido r2z6RFa y se indujo un incremento en la acumulacion lipidica de
las células en orden de 123%, 159%, 154%, 168% y 209% respectivamente
(FIGURA 4) lo que prueba que el efecto proadipogénico de r26RFa es favorecido
a medida que aumenta la concentracion del péptido. Cuando se inyectan
intracerebroventricularmente los péptidos 26RFa (Chartrel y cols, 2003) y el
43RFa (Primeaux y cols, 2008) se favorece la ingesta alimenticia también a
medida que aumentan las concentraciones de los mismos. Por tanto los efectos

hipotalamicamente y periféricamente son dependientes de la concentracion.

3.3 El péptido r26RFa no tiene actividad adipogénica intrinseca sobre las
células 3T3-F442A. La adipogénesis de las células 3T3-F442A depende de
factores séricos denominados genéricamente “Factores adipogénicos”, cuya
naturaleza es pobremente conocida (Kuri-Harcuch y Green, 1978). Tales factores
adipogénicos inducen el compromiso a la diferenciacién terminal de los

preadipocitos 3T3-F442A mediante la reprogramacién génica durante las primeras

25



48 horas de quiescencia proliferativa de estas células. El efecto proadipogénico de
los neuropéptidos QRFP plantea la posibilidad de que éstos funcionen como uno
de tales factores adipogénicos que regulan la diferenciacién terminal de los
adipocitos 3T3-F442A. Para evaluar esta posibilidad, estudiamos el efecto
proadipogénico de diferentes concentraciones de r26RFa en preadipocitos 3T3-
F442A mantenidos en un medio libre de suero que no induce la diferenciacion
adiposa de estas células. Nuestros resultados muestran que r26RFa no favorecio
significativamente la acumulacion lipidica de las células 3T3-F442A (FIGURA 5),
ya que sé6lo produjo entre el 12% y 16% de acumulacion lipidica, y no
representaron valores estadisticamente significativos ni dependientes de la
concentracion. Los resultados obtenidos sugieren que el péptido r26RFa no posee
propiedades adipogénicas intrinsecas y por tanto requiere de componentes
presentes en suero para ejercer sus efectos proadipogénicos. Ciertos factores
como la hormona de crecimiento son capaces de favorecer la acumulacion lipidica
en un medio libre de suero (Morikawa y cols, 1984). La presencia de hormona de
crecimiento 25 ng/ml en nuestro MLS produjo hasta 41% de diferenciacion
adiposa, respecto al MLS (datos no mostrados). Por tanto, la falta de efectos
proadipogénicos de r26RFa en MLS no fueron provocados por la disfuncionalidad
del medio, sino por la ausencia en este péptido de una capacidad adipogénica
propia. Futuros experimentos sobre la expresion génica en presencia de los
péptidos QRFP, permitiran aclarar el mecanismo de accion por el cual estos

péptidos estimulan la acumulacién lipidica en celulas adiposas.
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34 Los mRNA para QRFP y su receptor GPR103 se expresan en
preadipocitos 3T3-F442A. Para determinar si el efecto proadipogénico del
péptido r2Z6RFa sobre las células 3T3-F442A es mediado por el receptor GPR103,
analizamos la expresion del mRNA de GPR103 en diferentes etapas de la
diferenciacion adiposa de células 3T3-F442A. Nuestros resultados mostraron que
el mMRNA de GPR103 es expresado unicamente en preadipocitos proliferantes de
3T3-F442A, pero no en preadipocitos quiescentes, preadipocitos inducidos a
diferenciacién, ni en adipocitos maduros (FIGURA 6). Estos resultados sugieren
que el efecto proadipogénico de r26RFa sobre las células 3T3-F442A podria ser
mediada por un receptor diferente de GPR103. Se sabe que GPR103 comparte
alta identidad con otros receptores como NPY1, el receptor del neuropéptido Y,
con GALA1, el receptor de galanina, asi como con NPFF1 y NPFF2, los receptores
del neuropéptido NPFF. Se sabe también que los efectos centrales de QRFP y
NPFF pueden ser parcialmente bloqueados por un antagonista de NPY1, lo que
sugiere un alto grado de promiscuidad para receptores y ligandos de péptidos RFa
(Zajac y cols, 2006., Gouarderes y cols, 2007). La expresién del mMRNA de QRFP
en esta linea celular y encontramos que preadipocitos proliferantes expresan el
MmRNA de QRFP (FIGURA 6). Aunque los mRNAs de QRFP y GPR103 se
expresan en la etapa preadiposa de células 3T3-F442A, QRFP no afecta de

ningun modo la proliferacién de esta linea celular (FIGURA 3).

3.7 Los mRNAs de QRFP y GPR103 se expresan en depdésitos grasos de
ratas. Debido a que la linea celular 3T3-F442A es un modelo de adipogénesis que

solo se aproxima a la fisiologia in vivo, es necesario analizar la expresion de
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QRFP y GPR103 directamente de depésitos grasos. Trabajos previos
documentaron la secrecion de neuropéptidos por el tejido adiposo, como el
neuropeptido Y, que es orexigénico a nivel central y proadipogénico
periféricamente (Kuo y cols, 2007, Kos y cols, 2007). Por ello analizamos por RT-
PCR la expresién de los mRNAs de QRFP y GPR103 en cerebro y depdsitos
grasos de epipldn, tejido epididimal, perirenal y subcutaneo de ratas Wistar
alimentadas ad libitum. Nosotros encontramos que todos los depdsitos grasos
analizados expresaron el mMRNA de QRFP y que el mMRNA de GPR103 se expreso
en grasa epididimal, perirenal y epiplon pero no en grasa subcutanea (FIGURA 7).
Nuestros resultados sugieren que QRFP podria participar endocrina y/o

autocrinamente en el proceso de adipogénesis de estos depositos grasos.

3.8 Los depdsitos grasos de rata producen la proteina de QRFP en grasas.
Para confirmar la presencia de la proteina de QRFP evaluamos la expresion de la
proteina QRFP por western blot en los depdsitos grasos y en la linea celular 3T3-
F442A. Nosotros encontramos que los preadipocitos proliferantes de 3T3-F442A
no expresan la proteina QRFP. En cambio, todos los depdsitos grasos analizados
expresaron la proteina QRFP. (FIGURA 8A). Interesantemente, el cerebro expreso
muy baja cantidad de proteina QRFP, aun cuando la calidad de proteina de
cerebro fue adecuada (FIGURA 8B), ello puede deberse al régimen alimenticio ad
libitum que tenia la rata y es que la expresiéon de QRFP en el cerebro es alta
durante el ayuno y practicamente nula en animales recién alimentados (Beck y
cols, 2009). Nuestras ratas tuvieron acceso ad libitum a los alimentos incluso unos

minutos antes a su sacrificio, por lo que la falta de ayuno pudo influir en la
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expresion de QRFP. Por otra parte, la expresion de la proteina QRFP en los
tejidos adiposos muestra que QRFP es un nuevo elemento neuroendocrino
expresado por tejido adiposo que pudiera influir en la adipogénesis de forma
autocrina o endocrina. Entonces nosotros planteamos que la sefial de QRFP se
produce de forma complementaria en tejido adiposo e hipotalamo, ello es que la
secrecion en hipotalamo favorece el apetito y periféricamente estimula la
acumulacién de lo ingerido en forma de grasa, es decir periféricamente es
proadipogénico. Ademas QRFP podria tener una expresiéon modulada por el tipo
de dieta, del mismo modo que en hipotalamo (Beck y Richy, 2009). Experimentos
futuros nos permitiran conocer con mas detalle si la expresion de QRFP en los

depositos grasos varia con el tipo de dieta.
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CONCLUSIONES

Los neuropeéptidos r43RFa, h26RFa, r26RFa, r26RFa.16y ¥y r26RFapo.2e)
estimularon la acumulacion lipidica de células 3T3-F442A mantenidas en
condiciones adipogénicas hasta en 300%. Ademas el efecto de r26RFa es
dependiente de la concentracién, ya que 1 pM de r26RFa favorece una mayor
acumulacion lipidica que las concentraciones de 0.1 nM, 1nM, 10 nM, o 100 nM. El
efecto proadipogénico de r26RFa en presencia de medio adipogénico es
modulable segun la concentracién del mismo. Ninguna de las concentraciones
usadas de r26RFa son citotoxicas o citostaticas.

Sin embargo, estos péptidos no parecen tener actividad proadipogénica
intrinseca, dado que r26RFa no estimulo la acumulacién lipidica cuando se ensayé
en un medio libre de suero. Nuestros resultados también sugieren que el efecto de
los neuropéptidos QRFP sobre la acumulacién lipidica de células 3T3-F442A es
mediado por un receptor diferente a GPR103, dado que este receptor se presenta
unicamente en estado preadiposo y no en adipocitos de esta linea celular. Otros
receptores como NPY1, NPFF1 o Gall podrian mediar los efectos de QRFP
debido a su alta identidad con GPR103. Los depdsitos grasos subcutaneo
inguinal, epididimal, perirenal y epipldn de ratas Wistar alimentadas ad libitum
expresaron los mMRNAs de QRFP y GPR103. Los depdsitos grasos analizados
también expresaron la proteina QRFP. Nosotros proponemos a QRFP como un
nuevo elemento neuroendocrino que es expresado en tejido adiposo y pudiera
tener actividad endocrina o autocrina. Sin embargo, mas experimentos son
necesarios para identificar la funciéon exacta de QRFP en los depdsitos grasos y

en el proceso de adipogénesis.
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V.

PIES DE FIGURAS

FIGURA 1. Representacion esquematica del precursor QRFP en humano, bovino,
rata y raton. Los sitios de escisién son representados con las lineas verticales. Las
letras Ky R representan a lisina y a arginina respectivamente. Tomado de Chartrel

y cols, 2006.

FIGURA 2. Los neuropéptidos QRFP estimulan la acumulacién lipidica de los
adipocitos 3T3-F442A. Preadipocitos 3T3-F442A preconfluentes se indujeron a
diferenciacion adiposa con medio adipogénico suplementado con 1 uM de los
neuropéptidos senalados. Luego de 10 dias de tratamiento las células se fijaron
con 4% de formaldehido y la acumulacién lipidica de los distintos tratamientos se
cuantifico con el método de rojo oleoso O (Ramirez-Zacarias y cols, 1992). Los
valores representan el promedio de tres experimentos independientes y por
triplicado cada uno. MA (medio adipogénico) es el control positivo y representa el
100%, MNA (medio no adipogénico) equivale al 0% de diferenciacién adiposa. Las
letras minusculas representan diferencia significativa (p<.05) mediante ANOVA de

una via y prueba de Dunnet’s

FIGURA 3. El neuropéptido r26RFa no afecta la proliferacién celular de los
preadipocitos 3T3-F442A. Preadipocitos 3T3-F442A preconfluentes se inocularon
en cajas de cultivo de 35 mm (1.0 x 10* células por pozo) con MB. Un dia
después, los cultivos se realimentaron con MB suplementado con las diferentes
concentraciones de r26RFa. La densidad celular se determin6 en los dias
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senalados mediante recuentos celulares en un hematimetro. La figura representa
el valor promedio tDE de dos experimentos independientes por duplicado. Las
letras minusculas representan diferencia significativa (p<.05) mediante ANOVA de

una via.

FIGURA 4. El efecto proadipogénico del neuropéptido r26RFa depende de su
concentracion. Cultivos preconfluentes de preadipocitos 3T3-F442A se indujeron a
diferenciacion adiposa con MA suplementado con las concentraciones indicadas
de r26RFa. Luego de 10 dias las células se fijaron con 4% de formaldehido y se
cuantificd la acumulaciéon lipidica por el método de rojo oleoso O (Ramirez-
Zacarias y cols, 1992). La figura representa el valor promedio +DE de cuatro
experimentos independientes por duplicado. Las letras minusculas representan

diferencia significativa (p<.05) mediante ANOVA de una via.

FIGURA 5. El neuropéptido r26RFa no estimula la acumulacion lipidica en un
medio de cultivo libre de suero. Preadipocitos 3T3-F442A (1.5 x 10* células/ pozo)
preconfluentes se indujeron a diferenciacion adiposa con MLS suplementado con
las concentraciones senaladas de r26RFa. Luego de 10 dias las células se fijaron
con 4% de formaldehido y la acumulacion lipidica se cuantificé con el método de
rojo oleoso O (Ramirez-Zacarias y cols, 1992). Los valores representan el
promedio tDE de cuatro experimentos independientes y por triplicado cada uno.
Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa (p<.05)

mediante ANOVA de una via.
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FIGURA 6. Los mRNAs codificantes de QRFP y de su receptor se expresan en los
preadipocitos de células 3T3-F442A. RT-PCR de preadipocitos 3T3-F442A en
proliferacion (PP), quiescentes (PQ), adipocitos inducidos (Al) y adipocitos
maduros (AM). El control positivo fue cDNA de cerebro de rata Wistar y el control

de carga B-Actina. El experimento fue realizado por triplicado.

FIGURA 7. Los mRNAs codificantes de QRFP y GPR103 se expresan en
depositos grasos de rata. RT-PCR de la expresion de los mensajeros QRFP y
GPR103 de 4 tejidos grasos de rata; epiplon, grasa epididimal, perirenal y
subcutanea. El control positivo fue cDNA de cerebro de rata Wistar de la misma
condicion y el control de carga fue B-Actina. El experimento fue realizado por

duplicado.

FIGURA 8. La proteina QRFP es expresada en depdsitos grasos de rata
alimentada ad libitum. (A) Extractos de proteina fueron aislados de cerebro, de 4
depositos grasos de rata; epipldn, epididimo, perirenal y subcutanea y de células
3T3-F442A; preadipocitos proliferantes (PP), quiescentes (PQ), adipocitos
inducidos (Al) y adipocitos maduros (AM). 50 microgramos de cada extracto fueron
separados por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12%, transferidos a
membranas de nitrocelulosa y analizados por western blot. El sistema de
deteccion consistié de anticuerpo conjugado a peroxidasa de conejo y se identifico
la banda de 13 kD correspondiente al tamafo de QRFP por quimioluminiscencia.
Se usd proteina de cerebro como control positivo. La figura (B) muestra una

tincion de Coomasie para confirmar la Integridad de la proteina de los diferentes
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depdsitos grasos de rata y de las células 3T3-F442A. Los experimentos fueron

repetidos por duplicado.
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TABLA 1: Neuropéptidos QRFP utilizados en el presente trabajo

Peso molecular
Péptido Especie Secuencia (grs/mol)
r43RFa Rata EDSGSEATGFLPTDSEKASGPLGTLAEEL SEYSRRKGGFSFRF-MNH; 4553.9
r26RFa Rata ASGPLGTLAEELSSYSRRKGGFSFREF-MNHz 282021
h26RFa Humano TSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-MNH; 283321
r26RFaj.1g Rata ASGPLGTLAEELSSYS 1561.7
r26RFazp. Rata GGFSFRF-MNH; 8159

* Secuencias obtenidas de los articulos Chartrel y cols 2003, Fukusumi y cols, 2003, Jiang y cols, 2003.
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TABLA 2: Oligonucleodtidos disefiados para RT-PCR

Mrna ESPECIFICIDAD SECUENCIA (5°-3) TAMANO DE
PRODUCTO (PB)
QRFP Rata, raton Fw. CCA CAG ACATCG GTGACATC 160

Rv. CTC CCT AGA CGG AAG CCA GT

GPR103 Humano, rata y raton Fw. CGC ACC GTC ACC AACATCTT 450

Rv. GGC AGG AGG AAG AGG ATG AC

* Los oligonucledtidos se disefiaron en el programa Fast PCR y OLIGO 4.1, la especificidad fue probada con

alineamientos de secuencias en NCBI.
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