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1. RESUMEN
Esta tesis esta estructurada en dos partes para facilitar el analisis de los resultados y se
centra en dos diferentes aspectos de la adipogénesis: el efecto de los neuropéptidos

RFamida y el cultivo de adipocitos de raton y humano.

Parte 1. Efecto de los neuropéptidos RFamida sobre adipogénesis

El metabolismo energético y el tejido adiposo son regulados estrechamente por el sistema
nervioso. Los neuropéptidos RFamida NPFF y NPAF alteran la expresién génica en los
adipocitos 3T3-L1 terminalmente diferenciados, pero se desconoce su papel en la
adipogénesis. Aqui mostramos que los neuropéptidos RFamida NPFF, NPAF y NPSF
inhiben la diferenciacién de los preadipocitos 3T3-F442A en funcion de su concentracion,
pero no afectan la adipogénesis de la linea celular relacionada 3T3-L1. Asi mismo, los
tres neuropéptidos bloquean la diferenciacion de preadipocitos humanos subcutaneos
normales y derivados de lipoma. La inhibicion de la adipogenesis por los neuropéptidos
RFamida es simultanea a la sobreexpresion de 1d3, un factor de trascripcion que previene
la diferenciacion adiposa. NPAF bloguea de manera irreversible el establecimiento del
compromiso a la diferenciacion terminal en los preadipocitos 3T3-F442A. Esto hace a
NPAF un inhibidor unico y util para el estudio del compromiso a la diferenciacion adiposa

terminal.

Parte 2. Estrategias de cultivo para el crecimiento y diferenciacién de preadipocitos
de ratén y humano

Con el medio L15 logramos mejores tasas de proliferacion y de diferenciacion para
preadipocitos humanos subcutaneos que con DMEM-F12, el medio tradicionalmente
usado en estos cultivos. El medio L15 también permite mejores condiciones de cultivo

para los preadipocitos 3T3 de ratén.

Conclusiones. Nuestros resultados confirman que los neuropéptidos RFamida generados
en el sistema nervioso central regulan el desarrollo del tejido adiposo, siendo NPAF un
inhibidor Unico debido a su capacidad irreversible para prevenir el compromiso de los
preadipocitos. Ademas, proporcionan una técnica mejorada para la diferenciacion adiposa
y explora técnicas de cultivo de célula humanas troncales derivadas del tejido adiposo

humano para usos biotecnolégicos.



2. ABSTRACT
This thesis is constructed in two reports to facilitate the analysis of the results and it
investigation is based on two different aspects of the adipogenesis: the effect of the

neuropeptides RFamida and culture of murine and human preadipocytes.

Part 1. Effect of the neuropeptides RFamida on adipogenesis

Energetic and adipose metabolism are regulated by the nervous system. RFamide
neuropeptides NPFF and NPAF affect gene expression of terminally differentiated 3T3-L1
adipocytes but their role on adipogenesis is unknown. Here we show that neuropeptides
NPFF, NPAF and NPSF inhibit differentiation of 3T3-F442A preadipocytes in a
concentration-dependent manner but do not affect 3T3-L1 differentiation. All three
neuropeptides also block adipose differentiation of normal and lipoma-derived human
subcutaneous preadipocytes. Inhibition by RFamide neuropeptides is associates to
overexpresion of the 1d3 gene which encodes a transcription factor that anticipates
adipose differentiation. Since inhibition of adipogenesis by NPAF was not arrested after
removal of the neuropeptide and further incubation of 3T3 cells with adipogenic medium,
this neuropeptide appears to irreversibly block the commitment to terminal differentiation in
3T3-F442A preadipocytes. These results make NPAF a unique inhibitor to study

commitment to adipose terminal differentiation.

Part 2. Culture techniques for growth and differentiation of murine and human
preadipocytes

To improve the culture of primary human adipocytes we tested the L15 medium which
does not require a special atmosphere. With this medium we achieved better rates of
proliferation and differentiation for primary human subcutaneous preadipocytes and 3T3

murine preadipocytes than with the traditionally used DMEM-F12 medium.

Conclusions

Our results confirm that RFamide neuropeptides generated in the central nervous system
regulate the development of adipose tissue system among which NPAF is unique due to
its ability to irreversibly prevent preadipocyte commitment, and provide an improved
technique for adipocyte differentiation and to explore biotechnological applications of

human stromal adipose cell cultures.
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3. INTRODUCCION GENERAL

La investigacion que aqui se presenta esta dividida en dos partes, y cada una de
ellas abordan el estudio de la adipogénesis desde diferentes angulos, por lo que
siguen su propia logica, técnicas de investigacion y presentacion de resultados. El
primer trabajo esta centrado en caracterizar los efectos de los neuropéptidpos
RFamida sobre la diferenciacion in Vitro de los preadipocitos de ratén y humano. Y
el segundo fue resultado de la busqueda de estrategias mas simples para el

cultivo de preadipocitos humanos.

Parte 1 Efecto de los neuropéptidos RFamida sobre adipogénesis

El estudio del tejido adiposo es importante por tres aspectos relevantes para la
salud. Primero, por la naturaleza enddcrina del tejido adiposo, ya que hasta hace
algunos anos este tejido fué considerado como un mero almacén de energia en
forma de grasa.Motivado en gran medida por el descubrimiento de la leptina
(hormona producida y liberada principalmente por este tejido), se ha puesto de
manifiesto que el tejido adiposo blanco produce una gran variedad de moléculas
(Gullicksen et al. 2003). Estas moléculas modulan procesos fisioldgicos tales como
la maduracion sexual y la reproduccion, el crecimiento, la presion arterial, la
homeostasis, la inflamacién, etc. ademas del metabolismo energético, por lo que
actualmente se considera al tejido adiposo como un érgano endécrino (Gullicksen
et al. 2003). El segundo aspecto importante para el estudio del tejido adiposo, es
que agencias como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), reconocieron la
existencia de niveles epidémicos de obesidad de caracter mundial

(http://www.who.int/archives/inf-pr-1997/en/pr97-46.html) y se le considera como

una pandemia desde finales de siglo XX. Un informe de la OMS

(http://www.who.int/en/) advierte que en México hay 32 millones de adultos con

sobrepeso y obesidad, de los cuales cinco millones estan en riesgo de convertirse
en pacientes diabéticos en los proximos cinco afos. Esta pandemia de obesidad
afecta a todos los grupos demograficos, incluyendo a los nifios (Martorell et al.

1998; Taubes 1998) y no es privativa de los paises desarrollados. Debido a esto,



se ha optado por combatir a la obesidad con estrategias correctivas como el
desarrollo de programas de control de peso o de alimentos dietéticos (Colditz
1992). El hecho de que estas estrategias para enfrentar los crecientes indices de
obesidad no hayan funcionado, sugiere que la solucién del problema requiere
mayor investigacion (Wickelgren 1998).

Un aspecto adicional para el estudio del tejido adiposo es que en los ultimos
anos se le ha reconocido como una fuente promisoria de células troncales, que
poseen la capacidad de diferenciarse in vitro en diferentes linajes celulares:
osteocitos, adipocitos, miocitos y condrocitos, cuando son tratados con factores
especificos del linaje a establecer (Zuk et al. 2001). Estas células también pueden
ser infectadas con alta eficiencia por adenovirus, oncoretrovirus y vectores
lentivirales. De este modo, el tejido adiposo por su propiedad de plasticidad o
transdiferenciacion, representa una fuente potencial de células para la medicina
regenerativa, y proporciona un nuevo reservorio de células madre adultas para la
investigacion y aplicaciones clinicas. Todos estos aspectos nos llevan
ineludiblemente, a realizar mayor investigacion basica y a la busqueda de
protocolos mas simples que aseguren la expansién, mantenimiento y
diferenciacién de las células adiposas de ratén y humano con alta capacidad
clonogeénica.

Una estrategia ampliamente usada para estudiar el desarrollo del tejido
adiposo es el analisis de los mecanismos de accidon de compuestos que afectan la
diferenciacién de las células adiposas. Es por ello que en este proyecto de
investigacion se buscdé en primera instancia estudiar moléculas que afecten el

desarrollo y funcionamiento del tejido adiposo.

El tejido adiposo es regulado por el sistema nervioso

El metabolismo energético y el desarrollo del tejido adiposo son fuertemente
influenciados por el sistema nervioso. Asi como el tejido adiposo produce o
sintetiza moléculas que actuan sobre diferentes tejidos, también existen moléculas
provenientes de otros tejidos que actuan sobre él. El sistema nervioso ejerce

diversas funciones sobre el tejido adiposo, como la estimulacién de la lipdlisis que



favorece la movilizacion de los triglicéridos y su participacion en la regulacion de la
distribucion de la grasa corporal. Esto lo hace a través de la innervacion simpatica
(Bowers et al. 2004) y parasimpatica (Fliers et al. 2003), por los efectos del
neurotransmisor postganglionar primario, norepinefrina (Bartness y Bamshad,
1998) que actua a través de los receptores beta adrenérgicos estimulando la
lipdlisis y la movilizacion de lipidos (Carpene et al. 1998).

Numerosos estudios han mostrado que el sistema nervioso central monitorea
la composicion corporal y ajusta la ingesta y el consumo de energia para
estabilizar la masa total del tejido adiposo (Weigle y Kuijper, 1996). Asimismo, se
ha propuesto que neuropéptidos liberados por el sistema nervioso periférico
podrian modular la homeostasis de la glucosa, antagonizando la accion de la
insulina (Koopmans et al. 1998). Tales neuropéptidos afectarian de esta manera el
metabolismo y el desarrollo del tejido adiposo. La participacion neural en el
desarrollo y funcionamiento del tejido adiposo ha sido enfatizada por la
acumulacion de grasa en musculos de pacientes con distrofia muscular de
Duchenne (Cullen y Mastaglia. 1980) y distrofia muscular de Emery-Dreifuss
(Fishbein et al. 1993). Ambas afecciones implican la degeneracion de las fibras del
sistema nervioso periférico en los 6rganos afectados. Estos resultados sugieren
que el tejido nervioso periférico regula el desarrollo del tejido adiposo,
probablemente mediante la produccién de factores tréficos que afectarian positiva
o negativamente la diferenciacién de las células precursoras de adipocitos
(preadipocitos) en adipocitos maduros.

Diversos factores neurales que afectan el tejido adiposo no han sido
estudiados detalladamente (Turtzo y Lane 2002), y los avances en esta
investigacion probablemente ampliaran nuestro conocimiento sobre las

enfermedades como hiperlipidemia, lipodistrofia y diabetes mellitus tipo 2.

Aspectos generales de los neuropéptidos.
Los neuropéptidos (de Wied et al. 1969, Kastin et al. 1979) son pequefias
proteinas neurales co-expresadas en el sistema nervioso como transmisores

clasicos u hormonas (la Hokfelt 1991, Lundberg 1996). Inicialmente se pensé que



los neuropéptidos actuaban solo sobre tejido nervioso, pero hoy en dia se sabe
que son un instrumento de la comunicacion entre el sistema nervioso central y los
organos periféricos. Los neuropéptidos son denominados por la secuencia de su
estructura (por ejemplo, neuropéptido Y) o por su primera funcién descrita (el
péptido de liberacién de gastrina), aun cuando mas tarde se demuestre que estan
implicados en diversas funciones. Los neuropéptidos se agruparon inicialmente
segun el sitio de origen, pero esto se complicd, ya que la mayoria de los
neuropéptidos son encontrados en diversos érganos. Una clasificacion tentativa de
los neuropéptidos se muestra en la Tabla 1.

Las moléculas precursoras de los neuropéptidos funcionales son por lo general
de gran tamano y contienen una o varias copias del mismo o diferentes péptidos
activos. Por ejemplo, la pro-opiomelanocortina (POMC) contiene secuencias que
dan lugar a diversos neuropéptidos bioactivos: hormona a, B y y estimuladora de
melanocitos (MSH) y ademas secuencias de lipoproteina-f, adrenocorticotropina
(ACTH) y endorfina-p (Acher 1980). Durante la evolucion han ocurrido cambios
menores atribuidas a la duplicacidén génica, que ha dado como resultado
secuencias diferentes del mismo péptido en especies diferentes. Acher (1980)
describid la evolucion de vasopresina y oxitocina, dos neuropéptidos que
evolucionaron a partir del mismo precursor. La primera duplicacién génica causo la
generacion de dos péptidos distintos con actividades diferentes: vasopresina y
oxitocina. Las siguientes duplicaciones causaron diferencias menores en las
secuencias de anfibios, reptiles y mamiferos. Es importante mencionar que aun
cuando el péptido sea sumamente homologo entre especies diferentes, los
receptores por lo general demuestran tener menor grado de homologia: la
vasopresina es idéntica en la rata y en humano, pero sus receptores en estas
especies tienen solo el 50 % de homologia (Hoyle 1999). Moléculas de gran peso
molecular e hidrofébicas, como los neuropéptidos, tienen dificultad para penetrar
la barrera hematoencefalica. Algunos neuropéptidos sin embargo, pueden cruzar
la barrera por difusion transmembranal (Banks y Kastin 1985), como sucede con la
vasopresina, o por sistema de transporte saturable bidireccional (Barrera et al.

1991) o unidireccional (Barrera et al. 1987).



Tabla 1 Clasificacion tentativa de los neuropéptidos

SIMILITUD EN
FAMILIA PEPTIDOS Y ABREVIACIONES ESTRUCTURA REFERENCIA
Bombesina .
Peéptido liberador de \zlggva"gou otal
Péptido tipo eplc GRP . 4
bombesina Gastrina _ C-terminal WAVGHXM
Neuromedina B NMB
Rantesina
Proencefalina 3_9‘?“933 tamafio g
Opioides . . similar y posicion ae B hl et al
er?d(’)genos Prodinorfina intrones, 6 cisteinas 26%% ¢a
= : | i POMC cerca del extremo N-
ro-opiomelanocortina -
Péptido Crf\lci.tonina cT CGRP desarrollado por  Bell and
relacionado con el Péptido del gen splicing alternativo de McDermott
gen de calcitonina  "elacionado con CGRP CT (1996)
calcitonina
Colecistocinina Celid el Cht C-terminal GWDMF  Eng et al. 1982
Gastrina
Péptidos Oxitocina. OXY CYXQNCPXG-NH2
hipotalamicos Vasopresina VP
go::tmort]a Ilperadora de CRH
ortico roplna Heinrichs et al
Hormona liberadora de 1993 Spina et al
Péptidos la hormona de GHRH 1996; Legradi et
relacionados a crecimiento = al 1998,
hipotalamo Hormona liberadora de
-~ LHRH
la hormona luteinizante
Hormona liberadora de TSHRH
tirotropina
Factores de Insulina
crecimiento tipo Factor de crecimiento -
insulina tipo insulina GHRH = Rotwein 1991
Relaxina
Neurotensina Neuromed'lna C-terminal PYIL Luttinger et al
Neurotensina NT 1982
L Neuropéptido Y NPY Estructura similar del
Polipéptidos Polipéptido pancreatico PP precursor 24% Stanley et al
pancreéticos o homologia al péptido 1998
Péptido YY PYY !
Mestina KiSS Allard et al.
Neuropéptido FF NPFF 1995; Laguzzi
Neuropéptido SF NPSF et al. 1996.
Péptido de liberacion o o SRl CEl
Neuropéptidos de prolactina P518 1?871,1I;%fz)mann
; etal. ;
REamida C-terminal RF-NH2 Murase et al.
1996;
RERPs RERP Labrouche et
al. 1998;
Desprat y
Zajac, 1997.
Liapaki I
Somatostatina Somatostatina SS - 159‘); Iseta
Somatotropinas Coriomamotropina PL Prototipo Ancestral -
GH-PRL. >90%
Hormona del GH




crecimiento similaridad de regions

Prolactina PRL codificantes
Neuroquinina A NKA Chang et al
Taquiquinas FOUTERIINITE B NKB C-terminal FXGLM I
quiq Sustancia P SP Kimball et al.
Bradiquinina - I
Péptido inhibitorio GIP
gastrico
Glucagon -
Femla Y Péptido activadorde la  p\~ap Similar estructura enla  Turton et al
secretina adenilato ciclasa organizacién de genes 1996
Glucagon
Secretina

Péptido Vasoactivo
intestinal

Los neuropéptidos son también capaces de cambiar la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica a otras sustancias. Un ejemplo son los
melanocorticoides que puede alterar la difusion pasiva en la membrana y asi

facilitar el paso de algun agente radiactivo (Rudman y Kutner 1978).

Neuropéptidos RFamida
Historicamente, el neuropéptido RFamida, péptido cardioexcitatorio del molusco
Macocallista nimbosa fué el primer péptido aislado e identificado con un Arg-Phe-
amida en su extremo carboxilo terminal (C-terminal) basandose en su secuencia
de aminoacidos (Phe-Met-Arg-Phe-NHy) (Price y Greenberg 1977). Este
neuropéptido fue involucrado en la modulacion de analgesia inducida por opioides
(Tang et al. 1984). Este tetrapéptido es encontrado solo en molusco pero existen
otros neuropéptidos relacionados, aislados de vertebrados e invertebrados:
Nematodos, Anélidos, Artropodos y Cérdados. Estos péptidos son conocidos
como FARPs (en Inglés FMRFamide related peptides) y colectivamente como
neuropéptidos RFamida o RF-NH.. Los neuropéptidos RFamida, ejercen influencia
sobre gran variedad de procesos fisiolégicos como la ingesta alimenticia, la
percepcion del dolor y actividad enddcrina (Tsutsui y Ukena, 2006; Zajac y
Mollereau, 2006).

Se conocen cinco genes que codifican varios péptidos RFamida en mamiferos
(Tabla 1) (Perry et al. 1997, Hinuma et al. 1998, Hinuma et al. 2000, Kotani et al.



2001a, Liu et al. 2001, Jiang et al. 2003). En invertebrados, mas de 20 péptidos
han sido caracterizados. El primer neuropéptido RF amida reportado de mamifero
fue el NPFF (FLFQPQRF-NH>) aislado del cerebro bovino (Yang et al, 1985b)

El péptido de liberacion de prolactina (PrRP), encontrado en 1998 como el
ligando de un receptor acoplado a proteinas G, UHR1/GPR10 (Hinuma et al. 1998)
se expresa en hipotalamo. La pre-proproteina PrRP también contiene dos
secuencias posibles para neuropéptidos maduros,
SRAHQHXMEIRTPDINPAXYAGRGIRPVG y TPDINPAWYAGRGIRPVGR,
llamados PrRP31 Y PrRP20, respectivamente. El PrRP20 puede ser una forma
truncada de PrRP31. La organizacion estructural del gen es mostrada en la Tabla
2. Dos grupos de investigadores buscaron un péptido precursor comun en la base
de datos del genoma humano y tuvieron éxito en el aislamiento de un precursor
para dos neuropéptidos de mamiferos: RFRP-1 (MPHSFANLPLRF-NH,) Y RFRP-
3 (VPNLPQRF) O NPSF y NPVF (Hinuma et al. 2000, Fukusumi et al. 2001). La
alta homologia en este péptido precursor aparecioé en los genes de humano, rata,
ratén, bovino y codorniz (Hinuma et al. 2000; Liu et al. 2001). Los aminoacidos C-
terminal de hRFRP-3 son idénticos a los de NPFF, y los cuatro aminoacidos del
extremo C-terminal de hRFRP-1 coinciden con los aminoacidos del pollo LPLRF-
NH, (Dockray et al. 1983), sugiriendo para estos neuropéptidos un ancestro
evolutivo comun. Otros neuropéptidos RFamida son NPFF (FLFQPQRFamida),
NPAF (AGEGLSSPFWSLAAPQRFamida) y NPSF (SLAAPQRFamida), se
componen de entre 8 y 18 residuos de aminoacidos y su expresion esta limitada a
las regiones discretas del sistema nervioso central incluyendo el hipotalamo y la
médula espinal (Perry et al. 1997).

Mecanismos de accion de los neuropéptidos RFamida

Los neuropéptidos se unen a varios tipos de receptores que activan diferentes
sistemas de segundos mensajeros y pueden cambiar la afinidad de un receptor a
su ligando especifico. Los neuropéptidos se unen mas comunmente a los
receptores acoplados a proteinas G (Di Cosmo et al. 2006) los cuales tienen siete

dominios transmembranales y genera al adenosin monofosfato ciclico (cCAMP), al



fosfatidil inositol bifosfato (PIP), o a los iones de calcio (Caz:+) como segundos

mensajeros (Cottrell et al.1990). Por ejemplo, los neuropéptidos de la familia de la

oxitocina y vasopresina se unen a cuatro receptores, el OXY y V1a-, V1B-y V2.

Tabla 2. Comparacion de la estructura primaria de los péptidos RFamida

(modificada de Zajac y Mollereau, 2006)

Neuropéptido

Estructura

Origen

NPAF

NPAF humano

NPSF

NPFF

GnlIH-RP-2

FGRP

RFRP-2

RFRP-1

RFRP-3

GnIH

LPLRFamida
RFRP

PrRP20

PrRP31

C-RFa

KiSS-14

P518

AGEGLSSPFWSLAAPQRF-NH2

AGEGLNSPFWSLAAPQRF-NH2

SLAAPQRF-NH2

FLFQPQRF-NH2

SSIQSLLNLPQRF-NH2

SLKPAANLPLRF-NH2

SAGATANLPLRS-NH2

MPHSFANLPLRF-NH2

VPNLPQRF-NH2

SIKPSAYLPLRF-NH2

LPLRF-NH2
ANMEAGTMSHFPSLPQRF-NH2

TPDINPAWYAGRGIRPVGRF-NH2

SRAHQHSMEIRTPDINPAWYAGRGIRPVGRF-NH2

SPEIDPFWYVGRGVRPIGRF-NH2

DLPNYNWNSFGLRF-NH2

TSPGLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH2

Bovino (Yang et al.
1985a)

Humano (Yang et al.
1985b)

bovino, humano (Yang et
al. 1985a)

bovino, humano (Yang et
al. 1985)

codorniz (Satake et al.
2001)

rana (Koda et al. 2002)
bovino (Hinuma et al.
2000)

bovino (Hinuma et al.
2000)

bovino (Hinuma et al.
2000)

Codorniz (Tsutsui et al.
2000)

pollo (Dockray et al. 1983)
rata (Ukena et al. 2002)
bovino (Hinuma et al.
1998)

Bovino(Hinuma et al.
1998)

carp (Fisher et al. 1997)
humano, rata (Kotani et
al. 2001)

Humano (Jiang et al.
2003)




El receptor OXY es selectivo para oxitocina, y el resto preferentemente se une
vasopresina. El receptor V2 activa la adenil ciclasa y aumenta la cantidad de
cAMP; los otros receptores generan fosfolipasa C y la via de PIP (Hoyle 1999). La
diversidad adicional en los efectos de los neuropéptidos es el resultado de la unién
de los receptores y diferentes clases de proteinas G (inhibidoras o activadoras), y
el efecto es la suma de todos los segundos mensajeros (Fuxe et al. 1995). La
guanilil ciclasa es una enzima intracelular que puede estar unida a la membrana o
libre en el citosol (Wedel y Garbers 1997). Esta enzima genera cGMP, un
compuesto similar al cCAMP, que contiene guanosina en vez de adenosina. La
guanilil ciclasa unida a la membrana actua como un receptor para el péptido atrial

natriurético, y la guanilil ciclasa es activada por el 6xido nitrico y radicales libres.

Los neuropéptidos RFamida (Arquero et al. 1995), actuan reciprocamente con
el oxido nitrico, y asi pueden modular la via de guanilil libre en el citosol. El
RFamida se une a receptores acoplados a proteinas G (Higgins et al. 1978) y a
canales idnicos (Lingueglia et al. 1995). El extremo C-terminal de la secuencia del
neuropéptido representa la region de union entre el péptido y su receptor
(Mazarguil et al. 2001, Kotani et al. 2001b). RFRP y NPFF comparten los cuatro
ultimos aminoacidos del extremo C-terminal; la forma no-amidada de los
neuropéptidos es inactiva (Kotani et al. 2001b). Ademas de la regulacién
cardiovascular y de sus efectos parecidos a hormonas, NPFF posee funciones
tanto anti-opiodes como pro-opioides, que han complicado la busqueda de un
receptor especifico. Actualmente se han propuesto un mismo receptor OT7T022
para RFRP’s (Hinuma et al. 2000) y NPFF y por otro lado Bonini y colaboradores
en el 2000 mostraron que NPFF activa receptores acoplados a proteinas G,
NPFF1 y NPFF2.

NPFF, NPAF y NPSF son los ligandos mas potentes encontrados en
mamiferos, con valores de ECs, (concentracion efectiva media) de 15.6 nM para
NPFF, de 24.9 nM para NPAF y de 12 nM para NPSF (Bonini et al. 2000;
Elshourbagy et al. 2000; Liu et al. 2001). Estos receptores son abundantes en



tejidos humanos, NPFF1 es encontrado principalmente en el SNC en la médula
espinal y NPFF2 en la placenta. Ademas de la activacion de receptores acoplados
a proteinas G, NPFF pueden unirse a canales cationicos sensibles a acido
(Askwith et al. 2000) que en el humano son llamados ASIC2A+3, (Catarsi et al.
2001).

Propiedades funcionales de los neuropéptidos RFamida

Los neuropéptidos RFamida durante mucho tiempo fueron reconocidos por sus
efectos en la modulacion del dolor asi como por su papel fundamental en la
analgesia y el desarrollo de tolerancia a opioides (Fehmann et al. 1990; Panula et
al. 1996). Pero estos neuropéptidos RFamida también tienen diversos efectos
periféricos, modulan la funcién cardiaca y vascular (Allard et al. 1995; Laguzzi et
al. 1996), secrecion de insulina y somatostatina (Sorenson et al. 1984; Fehmann et
al. 1990), ingesta de alimentos (Murase et al. 1996), produccion suprarrenal de
aldosterona (Labrouche et al. 1998) y regulan la temperatura corporal (Desprat y
Zajac 1997).

Tanto NPFF (entre 3 y 30 nM, in vitro) como PrRP (100 nM-1 uM, in vitro) tiene
actividad de liberacion de prolactina (Aarnisalo et al. 1997, Hinuma et al. 1998),
pero ambos son mas potentes en otros sistemas como en el control cardiovascular
(Roth et al. 1987; Samson et al. 2000) y en la modulacion del dolor (Roumy y
Zajac 1998). NPFF y FMRFamida afectan la contractilidad gastrica (Raffa y Jacoby
1989; Demichel et al. 1993; Decker et al. 1997). El efecto de NPFF sobre los
intestinos es algo contradictorio, parece bloquear la inhibicién de evacuaciones
intestinales en el ileon inducida por morfina (en las dosis de 10 nmol-1 pmol)
(Demichel et al. 1993) pero lo potencia en el colon (en 13 nmol) (Raffa y Jacoby
1989). NPFF afecta el comportamiento alimenticio también a través del SNC;
inyecciones intracerebroventriculares de NPFF (5-10 ug) reducen la ingesta de
alimentos (Murase et al. 1996). Hasta ahora ninguna prueba muestra la union de
NPFF a las células gastrointestinales, lo que sugiere que sus efectos sobre la
regulacion de la ingesta alimenticia y las evacuaciones intestinales podrian estar

regulados a través de la sangre. La identificacién de secrecidn pulsatil de NPFF en
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el plasma humano sugiere que los péptidos pudieran actuar como hormonas
(Sundblom et al. 1995) y explica las diversas acciones periféricas descritas para
estos péptidos.

NPFF y NPAF inducen en 3T3-L1 la sobreexpresion de C/EBP's y la
subexpresion de PPAR's, factores de transcripcion que inducen la adipogénesis, y
de Id1 e Id2, dos factores de transcripcion que previenen la diferenciacién adiposa
(Lefrere et al. 2002). Por su parte NPAF induce la sobreexpresion de C/EBPy
C/EBPS, y de 1d1, 1d2 e 1d3. Ambos neuropéptidos inducen también una ligera
subexpresion de PPARYy (Lefrére et al. 2002) otro factor de transcripcion que
participa en la induccion de la diferenciacién adiposa. Estos resultados se
obtuvieron con adipocitos 3T3-L1 terminalmente diferenciados, se ignora el efecto
que estos neuropéptidos pudieran tener sobre el proceso mismo de la
diferenciacién adiposa.

El objetivo central de este estudio fue evaluar los efectos de los neuropéptidos
RFamida NPFF, NPAF y NPSF sobre la diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1
y 3T3-F442A, lineas celulares extensamente usadas como modelo de estudio de
la diferenciacién adiposa (Gregoire et al. 1998; Ntambi y Kim 2000) asi como de la
diferenciacion in vitro de preadipocitos humanos.

En los preadipocitos de raton y humano evaluamos el efecto de los
neuropéptidos sobre la diferenciacion adiposa terminal, evaluada por la
acumulacioén intracitoplasmica de triglicéridos, actividad de la glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa, asi como la expresion de factores de transcripcion que participan

en los eventos tempranos de la diferenciacion adiposa.

Nosotros hemos encontrado que los neuropéptidos NPFF, NPAF y NPSF
inhiben la diferenciacién adiposa de diversas clonas de preadipocitos 3T3 de ratén
y preadipocitos humanos subcutaneos normales y derivados de lipoma. Dicha
inhibicion no se debe a citotoxicidad, depende de la concentracién y del tipo de
neuropéptido, previene el establecimiento del compromiso a la diferenciaciéon
adiposa terminal y esta mediada por la sobreexpresion del gen 1d3, factor de

transcripcion que inhibe la diferenciacidon adipogénica en estas células (Moldes et
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al. 1997). Nuestros resultados mostraron ademas que la inhibicion de la
adipogénesis inducida por NPAF en los preadipocitos 3T3-F442A es irreversible.
Todos los inhibidores de la adipogénesis de las células 3T3 y de otros modelos in
vitro conocidos antes de este trabajo actuan de manera reversible. El acido
retinoico (Kuri-Harcuch 1982; Salazar-Olivo et al. 1994], los ésteres de forbol (Yun
y Scott 1983), el acido araquiddnico (Mater et al 1998) o proteinas de la familia
hedgehog (Hh) (Spinella-Jaegle et al. 2001) son algunos de los multiples
inhibidores de la adipogénesis empleados en el estudio de este proceso.
Asimismo, diversos factores de crecimiento como el factor de crecimiento
transformante tipo B (Ignotz y Massague 1985), el factor de crecimiento
fibroblastico (Hayashi et al. 1981), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(Hayashi et al. 1981), el factor de necrosis tumoral (Navre y Ringold 1988), la
endotelina 1 (Shinohara et al. 1992) y el factor de preadipocitos 1 (pref-1) (Smas y
Sul 1993) inhiben la diferenciacién adiposa de lineas celulares o de preadipocitos
primarios en cultivo. Los efectos antiadipogénicos de estos factores pueden
deberse a su actividad mitogénica (Sparks y Scott 1986; Sparks et al. 1986; Smas
y Sul 1993), o ser independientes de ésta (Hayashi et al. 1981, Navre y Ringold
1988; Sparks et al. 1986).

La inhibicion de la adipogénesis ocurre mientras estan presentes en el medio
de cultivo y su efecto se revierte luego de su retiro y con la alimentacion de los
cultivos con medio fresco que contiene sefales adipogénicas. La irreversibilidad
del efecto inhibitorio de NPAF sugiere que este neurotransmisor puede servir para
definir los eventos moleculares que median el establecimiento de compromiso a la

diferenciacion adiposa terminal.
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Parte 2. Estrategias de cultivo para el crecimiento y diferenciacion de
preadipocitos de raton y humano

Durante el proceso de caracterizar los efectos de los neuropéptidos RFamida nos
vimos en la necesidad de buscar técnicas de cultivo mas ventajosos y simples
para el crecimiento y diferenciacion de adipocitos de raton y sobre todo de
humano. Esto nos llevo a ensayar la utilidad de L15, un medio de cultivo que no
demanda atmadsferas especiales. Aunque las lineas celulares preadiposas de
ratdn representan una valiosa herramienta para el estudio de los mecanismos
moleculares de la adipogénesis (Ntambi y Kim 2000) no reflejan cabalmente la
diversidad de las poblaciones adiposas humanas, en las cuales son poco
conocidas las bases moleculares de su potencial adipogénico (Adams et al. 1997,
Lefebvre et al. 1998).

Ademas, el tejido adiposo se ha vuelto una fuente promisoria de células
troncales con un alto desarrollo potencial, que puede ser muy util para la
ingenieria de tejidos (Fraser et al. 2006; Gimble et al. 2007; Helder et al. 2007).
Técnicas de cultivo que garanticen una expansion celular y diferenciacion de
adipocitos de ratéon y humano, permitiran realizar estudios dirigidos a la terapia
génica (Goh et al 2007; Parker et al 2007; Suga et al 2007).

Aspectos generales del cultivo de células adiposas

Lineas de preadipocitos o adipocitos primarios son mantenidos rutinariamente en
medios de cultivo que usan sistemas a base de bicarbonato los cuales requieren
atmosferas que contienen concentraciones definidas de CO; y equipos de
incubacion especializados. Aunque el bicarbonato imita al amortiguador que
protege la sangre, esto tiene algunas desventajas principales. El pKa de
bicarbonato es 6.1, que es lejano al pH deseado en los medios de cultivo de las
células (7.0-7.4). Ademas, la produccion metabdlica de CO; en cultivos de alta
densidad celular complica el control de los niveles de CO, en el ambiente celular,
y las fluctuaciones de pH en los cultivos a largo plazo tienen efectos adversos
sobre el crecimiento celular y la sintesis de proteinas o de lipidos, (Barngrover et

al. 1985; Mackenzie et al. 1961). Finalmente, aun cuando el bicarbonato es
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relativamente econdmico, un suministro constante de CO; y la exigencia de
incubadoras especiales o fermentadores para mantener una atmdsfera controlada

da como resultado cultivos celulares a largo plazo costosos.

Medio de cultivo L15

Una solucion alternativa a estos problemas fue desarrollada por Leibovitz (1963)
quien diseno el medio de cultivo L15, que contiene altos niveles de las formas
basicas de aminoacidos libres (principalmente arginina, cisteina e histidina) para
obtener el pH deseado y eliminar fluctuaciones rapidas en el pH con su toxicidad
implicada (Mackenzie et al. 1961). El reemplazo de glucosa por galactosa como
fuente de bicarbonato en L15 causa una produccion inferior de acido lactico y
disminuye la necesidad de un amortiguador de pH (Mackenzie et al. 1961). Debido
a que L15 carece de un sistema amortiguador a base de bicarbonato, no requiere
una atmaosfera especial y trabaja en una atmadsfera libre de intercambio de gases.
El contenido de piruvato y alanina en L15 permite a las células generar el

bicarbonato requerido para reacciones de sintesis.

Usos del medio L15

L15 ha sido usado para cultivar diferentes tipos de células tanto de vertebrados
como de invertebrados en una atmdsfera libre de intercambio de gases. Células
Schwann de los nervios ciaticos de la rata (Yang et al. 2007), células astrogliales
de pez (Wen et al. 2008), hepatocitos primarios de rata, humano y pollo (Mitaka et
al. 1993; Coundouris et al. 1993; Fuijii et al. 1996), y células de corazon (Le
Marrec-Croq et al. 1998) han sido satisfactoriamente cultivadas en L15.
Recientemente, se ha mostrado que L15 es una alternativa util para el cultivo de
células de la piel (de Jesus Ribeiro et al. 2005) y conserva la capacidad
clonogénica de células humanas hematopoyéticas en la sangre completa
almacenada (de Kreuk et al. 2001). A pesar de sus ventajas técnicas y
econdmicas, L15 aun no ha sido probado para el cultivo de células adiposas.

En este estudio realizamos una técnica de cultivo mas simple utilizando medio de

cultivo L15 el cual proporcioné apropiadas condiciones para la proliferacion y
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diferenciacioén de lineas celulares de preadipocitos 3T3 de ratén y de preadipocitos

humanos subcutaneos normales y derivados de lipoma
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4. RESULTADOS Y CONCLUSIONES GENERALES
Parte 1.
Los neuropéptidos RFamida NPFF y NPAF, conocidos principalmente por su papel
en la modulacién del dolor y la tolerancia a opioides (Panula et al. 1996; Roumy y
Zajac, 1998), inducen cambios en la expresion génica de adipocitos 3T3-L1
terminalmente diferenciados (Lefrére et al. 2002). Se ignora si estos neuropéptidos
u otros relacionados afectan el proceso de la diferenciacion adiposa.

Indujimos la diferenciacion de lineas celulares establecidas de preadipocitos
3T3 en presencia de los neuropéptidos NPFF, NPAF y NPSF. Los tres inhibieron
la adipogénesis de los preadipocitos 3T3-F442A, medida por la acumulacion
intracitoplasmica de triglicéridos, en funcién de la concentracion y con diferente
potencia, pero no afectaron la adipogénesis de 3T3-L1. Los tres neuropéptidos
bloquearon la diferenciacion de los preadipocitos humanos subcutaneos normales
y derivados de lipoma. De los tres neuropéptidos, NPFF mostré la menor
capacidad antiadipogénica, con una concentracion inhibitoria media (Clso) de 1.2
MM. NPAF mostré una mayor capacidad inhibitoria y su Clsp pudo calcularse en
0.04 uM. El neuropéptido con la mayor capacidad antiadipogénica fue NPSF, el
cual redujo la adipogénesis en casi un 70% a la menor concentracién ensayada, 1
nM. Concentraciones de NPSF mayores a 1 nM no dieron lugar a incrementos
sustantivos adicionales en su capacidad inhibitoria por lo que la estimacion de su
Clso requiere el ensayo de concentraciones menores.

Ninguno de los tres neuropéptidos indujo el 100% de inhibicién cuando se
ensayaron a la concentracién de 10 yM: NPFF produjo 60% de inhibicion; NPAF
79%, NPSF 83%. La incapacidad de las altas concentraciones de neuropéptidos
ensayadas para inhibir totalmente la adipogénesis en este modelo puede deberse
a que las moléculas probadas no sean la forma activa del neurotransmisor. Un
trabajo reciente muestra que los neuropéptidos NPA-NPFF y EFW-NPSF,
putativamente producidos a partir del mismo gen que los neuropéptidos
ensayados en este trabajo, poseen mayor afinidad por su receptor en neuronas de

la médula espinal (Roumy et al. 2000). Investigaciones futuras analizaran el efecto
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de los neuropéptidos NPA-NPFF y EFW-NPSF sobre la diferenciacion adiposa de
las células 3T3-F442A.

Por otro lado, encontramos que la inhibicion de la adipogénesis por NPAF en
los preadipocitos 3T3 es irreversible. Cultivos tratados con el neuropéptido durante
siete dias y luego mantenidos en medio adipogénico fresco durante siete dias
adicionales al retiro del neuropéptido no mostraron un mayor grado de
diferenciacién que los cultivos mantenidos durante todo el tratamiento con NPAF.
Este resultado sugiere que el efecto inhibitorio de NPAF es cualitativamente
diferente de los efectos reportados para otros inhibidores de la adipogénesis como
el acido retinoico (Kuri-Harcuch. 1982), los ésteres de forbol (Yun y Scout. 1983),
o el factor de crecimiento transformante tipo  (Ignotz y Massague. 1985). Todos
estos compuestos inhiben la diferenciacién adiposa mientras estan presentes en el
medio de cultivo; cuando se retiran del medio y los cultivos se alimentan con
medio conteniendo factores adipogénicos, la inhibicion se revierte y la
diferenciacion adiposa procede. Nuestro hallazgo de la irreversibilidad del efecto
inhibitorio del neuropéptido NPAF lo convierte en una herramienta de utilidad para
el estudio de los eventos moleculares que median el establecimiento del
compromiso a la diferenciacién adiposa terminal.

Nuestros resultados sugieren también que NPAF inhibe la diferenciacion de
los preadipocitos 3T3-F442A previniendo el establecimiento del compromiso a la
diferenciacién adiposa terminal. EI compromiso es un evento que implica cambios
en la expresion de numerosos genes y ocurre en la primeras 48 h de quiescencia
proliferativa en cultivos mantenidos en condiciones adipogénicas (Ntambi y Kim.
2000). El efecto antiadipogénico de NPAF podria resultar de la subexpresion de
CEBPp, C/EBPa y PPARY, factores de transcripcion que se expresan
tempranamente durante la diferenciacién adiposa y estan implicados en la
induccién de la misma (Lin y Lane. 1992; MacDougald y Lane. 1995; Rangwala y
Lazar. 2000). Alternativamente, la inhibicion de la adipogénesis por NPAF podria
ser mediada por la sobreexpresion de la proteina Id3, factor de transcripcion que
inhiben la diferenciacién adiposa de las células 3T3 (Lasorella et al. 2001). La

sobreexpresiéon de 1d3 inducida por el tratamiento con NPAF sugiere que este
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factor de transcripcion participa en la inhibicion de la adipogénesis provocada por
el neuropéptido. Experimentos adicionales que evaluen otros factores de
transcripcion cuya expresidon temprana contribuye o previene la diferenciacion
adiposa, permitiran establecer si Id3 es un mediador exclusivo o parcial del efecto
inhibitorio del neuropéptido NPAF, asi como de su caracter irreversible. Ademas,
la presencia de los neuropéptidos amidados FF, AF, SF en cultivos de
preadipocitos humanos normales y derivados de lipoma inhibieron la
diferenciacién adiposa aunque en menor grado que los preadipocitos de 3T3-
F442A. Nuestros resultados sugieren que los neuropéptidos RFamida FF, AF, SF
regulan el desarrollo del los preadipocitos de raton y humano. Ademas, podrian
participan en la regulacion del desarrollo del tejido adiposo a través del sistema

nervioso central.

Parte 2

Por otro lado, el reconocimiento del tejido adiposo como una fuente promisoria de
células madre adultas con aplicaciones en la medicina regenerativa lleva a la
busqueda de procedimientos mas ventajosos para el conocimiento, cultivo y
conservacion de células adiposas. Las potenciales aplicaciones biotecnoldgicas de
células adiposas exigen estrategias de estudio para conocer a detalle el
funcionamiento del tejido adiposo humano y demanda protocolos de cultivo de
células que aseguren la rapida expansién de células sumamente clonogénicas
aplicables a procedimientos clinicos que requieren grandes poblaciones celulares.
Por lo tanto, conocer detalladamente el mecanismo y naturaleza del tejido adiposo
humano asi como simplificar las técnicas de cultivo, nos llevé a explorar la utilidad
de L15, un medio de cultivo que no requiere una atmédsfera con una concentracion
de CO; definida. La importancia de la atmésfera en el cultivo celular aun no esta
bien definida, y la atmosfera mas comunmente usada puede ser la menos
apropiada. La funcion del adipocito es altamente regulada en respuesta al cambio
en los niveles de oxigeno y la regulacién fisioldgica de la formacion del adipocito
involucra factores originalmente identificados como proteinas de respuesta a

hipoxia (Floyd et al. 2007). Nuestros resultados muestran que los adipocitos
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subcutaneos de humano normales y derivados de lipoma mostraron una mas alta
diferenciacion adiposa en el medio L15 que en DMEM o DMEM-F12 en presencia
de CO,, demostrando que la hipoxia detiene reversiblemente la diferenciacion
adiposa, disminuyendo la expresién de marcadores tempranos y tardios de la
adipogénesis en el cultivo de lineas establecidas de raton y en cultivos primarios
de preadipocitos humanos en DMEM o DMEM-F12 (Gentil et al. 2006; Lin et al.
2006). L15 conservo la capacidad clonogénica de las células humanas
hematopoyéticas, manteniendo el crecimiento celular y la diferenciacion de células
adiposas de raton y humanas. Aqui mostramos que el medio L15 apoya el
crecimiento y adipogénesis de lineas establecidas de células preadiposas de ratdn
y preadipocitos humano subcutaneos normales y derivados de lipoma en un grado
mayor que DMEM o DMEM-F12. Asi, el empleo rutinario de L15 para el cultivo de
células adiposas simplificara sus aplicaciones en investigacioén y usos
biotecnologicos.

En conclusién, nuestro trabajo muestra que los neuropéptidos amidados
NPFF, NPAF y NPSF inhiben la diferenciacion adiposa y que el neuropéptido
NPAF inhibe de manera irreversible la aparicion de nuevos adipocitos a partir de
las células precursoras. La irreversibilidad del efecto antiadipogénico de NPAF
puede ser una herramienta util para estudiar los eventos moleculares que median
el establecimiento del compromiso a la diferenciacién adiposa terminal.

Analizar los efectos positivos 0 negativos que tienen diversas moléculas frente
al desarrollo, metabolismo, y funcién del tejido adiposo, nos proporcionan datos
importantes para dilucidar la naturaleza del tejido adiposo. Esta tesis es solo el
principio diversos estudios para entender el metabolismo y desarrollo del tejido
adiposo. Conocer los mecanismos de la diferenciacion del tejido adiposo, podria
disefar estrategias terapéuticas para las patologias involucradas con este. Y

aprovechando sus células precursoras, reparar tejidos dafados.
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RFamide neuropeptides NPFF and NPAF affect gene expression in mature 3T3-L1 adipocytes but their role
on adipogenesis is unknown. Here, we show that NPFF, NPAF, and NPSF inhibited the differentiation of
3T3-F442A preadipocytes in a concentration-dependent manner, but had no effect on 3T3-L1 adipogen-

esis. All three neuropeptides also blocked the adipose differentiation of normal and lipoma-derived

Keywords:

RFamide neuropeptides
3T3 adipogenesis
Human adipogenesis
Id3 expression

human preadipocytes. The antiadipogenic effect of RFamide neuropeptides was linked with the overex-
pression of Id3 gene and the inhibition by NPAF remained after neuropeptide removal and further
incubation of 3T3 cells with adipogenic medium. Our results show that NPFF, NPAF and NPSF negatively
affect adipogenesis and suggest that these compounds participate in the regulation of the adipose tissue
development by the central nervous system.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Adipose tissue is strongly influenced by the nervous system [1].
The sympathetic innervation of adipose depots is the principal ini-
tiator of lipid mobilization in mammals [2] and a regulator of fat
cellularity [3]. Sensory innervation of adipose tissue has also been
documented, suggesting a possible role of sensory neural fibers in
conveying information on the degree of adiposity to the brain [4].

Besides the sympathetic and sensory adipose innervation, many
circulating factors serving as efferent and afferent signals has been
described to mediate multiple aspects of brain-adipose communi-
cation [5-8]. A lot of neural factors acting on adipose tissue,
however, are still poorly known, and advances in their study would
extend our knowledge of obesity and associated co-morbidities.
RFamide neuropeptides, initially described in molluscan [9], con-
stitute a family of small peptides widely distributed in animal phy-
la [10]. NPFF, NPAF and NPSF are mammalian neuropeptides
expressed in discrete regions of the central nervous system includ-
ing hypothalamus, medulla, and the dorsal horn of spinal cord
[11,12]. These neuropeptides, mainly recognized by their roles in
pain modulation and opioid analgesia [12,13], also modulate car-
diac and vascular function [14], insulin and somatostatin secretion
[15], aldosterone production [16], body temperature [17], and food
intake [10,18]. The recognition of pulsatile secretion of NPFF in
human plasma suggests a hormonal role for these peptides [19].

RFamide neuropeptides act through NPFF-R1 and NPFF-R2 G
protein-coupled receptors [20-22], and the expression of NPFF-
R2 in adipose tissue [21] suggests a role for RFamide neuropeptides
in the metabolism and/or development of this tissue. Although it
has been shown that NPFF and NPAF neuropeptides alter gene

* Corresponding author. Fax: +52 444 834 2010.
E-mail address: olivo@ipicyt.edu.mx (L.A. Salazar-Olivo).

0006-291X/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
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expression in mature 3T3 L1 adipocytes [23], their effect on adipo-
genesis remains unexplored. Therefore, the central aim of this
study was to evaluate the effects of NPFF, NPAF and NPSF on the
in vitro differentiation of murine and human preadipocytes. Our
work show that RFamide neuropeptides inhibit adipogenesis and
suggest that these compounds participate in the regulation of the
adipose tissue development by the central nervous system.

Materials and methods

3T3 cell culture. 3T3-F442A preadipocytes were differentiated
with DMEM (GIBCO BRL) containing 7% calf serum (CS; GIBCO
BRL), 5 pg/ml insulin and 1 pM p-biotin, the adipogenic medium
(AM), or maintained under non-adipogenic medium (NAM; DMEM
containing 5% domestic adult cat serum, 5 pig/ml insulin and 1 pM
p-biotin) [24]. 3T3-L1 adipogenesis was induced in confluent pre-
adipocytes with AM supplemented with 0.1 mM 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX) and 0.25 pM dexamethasone for 48 h
and then incubating cultures in DMEM supplemented with 7% CS
and 5 pg/ml insulin. Effects of NPAF, NPFF and NPSF neuropeptides
on 3T3 adipogenesis were assayed in 7-14 d postconfluent cul-
tures maintained at 37 °C in a humidified 95% air, 5% CO, atmo-
sphere with medium changes every other day. All medium
supplements except sera were from Sigma-Aldrich.

Isolation and culture of human preadipocytes. Human adipose
tissue samples were obtained at the outpatient plastic surgery ser-
vice, Hospital General de Ciudad Valles (San Luis Potosi, México),
from patients who gave their informed consent. Normal (HNPA)
and lipoma-derived (HLPA) subcutaneous adipose samples were
extensively washed with sterile PBS added with antibiotics (peni-
cillin G 2000 U/ml and streptomycin sulphate 100 pg/ml), finely

Please cite this article in press as: M. L. Herrera-Herreral.A. Salazar-Olivo, RFamide neuropeptides inhibit murine and human adipose
differentiation, Biochem. Biophys. Res. Commun. (2008), doi:10.1016/j.bbrc.2008.09.071
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Background

Adipose tissue has become a promising source of adult stem cells.
Looking for optimal culture conditions, we evaluated the abiliry of L15,
a free-gas exchange culture medium, to support cell proliferation and
adipogenesis of murine 3'T3-F442A and human normal (HNPA) and
lipoma-derived (HLPA) pre-adipocytes.

Methods

3T3-F442A4, HNPA and HLPA cell proliferation were compared in
short-term cultures and along multiple passages in Dulbecco’s modified
Eagle medium (DMEM) or DMEM-FI12 under a 5% CO,
armosphere or L1S medium under a free-gas exchange atmosphere.
Adipogenesis in these cells was evaluated by quantifying lipid
accumulation and  glycerol-3-phosphate  delyydrogenase (GPDH)
activiry, and by assaying the expression of adipogenic markers by

reverse transcriptase—polymerase chain reaction (RT-PCR).

Results
3T3 pre-adipocytes grew at similar rates in serum-supplemented L15

or DMEM, but L15 induced higher colony-forming efficiency in these

cells. HNPA and HLPA grew more actively in L15 than in DMEM-
FI12 for more than 10 successive passages and reached higher colony-
Jorming efficiency in L1S medium. On the other hand, while high-
glucose DMEM and L15 supplemented with glucose 1 g/L induced
similar levels of 3T3 adipogenesis, L15 with no added glucose
increased HNPA and HLPA adipogenesis with respect to DMEM-
F12, as measured by lipid accumulation, GPDH activity and
expression of adipogenic markers C/EBPo, GLUT-4, LPL and aP2.

Discussion

The free-gas exchange medium L15 supports cell proliferation and
adipogenesis of murine 313 and normal and lipoma-derived human
subcutaneous pre-adipocytes 1o a greater extent than DMEM or
DMEM-FI12. The routine use of L15 will optimize translational
applications of adipose cells.

Keywords
313 pre-adipocytes, adipogenesis, cell proliferation, human subcuta-

neous pre-adipocytes, L15 medinm.

Introduction

Adipose tissue has become a promising source of adult
stem cells with high developmental potential, which could
be very useful for the cell-based therapies envisaged by
regenerative medicine [1-3]. This has led to the search for
more advantageous procedures for culturing and preser-
ving adipose cells [4-6]. Pre-adipose cell lines and primary
adipocytes or pre-adipocytes are routinely maintained in
culture media using bicarbonate-based buffering systems
that require atmospheres containing defined CO, concen-

trations. Although bicarbonate mimics the blood buffering

system, it has some major drawbacks. The pKa of
bicarbonate is 6.1, which is far from the desired pH range
of cell culture media (7.0-7.4). Additionally, metabolic
production of CO; in high cell density cultures compli-
cates the control of CO, levels in the cell environment,
and pH fluctuations in long-term cultures have adverse
effects on the cell growth and protein or lipid synthesis
[7,8]. Finally, although bicarbonate is cheap, a constant
supply of CO; and the requirement for special incubators
or fermentors to maintain a controlled atmosphere for cell

cultures result in greater expense in the long term.
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