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RESUMEN

Los adipocitos marrones fetales de rata son un modelo de células mesenquimales
no fibroblasticas que presentan un alto namero de receptores de alta afinidad para el
IGF-1. Estas células responden a IGF-I aumentando la proliferacion celular, al mismo
tiempo que se diferencian adipogenicamente (lo que conduce a un fenotipo de gotas de
grasa multiloculares) y termogénicamente (asociada a la expresion de la proteina
desacoplante). Ademas, hemos detectado la expresion enddgena de IGF-I en estas
células, lo que sugiere que el IGF-I puede ser una de las sefiales fisiologicas que estan
impulsando el desarrollo del tejido adiposo marrén in vivo durante los altimos dias de
vida fetal. En este sentido, el IGF-I aumenta la tasa de transcripcion del gen de la UP
y produce la acumulacién de su mensajero, aumentando también la vida media del
mismo. Esto conduce a un gran aumento en los niveles de proteina desacoplante
detectables inmunolégicamente. Igualmente, transfecciones transitorias de los adipocitos
marrones fetales con el promotor completo del gen de la UP dirigiendo la expresion
del gen bacteriano CAT demuestran que el IGF-I transactiva el promotor de la UP.
Asimismo, el promotor de la UP se transactiva en ausencia de IGF-I cuando se
cotransfectan las células con construcciones de Ras transformante, mientras que la
cotransfeccion de Ras dominante negativo en presencia de IGF-I anula el efecto
transactivador del IGF-I sobre el promotor de la UP. Estos resultados proponen un
nuevo mecanismo termogénico mediado por IGF-I/ras en los adipocitos marrones
fetales de rata.
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ABSTRACT
Foetal brown adipocyte primary cultures undergo proliferation in the presence of
IGF-I and also induce the adipogenic-program related to lipid synthesis and the thermogenic-
program associated with the expression of the uncoupling protein. Moreover, we have
recently described an endogenous expression of IGF-I mRNA in brown adipose tissue

Ars Pharmaceutica, 37:4; 753-760, 1996



754 LORENZO, M.; VALVERDE, A. M.; TERUEL, T.; NAVARRO, P. y BENITO, M.

at day 20 of foetal development and also an increase in the IGF-I receptor mRNA
content at the end of the foetal life, which runs parallel to the onset of late tissue
differentiation. Thus, IGF-I, in an autocrine/paracrine fashion may be a major signal
involved in brown adipose tissue development prior to birth.
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INTRODUCCION

En mamiferos existen dos tipos de tejido adiposo con funciones diferen-
tes: el tejido adiposo blanco, que es el reservorio energético de la célula, y el
tejido adiposo marrén (TAM), cuya funcién principal es la produccion de
calor mediante el mecanismo de termogénesis sin tiriteo. El TAM esta cons-
tituido mayoritariamente por adipocitos marrones, células que presentan un
elevado nimero de depositos lipidicos multiloculares, asé como gran cantidad
de mitocondrias, en cuya membrana interna se encuentra la proteina desacoplante
(UP), una proteina especifica de estas células capaz de producir el desacopla-
miento de la fosforilacion oxidativa, liberandose la energia procedente del
gradiente electroquimico de protones en forma de calor, en lugar de sintetizarse
ATP (1).

El TAM no esta permanentemente activado, y de hecho se activa via
sistema nervioso simpatico en determinadas situaciones fisiologicas, tales
como durante el periodo perinatal, por exposicidon y adaptacion al frio, en el
despertar de los animales hibernantes y por adaptacion a dietas hipercaldricas.
Debido a su capacidad para desacoplar la respiracion mitocondrial, el TAM
juega un papel importante en el balance energético, disipando en forma de
calor el exceso de energia en caso de sobrealimentacion. Esto ha conducido
a especulaciones sobre un posible papel de este tejido previniendo la obesi-
dad. De hecho, recientemente se han obtenido ratones transgénicos con pér-
dida del TAM que han desarrollado obesidad.

La diferenciacion del TAM en la mayoria de las especies se produce
durante la etapa fetal de modo que el tejido es identificable en el momento
del nacimiento, permitiendo al recién nacido compensar las pérdidas de calor
que sufre al abandonar el seno materno (1). Aunque no se conoce con
exactitud la naturaleza de las hormonas circulantes y/o los factores paracrinos/
autocrinos que estan implicadas en el desarrollo fetal del TAM, en nuestro
laboratorio hemos propuesto al factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF-I) y a la insulina (2,3), al factor de crecimiento transformante tipo b
(TGF-bl) (4) y a las hormonas tiroideas (5), como sefiales de diferenciacion
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para estas células, ademas del ya conocido papel de la noradrenalina en este
sistema (6,7). Algunas de estas sefiales de diferenciacion, concretamente el
IGF-I y el TGF- bl, han resultado ser también importantes sefiales de proli-
feracion para los adipocitos marrones durante la etapa fetal (8-11). En este
articulo nos vamos a centrar en los efectos del IGF-I sobre la diferenciaciéon
de los adipocitos marrones fetales de rata, describiendo tanto resultados in
vivo sobre el TAM como efectos sobre células en cultivo primario. Finalmen-
te, se han generado lineas celulares adipociticas inmortalizadas y transforma-
das (por transfeccion con SV40-TAg solo o cotransfectado con la proteina ras
transformante) a partir de adipocitos marrones fetales, que mantienen un
fenotipo diferenciado (12). En dichas lineas estudiaremos también el papel
del IGF-I, y de la proteina ras implicada en la ruta de sefializacion intracelular
del IGF-I (13,14), en relacion con su diferenciacion adipogénica y termogénica.

La diferenciacion del tejido adiposo marron se produce en los ultimos dias
del desarrollo fetal: Papel del IGF-I

Los adipocitos marrones aislados a partir de fetos de 20-22 dias (que
coincide aproximadamente con el ultimo trimestre de gestacion en humanos)
se diferencian al final del periodo fetal en base a dos programas: adipogénesis
y termogénesis. Las células de 22 dias, caracterizadas mediante la técnica de
citometria de flujo, muestran un mayor tamaiio, mas contenido en mitocondrias
y mayor cantidad de lipidos en su citosol, en comparacion con las células de
20 dias de desarrollo fetal. Paralelamente a estos cambios que indican un
aumento en la complejidad celular y un proceso de diferenciacion, observa-
mos que la capacidad proliferativa de estas células disminuye entre los dias
20 y 22 del desarrollo fetal, siendo pues necesaria la quiescencia celular para
que se produzca la diferenciacion (3).

La expresion de genes adipogénicos (estudiada a nivel de acumulacion de
mRNAs por Northern-blot) ocurre en varias etapas: la dcido graso sintasa
(FAS) y la glicerol-3P-deshidrogenasa (G3PD), enzimas clave para la lipogénesis
y la esterificacion, son las de induccién mas temprana, aunque su expresion
aumenta a lo largo del desarrollo fetal. Las enzimas generadoras de poder
reductor (NADPH), la enzima malica (ME) y la glucosa-6P-deshidrogenasa
(G6PD), aumentan fuertemente su expresion en el ultimo dia de desarrollo
fetal, al igual que el transportador de glucosa GLUT4. La induccion de estos
genes adipogénicos a nivel de su mRNA se correlaciona perfectamente con el
aumento en sus actividades enzimaticas y en el flujo lipogénico determinado
in vivo, lo que da lugar a una acumulacion de lipidos en depdsitos multiloculares
que producen un fenotipo caracteristico del adipocito marrén, visible al mi-
croscopio (3).
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Paralelamente a la diferenciacion adipogénica, los adipocitos marrones
inducen la UP, un gen especifico del TAM, responsable de la diferenciacion
termogénica. El mRNA de la UP se acumula gradualmente durante los ulti-
mos dias del desarrollo fetal, siendo posible el final de este periodo la
localizacion de la proteina desacoplante por inmunofluorescencia. Sin embar-
g0, estos procesos de diferenciacion no son terminales, pues genes marcado-
res de diferenciacion terminal como la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK),
una enzima glicerogénica en tejido adiposo, no se expresa todavia en el TAM
a término.

La expresion inicial de estos genes de diferenciacion tiene que depender
forzosamente de factores de transcripcion que se asocien en este momento del
desarrollo para poner en marcha la transcripcion de los mismos. Entre las
familias de factores de transcripcion descritas, los C/EBPs se han relacionado
tanto con adipogénesis como con termogénesis. El estudio de la expresion de
C/EBPs al nivel de mRNA demuestra que las tres isoformas a-b-d estan
presentes en el dia 20 del desarrollo fetal en el TAM, disminuyendo la
expresion del a y aumentando la del b-d entre los dia 20-22, cuando se
produce la diferenciacion del TAM (3).

La identificacion en el TAM de la expresion constitutiva de IGF-I al final
del desarrollo fetal, y el aumento en la expresion de receptores especificos
para IGF-I entre los dias 20 y 22 del desarrollo fetal, nos ha llevado a
proponer al IGF-I como un sefial autocrina o paracrina que puede estar
implicada en la diferenciacion del TAM antes del nacimiento, cuando sefiales
bien caracterizadas como la noradrenalina todavia no son operativas. Este
papel del IGF-I sobre la diferenciacion de los adipocitos marrones ha quedado
claramente confirmado con los experimentos en cultivo que se describen a
continuacion.

El IGF-I y también la insulina inducen la diferenciacion adipogénica y
termogénica de los adipocitos marrones fetales en cultivo.

Los adipocitos de 20 dias de gestacion pueden ser aislados y cultivados
en ausencia de suero durante varios dias, conforme a los protocolos descritos
en nuestro laboratorio (10), lo que nos permite estudiar el efecto de sefiales
exogenas afiadidas al cultivo sobre distintos parametros. Cuando nos plantea-
mos estudiar in vitro el efecto de IGF-I sobre la diferenciacion de los adipocitos
marrones, decidimos llevar un control positivo de diferenciacion adipocitica
como es la insulina (2), y asimismo un control positivo de diferenciacion
termogénica, la noradrenalina. Aunque hemos descrito anteriormente que el
TAM es un tejido diana para el IGF-I ya que expresa sus receptores a nivel
de mRNA, los estudios cinéticos de unioén especifica a sus receptores de 1251-
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IGF-I y de 125I-insulina nos desvelaron que el IGF-I tiene mas receptores/
célula (190.000) y con mejor afinidad (Kd 4 nM) que la insulina (40.000
sitios/célula y Kd 18 nM)(15).

Los estudios de expresion génica han demostrado que los adipocitos
marrones en cultivo en ausencia de factores exdgenos durante 48 h tienden a
perder la expresion constitutiva de genes adipogénicos (FAS, G3PD, GLUT4)
y termogénicos (UP), aunque el propio cultivo induce la expresion de otros
genes como b-actina (un marcador de citoesqueleto) o la PEPCK. Sin
embargo, la presencia tanto de IGF-I como de insulina induce la expresion
en funcion del tiempo de los marcadores adipogénicos FAS, G3PD y GLUT4,
produciéndose la acumulacion de sus mRNAs como consecuencia del aumen-
to en su tasa de transcripcion (valorada por ensayos de transcripcion in vitro).
En consecuencia, el IGF-I y también la insulina aumentan el transporte de
glucosa asé como el contenido de lipidos citoplasmaticos, lo cual pone de
manifiesto el papel regulador del IGF-I sobre la diferenciacion adipocitica
de los adipocitos marrones (15). Sin embargo, genes como la PEPCK,
cuya expresion se habia inducido espontaneamente en cultivo, se reprimen
fuertemente por IGF-I e insulina, tal y como se ha descrito en otros
tejidos (16).

En cuanto a la diferenciacion termogénica, el IGF-I y la insulina se
muestran tan potentes como la noradrenalina en el aumento de la tasa de
transcripciéon del gen de la UP en 1 h, y producen una acumulaciéon del
mRNA de la UP en funcién del tiempo. Ademas, IGF-I/insulina estabilizan el
mensajero de la UP, con una vida media tres veces superior a la que presenta
el mensajero endogeno, lo que parece sugerir que debe existir un elemento de
respuesta del tipo IRE en el promotor de la UP. En este sentido, hemos
realizando experimentos de transactivacion del promotor de la UP por IGF-
I/insulina transfectando transitoriamente los adipocitos marrones con cons-
trucciones del promotor completo de la UP de rata dirigiendo la expresion del
gen bacteriano cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). En estos experimentos
IGF-I/insulina producen la transactivacion de la construccion UP-CAT al
mismo nivel que la noradrenalina, siendo estos efectos especificos del tejido
adiposo marron, ya que no son reproducibles en otros sistemas celulares como
los fibroblastos Rat-1. Aunque se han descrito elementos de respuesta a
cAMP, triiodotironina y 4cido retinoico en el promotor de la UP (5,6,7,17),
este trabajo propone por vez primera la existencia de elementos de respuesta
a IGF-I/insulina en el promotor de este gen. Ademas, el tratamiento con IGF-
I/insulina no solo produce acumulacién del mRNA de la UP sino que conduce
a un aumento en el contenido de la proteina desacoplante sintetizada de novo,
determinado por analisis Western blot con anticuerpos especificos. En conse-
cuencia, el IGF-I induce la diferenciacién adipogénica y termogénica de
adipocitos marrones in vitro.
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Papel del IGF-1 en la diferenciacion de lineas celulares inmortalizadas y
transformadas de adipocitos marrones.

La transfeccion permanente de los adipocitos fetales de rata con construccio-
nes que contienen la proteina grande del antigeno T del virus SV40 (SV40-TAg)
sola o en combinacidn con el gen para la proteina p21-ras activa (pMexneo-
Hraslys12) da lugar a lineas celulares que tienen fenotipo inmortalizado o
transformado, y que mantienen un fenotipo diferenciado puesto que conservan
la expresion de la UP (12). En dichas lineas hemos estudiado también el papel
del IGF-I en relacion con su diferenciacion adipogénica y termogénica (18).

Las lineas celulares inmortalizadas responden al IGF-I al igual que lo
hacen las células fetales primarias de las que proceden, induciendo la expre-
sion del mRNA de la FAS y de la UP, asé como el contenido de lipidos
citosolicos. Estos efectos producidos por el IGF-I tanto en lineas immortalizadas
como en células primarias estan mediados por un aumento en el contenido de
la proteina p2l-ras (detectada por andlisis Western blot) asé como en su
porcentaje en forma activa, ras.GTP. Sin embargo, las lineas adipociticas
transformadas (sobreexpresando ras en su forma activa) estan constitutivamente
muy diferenciadas, demostrando una expresion de FAS y UP muy superior a
las lineas immortalizadas y a las células primarias, y un alto contenido
lipidico (18). Estas células transformadas son independientes de IGF-I en
relacidn a todos los parametros estudiados. Todos estos resultados apuntaban
hacia una relacion entre el contenido de proteina p21-ras activa y el grado de
diferenciacion de las células. En este sentido, utilizamos una aproximacion
experimental para buscar la evidencia directa entre p21-ras y la expresion de
FAS y UP, que fue la transfeccion de adipocitos fetales primarios con ras
transformante (H-raslysl12), o con ras dominante/negativo (H-rasasnl7) en
presencia de IGF-I. La expresion de ras activo produjo un aumento de tres
veces en la acumulacién de UP y FAS mRNAs, niveles un poco inferiores a
los inducidos directamente por IGF-I (5 veces), debido posiblemente a que la
transfeccion solo afecta al 10% de las células. La expresion de ras dominante
negativo produjo un 15% de inhibicién sobre la inducciéon de FAS y UP
mRNAs producida por el IGF-I. También se han realizado contransfecciones
de ras activo o dominante negativo con la construccién completa del promotor
UP (UP-CAT). En este tipo de ensayo, ras activo aument6 6 veces la activi-
dad UP-CAT, por encima de los efectos producidos por el IGF-I (4 veces),
mientras que el efecto del IGF-I se vio inhibido en un 50% por la cotransfeccion
con la construcciéon de ras en su forma dominante negativa (18). Estos
resultados claramente indican que IGF-I, a través de ras, transactiva el pro-
motor de la proteina desacoplante, y sugieren un nuevo mecanismo termogénico
en adipocitos marrones antes del nacimiento inducido por IGF-I/insulina y
mediado por ras, distinto del noradrenérgico.
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En conclusion, hemos desarrollado en nuestro laboratorio un modelo de
células mesenquimales no fibroblasticas, los adipocitos marrones fetales de
rata, que responden al IGF-I aumentando la proliferacion celular, al mismo
tiempo que se diferencian adipogénica y termogénicamente en respuesta a
dicha se+al. Ademas, el IGF-I puede ser una importante se+al fisiologica (de
tipo autocrino) que de cuenta del desarrollo fetal del TAM in vivo. En
consecuencia, proponemos un nuevo mecanismo termogénico inducido por
IGF-I y mediado por ras que podria ser operativo al final del desarrollo fetal
en el TAM.
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