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RESUMEN 

 

Mecanismos de acción de la citocina proinflamatoria TNF- sobre el tejido 

adiposo: SerpinA3g participa en la inhibición de la diferenciación adiposa 

y la resistencia a la insulina inducidas por esta citocina 

 

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) es un modulador del metabolismo del 

tejido adiposo. Sin embargo, los mecanismos por los cuales afecta el desarrollo 

y función de este tejido aún no son totalmente descritos. En este estudio se 

utilizó la técnica de despliegue diferencial, demostrando que la expresión del 

inhibidor de serin-proteasas A3g (SepinA3g) es inducida específicamente en 

preadipocitos 3T3-F442A por TNF- pero no por otros inhibidores 

adipogénicos, como el ácido retinoico (AR) o el factor de crecimiento 

transformante tipo beta (TGF-).  La inducción de la SepinA3g por TNF- fue 

confirmada mediante RT-PCR tanto en preadipocitos, como en adipocitos 

diferenciados. Además, en células en las que se redujo la expresión de la 

Serpin3Ag,  utilizando un RNA de interferencia (siRNA), se inhibió la 

 antiadipogénesis inducida por TNF- pero no la  inducida por RA y TGF-. 

Adicionalmente las células 3T3-F442A que no expresan a la SerpinA3g no 

mostraron la resistencia a la insulina inducida por TNF-. Nuestros resultados 

demuestran que la SerpinA3g es específicamente inducida por TNF- en 

células 3T3F442A sin importar su estado de diferenciación, y que esta serpina 

participa en la antiadipogénesis y la resistencia a la insulina inducidas por esta 

citocina, sugiriendo que la SerpinA3g juega un papel en la modulación del 

desarrollo y metabolismo del tejido adiposo. Se requieren estudios adicionales 

para conocer los mecanismos que median los efectos de la SerpinA3g sobre el 

tejido adiposo.  

 

PALABRAS CLAVE: TNF-, 3T3 adipogénesis, resistencia a la insulina, 

SerpinA3g, siRNA. 
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ABSTRACT 
 

Mechanisms of action of the proinflammatory cytokine TNF-α on adipose 

tissue: SerpinA3g involved in the inhibition of adipose differentiation and 

insulin resistance induced by this cytokine 

 

Tumor necrosis factor alpha (TNF-) is a proven modulator of adipose 

metabolism, but the mechanisms by which this cytokine affects the 

development and function of adipose tissue have not been fully elucidated to 

date. Using differential display analysis, in this study, we demonstrate that gene 

expression of the serine protease inhibitor A3g (SerpinA3g) is specifically 

induced in 3T3-F442A preadipocytes by TNF- but not by other adipogenic 

inhibitors, such as retinoic acid (RA) or transforming growth factor type beta 

(TGF-). The specific induction of SerpinA3g by TNF- was confirmed by RT-

PCR in both preadipose and terminally differentiated 3T3-F442A cells. The 

knockdown of SerpinA3g using small interfering RNA prevented the 

antiadipogenesis elicited by TNF- in 3T3-F442A cells but not the 

antiadipogenesis induced by RA or TGF-β. SerpinA3g-silenced 3T3-F442A cells 

also did not display TNF--induced insulin resistance. Our results demonstrate 

that SerpinA3g is specifically induced by TNF- in 3T3-F442A cells, regardless 

of their stag of differentiation, and participates in the antiadipogenesis and 

insulin resistance induced by this cytokine. Our results suggest that SerpinA3g 

plays a role in the TNF- modulation of adipose tissue development and 

metabolism. Additional studies are warranted regarding the mechanisms 

mediating adipose SerpinA3g effects.  

 

KEYWORDS: TNF-, 3T3 adipogenesis, insulin resistance, SerpinA3g, siRNA.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La resistencia a la insulina es un estado comúnmente asociado a la obesidad y 

a la diabetes (Diabesidad). Estudios realizados tanto en animales como en 

humanos demuestran que la ganancia o pérdida de peso se correlaciona con 

una peor o mejor sensibilidad a la insulina, respectivamente. Se han propuesto 

varios factores que podrían relacionar la obesidad con la resistencia a la 

insulina. Entre los candidatos están los ácidos grasos libres, el TNF-α, la leptina 

y la angiotensina, todos ellos secretados por el tejido adiposo (Kershaw y Flier, 

2004). 

TNF-α es una citocina secretada principalmente por el tejido adiposo y 

que ejerce sus efectos autocrinos y paracrinos, induciendo resistencia a la 

insulina (Shoelson, et al., 2006). También se sabe que esta citocina inhibe la 

diferenciación adipocítica bloqueando la actividad de PPAR, el cual es un 

factor de transcripción esencial para la expresión de genes adipogénicos 

(Cawthorn WP, et al, 2007). Además, se ha descrito que TNF- es capaz de 

reducir la captura de glucosa interfiriendo con la vía de señalización de insulina 

y la disminución de la expresión de Glut-4 en adipocitos de humano y de ratón 

(Lorenzo M., et al., 2007). 

Aunque se conocen algunos elementos de la vía de señalización de 

TNF-, los cuales incluyen la activación de NFB que desencadena una 

respuesta inflamatoria en el tejido adiposo (Ruan H, et al., 2002), los 

mecanismos moleculares por los cuales ejerce este efecto aún no se conocen 

completamente. 
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2. ANTECEDENTES 

 

La obesidad es un problema crónico caracterizado por un exceso de grasa 

corporal, de elevada prevalencia y de demanda asistencial creciente. Es 

considerada como una verdadera epidemia del siglo XXI, viéndose 

incrementada a nivel mundial. Según la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 

2012 (ENSANUT) siete de cada diez adultos mexicanos presentan sobrepeso y 

de estos la mitad presentan obesidad  lo que constituye un serio problema de 

salud pública debido a su asociación con el riesgo de enfermedades crónicas 

no transmisibles (Fig.1).    

 

Figura 1. Distribución del estado nutricio de hombres y mujeres de 20 años o más de 

acuerdo a la clasificación del Índice de Masa Corporal. México, ENSANUT 2012, 

(www.insp.mx). 

 

La etiología de la obesidad incluye factores genéticos y ambientales que 

interaccionan de forma compleja dando como resultado un incremento excesivo 

de la masa corporal adiposa, debido a la acumulación de grasa en el tejido y al 

decremento en el gasto energético. La obesidad implica un riesgo para la salud 

dado que lleva asociada todo un conjunto de anomalías metabólicas que se 
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conocen como el síndrome metabólico. Éstas incluyen: diabetes mellitus tipo II, 

dislipidemias, enfermedades cardiovasculares, hipertensión arterial y ciertos 

tipos de cáncer (Fig. 2). 

 

Figura 2. Anomalías metabólicas implicadas con la obesidad. Modificada de Flores-

Lázaro et al., 2011. 

 

Una de las complicaciones más graves de la obesidad es la resistencia a 

la insulina dado a que está directamente relacionada con la aparición de 

diabetes tipo II (Rabe, et al., 2008).  La insulina es la hormona más importante 

del control y mantenimiento del tejido adiposo. Actúa facilitando la acumulación 

de triglicéridos mediante la estimulación de la lipoproteína lipasa, inhibiendo la 

lipólisis, aumentando la captación de glucosa y actuando en la diferenciación 

de preadipocitos en adipocitos maduros. Son muchos los factores que inducen 

esta resistencia a la insulina pero los mecanismos por los cuales ocurre aún no 

se han descrito completamente. De hecho, en los últimos años nuevos estudios 
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han mostrado la relación que existe entre la obesidad, la resistencia a la 

insulina y la ateroesclerosis, los cuales no están solo asociados a las 

hiperlipidemias sino también a estados de inflamación en donde el adipocito 

tiene un papel central (Berg et al., 2004). Dado el aumento de casos de 

obesidad en el mundo y la relevancia que tiene conocer los procesos biológicos 

por los que se induce la resistencia a esta hormona, es importante el estudio de 

los factores y los mecanismos requeridos para la generación de nuevos 

adipocitos, así como de las sustancias que el adipocito secreta y que 

ocasionan estas severas complicaciones. Conocer estos mecanismos ampliará 

el panorama en el desarrollo de terapias antiobesidad con blancos más 

específicos y efectivos. 

 

2.1 Tejido adiposo 

Los animales se encuentran constantemente bajo la amenaza de la falta de 

alimento, por lo que el almacenamiento de energía en su cuerpo es esencial 

para la mayoría de sus actividades (Spiegelman et al., 1993). El tejido adiposo 

juega un papel crucial en la regulación y la disfunción patológica de la 

homeostasis energética. En mamíferos, la homeostasis energética es un 

compromiso entre el aporte y el gasto energético y en buena parte, el equilibrio 

se consigue a través de la respuesta coordinada entre el sistema nervioso y los 

tejidos adiposos, siendo estos últimos la fuente principal de reserva del 

organismo y también el sistema de disipación energética (Valenzuela A. y 

Sanhueza J., 2009).  

Situaciones como la ingesta de alimentos, la gestación, la regulación de 

la temperatura corporal y el ejercicio físico, son procesos que determinarán el 
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balance energético y en última instancia afectarán el peso corporal (Fig. 3). La 

producción o movilización de las reservas lipídicas se llevará a cabo en función 

del excedente calórico procedente de la dieta o de la carencia energética dada 

en situaciones de ayuno, respectivamente.  

 

 

Figura 3. Componentes claves en el sistema de balance de energía. Tomada 

de Spiegelman y Flier, 2001. 

 

En humanos se ha demostrado ampliamente que la diferenciación de la 

célula adiposa y la acumulación de grasa en la misma, son procesos 

fuertemente relacionados con la aparición y desarrollo de la obesidad (Ramacle 

y Grégoire, 1992). En mamíferos, existen dos tipos de tejidos adiposos: el 

Tejido Adiposo Blanco (TAB) y el Tejido Adiposo Marrón (TAM). Ambos tienen 

capacidad de metabolizar y almacenar lípidos; sin embargo, sus funciones son 

diferentes. El TAM tiene como función permitir la disipación de energía en 

forma de calor en vez del almacenamiento de ésta. El TAB, que es el tejido 

adiposo mayoritario, está extensamente distribuido por todo el cuerpo en 

grandes cantidades y contiene varios tipos celulares, como son: adipocitos, en 

los cuales se almacenan las gotas de grasa; preadipocitos, fibroblastos, células 

endoteliales de los vasos sanguíneos y macrófagos (Esteve, 2013).  Aunque 

tradicionalmente se consideraba al TAB como un reservorio pasivo de energía, 
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actualmente se sabe que juega un papel mucho más activo en la regulación del 

metabolismo y la homeostasis corporal (Ailhaud, 2006; Havel, 2004; Kershaw y 

Flier, 2004; Guerre-Millo, 2002) mediante la secreción de factores endocrinos y 

paracrinos, denominados grupalmente adipocinas (Frühbeck et al., 2001) (Fig. 

4). 

 

Figura 4. Principales moléculas sintetizadas en el tejido adiposo que actúan de manera 

local y sistémica. Tomada de Kershaw y Flier, 2004. 

 

2.2 Adipogénesis y sus inhibidores 

Los cambios en la cantidad de masa de tejido adiposo pueden estar asociados 

con cambios en el número y/o en el tamaño del adipocito (Kawada et al., 2001) 

procesos conocidos como hiperplasia e hipertrofia respectivamente. Los 

procesos de captura de ácidos grasos, lipogénesis y lipólisis pueden alterar el 

tamaño del adipocito. Sin embargo, los cambios en el número de adipocitos se 

dan por cambios en la maduración de preadipocitos a través del proceso 

conocido como adipogénesis (Grégoire et al., 1998; Gonzalez, 2005).  

La adipogénesis se inicia por la producción de dos factores de 

transcripción claves en el proceso, las proteínas  de unión al potenciador 

CCAAT (C/EBP) (Darlington et al., 1998) y los receptores  nucleares 
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activados por proliferadores peroxisomales (PPAR) (Chawla et al., 1994) los 

cuales son responsables de la expresión de genes específicos del adipocito 

como son los genes codificantes para la sintasa de ácidos grasos (FAS), la 

glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), la acetil-CoA carboxilasa (ACO), el 

receptor de glucosa GLUT-4 y el receptor de insulina entre otros (Rangwala y 

Lazar, 2000; Rosen et al., 2000; Tong y Hotamisligil, 2001) (Fig. 5). La 

adipogénesis es regulada por diversas señales, las cuales ejercen efectos 

positivos o negativos sobre el proceso (Ntambi y Kim, 2000). Estos factores 

pueden ser de origen adipocítico o preadipocítico o venir de otras fuentes 

(Warne, 2003).  

 

Figura 5. Factores de transcripción involucrados en la cascada de acontecimientos que 

dan lugar al inicio del programa adipogénico. Modificada de Tong et al., 2000. 

 

En nuestro laboratorio trabajamos con un modelo experimental in vitro 

para comprender la generación de nuevas células adiposas, los preadipocitos 

3T3-F442A de ratón (Green y Kehinde, 1976). Este modelo permite estudiar 

ventajosamente los mecanismos moleculares de la adipogénesis. Inicialmente, 

los preadipocitos proliferantes salen del ciclo celular, normalmente mediante 

procesos de inhibición por contacto (Holley y Kiernan, 1968). Para estimular la 
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adipogénesis en estas células, se tratan con inductores adipogénicos que 

incluyen factores séricos (Kuri-Harcuch y Green, 1978), cuya naturaleza aún es 

desconocida, así como insulina. Los inductores de adipogénesis promueven a 

los preadipocitos a llevar a cabo una o dos rondas de expansión clonal antes 

de iniciarse los procesos de activación transcripcional de genes marcadores del 

adipocito y la adquisición del fenotipo adipocitario (Shao y Lazar, 1997). El 

proceso de adipogénesis habitualmente se describe como una cascada de 

eventos genéticos (MacDougald y Lane, 1995). A través de este proceso, en el 

citoplasma de la célula van apareciendo gotas lipídicas y a lo largo del tiempo, 

éstas irán incrementando y fusionándose hasta formar una o dos grandes gotas 

lipídicas que ocuparán gran parte del citoplasma.  

Las señales que reprimen la diferenciación del adipocito son igualmente 

importantes para determinar el destino de los preadipocitos. Se han descrito 

una gran variedad de agentes y factores que interfieren con el proceso como el 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) (Filipak et al., 1988; Hotamisligil et al., 

1993); el factor de crecimiento transformante tipo beta (TGF-) (Ignotz y 

Massagué, 1985; Torti et al., 1989) y el ácido retinoico (RA) (Kuri-Harcuch, 

1982).  

El TNF- se considera un inhibidor de la diferenciación adiposa in vitro 

(Xu y Hotamisligil, 2001). El TNF- secretado o unido a membrana mediante el 

receptor tipo 1 del TNF- (TNFR1) inhibe la adipogénesis a través de la vía de 

NFB mediante el bloqueo de la inducción de PPAR y C/EBP (Zhang et al., 

1996).  

Otro potente regulador del desarrollo de la célula mesenquimal es el 

TGF-β. La capacidad de estimulación de la proliferación de los preadipocitos y 
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la inhibición de la adipogénesis in vitro por TGF-β exógeno está bien 

documentada (Choy et al., 2000). Acorde con esto, la diferenciación adiposa de 

ratones transgénicos que sobre-expresan el gen que codifica para el TGF-β 

está significativamente disminuida (Clouthier et al., 1997). La secreción de 

TGF-β activo y la capacidad de los receptores de TGF-β decrecen durante la 

diferenciación, indicando que TGF-β es una señal producida de manera 

endógena que actúa manteniendo a los preadipocitos en un estado 

indiferenciado.  

Otro inhibidor importante del proceso adipogénico es el ácido retinoico 

(RA) el cual se obtiene de la dieta como derivado de la vitamina A, por 

oxidación enzimática del retinol. Durante varios años, la capacidad del RA de 

afectar varios procesos de diferenciación, incluyendo las fases terminales de la 

diferenciación del adipocito, ha sido ampliamente reconocida. Cuando se usa 

en concentraciones supra-fisiológicas, el RA inhibe la diferenciación adiposa de 

líneas celulares y de preadipocitos primarios de cerdo (Dimaculangan et al., 

1994; Suruyawan y Hu., 1997). Ha sido ampliamente demostrado que el RA 

actúa en las fases tempranas del proceso de diferenciación ya que sólo es 

capaz de bloquear la diferenciación cuando es añadido en estadios tempranos 

del proceso (conjuntamente con los inductores adipogénicos), mientras que si 

las células ya han llegado a los estadios finales de diferenciación, el 

tratamiento con RA ya no es efectivo (Stone y Bernlohr, 1990; Klein et al., 

2000). Este hecho se corrobora con las observaciones de que el tratamiento 

con RA previene la inducción de C/EBP e interfiere con los mecanismos que 

inducen, a la vez que mantienen la expresión de PPAR (Xue et al., 1996). 

Además, investigaciones recientes indican que el efecto inhibitorio del ácido 
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retinoico ocurre antes de la expresión de PPAR, mediante el bloqueo de la 

inducción de C/EBPβ (Schwarz et al., 1997).  

Cabe mencionar que éstos no son los únicos inhibidores del proceso 

adipógenico pero si, los más estudiados (Harp, 2004). 

 

2.3 Citocinas proinflamatorias y tejido adiposo  

El tejido adiposo secreta una gran variedad de productos que pueden ejercer 

efectos locales o sistémicos. Entre ellos se encuentran citocinas 

proinflamatorias como la interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), el interferón 

gamma (IFN-) y el TNF- (Grégoire et al., 1992; Ohsumi et al., 1994). Estas 

citocinas son inhibidores de la diferenciación adiposa in vitro y pueden jugar un 

papel importante en la atrofia del tejido adiposo. TNF- ha recibido particular 

atención, dado su papel regulador en la cantidad de masa de tejido adiposo. El 

TNF- es sintetizado y secretado en el adipocito (Kern et al., 1995), por lo que 

juega un papel paracrino y autocrino en el control de la función adiposa. 

Además se ha reportado que TNF- al participar en el desarrollo del proceso 

inflamatorio está directamente relacionado con la inducción de resistencia a la 

insulina (Popa et al., 2007). Varios mecanismos se han propuesto para tratar 

de explicar como TNF- induce resistencia a la insulina tanto en adipocitos 

como sistémicamente. TNF- inhibe la fosforilación en tirosinas por parte del 

receptor de insulina al parecer por la fosforilación en residuos de serina de los 

IRS-1. La cinasa del inhibidor de NFB (el IKK-B) se ha identificado como una 

cinasa celular responsable de la fosforilación de los IRS-1 en respuesta a TNF-

 (Hotamisligil et al., 1994). Además TNF- estimula lipólisis en el tejido 

adiposo (Yuan et al., 2001) lo que da como resultado un incremento en la 
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concentración de ácidos grasos libres los cuales contribuyen al desarrollo del 

fenotipo de resistencia a la insulina. Otro efecto importante de TNF- es que se 

ha reportado que induce la activación de NFB lo que se asocia con una 

represión de muchos genes involucrados en la captura y almacenamiento de 

ácidos grasos libres y glucosa en el adipocito (Fig. 6). Esto sugiere que NFB  

activado en respuesta a TNF-, media los cambios en las proteínas del 

adipocito que son esenciales para conducir a una resistencia a la insulina 

(Ruan et al., 2002). 

 

 

Figura 6. Mecanismos por los que la inflamación altera la señalización de la insulina. 

Modificada de Ye J, 2009. 

 

2.4 Inhibidores de serin-proteasas y tejido adiposo 

Las enzimas proteolíticas o proteasas, son enzimas que catalizan la ruptura 

hidrolítica de enlaces peptídicos específicos en sus proteínas blanco. Estas 

enzimas están ampliamente distribuidas en plantas, animales y 

microorganismos (Laskowski y Kato, 1980; Bale y Huber, 1993; Christeller, 
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2005; Joanitti et al., 2006). En organismos superiores, cerca del 2% de los 

genes codifican para estas enzimas (Barrett, et al., 2001). Las proteasas 

desempeñan un papel clave en muchos procesos biológicos, siendo 

indispensables para el mantenimiento y la supervivencia de los organismos.  

Las proteasas se clasifican como cisteína, aspartato, serina y metalo 

proteasas, según las características de su sitio activo (Barrett, 1986). A pesar 

de que las enzimas proteolíticas son indispensables para las células y 

organismos, pueden ser dañinas cuando se encuentran en exceso. Por ello 

estas actividades deben estar reguladas y controladas (Laskowski y Kato, 

1980; Rawlings et al., 2004). Las formas de controlar a estas enzimas son 

varias y se pueden mencionar por ejemplo, la síntesis como pre-proteínas 

inactivas, la especificidad de sustrato y la interacción con proteínas que puedan 

inhibirlas.  

Los inhibidores de proteinasas son el factor más importante de control 

de las enzimas proteolíticas, los cuales forman complejos con proteínas blanco 

para inactivarlos. Estos inhibidores son muy comunes y están ampliamente 

distribuidos en todos los organismos. Han sido aislados y caracterizados de 

plantas, animales y microorganismos (Christeller, 2005). Los inhibidores de 

proteasas han sido agrupados en distintas familias o subfamilias según sus 

secuencias o estructuras de los dominios respectivamente. Unos de los 

inhibidores más importantes en organismos superiores son los inhibidores de 

serin-proteasas conocidos también como serpinas (serine proteinase inhibitors) 

que son una superfamilia de proteínas de 350 a 500 aminoácidos, relacionadas 

estructuralmente y así denominadas por su actividad inhibidora de las serin-

proteasas. Cumplen con una variedad de funciones dependiendo del tejido en 
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donde se expresen; por ejemplo, se encuentran involucradas en la conversión y 

el transporte hormonal, la inhibición de las cascadas proinflamatorias, 

activación del complemento, fibrinólisis y angiogénesis, (Law et al., 2006). Se 

han identificado más de 500 serpinas diferentes (Potempa et al., 1994; 

Silverman et al., 2001).  

Como se ha mencionado, el tejido adiposo secreta una gran variedad de 

proteínas que cumplen con papeles importantes en el metabolismo y 

recientemente se han descrito nuevas proteínas secretadas por este tejido que 

pertenecen a la superfamilia de las serpinas como los son visfatina, vaspina y 

el Inhibidor 1 del Activador del Plasminógeno (PAI-1) (Fukuhara et al., 2005; 

Hida et al., 2005; Pandey et al., 2005; Liang et al., 2006; Scroyen et al., 2007). 

La visfatina es una molécula secretada por los adipocitos viscerales, 

idéntica a una citocina derivada de los linfocitos identificada como un factor 

estimulante de colonias pre-B más de una década atrás. Este factor, inhibe la 

apoptosis de neutrófilos activados y ha sido relacionado con procesos 

inflamatorios, incluyendo lesión pulmonar aguda. La visfatina se une y activa al 

receptor de insulina mediante un sitio diferente del de la insulina. Los estudios 

recientes sugieren que la visfatina podría ser un importante regulador 

inmunitario con propiedades proinflamatorias potenciales (Fukuhara et al., 

2005). 

El Inhibidor de serin-proteasas derivado del tejido adiposo visceral 

(vaspina) es un nuevo miembro de la superfamilia de las serpinas cuyo peso 

fluctúa entre 45 y 50 kDa. La expresión de la vaspina es específica del tejido 

adiposo y es regulada por PPAR. La administración de vaspina humana 

recombinante mejora la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa y 
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normaliza la expresión génica del tejido adiposo en modelos múridos de 

obesidad inducida por la dieta (Hida et al, 2005). En los seres humanos, la 

expresión de vaspina no se encuentra limitada al tejido adiposo visceral sino 

que comprende el subcutáneo. La expresión de vaspina presenta correlación 

con el nivel de adiposidad y su detección es infrecuente en sujetos delgados 

(Hida et al., 2005). 

PAI-1 es otro miembro de la superfamilia de las serpinas, secretado al 

menos en parte por los adipocitos. PAI-1 es el inhibidor primario de la 

fibrinólisis e inactiva al activador del plasminógeno y también podría estar 

involucrado en la angiogénesis y aterogénesis. Como sucede con muchos 

factores secretados por adipocitos, su expresión y secreción son máximas en 

depósitos grasos viscerales. Los niveles circulantes de PAI-1 se encuentran 

aumentados en el síndrome metabólico. La mejoría de la sensibilidad a la 

insulina mediante la pérdida de peso o el tratamiento con metformina o 

tiazolidinedionas reduce los niveles circulantes de PAI-1. Por lo tanto, el PAI-1 

es más que un biomarcador del síndrome metabólico y, en contraste con 

vaspina, tiene efectos negativos que pueden contribuir al estado inflamatorio 

pro coagulante de la obesidad (Pandey et al., 2005; Liang et al., 2006; Scroyen 

et al., 2007). 

Se han realizado estudios de transcriptómica (Ruan et al., 2002; Bolduc 

et al., 2004) y proteómica (Kratchmarova et al., 2002; Zvonic et al., 2007) en 

donde se han descrito más serpinas expresadas en el tejido adiposo; sin 

embargo, el papel de muchas de ellas sigue sin ser explorado.  
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2.5 Análisis de expresión diferencial de genes 

Los organismos superiores contienen alrededor de 30,000 genes diferentes, de 

los cuales, sólo una pequeña fracción, probablemente un 15%, se expresan en 

cada célula individual. Es ésta elección la que determina procesos biológicos 

como crecimiento, desarrollo, diferenciación, homeostasis, respuesta a 

estímulos, la regulación del ciclo celular, envejecimiento e incluso muerte 

celular programada (Hu et al., 1996). El curso del desarrollo normal, así como 

los cambios patológicos que se producen durante enfermedades, ya sean 

causadas por una única mutación génica o por complejos efectos 

multigenéticos, es dirigido por cambios en la expresión génica (Beardsley, 

1991). 

La identificación y caracterización de los genes expresados 

diferencialmente, es la base en el entendimiento de los procesos moleculares 

que regulan los aspectos de la biología de los organismos, lo cual es 

importante en muchos campos de la biología moderna como la medicina. De 

allí, que a través del tiempo se han diseñado estrategias para clonar y/o 

conocer genes expresados diferencialmente como son la hibridación 

sustractiva (Diatchenko et al., 1996), los micro arreglos (Schena, 1996), el 

análisis serial de la expresión génica (SAGE), (Velculescu et al., 1995)  y el 

despliegue diferencial (DD), (Liang y Pardee., 1992). 

El despliegue diferencial es una de las metodologías más utilizadas 

debido a las ventajas que ofrece. Este método, descrito en 1992 por Liang y 

Pardee, permite identificar genes que se expresan diferencialmente 

comparando subgrupos de DNA complementario (cDNA, se sintetiza a partir de 
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mRNA) amplificados arbitrariamente mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) (Liang y Pardee, 1998) (Fig. 7). 

Una estrategia ampliamente usada para estudiar el desarrollo del tejido 

adiposo, ha sido el análisis de los mecanismos de acción de compuestos que 

inhiben la diferenciación de las células adiposas; sin embargo, a pesar de los 

conocimientos que se han generado, los mecanismos de acción de estos 

inhibidores no se conocen a detalle (Boeuf et al., 2001; Boeuf et al., 2002). La 

comprensión detallada de la adipogénesis demanda el entendimiento de los 

patrones de expresión génica durante el proceso; es decir, que genes se 

encuentran encendidos o apagados en éste, y en qué vías metabólicas o 

mecanismos celulares están éstos involucrados, por lo que el conocer como se 

encuentra la expresión génica en presencia de estos compuestos que inhiben 

la adipogénesis, puede ser de gran utilidad para comprender el proceso. 

 

Figura 7. Representación esquemática de la técnica de despliegue diferencial. Tomada 

de Colonna-Romano et al., 1998. 
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2.6 Uso de siRNA como herramienta para el silenciamiento de genes 

Una de las principales estrategias utilizadas en la investigación científica para 

el estudio de los distintos mecanismos celulares se denomina “pérdida de 

función”. Este concepto se refiere a la eliminación específica de la función de 

una proteína en la célula para después evaluar los cambios y así definir el 

papel que juega dicha proteína. La anulación de la función se puede hacer de 

varias maneras. Una de las más antiguas es la de inducir una mutación en el 

gen ocasionando la pérdida de la función de la proteína. Una segunda técnica 

es la de inactivar genes (gene knockout) en donde el gen que genera a la 

proteína de interés, no es expresado en la célula (Mansour, 1990). 

El silenciamiento por RNA es un mecanismo altamente conservado en la 

naturaleza, en el que moléculas de RNA de doble cadena regulan la expresión 

de genes, por lo que la interferencia del RNA es otra herramienta molecular 

muy eficiente para reducir la expresión de un gen (Dykxhoorn y Lieberman, 

2005; Sen et al., 2006). Además es una estrategia fácil y rápida para degradar 

mRNA mediante la introducción de un RNA pequeño de doble cadena (siRNA) 

homólogo al mRNA celular de interés removiéndolo específicamente con base 

a la secuencia nucleotídica. Se trata de un mecanismo específico ya que el 

silenciamiento génico se basa en la complementariedad de bases entre la 

molécula de siRNA y la molécula de mRNA. Si la complementariedad de bases 

es perfecta se producirá la hidrólisis del mensajero mientras que, si no lo es, 

simplemente se inhibirá la traducción al impedir la unión del ribosoma. El 

mecanismo mejor caracterizado es aquel que se inicia con la incorporación a la 

célula de una molécula larga de ARN de cadena doble, conocida como dsRNA 

(Double-Stranded RNA). En el citoplasma la molécula de dsRNA es reconocida 
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por la enzima Dicer que la fragmenta en pequeñas moléculas de cadena doble, 

llamadas siRNA (Small Interfering RNA). Cada molécula de siRNA es incorporada 

a un complejo multiproteico conocido como RISC (RNAi Silencing Complex). Este 

complejo separa las dos hebras de la molécula de siRNA quedándose una de las 

hebras incorporada en el complejo. La hebra que queda en el complejo es usada 

como molde para reconocer a la molécula de mRNA, si la complementariedad 

con el mRNA diana es perfecta el complejo RISC degrada este mRNA (Fig. 8). Si 

por el contrario la complementariedad no es perfecta, el complejo RISC no 

degrada el mRNA pero sí evita la unión del ribosoma. En cualquiera de los dos 

casos se produce el silenciamiento del gen complementario a la secuencia de la 

molécula de siRNA.  

 

Figura 8. La expresión de genes selectivos puede ser silenciada por RNAs de 

interferencia específicos (siRNAs). Tomada de Gewirtz, 2007. 



 

19 

En este trabajo utilizamos despliegue diferencial para poder identificar genes 

que se expresan de manera diferencial en células 3T3-F442A tratadas con 

TNF-, TGF- y RA, inhibidores probados de la diferenciación adiposa. Una 

vez identificados y confirmada la expresión diferencial de estos genes 

seleccionamos a la SerpinA3g inducida específicamente por el inhibidor de la 

adipogénesis TNF-. Esta molécula resulto de interés debido a que, como se 

mencionó, en los últimos años varias serpinas han sido descritas en el tejido 

adiposo cumpliendo un papel importante en su función. Para conocer el papel 

de la SerpinA3g en el tejido adiposo se construyó un siRNA de la serpina que 

se utilizó para transfectar células 3T3-F442A lo que nos permitió evaluar si esta 

molécula tenía un papel en la antiadipogénesis y la resistencia a la insulina 

inducida por TNF-. Nuestros resultados muestran que la SerpinA3g participa 

en estos dos procesos lo que nos da una nueva pieza de información para 

conocer más detalles sobre el funcionamiento del tejido adiposo. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo General: 

 

Analizar los cambios en la expresión génica de preadipocitos 3T3-F442A 

inducida por diferentes inhibidores de la adipogénesis mediante la técnica de 

despliegue diferencial con el propósito de entender más sobre los mecanismos 

moleculares involucrados en el proceso adipogénico. 

 

3.2 Objetivos Específicos: 

 

 Aislar e identificar genes de la línea 3T3-F442A en presencia de diversos 

inhibidores del proceso adipogénico mediante despliegue diferencial. 

 
 Analizar la participación de algunos de los genes identificados en los 

mecanismos de la diferenciación adiposa y otros mecanismos 

relacionados. 

 
- Confirmar la expresión diferencial de la SerpinA3g en presencia de 

TNF-. 

- Estudiar el papel de la SerpinA3g en la antiadipogénesis y la 

resistencia a la insulina inducida por TNF-. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4. 1 Cultivos Celulares 

Los preadipocitos 3T3-F442A (Dr. W. Kuri-Harcuch, CINVESTAV, México, D.F.) 

se cultivaron en medio DMEM (GIBCO BRL, Grand Island, NY) suplementado 

con 7% de suero de ternera (HyClone, Logan, UT). Para los ensayos de 

despliegue diferencial y los ensayos de RT-PCR, se usaron células 

preconfluentes que se indujeron a diferenciación con medio adipogénico (AM; 

DMEM conteniendo 7% de suero de ternera, 5 µg/ml de insulina y 1 µM de d-

biotina) o AM adicionado con 10 ng/ml TNF- (Preprotech, London, UK), 60 pM 

de TGF- (Preprotech), o 1 µM RA (Sigma Chem., St. Louis MO) 

concentraciones que se ha reportado inhiben la diferenciación adiposa. Cultivos 

en paralelo se trataron con medio no adipogénico (NAM, DMEM conteniendo 

4% de suero de gato, 5 µg/ml de insulina y 1 M de d-biotina) como controles 

no diferenciados (Kuri-Harcuch et al., 1978). Los cultivos se mantuvieron a 

37°C en una atmósfera húmeda conteniendo 5% de CO2. 

 

4.2 Despliegue  Diferencial 

Las células bajo los diferentes tratamientos se cosecharon a las 48 h 

postconfluencia y se les hizo una extracción de RNA total con TRIzol de 

acuerdo a las especificaciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las 

muestras de RNA se precipitaron con isopropanol, se disolvieron en agua 

tratada con 0.1% de DEPC (Sigma Chem., St. Louis MO)  y se sometieron a 

una digestión con una unidad de DNasaI (Invitrogen, Carlsbad, CA) por 

microgramo de RNA durante 15 minutos a temperatura ambiente para remover 
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cualquier contaminación con DNA genómico. La calidad y concentración del 

RNA obtenido se estimó por electroforesis en geles de agarosa al 1% en 

condiciones no desnaturalizantes y por medición de la absorbancia a 260 y 280 

nm en un espectrofotómetro con luz UV respectivamente. El despliegue 

diferencial se realizó por duplicado utilizando RNAimage (GenHunter 

Corporation, Nashville, TN) de acuerdo a las instrucciones de manufactura. En 

resumen 0.2 g de RNA libre de DNA para cada tratamiento se transcribió en 

reversa utilizando el oligo dT H-T11M (H representa un sitio de restricción para 

HindIII, M representa G, A o C). Tres transcripciones reversa se realizaron para 

cada muestra de RNA, cada una conteniendo uno de los 3 diferentes 

oligonucleótidos H-T11M. Los productos de la reacción de RT se amplificaron 

por PCR en presencia de [33P]dCTP, utilizando el correspondiente 

oligonucleótido H-T11M y ocho diferentes oligonucleótidos arbitrarios (H-AP1, 

AAGCTTGATTGCC; H-AP2, AAGCTTCGACTGT; H-AP3, AAGCTTTGGTCAG; 

H-AP4, AAGCTTCTCAACG; H-AP5, AAGCTTAGTAGGC; H-AP6, 

AAGCTTGCACCAT; H-AP7, AAGCTTAACGAGG; H-AP8, AAGCTTTTACCGC) 

en un termociclador TC-512 (Techne, Staffordshire, UK). Los 24 productos de 

reacción se separaron en un gel de secuenciación al 6% (Genomyx LR, 

Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA) y se expusieron a una película de rayos X 

(Kodak, Rochester, NY). Las bandas de interés, de más de 100 pb, se 

recuperaron del gel para una re-amplificación con el mismo juego de 

oligonucleótidos. El tamaño de los productos de PCR se verificó utilizando 

geles de agarosa al 1.5%. Las sondas de cDNA reamplificadas se aislaron de 

los geles de agarosa utilizando QIAEX kit (Qiagen, Hilden, Germany), y se 

insertaron dentro del vector pGEM-T (Promega, Madison, WI) para su 
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amplificación en las células competentes JM109 (Promega, Madison, WI). Los 

métodos utilizados para la transformación bacteriana fueron choque térmico o 

electroporación. Los plásmidos recombinantes se extrajeron y se secuenciaron 

con el secuenciador automático ABI PRISM 377 (Perkin Elmer, Waltham, MA) 

en el Laboratorio Nacional de Genómica para la Diversidad del CINVESTAV, 

Unidad Irapuato o en la Unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología 

Celular de la UNAM. La homología de las secuencias se analizó con el 

programa blast (BLASTX) del NCBI (National Center for Biotechnology 

Information; http://www.ncbi.org/BLAST). 

 

4.3 Análisis de RT-PCR semi-cuantitativa 

El RNA de preadipocitos en proliferación, preadipocitos quiescentes y 

adipocitos 3T3-F442A tratados con TNF- durante 24, 48, 72 o 196 h 

postconfluencia se aisló utilizando TRIzol. Las muestras de RNA se 

cuantificaron por espectrofotometría a una longitud de onda de 260 nm. La 

primer cadena de cDNA se sintetizó a partir de 2 g de RNA total mezclados 

con 0.5 g de oligonucleótido oligo dT, 200 U de transcriptasa reversa M-MLV 

(Promega, Madison, WI) y 500 M de dNTP en un amortiguador de reacción 

1x. La reacción se llevó a cabo en un volumen final de 20 µl a 42C durante 90 

min. Controles sin transcriptasa reversa se usaron para confirmar la ausencia 

de DNA genómico. Un microlitro de cDNA se utilizó para hacer PCR 

semicuantitativa para SerpinA3g y gliceraldehído fosfato deshidrogenasa 

(GADPH), utilizando las siguientes secuencias de oligonucleótidos: 5´-

GTGATCCGCTATGCCTGATT-3´(sentido) y 5´-

GGCTTTTGGGTTGAGGAGAT-3´(antisentido) para la SerpinA3g; 5´-
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TCACGGCAAATTCAACGGCA-3´(sentido) y 5´-

TGTCATGGATGACCTTGGCC-3´(antisentido) para GADPH. Las reacciones 

de amplificación se realizaron con 25 pmoles de oligonucleótidos, 250 µM 

dNTP, 1.5 mM MgCl2 y 1 unidad de Taq DNA polimerasa en amortiguador de 

reacción 1x (Promega, Madison, WI) en un volumen final de 25 l. Los ciclos de 

amplificación para SerpinA3g consistieron de una desnaturalización inicial a 

94C durante 5 min, seguida por 35 ciclos a 94C durante 30 s, 58C durante 

30 s y 72C durante 30 s, y un paso final de polimerización a 72C durante 5 

min en un termociclador PTC-100 DNA (MJ Research Inc, Waltham, MA). Los 

ciclos de amplificación para GADPH fueron similares a los de la SerpinA3g, 

excepto que la temperatura de alineamiento fue a 68C y durante solo 22 

ciclos. Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados para SerpinA3g se 

determinaron utilizando la secuencia obtenida del análisis de despliegue 

diferencial. Los productos de PCR se visualizaron sobre geles de agarosa al 

1.3% teñidos con bromuro de etidio. Las imágenes se capturaron con un 

sistema Gel LOGIC 100 y se les realizó un análisis de densitometría con el 

software NIH image versión 1.61, para normalizar los niveles de los mRNA de 

la SerpinA3g con GADPH. El número de ciclos se determinó con una cinética 

de amplificación para que cada cDNA analizado estuviera dentro de un rango 

de amplificación lineal.  

 

4.4 Transfección del RNA de interferencia para la SerpinA3g en células 

3T3-F442A 

El siRNA de la SerpinA3g de ratón se generó con el vector RNAi-Ready pSiren-

RetroQ (Clontech, CA, USA), de acuerdo a las instrucciones de manufactura, 
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utilizando el siguiente oligonucleótido de doble cadena, derivado de la 

secuencia NM_009251 del banco de genes: 

5’gatccACCTGACAACTCCCTACTTTTCAAGAGAAAGTAGGGAGTTGTCAGG

TTTTTTTg-3'. Para generar las partículas infecciosas retrovirales, la línea 

celular PT67 (Clontech, CA, USA) con una confluencia del 80% se transfectó 

con  6 µg del vector con el siRNA para SerpinA3g o el vector control en placas 

de cultivo de 60 mm utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen, CA, USA). Las 

células fueron entonces seleccionadas durante 7 días con 15 g/ml puromicina 

(Invitrogen, CA, USA). Los cultivos condicionados con medio libre de suero con 

títulos virales de 0.5 x106 cfu/ml se cosecharon y se pasaron a través de filtros 

de acetato de celulosa. Las células 3T3-F442A se incubaron 36 h en medio 

condicionado y se seleccionaron con puromicina durante 7 días. La expresión 

apagada de la SerpinA3g se corroboró mediante análisis de RT-PCR en 

cultivos mantenidos en AM + TNF por 48 h. Los efectos de los inhibidores 

adipogénicos sobre la diferenciación de los preadipocitos 3T3-F442A 

silenciados en la SerpinA3g se evaluaron siete días después del tratamiento 

estimando el grado de acumulación lipídica utilizando la tinción con rojo oleoso 

(Ramírez-Zacarías et al., 1992). 

 

4.5 Ensayos de captura de 2-NBDG por adipocitos 3T3-F442A 

Adipocitos maduros 3T3-F442A control o 3T3-F442A SerpinA3g silenciados 

cultivados en placas de 96 pozos para fluorescencia, se pre-incubaron durante 

2 días con 10 ng/ml TNF- para inducirles resistencia a insulina (Hotamisligil et 

al., 1994). Después de este tiempo las monocapas celulares se lavaron e 

incubaron durante 60 min con PBS conteniendo 1 mg/ml BSA y 80 µM del 
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análogo fluorescente de la D-glucosa 2-[N-7-(nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-

yl)amino]-2-deoxy-D-glucose (2-NBDG; Invitrogen, Carlsbad, CA) (Zou et al., 

2005; Alonso-Castro y Salazar-Olivo, 2008) en presencia de 100 nM de insulina 

o 10 M del hipoglucemiante oral Rosiglitazone (RGZ; Cayman Chemical Co., 

Ann Arbor, MI). Después de la incubación, los cultivos se lavaron para quitar el 

2-NBDG libre y la fluorescencia retenida en las monocapas de células se midió 

con un lector de fluorescencia para microplaca Tecan-GENios (Tecan, 

Salzburg, Austria), a una longitud de onda de excitación de 485 nm y una 

longitud de onda de emisión de 535 nm, utilizando el software Magellan 4.0. La 

incorparación de 2-NBDG inducida por insulina en células 3T3 no preincubadas 

con ninguna citocina se consideró como el 100% de incorporación específica 

de 2-NBDG. 

 

4.6 Análisis estadístico 

Los datos se expresaron como la media ± desviación estándar de cuatro 

experimentos independientes realizados por duplicado. El análisis estadístico 

se hizo mediante ANOVA de una sola vía. Las diferencias se consideraron 

significativas cuando P ≤ 0.05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 TNF-, pero no RA ni TGF-, induce la expresión de la SerpinA3g en 

células 3T3-F442A 

Para comparar los patrones de expresión inducidos en preadipocitos 3T3F442A 

por diversos inhibidores adipogénicos, realizamos un análisis de despliegue 

diferencial. Preadipocitos 3T3-F442A confluentes se trataron durante 48 horas 

con medio adipogénico (AM) o medio adipogénico con concentraciones 

inhibitorias de TGF-, TNF- o ácido retinoico (RA). Cultivos paralelos se 

mantuvieron en condiciones preadiposas con medio no adipogénico (NAM). El 

RNA total de cada condición se sometió a un análisis de despliegue diferencial 

como se describe en materiales y métodos. En la figura 9A se muestra el 

despliegue diferencial que revela, entre otros, un  fragmento de PCR expresado 

de manera diferencial en las células tratadas con TNF-. Este fragmento fue 

obtenido con el juego de oligonucleótidos H-T11A y H-AP4. Este fragmento no 

fue inducido ni por AR ni por TGF-. Una vez que este fragmento se re-

amplificó, clonó y secuenció, se comparó mediante un análisis in silico 

utilizando BLAST (Fig. 9B) con la secuencias de ratón para SerpinA3g, PAI-1 y 

vaspina. Este análisis mostró que este fragmento tiene un 99% de identidad 

con SerpinA3g. Para confirmar la inducción específica de la SerpinA3g por 

TNF- se realizó un análisis de RT-PCR realizado a partir de RNA total 

obtenido de preadipocitos cultivados en las mismas condiciones utilizadas para 

el ensayo de despliegue diferencial. Siempre se incluyó el análisis de la 

expresión del mRNA de GAPDH como control interno. Los datos se presentan 

como la media ± SE de cuatro experimentos independientes hechos por 
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duplicado. Las letras minúsculas indican las diferencias significativas de 

acuerdo a la prueba de ANOVA (P 0.05) comparada con su respectivo control.  

 

 

Figura 9. TNF- induce la expresión de la SerpinA3g en preadipocitos 3T3-

F442A 
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5.2 TNF- induce la expresión de la SerpinA3g tanto en preadipocitos 

como en adipocitos 3T3 

Para caracterizar mejor la expresión de la SerpinA3g inducida por TNF-, 

analizamos la expresión de esta serpina a lo largo del proceso de 

diferenciación de las células 3T3-F442A. Para esto el RNA total de 

preadipocitos 3T3-F442A en crecimiento exponencial incubados en presencia y 

ausencia de 10 ng/ml de TNF- durante 48 h (A), de preadipocitos quiescentes 

inducidos a diferenciación en presencia de TNF- (B), de adipocitos 

terminalmente diferenciados en presencia o ausencia de la citocina (C). La 

expresión de la SerpinA3g fue analizada mediante RT-PCR semi-cuantitativa 

utilizando GAPDH como control interno. Controles sin transcriptasa reversa 

fueron siempre realizados (datos no mostrados). Las figuras son 

representación de cuatro experimentos independientes realizados por 

duplicado. Los datos se presentan como la media ± SE. Las letras minúsculas 

indican las diferencias significativas de acuerdo a la prueba de ANOVA (P 

0.05). El análisis de RT-PCR mostró que TNF- induce la expresión de la 

SerpinA3g en preadipocitos en proliferación (Fig. 10A), así como en células 

quiescentes incubadas con medio adipogénico durante 8 días (Fig. 10B). La 

expresión de la SerpinA3g fue inducida solamente con TNF- a las 24 h y 

alcanzó su nivel máximo después de 48 h de tratamiento. Además, los niveles 

de expresión de la SerpinA3g se mantuvieron por al menos 8 días (Fig. 10B). 

También analizamos la inducción de la expresión de la SerpinA3g por TNF- 

en adipocitos 3T3F442A maduros. En estas células terminalmente 

diferenciadas, TNF- induce la expresión de la serpina, aunque, a diferencia de 

las células preadiposas, en un patrón de incremento que culmina después de 
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los 8 días de incubación (Fig. 10C). Nuestros resultados muestran que TNF- 

induce la expresión de la SerpinA3g en células 3T3-F442A independientemente 

de su estado de diferenciación y sugieren que la serpina pudiera jugar más de 

un papel en el funcionamiento de las células adiposas.  

 

Figura 10. TNF- induce la expresión de la SerpinA3g a lo largo de la vía 

adipogénica de las células 3T3-F442A 

 

5.3 SerpinA3g media el efecto antiadipogénico de TNF- 

Para explorar si la SerpinA3g está involucrada en la inhibición de la 

adipogénesis por TNF-, transfectamos preadipocitos 3T3-F442A con un 

siRNA para la SerpinA3g y confirmamos mediante RT-PCR la interferencia de 

la expresión de la serpina en cultivos tratados con TNF- a las 48 h 

postcofluencia. Las células 3T3-F442A SerpinA3g silenciadas, no expresaron el 

mRNA de la serpina en respuesta a TNF- mientras que las células 3T3-F442A 

control mostraron una alta expresión de este mRNA cuando fueron tratadas 
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con la citocina (Fig. 11A). Posteriormente, se indujo la adipogénesis tanto en 

las células normales (3T3-F442A control) como en las transfectadas con el 

siRNA para la SerpinA3g (3T3-F442A SerpinA3g silenciadas) en ausencia o 

presencia de TNF-. La figura 11B muestra que las células 3T3-F442A 

SerpinA3g silenciadas mostraron una capacidad adipogénica igual a las de las 

células 3T3-F442A control, pero su diferenciación adiposa no fue bloqueada por 

TNF-, ya que la acumulación lipídica en las células interferidas fue casi igual 

de alta en ausencia o en presencia de la citocina. La acumulación lipídica en 

las células 3T3-F442A control al contrario, fue bloqueada por TNF- como se 

esperaba.  

 

Figura 11. La SerpinA3g media el efecto antiadipogénico de TNF- 
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Para precisar el papel de la SerpinA3g en la inhibición de la adipogénesis por 

TNF- probamos los efectos de otros inhibidores adipogénicos sobre la 

diferenciación de células 3T3-F442A SerpinA3g silenciadas. La diferenciación 

adiposa de preadipocitos 3T3-F442A control o transfectados con siRNA-

SerpinA3g (3T3-F442A SerpinA3g silenciados) se indujo con medio 

adipogénico (AM) o AM adicionado con 1 µM de ácido retinoico (RA), 60 pM de 

TGF- o 10ng/ml de TNF-. Los cultivos control recibieron medio no 

adipogénico (NAM). Después de 7 días, los cultivos se fijaron y tiñeron con rojo 

oleoso y la adipogénesis fue cuantificada por la acumulación intraplasmática de 

lípidos. Los resultados se presentan  como la media ± SE de tres experimentos 

independientes realizados por triplicado. Las letras minúsculas indican las 

diferencias significativas de acuerdo a la prueba de ANOVA (P ≤ 0.05). Tanto 

RA como TGF- bloquearon la acumulación lipídica en estas células así como 

en las células 3T3-F442A control (Fig. 12). Estos resultados muestran que la 

SerpinA3g media los efectos antiadipogénicos de la citocina proinflamatoria 

TNF- pero no participa en la antiadipogénesis inducida por los otros 

inhibidores RA y TGF-. 
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Figura 12. La SerpinA3g media los efectos antiadipogénicos de TNF- pero no 

los del RA o TGF-. 

 

5.4 SerpinA3g media la resistencia a insulina inducida por TNF-  

Además de sus efectos antiadipogénicos, TNF-, induce también resistencia a 

la insulina en adipocitos (Hotamisligil et al., 1994), aunque los mecanismos a 

los cuales se debe esta inducción aún no son totalmente claros. Para 

establecer si la SerpinA3g participa en la resistencia a la insulina inducida por 

esta citocina, tratamos adipocitos maduros 3T3-F442A control y 3T3-F442A 

SerpinA3g silenciados con TNF- y evaluamos sobre estas células el efecto de 

la insulina sobre la captura de glucosa utilizando el análogo fluorescente 2-

NBDG. Adipocitos maduros 3T3-F442A control (A) o 3T3-F442A SerpinA3g 

silenciados (B), pre-tratados con TNF- para inducir resistencia a la insulina 

fueron incubados por 60 min con PBS/BSA que contenía 80 µM de 2-NBDG y 
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las concentraciones indicadas de insulina (Ins) 100 nM o 10 µM de 

roziglitazona (RGZ). Después, se lavaron los cultivos para retirar el 2-NBDG 

libre de los cultivos y la fluorescencia asociada a las monocapas de células fue 

medida en una microplaca para leer fluorescencia. Los resultados se muestran 

como la media ± SE de tres experimentos independientes hechos por triplicado. 

Las letras minúsculas indican la diferencia significativa de acuerdo a la prueba 

de ANOVA (P ≤ 0.05).Los adipocitos 3T3-F442A control, no pre-tratados con la 

citocina, incorporaron el análogo de la glucosa en respuesta a la insulina y tal 

respuesta fue abolida con el pre-tratamiento con TNF-. Sin embargo, las 

células 3T3 normales pretratadas con TNF- siguen respondiendo a la acción 

del hipoglucemiante oral roziglitazona (RGZ) (Fig. 5A). Por otro lado, los 

adipocitos 3T3-F442A SerpinA3g silenciados incorporaron el 2-NBDG en 

respuesta a la insulina, tanto en las células no tratadas con TNF- como en las 

tratadas. Así como las células normales los adipocitos 3T3-F442A SerpinA3g 

silenciados siguieron respondiendo a la RGZ después del tratamiento con TNF-

 (Fig. 5B). 
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Figura 13. SerpinA3g media la resistencia a la insulina inducida por TNF-. 
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6. DISCUSIÓN 

 

TNF- es una citocina proinflamatoria con efectos pleiotrópicos sobre la 

proliferación y la diferenciación celular. Aunque es bien conocido que inhibe la 

diferenciación adiposa y que induce resistencia a insulina en los tejidos blanco 

de esta hormona, los mecanismos moleculares por los cuales afecta estos dos 

procesos aún no están completamente entendidos. Para conocer más 

elementos de los mecanismos de acción de TNF-, comparamos la expresión 

génica de células 3T3-F442A tratadas con esta citocina y otros inhibidores 

adipogénicos bien conocidos pero de diferente naturaleza química, el TGF-, 

un factor de crecimiento, y el ácido retinoico, un terpeno de bajo peso 

molecular. Se sabe que los tres compuestos interfieren el compromiso a la 

diferenciación terminal mediada por genes tempranos como PPAR y C/EBP 

(Hotamisligil, et al., 1993; Schwarz et al., 1997; Choy et al., 2000); sin embargo, 

otros eventos involucrados en los efectos de estos inhibidores se desconocen.  

Nuestros resultados de despliegue diferencial mostraron la inducción de 

la SerpinA3g, un miembro de la familia de inhibidores de serin-proteasas, de 

manera específica por TNF- y no por los otros inhibidores de la adipogénesis. 

El análisis comparativo de la secuencia de la SerpinA3g, mostró que esta 

serpina corresponde al gen ortólogo humano -1-antiquimiotripsina (Inglis et 

al., 1991; Horvath et al., 2005), una proteína de fase aguda reportada en 

procesos inflamatorios (Gabay y Kushner, 1999). La inducción de la SerpinA3g 

observada en nuestros experimentos se había mostrado anteriormente en 

adipocitos 3T3-L1 en respuesta a TNF- (Ruan et al., 2002), adicionalmente 

nosotros mostramos que la expresión de la SerpinA3g es inducida en las 
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diferentes fases de diferenciación de estas células, dado que pudimos 

reconocer el mRNA de la SerpinA3g tanto en preadipocitos proliferativos o 

quiescentes como en adipocitos con diferente grado de madurez. Este efecto 

resultó específico para TNF-α, ya que los otros inhibidores no indujeron la 

expresión de la serpina. 

Para explorar a mayor detalle el papel de la SerpinA3g en el 

funcionamiento y desarrollo del tejido adiposo, bloqueamos su expresión 

mediante un siRNA. El primer aspecto que analizamos fue la participación de la 

SerpinA3g en la inhibición de la diferenciación adiposa. Encontramos que las 

células 3T3-F4424 SerpinA3g silenciadas no fueron sensibles al efecto 

inhibitorio de TNF-α observado en las células control. La participación de la 

SerpinA3g en la antiadipogénesis fue específica para TNF-α puesto que las 

células silenciadas siguieron siendo sensibles a los efectos antiadipogénicos de 

RA y TGF-β. Estos resultados prueban que la SerpinA3g participa en el efecto 

antiadipogénico de TNF-α y sugieren un mecanismo al menos parcialmente 

diferente de los de RA y TGF-β. La vía antiadipogénica para TNF-α sería 

común a otras citocinas proinflamatorias con efectos antiadipogénicos como el 

IFN-γ (Grégoire et al., 1992), el cual se ha reportado que también induce la 

expresión de la SerpinA3g en macrófagos (Hemerman et al., 2002) y en las 

células 3T3-F442A (datos no presentados). Dado que TNF- se sabe es un 

regulador transcripcional del factor nuclear NF-B y que la unión de este factor 

regula la expresión de diversos genes inflamatorios en diversos tipos celulares, 

podemos sugerir que la SerpinA3g inducida por esta citocina entra dentro de 

este tipo de genes dado que estudios previos han revelado que NF-B induce 

de manera importante al promotor de la SerpinA3g (Hampson et al., 2001). 
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Consecuentemente esta molécula afecta múltiples procesos como la 

diferenciación celular. Aunque el mecanismo por el cual lo hace aún no se 

esclarece y hacen falta experimentos adicionales, nosotros sugerimos que 

podría ser a través de la inhición de catepsinas  como la S, K y L quienes se 

sabe incrementan su expresión y actividad durante la adipogénesis 

participando en la degradación de fibronectina y que se ha probado bloquean la 

diferenciación adiposa cuando son inhibidas (Taleb, et al. 2006, Yin, et al. 2006 

y Yang, et al. 2007) (Fig. 14). Recordemos que algunas de las serpinas tienen 

como blancos este tipo de proteínas. 

Otro efecto importante del TNF- sobre el metabolismo del tejido 

adiposo, es la resistencia a insulina inducida por esta citocina. Para analizar la 

participación de la SerpinA3g en la resistencia a insulina mediada por TNF-α 

comparamos la incorporación de glucosa en células 3T3 control y SerpinA3g 

silenciadas pretratadas o no con esta citocina para inducir resistencia a insulina 

(Hotamisligil et al., 1993). En ausencia del pre-tratamiento con TNF-α ambas 

líneas celulares captaron el análogo fluorescente de la glucosa, 2-NBDG, en 

respuesta a la insulina y lo hicieron pobremente en ausencia de la hormona. 

Por el contrario luego del pretratamiento con TNF-α las células normales se 

hicieron resistentes a la insulina y no respondieron al efecto de la hormona 

incorporando 2-NBDG, en tanto que las células SerpinA3g silenciadas 

pretratadas con la citocina incorporaron glucosa a niveles similares que las 

células no tratadas con la citocina. Experimentos adicionales utilizando IFN-, 

otra citocina inductora de resistencia a insulina, en las células SerpinA3g 

silenciadas (Shiba et al., 1998), mostraron la inducción de una resistencia 

parcial a la hormona a juzgar por el grado de incorporación de 2-NBDG 
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alcanzado en las células pretratadas con IFN- (datos no mostrados). En 

conjunto nuestros resultados sugieren que la SerpinA3g media la resistencia a 

insulina por TNF-α y parcialmente la inducida por IFN-γ, lo que supone que 

esta serpina puede estar participando en vías de señalización con un 

componente común para ambas citocinas en sus efectos inductores de 

resistencia a insulina. Aquí el factor nuclear NF-B juega un papel importante 

ya que al ser estimulado por TNF- y este a su vez estar posiblemente 

activando a esta serpina nos permite comprender por lo menos de manera 

parcial la participación de esta proteasa en la resistencia a la insulina inducida 

por la citocina. Sin embargo el cómo y a través de qué mecanismo lo hace aún 

no es claro podría deberse también a la inhibición de catepsinas que se ha 

probado participan también en la señalización de la insulina (Posner, 2003; 

Navab, et al. 2008) (Fig. 14). 

 

Figura 14. Posible mecanismo de acción de TNF- en la línea celular para la 

inducción de la expresión de la SerpinA3 
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SerpinA3g se suma a la familia de serin-proteasas relacionadas con 

tejido adiposo, como PAI-1, Vaspina y Visfatina (Fukuhara et al., 2005; Hida et 

al., 2005; Pandey et al., 2005), las cuales han sido descritas en tejido adiposo y 

se ha reportado que juegan un importante papel en diversos aspectos del 

metabolismo de dicho tejido. De éstas, PAI-1 es también inducida por TNF- y 

se ha detectado en tejido adiposo visceral y subcutáneo de ratas obesas. 

Aunque en adipocitos 3T3-L1 se ha observado que PAI-I  es necesario para 

inducir resistencia a insulina y para inhibir la diferenciación adipocítica (Liang et 

al., 2006), resultados obtenidos en la línea celular 3T3-F442A  parecen indicar 

que no tiene un efecto inhibidor, al menos en esta línea celular (Liang et al., 

2006; Scroyen et al., 2007).  

Es importante mencionar que aunque la mayoría de las serpinas son 

secretadas algunas tienen una localización intracelular (Potempa et al.,  1994). 

Un ejemplo de ello es la SerpinA3g que se ha encontrado se expresa 

primariamente como intracelular debido a que carece de la secuencia N-

terminal  de translocación a retículo endoplásmico que la dirigiría hacia el 

exterior de la célula. 

Otros trabajos han abordado el papel de TNF- en los procesos aquí 

estudiados. TNF- inhibe la fosforilación del receptor de insulina en residuos de 

tirosina pero induce su fosforilación en residuos de serina (Hotamisligil et al 

1994). Además, TNF- activa al complejo IKK conduciendo a la fosforilación de 

IkB, lo que induce a su poliubiquitinización y subsecuente degradación en el 

proteasoma lo que conduce a la liberación y translocación nuclear de NFB 

donde reprime genes adipocíticos e induce muchos genes pro-inflamatorios y 

preadipocíticos (Yuan et al., 2001; Tamori et al., 2002) (Fig. 14). Aunque el 



 

41 

papel de IKK en la inducción de resistencia a insulina por TNF- aún no es 

clara, algunos trabajos sugieren que es por inducir cambios en la fosforilación 

del IRS-1 (Hotamisligil et al., 1994; Yuan et al., 2001) mientras que otros 

sugieren que lo hace por la fosforilación de Akt (Austin et al., 2008).  Por lo que 

los hallazgos encontrados por nosotros dan una nueva pieza de información 

que permite acercarnos más al conocimiento de los mecanismos moleculares 

por los cuales TNF- actúa. Aunque SerpinA3g ha sido previamente 

identificada en la lista de proteínas inducidas por TNF- en adipocitos 

diferenciados, nuestros resultados son los primeros en mostrar que el efecto 

inhibitorio temprano de esta citocina, requiere de la expresión de la serpina 

desde antes de la diferenciación. Además en este trabajo mostramos que la 

inhibición de la expresión de la serpina previene la resistencia a insulina 

inducida por TNF- y al menos parcialmente la inducida por INF (datos no 

mostrados). Más investigaciones en torno al papel de la SerpinA3g en el tejido 

adiposo están justificadas y nos permitirán un mayor conocimiento de la 

fisiología y patología del tejido adiposo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

42 

7. CONCLUSIONES 

 

 La identificación de la SerpinA3g en células 3T3F442A tratadas con 

TNF- aporta una nueva pieza de información para entender los 

mecanismos moleculares por los cuales esta citocina proinflamatoria 

induce antiadipogénesis y resistencia a la insulina.  

 

 Además este trabajo ofrece nueva información para comprender que la 

antiadipogénesis inducida por TNF-, TGF- y AR, aunque tienen en 

común inhibir a factores de transcripción claves en el proceso 

adipogénico, como lo son PPAR y C/EBP, los mecanismos por los 

cuales promueven esta inhibición es diferente. 

 
 

  El poder conocer cada vez más moléculas implicadas en el desarrollo y 

metabolismo del tejido adiposo nos permitirá crear estrategias 

terapéuticas adecuadas para el tratamiento de la obesidad así como de 

la diabetes tipo II, evitando así las complicaciones de estos problemas 

de salud pública a nivel mundial. 
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weeks. 

Cytokine is the official journal of the International Cytokine Society whose principal 

function is to hold a major conference annually at different sites around the world. If 

you are not already a member of the International Cytokine Society and wish to know 

more about its activities, please visithttp://www.weizmann.ac.il/cytokine/. 

When your paper is published on ScienceDirect, you want to make sure it gets the 

attention it deserves. To help you get your message across, Elsevier has developed a 

new, free service called AudioSlides: brief, webcast-style presentations that are shown 

(publicly available) next to your published article. This format gives you the 

opportunity to explain your research in your own words and attract interest. You will 

receive an invitation email to create an AudioSlides presentation shortly. For more 

information and examples, please visit http://www.elsevier.com/audioslides. 

Thank you for sending the results of your interesting work to Cytokine. I look forward 

to receiving additional papers from you in the future. 

 

 

With kind regards, 

 

Michael Tovey, Ph.D., (Associate Editor) 
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