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RESUMEN

Aunque se ha propuesto que el receptor-canal TRPV1 media la
antiadipogénesis por capsaicinoides, los preadipocitos muridos 3T3-F442A,
sensibles a capsaicina, no parecen expresar este receptor. Para estudiar el
papel de los canales TRPV en células adiposas, analizamos la expresion de los
genes Trpv1, Trpv2, Trpov4, Trpvsy Trpv6 en las lineas celulares preadipociticas
3T3-L1, 3T3-F442A y 3T3-F442A/C4. Mediante RT-PCR detectamos los
mensajeros de Trpv1y Trpv2 en preadipocitos y adipocitos 3T3-L1y para Trpv4
s6lo en adipocitos. 3T3-F442A, por su parte, no expreso el mensajero de Trpv1
pero si el de Trpv2y Trpv4 en preadipocitos y adipocitos. Las células 3T3-
F442A/C4 expresaron los mensajeros de Trpv1y de Trpv4 en los dos estados
de diferenciaciéon y el de Trpv2 sélo en adipocitos. Ninguna de las lineas
celulares expresé los mMRNAs de Trpv5 6 Trpv6. Por Western blot confirmamos
la presencia de TRPV1 y TRPV4 en preadipocitos y adipocitos 3T3-L1 y de
TRPV2 en adipocitos de esta linea celular. Asimismo, confirmamos la ausencia
de TRPV1 y la presencia de TRPV4 en ambos estados de diferenciacién de 3T3-
F442A y de TRPV2 en el estado adiposo de esta linea. También detectamos
TRPV1 en preadipocitos 3T3-F442A/C4 aunque no logramos confirmar la
presencia de la proteina TRPV2 en éstas células, que si expresaron TRPV4 en
ambos estados de diferenciacion. Por otro lado, capsaicinoides naturales
(capsaicina y resiniferatoxina) y sintéticos (C8 y C9) bloquearon de manera
similar la adipogénesis de 3T3-L1 y 3T3-F442A. Nuestros resultados sugieren

que TRPV1 es dispensable en la antiadipogénesis por capsaicinoides y que



TRPV2 y TRPV4 pueden jugar un papel en el metabolismo y desarrollo del tejido

adiposo.

Palabras clave: capsaicinoides, adipogénesis, células adiposas, TRPV.



ABSTRACT

Although it has been proposed that TRPV1 mediates the antiadipogenesis
by capsaicinoids, the capsaicinoid-sensitive 3T3-F442A preadipocytes does not
seem to express this receptor-channel. To study the role of TRPV channels in
adipose cells, we analyzed the expression of Trov1, Trpov2, Trpv4, Trpv5 and
Trpv6 in 3T3-L1, 3T3-F442A and 3T3-F442A/C4 preadipose cell lines. By RT-
PCR we detected mRNA from Trpv1 and Trpv2 in 3T3-L1 preadipocytes and
adipocytes and mRNA from Trpv4 in the adipose stage. 3T3-F442A did not
express Trpv1, but it expressed Trpv2 and Trpv4 in both differentiation forms.
3T3-F442A/C4 cells expressed Trpv1 and Trpv4 in both differentiation stages
and Trpv4 only in the adipose stage. None of these cell lines expressed Trpv5 or
Trpv6. By Western blot analyses we confirmed the presence of TRPV1 and
TRPV4 in both differentiation forms of 3T3-L1, and TRPV2 only in the adipose
stage. 3T3/F442A cells did not express TRPV1 but they expressed TRPV2 in
adipocytes and TRPV4 in both differentiation stages. We also detected TRPV1
and TRPV4 proteins in both differentiation forms of 3T3-F442A/C4, but we
couldn’t confirm the TRPV2 presence in these cells. On the other hand, both
natural (capsaicin and resiniferatoxin) or synthetic (C8 and C9) capsaicinoids
similarly blocked 3T3-L1 and 3T3-F442A adipogenesis. Our results suggest that
TRPV1 is dispensable for the antiadipogenesis by capsaicinoids and that TRPV2

and TRPV4 could play a role in adipose tissue development and metabolism.

Key words: capsaicinoids, adipogenesis, adipose cells, TRPV.



INTRODUCCION.

La capsaicina (8-metil-N-vanillil-trans-6-nonenamida; CAP) y sus
derivados, llamados genéricamente capsaicinoides, son los principales
responsables de la pungencia de los frutos del chile (Capsicum spp.) (Holzer,
1991). Estas sustancias se componen de un anillo vainilloide unido a una
cadena alifatica hidrocarbonada a través de un enlace amida (Toh y cols., 1955).
Los capsaicinoides excitan las fibras sensitivas del sistema nervioso periférico,
las cuales median la sensacion de dolor (Jancso y cols., 1977).

Los efectos de CAP sobre el sistema nervioso en general estan mediados
por TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid-1), un canal catiénico no
selectivo con una alta permeabilidad al calcio, activado por capsaicinoides, por
calor (>43° C) o por protones (pH 6.3) (Caterina y cols., 1997). TRPV1 forma
parte de una familia de receptores-canal conocida como receptores vainilloides
de potencial transitorio (TRPV; Transient Receptor Potencial Vanilloid) llamados
asi debido a su homologia estructural con los canales TRP, inicialmente
descritos en moscas de la fruta (Montell y Rubin, 1989). La familia TRPV debe
su ultima sigla a la capacidad de TRPV1, el primero de sus miembros en ser
descrito, de unir compuestos vainilloides como la capsaicina. Estudios
adicionales permitieron identificar otros miembros de esta familia de canales:
TRPV2 (Kanzaki y cols., 1999), TRPV3 (Peier y cols., 2002), TRPV4 (Strotmann
y cols., 2000), TRPV5 (Hoenderop y cols., 1999) y TRPV6 (Peng y cols., 1999).

Aunque se agrupan en la familia de receptores vainilloides, se acepta
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generalmente que salvo TRPV1, ninguno de los canales restantes responden a
capsaicinoides y si a una gran variedad de estimulos externos como calor
inocuo (20-30° C), cambios osmoéticos y presencia de alcanfor entre otros
estimulos (Tabla 1). Por ello, la ubicacién de todos estos canales en la familia de
receptores vainilloides responde hasta ahora a criterios meramente
estructurales. Por lo demas, la expresion de los canales TRPV, inicialmente
descritos en neuronas, se conoce ahora en multiples tipos celulares no neurales
como los hepatocitos (Sanchez y cols., 2001; Miao y cols., 2008), células
epiteliales (Stein y cols., 2004), queratinocitos (Denda y cols., 2001) y mas
recientemente en células adiposas (Zhang y cols., 2007).

Los capsaicinoides también afectan el metabolismo energético y el
desarrollo del tejido adiposo en animales de laboratorio (Kawada y cols., 1986;
Melnyk y Himms-Hagen, 1995; Kobayashi y cols., 2001; Ohnuki y cols., 2001).
En ratas Wistar adultas alimentadas con una dieta alta en grasa (30% p/p), la
CAP previno el aumento de depdsitos de tejido adiposo y de triglicéridos
plasmaticos (Kawada y cols., 1986). Asimismo, la administracion subcutanea
cronica de CAP a ratas Sprague-Dawley disminuy6 la acumulacion de tejido
adiposo abdominal (Melnyk y Himms-Hagen, 1995). Por otro lado, la
evodiamina, un alcaloide con efectos neurales similares a la capsaicina, redujo
significativamente la acumulacién de grasa perirenal en ratones (Kobayashi y
cols., 2001) y el capsiato, un capsaicinoide no pungente, disminuy6 igualmente
la acumulacién de grasa corporal en esta especie (Ohnuki y cols., 2001).

También se sabe que la adicion de CAP a la dieta humana incrementa la
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oxidacion metabdlica de la grasa (Lejeune y cols., 2003) sin alterar la ingesta de
alimentos (Yoshioka y cols., 2004).

Trabajos mas recientes realizados con cultivos celulares mostraron que
los capsaicinoides afectan el metabolismo lipidico actuando directamente sobre
células adiposas como las de la linea preadipocitica murida 3T3-L1 (Hwang y
cols., 2005; Hsu y Yen, 2007). Dado que las células 3T3-L1 expresan el
mensajero de Trpv1, se propuso que eéste receptor es el mediador de los efectos
antiadipogénicos de los capsaicinoides (Zhang y cols., 2007). La expresion de
Trpv1 en estas células se reduce a medida que avanzan en su diferenciacién
adiposa. La CAP previno tal disminucién e impidié la acumulacion de triglicéridos
intracitoplasmicos (Zhang y cols., 2007). Estos trabajos sugieren que los
capsaicinoides no solo afectan el metabolismo energético, sino también la
diferenciacion del tejido adiposo a través de TRPV1.

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la
resiniferatoxina (RTX), un capsaicinoide ultrapotente, inhibié la adipogénesis de
las células 3T3-F442A en funcion de la concentracion y de manera reversible.
Estas células no expresaron TRPV1 pero si el receptor TRPV2, tanto en
preadipocitos como en adipocitos maduros (Silva-Ortega, 2004). Este trabajo
sugirié que TRPV1 no es el mediador exclusivo de la antiadipogénesis por
capsaicinoides y que otros receptores pudieran estar presentes en el tejido
adiposo y participar en su funcionamiento. Diversas investigaciones han
mostrado que otros miembros de la familia TRPV pueden auxiliar o incluso

sustituir las funciones de TRPV1. Ratones mutados en el gen Trpv4 son
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altamente insensibles a la hiperalgesia e inflamacion producida por CAP
(Todaka y cols., 2004). Por otro lado, la activacion de la sefal dolorosa por la
sobrexpresion del mRNA de Trpv3 en respuesta al calor nocivo sugiere
funciones compartidas entre TRPV1 y TRPV3 (Huang y cols., 2008). Otro trabajo
mostré que la localizacion de TRPV2 en fibras nociceptoras cutaneas puede
mediar la deteccion de calor nocivo en lugar de TRPV1 (Lawson y cols., 2008).
Ademas existe evidencia de que la CAP induce la apoptosis de células humanas
de cancer gastrico a través de TRPV6 en lugar de TRPV1, ya que la
sobrexpresién del primero incrementd la tasa de muerte celular, mientras que su
delecion abolié dicho efecto (Chow y cols., 2007). Sin embargo, se desconoce la
participacion de canales TRPV distintos de TRPV1 en el efecto antiadipogénico
de los capsaicinoides.

Para caracterizar a mayor detalle el papel de los receptores TRPV en la
biologia del tejido adiposo, analizamos la expresion de los canales TRPV1,
TRPV2, TRPV4, TRPV5 y TRPVG6 en las lineas celulares preadipociticas 3T3-L1,
3T3-F442A y 3T3-F442A/C4. Adicionalmente, evaluamos el potencial
antiadipogénico de dos nuevos capsaicinoides sintéticos, la N-vainilllamina del
acido octanoico (C8) y la N-vainillilamina del acido nonandico (C9) sobre las
lineas celulares 3T3-L1y 3T3-F442A, las cuales difieren en la expresion del

mensajero de Trpv1.
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MATERIALES Y METODOS
CULTIVO CELULAR.
3T3-L1.

Indujimos cultivos postconfluentes de preadipocitos 3T3-L1 a la
diferenciacion con medio de induccion (M), que consistié en medio L-15
adicionado con 10% de suero fetal bovino (HyClone), insulina 5 pug/ml, isobutil-
metil xantina 0.1 mM y dexametasona 1 uM (Herrera-Herrera y cols., 2008).
Ensayamos el efecto de los capsaicinoides en este medio empleando una
concentracion cercana a la dosis efectiva media reportada para estos
compuestos (10 uM). Los capsaicinoides sintéticos C8 y C9 fueron una generosa
donacion del Dr. Agustin Lopez Munguia del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM. Luego de 48 horas, sustituimos el Ml, s6lo o adicionado con los
capsaicinoides, por medio de mantenimiento (MM), consistente en medio L-15
adicionado con 10% de suero de ternera (HyClone), insulina 5 ug/ml, D-biotina 1
MMy D-glucosa 1 g/l. Mantuvimos los cultivos en estas condiciones por 7 dias,
con cambio de medio cada tercer dia hasta la diferenciacion total. Los medios no
adipogénico (MNA) y medio basal (MB) consistieron en medio L-15

suplementado con 10% de suero de ternera (Herrera-Herrera y cols., 2008).

3T3-F442A y 3T3-F442A/C4.
Indujimos cultivos preconfluentes de preadipocitos 3T3-F442A y
3T3F442A/C4 a la diferenciacion con medio adipogénico (MA) consistente en

medio L-15 adicionado con 10% de suero de ternera, insulina 5 pg/ml y D-
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glucosa 1 g/l (Herrera-Herrera y cols., 2008). Ensayamos el efecto de los
capsaicinoides sobre estas lineas celulares como se describid para las células
3T3-L1. Luego de 72 h de induccién, reemplazamos el MA por MNA, consistente
en medio L-15, 2% de suero de gato, 0.2% de suero de ternera, insulina 5 pg/ml,
D-biotina 1 uM, transferrina 5 pg/ml, triyodotironina 1 nM, 2-mercaptoetanol 40
MM y factor de crecimiento epidérmico 0.1 ng/ml (Salazar-Olivo y cols, 1995;
Herrera-Herrera y cols., 2008). Mantuvimos las células en estas condiciones,
con cambio de medio cada tercer dia, durante 7 dias hasta la completa

diferenciacion en adipocitos.

CUANTIFICACION DE LA DIFERENCIACION ADIPOSA.

Cuantificamos la diferenciacion adiposa de los distintos tratamientos por
el método de tincidén con rojo oleoso (Ramirez-Zacarias y cols., 1992).
Brevemente, fijamos las monocapas celulares con formaldehido al 4% en PBS y
teAimos con una solucién saturada de rojo oleoso O (Sigma Chem.) durante 4 h
a fin de cuantificar la acumulacién de triglicéridos. Estimamos el 100% de la
diferenciacion adiposa restando la absorbencia obtenida en el tratamiento con
MNA (acumulacion lipidica de fondo) a la absorbencia del tratamiento con MA
(maxima acumulacion lipidica). Estimamos el porcentaje de diferenciaciéon en los

tratamientos restantes mediante la siguiente férmula.

AbsT-AbsMNA  x 100
AbsMA-AbsMNA

% de diferenciacion =
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donde Abs T es la absorbencia del tratamiento respectivo, Abs MNA es la
absorbencia del tratamiento en medio no adipogénico y Abs MA es la

absorbencia del tratamiento en medio adipogénico.

RT-PCR

Extrajimos el RNA total de preadipocitos y adipocitos de las lineas
celulares estudiadas, asi como de corazon, testiculo, riidn y cerebro de ratones
macho C57 (Harlan), utilizando Trizol (Invitrogen). Sintetizamos el cDNA a partir
de 6 ug de RNA total usando transcriptasa reversa (Promega) en presencia de
oligo(dT), u oligonucleétidos de secuencias generadas al azar, durante 1 hora a
42 ° C 6 37° C, respectivamente. Realizamos la PCR en mezclas de reaccioén (25
pl) con 100 6 200 ng del cDNA de los tejidos control 6 cDNA procedente de las
lineas celulares, dNTPs 0.2 yM, MgCl 2.2 yM, una unidad de Taq DNA
polimerasa y 35 pmoles de oligonucledtidos especificos para los mensajeros de
Trov1, Trpv2, Trpv3, Trpv4, Trpovd 6 Trpv6. Las secuencias de los
oligonucledtidos para cada canal TRPV, asi como su temperatura de
alineamiento se enumeran en la Tabla 2. Verificamos la especificidad los
oligonucledtidos disefiados utilizando el programa FastPCR (Primer Digital Ltd.).
Las condiciones para la PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94
°C por 5 min, 30 seg a 94 °C, 30 seg a la temperatura de alineamiento de cada
par de oligonucledtidos empleados (Tabla 2), 1 min a 72 °C durante 40 ciclos y

extension final a 72 °C durante 5 min. Analizamos los productos de amplificacion
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por electroforesis en geles de agarosa al 2.5 % en amortiguador TAE 1X, tefiidos
con bromuro de etidio (1 pug/ml). Obtuvimos las imagenes de los geles con un

documentador ChemiDoc EQ (Bio-Rad).

WESTERN BLOT.

Obtuvimos las fracciones membranales de preadipocitos y adipocitos
maduros de las diferentes lineas celulares, como se describid previamente
(McKeel y Jarett, 1970; Li y cols, 2007). Brevemente, resuspendimos las células
en amortiguador Tris-EDTA (Tris base 250 mM, pH 8, EDTA 1 mM, Inhibidor de
proteasas Complete® de Roche, de acuerdo con las instrucciones del fabricante)
y sonicamos a 4° C con 3 pulsos de 10 segundos a 60 Hz. Centrifugamos las
muestras sonicadas a 3000xg por 15 minutos y recuperamos los sobrenadantes,
luego de eliminar la grasa en las preparaciones de adipocitos, para
centrifugarlos nuevamente a 12000xg por 25 minutos. Resuspendimos los
sedimentos resultantes (la fraccion membranal) en Medio | (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, sacarosa 250 mM, pH 7.4).

Analizamos las fracciones membranales de las diferentes lineas celulares
por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% bajo condiciones
desnaturalizantes. Posteriormente, transferimos las proteinas a una membrana
de nitrocelulosa HyBond (Amersham Biosci.). Confirmamos la correcta
transferencia tifiendo con rojo de Ponceau (rojo de Ponceau 0.1% p/v; acido
acético 5%). Luego bloqueamos la membrana destenida con una solucién de

leche libre de grasas al 5% en TBS-T (Tris base 100 mM pH 8, NaCl 1.5 M y
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Tween 20 al 0.5%) e incubamos durante una noche con anticuerpos policlonales
contra TRPV1, TRPV2 6 TRPV4 (IgG generadas en conejo, Alomone Labs)
diluidos 1:500. Después lavamos las membranas con TBS-T en tres ocasiones
durante cinco minutos cada vez y las incubamos durante 1 hora con una dilucién
1:8000 de un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (IgG anti-conejo,
Sigma). Lavamos las membranas con TBS-T tres veces durante cinco minutos
cada vez. Observamos la actividad de la enzima con el sustrato liquido 3,3',5,5'-
Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) para TRPV1, y con el sistema de
quimioluminiscencia ECL-PLUS (G.E. Healthcare) para TRPV2 y TRPV4.
Realizamos el analisis de las imagenes con el fotodocumentador Chemi-Doc EQ
(BioRad) y el software Quantity One de la misma compafia. Determinamos el
peso de las bandas usando marcadores de peso molecular pretefidos Precision

Plus (Bio-Rad) y el software Kodak Digital Science (Kodak).
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RESULTADOS.

Las células 3T3 expresan diversos tipos de receptores TRPV.

Generalmente se acepta que el canal TRPV1 media los efectos de los
capsaicinoides sobre células animales, aunque otros miembros de la familia
TRPV podrian también mediar los efectos de estos compuestos. Dado que la
CAP y la RTX bloquean la adipogénesis de lineas celulares que expresan o no
el canal TRPV1, y puesto que se desconoce la expresion de los diferentes
canales TRPV en el tejido adiposo, analizamos mediante RT-PCR la expresion
de los seis canales de la familia TRPV en los estadios preadipocitico o
terminalmente diferenciado de las células 3T3-L1, 3T3-F442A y 3T3-F442A/CA4.
Mediante esta estrategia logramos detectar el mMRNA de cinco miembros de la
familia de receptores: Trpv1, Trpv2, Trpv4, Trpv5y Trpv6. No logramos
estandarizar las condiciones para la deteccion del mMRNA de Trpv3 mediante RT-
PCR.

Los analisis de RT-PCR nos permitieron confirmar que el mensajero de
Trpv1 esta presente tanto en la forma preadipocitica como en la de adipocitos
maduros de células 3T3-L1, como se describié previamente (Zhang y cols.,
2007) (Figura 1). Adicionalmente detectamos la expresion del mensajero de
Trpv2 en ambos estados de diferenciacion de estas células y del mRNA de
Trpv4 sélo en el estadio de adipocitos maduros. Las células 3T3-L1 no
expresaron mensajeros de Trpv5 nide Trpv6 en ninguno de los estados de

diferenciacion (Figura 1).
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En las células 3T3-F442A encontramos productos de PCR
correspondientes al mMRNA de Trpv2y Trpv4. Confirmamos la presencia del
mensajero de Trpv2 en fibroblastos y adipocitos maduros de las células 3T3-
F442A, como se habia reportado previamente (Silva-Ortega, 2004). Ademas,
encontramos que Trpv4 se expresa en ambos estados de diferenciacion de ésta
linea. Bajo las condiciones empleadas, no detectamos la expresion de los
mensajeros de Trpv1, Trpv5 6 Trpv6 en ninguno de los estadios de
diferenciacion de las células 3T3-F442A (Figura 1).

En la linea celular 3T3-F442A/C4 detectamos la expresion de Trpv1 en
los estadios de preadipocito y adipocito terminal. Encontramos ademas que
estas células expresaron a Trpv2 sélo en adipocitos maduros. Asimismo,
obtuvimos un producto que corresponde a Trpv4 en ambos estados de
diferenciacion (Figura 1).

Para verificar si los mensajeros encontrados previamente se traducen en
proteinas, analizamos fracciones membranales provenientes de células 3T3-L1,
3T3-F442A y 3T3-F442A/C4 por Western blot. Asi confirmamos la presencia de
TRPV1 en los dos estados de diferenciacion de 3T3-L1, ya que obtuvimos una
banda de aproximadamente 110 kDa en cada caso. Encontramos a TRPV2 —con
un tamafno de banda de 60 kDa- sodlo en los adipocitos maduros de esta linea.
Hallamos también una banda correspondiente a TRPV4, de aproximadamente
75 KDa, en los dos estados de diferenciacion (Figura 2).

En las células 3T3-F442A no observamos bandas correspondientes a

TRPV1 en ninguno de los dos estados de diferenciacion. Encontramos una
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banda correspondiente a TRPV2 en fracciones membranales de adipocitos
terminalmente diferenciados, la cual no logramos observar en muestras
provenientes de preadipocitos. Detectamos también una banda de 75 KDa para
el caso de TRPV4, la cual se presenté en muestras provenientes de ambos
estados de diferenciacién. Observamos, en el mismo ensayo, una banda
adicional de un tamano aproximado a 63 kDa, la cual se encontré tanto en
preadipocitos como en adipocitos maduros de ésta linea celular (Figura 2).
Aunado a lo anterior, hallamos una banda correspondiente a TRPV1 en
preadipocitos de células 3T3-F442A/C4, mientras que en adipocitos maduros no
la pudimos detectar. La presencia de TRPV2 en estas células no pudo ser
confirmada debido a un problema de transferencia o de bloqueo en estas
muestras. Por ultimo, encontramos una banda correspondiente a TRPV4 en
ambos estados de diferenciacion. Observamos también una banda adicional de
63 kDa, por debajo del peso esperado para TRPV4 en ambos estadios de
diferenciacion (Figura 2). Una sintesis de los resultados obtenidos se muestra en

la Tabla 3.

El canal TRPV1 es dispensable para la antiadipogénesis por
capsaicinoides.

Nuestros resultados anteriores mostraron que el canal TRPV1, el putativo
mediador de la antiadipogénesis de los capsaicinoides, se expresa en las células
3T3-L1 pero no en las células 3T3-F442A. Para constatar la participacion de

este receptor en la antiadipogénesis por capsaicinoides evaluamos los efectos
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de CAP y RTX, dos capsaicinoides naturales probadamente antiadipogénicos, y
de C8 y C9, dos nuevos capsaicinoides sintéticos, sobre la diferenciacion de
estas dos lineas celulares preadipociticas. Para ello aplicamos los
capsaicinoides a los cultivos celulares durante el periodo del establecimiento del
compromiso a la diferenciacion (las primeras 48 h de postconfluencia en
presencia de medio adipogénico) y evaluamos la acumulacién lipidica en los
cultivos luego de 7 dias de incubacién en medio de mantenimiento. Como se
aprecia en la figura 3, la RTX inhibio la adipogénesis de las células 3T3-L1 en
64%. Para éstas células la inhibicion efectuada por C8 fue de 55.7%, menor
estadisticamente que el tratamiento con RTX; mientras que C9 inhibio la
acumulacion de lipidos en un 44.8% sin ser estadisticamente diferente al
tratamiento con RTX. En la linea celular 3T3-F442A, la CAP inhibi6 la
adipogénesis de células 3T3-F442A en 79% (Figura 4). En estas células, la
inhibicién efectuada por C8 y C9 fue del 82% para los dos compuestos, sin
haber diferencias estadisticamente significativas entre C8, C9 y CAP pero si

contra el control positivo.
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DISCUSION

Desde la década de 1980 se sabe que los capsaicinoides afectan el
metabolismo energético de mamiferos, pero la evidencia de su accion directa
sobre los adipocitos es reciente (Silva-Ortega, 2004; Hwang y cols., 2005; Hsu y
Yen, 2007; Zhang y cols., 2007) y sus mecanismos de accién aun
controversiales. Un trabajo inicial mostré que la capsaicina inhibe la
diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1 a través de la protein-cinasa activada
por AMP (Hwang y cols., 2005). Otro reporte sefialé que la capsaicina inhibe la
adipogénesis de células 3T3-L1 afectando la actividad de la enzima lipogénica
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Hsu y Yen, 2007). Un trabajo mas mostré que
TRPVA1, el putativo mediador de los efectos neurales de los capsaicinoides, esta
presente en células 3T3-L1 y en adipocitos viscerales normales, muridos y
humanos, y sugirié que este canal media los efectos antiadipogénicos de los
capsaicinoides (Zhang y cols., 2007). No obstante, resultados previos de nuestro
laboratorio mostraron que la resiniferatoxina bloquea la adipogénesis de la linea
celular 3T3-F442A, la cual no expresé el mensajero de Trpv1 en ninguno de sus
estadios de diferenciacion pero si el mensjero y la proteina de Trpv2 (Silva-
Ortega, 2004), un canal altamente similar a TRPV1 (50% de similitud entre las
dos secuencias de aminoacidos) pero al parecer insensible a los capsaicinoides
(Caterina y cols., 1999).

Para aclarar esta aparente contradiccion y profundizar en el conocimiento
de los mecanismos que median la accion de los capsaicinoides sobre el tejido

adiposo, analizamos la expresion de los miembros de la familia TRPV en tres
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lineas de preadipocitos 3T3 en su forma no diferenciada y como adipocitos.
Salvo TRPV3, para el cual no pudimos estandarizar las condiciones de
deteccion por RT-PCR, evaluamos mediante ésta técnica la expresion de los
genes Trpv1, Trpv2, Trpv4, Trpvs'y Trpv6 en las lineas celulares 3T3-L1, 3T3-
F442A y 3T3-F442A/C4. Asimismo, mediante ensayos de Western blot
confirmamos la presencia de TRPV1 en preadipocitos y adipocitos de las lineas
3T3-L1y 3T3-F442A/C4. Detectamos también a TRPV2 en los adipocitos de las
lineas celulares 3T3-L1 y 3T3-F442A, mientras que detectamos a TRPV4 en
preadipocitos y adipocitos de las tres lineas celulares estudiadas.

Los analisis de RT-PCR nos permitieron detectar la expresién de Trpv1
en preadipocitos y adipocitos de la linea 3T3-L1, como reportaron Zhang y cols.
(2007), asi como su ausencia en la linea celular 3T3-F442A, lo que reafirmé
evidencias previas de nuestro grupo (Silva-Ortega, 2004). Adicionalmente,
nuestros resultados mostraron que 3T3-F442A/C4, una linea clonal derivada de
3T3-F442A, expresa el mRNA de Trpv1 en preadipocitos y adipocitos. Estos
resultados se confirmaron en ensayos de Western blot, mediante los cuales
detectamos a TRPV1 en los dos estadios de la linea 3T3-L1, en ningun estadio
de las células 3T3-F442A, y en preadipocitos de 3T3-F442A/C4, concordando
con los resultados obtenidos por RT-PCR.

Mediante RT-PCR detectamos también el mensajero para TrpvZ2 en
ambos estadios de las células 3T3-L1y 3T3-F442A. La expresion de Trpv2 fue
mas intensa en los preadpocitos 3T3-L1 que en los adipocitos de esta linea,

mientras que en las células 3T3-F442A la expresion de Trpv2 fue mas intensa
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en el estado diferenciado que en la etapa de preadipocito. Por otro lado, las
células 3T3-F442A/C4 no expresaron el mMRNA de Trpv2 en la etapa de
preadipocito pero si en el estado adiposo.

Los ensayos de Western blot revelaron que el canal TRPV2 se encuentra
presente en las formas diferenciadas de las lineas celulares 3T3-L1y 3T3-
F442A. Aunque el mRNA de Trpv2 se presento en los dos estados de
diferenciacion de 3T3-L1y 3T3-F442A, la proteina TRPV2 no se detectd en los
preadipocitos de estas lineas. La ausencia de la proteina TRPV2 en los
preadipocitos 3T3-L1 y 3T3-F442A podria deberse a que en los ensayos de
Western blot usamos fracciones membranales. En condiciones basales, el canal
TRPV2 se localiza principalmente en depdsitos intracelulares y se trasloca a la
membrana plasmatica luego de la estimulacion con IGF-1 (Kanzaki y cols., 1999)
o insulina (Hisanaga y cols., 2009). Ambas proteinas son importantes
moduladores de la adipogénesis (Smith y cols., 1988; Guller y cols., 1988) y se
encuentran en concentraciones apreciables en los medios con que se induce la
diferenciacion adiposa, pero no esta en los medios basales donde proliferan los
preadipocitos de las diferentes lineas 3T3. La unién del anticuerpo a los carriles
correspondientes a células 3T3-F442A/C4 fue inespecifica ya que ademas de
unirse a las bandas con el peso esperado para TRPVZ2, se disemind en toda un
area de la membrana. Lo anterior es evidencia de un defecto en la transferencia
o el bloqueo de esa regién, por lo cual no logramos confirmar la presencia de la

proteina TRPV2 en ningun estadio de diferenciacion de éstas células.
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El receptor TRPV2 esta presente en el tejido nervioso, principalmente en
las neuronas del ganglio dorsal, donde media la sensacién de calor nocivo (>52°
C) (Caterina y cols., 1999). TRPV2 se encuentra también en musculos estriados
y cardiacos, los cuales desarrollan distrofia y cardiomiopatia asociadas a la
sobrexpresién del gen Trpv2 (lwata y cols., 2003). Los trabajos anteriores
muestran que TRPV2 se expresa en musculo esquelético, un tejido con origen
embrionario comun al tejido adiposo (Buranasinsup y cols., 2006). La presencia
de TRPV2 en las lineas preadipociticas 3T3-L1 y 3T3-F442A sugiere que este
canal desempena una funcion metabdlica en el tejido adiposo. La participacion
de TRPV2 en el metabolismo adiposo parece reforzada por el hallazgo de que
tranilast, un agente antifibrindgeno que bloquea en forma especifica a TRPV2 en
células pancreaticas (Hisanaga y cols., 2009), también disminuye el desarrollo
de esteatosis hepatica no alcohdlica (Uno y cols., 2008), una afeccion cuyo
rasgo es el incremento de grasa hepatica. En futuros experimentos abordaremos
la funcién de TRPV2 en el tejido adiposo, ya sea mediante el silenciamiento de
este canal en células 3T3-F442A o bien empleando compuestos que modulen su
funcionamiento. A la fecha se conocen varios activadores para este canal como
el cannabidiol (Qin y cols., 2008), y el péptido quimiotactico fMetLeuPhe, el cual
activa la traslocacion de TRPV2 hacia la membrana plasmatica (Nagasawa y
cols., 2007). También se conocen bloqueadores para TRPV2 como el gadolinio
3+ (Leffler y cols., 2007), el cual también parece bloquear a TRPV4 (Becker y

cols., 2005), y el farmaco tranilast (Hisanaga y cols., 2009) ya mencionado.
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El mRNA de Trpv4 se presenté también en ambos estadios de las tres
lineas celulares excepto en los preadipocitos de 3T3-L1, aunque si encontramos
a TRPV4 en preadipocitos de esta linea por Western blot. Esto sugiere que
deberemos mejorar nuestros ensayos para la deteccion del mensajero de
TRPV4 en este estadio de 3T3-L1. En la figura 2 apreciamos dos manchas por
debajo de cada una de las bandas que corresponden a TRPV4 en las 3 lineas
celulares. La mancha sefalada tiene el peso esperado para TRPV4, pero la
banda debajo no corresponde a ninguna formacion multimérica conocida. Mas
bien parece pertenecer a una de las 5 variantes de edicién conocidas para
TRPV4 (Arniges y cols., 2006). El analisis realizado con el software Kodak
Digital Science indica que el peso de la banda inferior es de aproximadamente
63 KDa, lo cual esta en relacion a la variante TRPV4B, que carece del exdn seis
(A384-444 aa); o a TRPVA4E que carece de los exones cinco y siete, perdiendo
107 aa en total. Ademas, cabe mencionar que ambas formas de edicion pierden

al menos un sitio de glicosilacion en cada caso (Asn®®"

), lo cual puede alterar su
patréon de migracién en el ensayo SDS-PAGE (Buck y cols., 2007).

La expresion del mensajero de TRPV4 esta documentada en tejido
adiposo (Liedtke y cols., 2000), asi como en queratinocitos humanos HaCaT
(Beckery cols., 2005). En este ultimo tipo celular, TRPV4 colocaliza con
filamentos de actina y la desestabilizacién de éstos suprime tal colocalizacion

(Beckery cols., 2008). El hecho de que la desestabilizacion del citoesqueleto de

actina también estimule la adipogénesis (Meyers y cols., 2005), y su
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estabilizacion la retarde (Castro-Mufiozledo y cols., 1987), sugiere que TRPV4
puede desempefar un papel importante durante la diferenciacion adiposa.

Por el contrario, ninguna de las tres lineas celulares expresé los mMRNAs
para Trpvs o Trpv6, bajo ninguna de las condiciones de diferenciacién. La
expresion de estos canales se ha descrito mayormente en células epiteliales
sensibles a vitamina D, donde median el influjo de calcio y son, por lo tanto,
esenciales para el mantenimiento del balance corporal de este elemento. El
canal TRPVS5 se localiza en la membrana apical epitelial de los tubulos renales
distales, donde juega un papel importante en la regulacion de la reabsorcion
transepitelial de calcio en el rindn (Flockerzi, 2007). Sin embargo, este canal se
ha reconocido también en tejidos de origen mesodérmico como el hueso. En
éste, TRPV5 se expresa en osteoclastos y participa en la resorcién ésea,
aunque es probable que no juegue un papel relevante en la formacion misma del
hueso, puesto que no parece expresarse en osteoblastos (van der Eerden y
cols., 2005). Por su parte el canal TRPVG, inicialmente descrito en células de
epitelio intestinal (Peng y cols., 1999), se presenta también en otros tejidos
regulados por la vitamina D como rifidn (Hoenderop y cols., 1999) y epidermis
(Webery cols., 2001). Con todo, mensajeros de Trpv6 se han detectado también
en tejidos de origen mesodérmico como hueso, corazon y musculo esquelético
(Peng y cols., 1999). Nuestros resultados sobre la ausencia de expresion de los
canales TRPV5 y TRPVG6 en las lineas celulares preadipociticas 3T3 sugieren
que estos canales no juegan un papel fundamental en el metabolismo y el

desarrollo del tejido adiposo.
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Aunque se ha sugerido que TRPV1 media los efectos antiadipogénicos de
los capsaicinoides (Zhang y cols., 2007), resultados previos de nuestro
laboratorio desafian tal mecanismo (Silva-Ortega, 2004). Por ello, dado que las
lineas celulares 3T3-L1 y 3T3-F442A difieren en la expresion de dicho canal,
evaluamos los efectos de la capsaicina, la resiniferatoxina y dos nuevos
capsaicinoides sintéticos C8 y C9 (Castillo y cols., 2007), sobre la adipogénesis
de estas células. Realizamos dichos experimentos aplicando los capsaicinoides
al medio adipogénico durante el establecimiento del compromiso a la
diferenciacion, para precisar si los compuestos ensayados afectaban dicho
establecimiento. Nuestros resultados mostraron que todos los capsaicinoides
ensayados bloquearon la adipogénesis de las dos lineas celulares, sugiriendo
con ello que el canal TRPV1 es dispensable para la accidén antiadipogénica de
los capsaicinoides. Dado que se mostrd que otros miembros de la familia TRPV
pueden mediar los efectos de la CAP ademas de TRPV1 (Todaka y cols., 2004;
Chow y cols., 2007), es posible que TRPV2 6 TRPV4 intervengan en la
inhibicion de la adipogénesis por capsaicinoides. Nuestros resultados sugieren
ademas que el efecto antiadipogénico de los capsaicinoides actua durante el
compromiso a la diferenciacién adiposa. En este sentido los capsaicinoides se
asemejan a otros compuestos antiadipogénicos como el acido retindico (Kuri-
Harcuch, 1982) o el TGF-( (Ignotz y Massagué, 1985). Nuestros resultados
mostraron también que los nuevos capsaicinoides sintéticos C8 y C9 tienen una
actividad antiadipogénica similar a la de CAP y RTX, por lo que pueden ser

usados como herramientas en el estudio de la diferenciacion del tejido adiposo.

29



En conclusién, mostramos por primera vez que las lineas celulares 3T3-
L1, 3T3-F442A y 3T3-F442A/C4 expresan los receptores TRPV2 y TRPV4, y
que no expresan los receptores TRPV5 y TRPV6. Confirmamos resultados
previos de nuestro laboratorio que indican que las células 3T3-F442A no
expresan el receptor TRPV1 y sin embargo son inhibidas en su diferenciacion
adiposa por capsaicinoides de manera similar a la linea 3T3-L1 que si expresa a
éste receptor. Finalmente, mostramos que los capsaicinoides sintéticos C8 y C9
tienen una actividad antiadipogénica sobre las lineas 3T3-L1 y 3T3-F442A,
similar a la que presentan la CAP y RTX. Estos resultados sugieren que TRPV1
es dispensable para el efecto de los capsaicinoides sobre la adipogénesis,
mientras que TRPV2 y TRPV4 pueden cumplir una funcion metabdlica
importante sobre este proceso. Investigaciones adicionales que aprovechen el
uso de agonistas y antagonistas especificos, modulen la expresion de estos
canales y usen nuevos capsaicinoides permitiran aclarar la funcién de los

canales TRPV2 y TRPV4 en el desarrollo y metabolismo del tejido adiposo.
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Tabla 2. Oligonucleoétidos empleados en las reacciones de RT-PCR para los genes
de la familia TRPV.

Gen Oligonucledtido Temperaturade Numero Producto (bp)
alineamiento  de acceso
(°C) (GenBank)

Trpov1 5'-gtaatgctgtctggceccttgtagt-3' 55.5 NM_001001445 190
5'-ctgactgacagcgagttcaaagac-3'

Trpv2 5'-tttccagtggagccttctgtgtat-3' 55.5 NM_011706 184
5'-tgaatctcaactaccgaaagggac-3'

Trov4 5'-cgtgaacaagtctttgatactggt-3' 52.6 NM_022017 193
5'-cttctacatcaacgtggtctccta-3'

Trpvbd 5'-gggaggcatatgtaatgatgatga-3' 56.6 NM_001007572 184
5'-caggaagcatatgtgacttaccag-3'

Trov6 5'-ggacaaagggtgctctccatagta-3' 58 NM_022413 114
5'-aacttggtccgtgctctgcttg-3'

Actina 5'-ttgtaaccaactgggacgatatgg-3' 60 NM_007393 1 kb
5'-gatcttgatcttcatggtgctagg-3'
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Tabla 3. Sintesis de los resultados obtenidos para los canales TRPV.

3T3-L1 3T3-F442A 3T3-F442A/C4
RT-PCR PA A PA A PA A
Trpv1 + + - - ¥ ¥
Trpv2 + + + + - +
Trpv4 - + + + + +
Trpvs - - - - - -
Trpv6 - - - - R _

Western Blot

TRPV1 + + - - + -

TRPV2 - + - + ND ND’
TRPV4 + + + + + +

* ND. Hace referencia a los resultados que no fueron concluyentes.




ctrl 3T3-L1 3T3-F442A 3T3-F442AI/C4
PA A PA A PA A

RT

Trpv1 190 pb>

Trpv2 184 pb>

Trpv4 193 pb>

Trpv5 184 pb>»

Trpv6 115 pb>

B- Actina 1Kpb»

Figura 1. Expresion de canales TRPV en células 3T3-L1, 3T3-F442A y 3T3-
F442A/C4. Analizamos por RT-PCR muestras de RNA total obtenidas de preadipocitos
(PA) o adipocitos maduros (A), de las lineas celulares 3T3-L1, 3T3-F442A y
3T3F442A/C4 empleando oligonucledtidos especificos para los genes Trpv1, Trpv2
Trpv4, Trpvs'y Trpvé. El control positivo tuvo como molde cDNA proveniente de
testiculo (Trpv1y Trpv6), cerebro (Trpv2), corazdn (Trpv4) y rindn (Trpv5) de raton.

Cada analisis incluy6 un control negativo carente de transcriptasa reversa (RT-).
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3T3-L1  3T3-F442A 3T3-F442A/C4

ctrl
PA A PA A PA A
TRPV1
110kDa »
ctrl 3T3-L1 3T3-F442A 3T3-F442A/C4
PA A PA A PA A
TRPV2
60kDa»
ctrl 3T3-L1 3T3-F442A 3T3-F442A/C4
PA A PA A PA A
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Figura 2. Analisis de la presencia de las proteinas TRPV1, TRPV2 y TRPV4.

Analizamos la presencia de los receptores TRPV1, TRPV2 y TRPV4 por Western blot
utilizando anticuerpos policlonales dirigidos contra cada uno de los canales. Para
detectar el anticuerpo primario usamos un anticuerpo de cabra anti-conejo, acoplado a
peroxidasa y revelamos, para TRPV1, con el sustrato liquido TMB; para TRPV2 y
TRPV4 la deteccion se llevo a cabo por quimioluminiscencia. Las imagenes muestran
las fracciones membranales de preadipocitos (PA) y adpocitos maduros (A) de las
lineas celulares 3T3-L1, 3T3-F442A y 3T3-F442A/C4. Los controles positivos (ctrl)

consistieron en proteina total de cerebro de ratén.
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Figura 3. C8 y C9 afectan el compromiso a la diferenciacion adiposa de células
3T3-L1. Inoculamos células 3T3-L1 a una densidad de 6 x 10* células por pozo en
placas de 24 pozos hasta llegar a 1 dia de confluencia en medio basal y posteriormente
las indujimos a diferenciacion, donde se agregaron los diferentes capsaicinoides por
48h. Luego lavamos las células y las alimentamos con medio de mantenimiento por 7
dias con cambio de medio cada tercer dia. Fijamos las muestras con formaldehido al
4% y cuantificamos la adipogénsis por el método de rojo oleoso O. Los valores
mostrados hacen referencia al porcentaje de diferenciacion, tomando como 100% al
tratamiento con medio adipogénico y con el tratamiento con acido retindico como control

negativo.
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Figura 4. C8 y C9 afectan el compromiso a la diferenciacion adiposa de células
3T3-F442A. Inoculamos células 3T3-F442A a una densidad de 6 x 10* células por pozo
en placas de 24 pozos hasta 1 dia de confluencia en medio basal y posteriormente
aplicamos un tratamiento adipogénico donde agregamos los diferentes capsaicinoides
por 72h. Después lavamos y alimentamos con medio no adipogénico por 6 dias con
cambio de medio cada tercer dia. Fijamos las muestras con formaldehido al 4% vy
cuantificamos la acumulacion lipidica por el método de rojo oleoso O. Los valores
mostrados hacen referencia al porcentaje de diferenciacién, tomando como 100% al
tratamiento con medio adipogénico y con el tratamiento con acido retindico como control

negativo.
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