Implicacion de los campos
magneticos debiles en
la etiologia de la lipoatrofia
semicircular que se da en entornos
laborales informatizados:
estudio controlado in vitro

Alejandro Ubeda Maeso
y cols.

Ayudas a la investigacion 2009

FUNDACIONMAPFRE




Investigador Principal

Alejandro Ubeda Maeso
Doctor en Ciencias

Equipo Investigador

Carlos Luis Paino Belarrinaga
Doctor en Ciencias

Maria Antonia Cid Torres
Doctora en Ciencias

Maria Antonia Martinez Pascual
Doctora en Ciencias

Maria Angeles Trillo Ruiz
Doctora en Ciencias

Esta investigacion ha sido financiada por FUNDACION MAPFRE en la Convocatoria Ayuda a la Investigacion 2009
www.fundacionmapfre.org



indice

Pagina

RESUMEN 4
1. INTRODUCCION 4
2. OBJETIVO 6
3. METODOLOGIA 6
3.1. Modelo biologico 6

3.2. Protocolo de exposicion al campo magnético 8

3.3. Procedimientos analiticos 9
3.3.1. Analisis del contenido en acidos grasos: tincion con Oil Red O 9

3.3.2. Andlisis morfométrico 9

3.3.3. Ensayos de Inmunofluorescencia para PPARy y ERK1/2 9

3.3.4. Determinacion de la expresion de PPARy y ERK1/2 mediante Western blot 9

3.4. Andlisis estadistico 10
4. RESULTADOS Y DISCUSION 10
4.1. Influencia del campo magnético sobre la lipogénesis. Analisis del contenido
en 4cidos grasos 10
4.2. Estudio del efecto del campo magnético sobre la morfologia de las células.
Estudio morfométrico 11
4.3. Expresion del factor de diferenciacion adipocitica PPARy en respuesta
al medio diferenciador, en ausencia de CM. Estudio por Western blot 12
4.4. Influencia del CM sobre la expresion del factor de diferenciacion adipocitica
PPARYy. Estudio por Western blot 12
4.5. Influencia del medio de diferenciacion y efecto del CM sobre la activacion
de ERK1/2 (p-ERK1/2). Analisis por Western blot 13
4.6. Influencia del CM sobre la expresion de PPARy y ERK1/2 tras 42 horas
de exposicion al CM. Estudio Inmunoquimico 14
5. CONCLUSIONES 15

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 16



4 | IMPLICACION DE LOS CAMPOS MAGNETICOS DEBILES EN LA ETIOLOGIA DE LA LIPOATROFIA SEMICIRCULAR...

RESUMEN

La lipoatrofia semicircular (LS) se describe como una le-
sion idiopatica, caracterizada por una depresion semicir-
cular que aparece preferentemente en la parte anterior o
anterolateral de uno 0 ambos muslos. Tal depresion se
debe a una atrofia localizada del tejido adiposo subcuta-
neo, que no afecta a la piel o al tejido muscular. Los
factores causales de esta patologia son todavia descono-
cidos, aunque se han propuesto distintas hipotesis. Los
campos electromagnéticos generados por equipos infor-
maticos y el equipamiento eléctrico situados en mesas de
despachos y oficinas han sido propuestos como uno de
los posibles factores implicados en el desarrollo de la LS.

Para comprobar dicha hipotesis hemos estudiado el
efecto de campos magnéticos (CM) débiles, de frecuen-
cia industrial, sobre el proceso de lipogénesis en células
mesenquimales cultivadas. Estas células, aisladas de la
fraccion vasculo-estromal de tejido adiposo humano y co-
munmente conocidas como “células madre derivadas de
tejido adiposo” (Adipose-tissue Derived Stem Cells,
ADSC), son capaces de diferenciarse en cultivo hasta
alcanzar el estadio de adipocitos maduros. Las células
ADSC fueron obtenidas, por procedimiento quirurgico y
bajo consentimiento informado, de un donante varon,
sano, de 69 afos, no obeso.

Nuestros estudios han proporcionado por primera vez
indicios, basados en evidencia experimental en células
humanas, de que la exposicion a CM débiles, de frecuen-
cia industrial, podria actuar como cofactor en el desarrollo
de la LS, mediante un retraso o bloqueo parcial de pro-
cesos implicados en acumulacion de grasa en las células
adiposas. Asi, el anadlisis de incorporacion del colorante
especifico de acidos grasos Oil Red O, cuantificado por
dos técnicas complementarias (espectrofotometria y ana-
lisis de imagen fotomicrografica), ha mostrado que la ex-
posicion intermitente a un campo magnético sinusoidal de
50 Hz y 100 uT provoca un descenso significativo en la
cantidad de acidos grasos sintetizados por las ADSC tra-
tadas en fases tempranas de su diferenciacion adipoci-
tica. Estos datos han sido complementados y reforzados
mediante un estudio morfométrico. Los resultados de ese
estudio indican que, ademas de afectar a la sintesis de
acidos grasos, el estimulo electromagnético puede influir
significativamente en la diferenciacion de las células adi-
pociticas. De aqui se deriva la necesidad de ampliar el
estudio, investigando los procesos moleculares implica-
dos en la regulacion de la diferenciacion adipocitica en
presencia de un CM débil.

Asi, la diferenciacion adipocitica es el resultado de
cambios transcripcionales que conducen a la activacion
de diversos genes. El proceso de formacion del adipocito
maduro esta regulado por diferentes factores de trans-
cripcion. Asi, la diferenciacion es iniciada a través de los
factores CCAAT/Enhancer Binding Proteins-o. y p (C/EBPa
y C/EBPB, respectivamente), que activan la expresion del
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor y (PPARYy).

Este receptor regula la expresion de genes especificos de
adipogénesis y es critico para la formacion de células
adiposas, capaces de acumular lipidos, a partir de célu-
las madre pluripotenciales (Vernochet y col., 2002). Una
potencial alteracion en la regulacion de la expresion de
PPARy, mediada por exposicion a CM, conduciria a un
posible retraso o inhibicion de la diferenciacion adipoci-
tica. En el presente estudio hemos analizado la expresion
del PPARy en ADSC sometidas a CM durante el proceso
de diferenciacién adipocitica. Los resultados han mos-
trado que, si bien exposiciones al CM durante 18 h no
provocan cambios significativos en la expresion de
PPARYy, una exposicion intermitente durante 42 horas es
capaz de provocar un descenso en la expresion de dicho
factor. Este resultado seria coherente con un efecto de
bloqueo parcial de la adipogénesis. Estudios experimen-
tales de otros autores han revelado que la regulacion de
la adipogénesis por MAPK- ERK1/2 puede ser positiva o
negativa, dependiendo del tiempo de activacion (Tang y
col., 2003). Ademas, se ha descrito que la inhibicion de
la diferenciacion adipocitica inducida por la activacion de
ERK1/2 estaria mediada por el factor PPARy (Tanabe y
col., 2004). Estudios previos de nuestro grupo han mos-
trado que dicha quinasa, ERK1/2, es sensible a la accion
de un CM de 50 Hz y 100 uT en células de neuroblastoma
humano (Martinez y col., 2006). Este boque de evidencia
constituye la base de nuestros estudios dedicados al ana-
lisis de la potencial implicacion de ERK1/2 en la respuesta
de células ADSC al CM. Los resultados han mostrado que
el campo provoca un incremento en la activacion de la
MAPK ERK1/2. Este efecto, potencialmente relacionado
con el descenso significativo observado en la expresion
de PPARYy, conduciria a la inhibicion de la diferenciacion
adipocitica inducida por el CM, también observada en el
presente estudio.

En su conjunto, los resultados obtenidos respaldan la
hipotesis de que la exposicion a campos débiles de fre-
cuencia industrial, presentes en determinados ambientes
ocupacionales, podria actuar como cofactor en la etiolo-
gia de la lipoatrofia semicircular, afectando a procesos
moleculares responsables de la diferenciacion temprana
de los adipocitos.

1. INTRODUCCION

Las lipodistrofias constituyen un grupo heterogéneo de
enfermedades que afectan al tejido adiposo y se caracte-
rizan por la pérdida de grasa corporal, que puede ser
generalizada o parcial. Entre las lipodistrofias de tipo par-
cial se encuentra la alteracion del tejido adiposo denomi-
nada lipoatrofia semicircular (LS), que se describe como
una lesion idiopatica caracterizada por una depresion
semicircular que aparece preferentemente en la parte an-
terior o anterolateral de los muslos (Figura 1). Tal depre-
sion se debe a una atrofia localizada del tejido adiposo
subcutaneo, que no afecta a la piel o al tejido muscular
(Maes y col., 2003). En la mayoria de los casos la depre-
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Figura 1. A) Lipoatrofia semicircular. Patologia caracterizada por la pérdida localizada de grasa corporal.

B) Ejemplo de entorno de riesgo.

sion es bilateral, simétrica y asintomatica. No obstante,
también se han descrito casos de lesiones unilaterales
(Mallet y col., 1981; Betti y col., 1992; Bordel Gémez,
2006) multiples y/o con sintomas asociados, como calam-
bres, sensacion de pesadez, calor y dolor (De Groot,
1994).

Los primeros casos de lipoatrofia semicircular fueron
descritos por Gschwandtner y col. en 1974. Desde enton-
ces la LS ha sido mas frecuentemente diagnosticada en
mujeres que en hombres. Este desequilibrio en la distri-
buciéon por sexos se ha atribuido, aunque sin el respaldo
de la evidencia, a posibles diferencias sexuales en el
volumen del tejido graso subcutaneo, en la preocupacion
estética (Gruber y Fuller, 2001) o en la estructura del te-
jido graso (Maes vy col, 2003). En los ultimos 10 afos se
ha diagnosticado de LS a centenares de personas, prin-
cipalmente mujeres del personal administrativo de diver-
sas companias, en Japoén, Bélgica, Holanda, Francia,
Reino Unido, Alemania, Italia y Espana.

Los factores causales de la lipoatrofia semicircular no
estan bien determinados, si bien se han propuesto distin-
tas hipotesis. Los microtraumatismos provocados por
presion repetida representan el factor mas evidente y
mas frecuentemente implicado. Estos microtraumatismos
provendrian de la friccion repetida contra los bordes de
las mesas de trabajo (De Groot, 1994; Gruber y Fuller,
2001; Gomez-Espejo y col., 2005), de la presion ejercida
por la superficie de asiento de las sillas de trabajo (Her-
mans y col., 1999) o del uso de ropa ajustada (Mascaro
y Ferrando, 1983; Herane y col. 2007; Zafra-Cobo y col.
2008). Sin embargo, parece obvio que la friccion es un
factor necesario, pero no suficiente. Asi, entre otras hipo-
tesis basadas en la evidencia observacional, se ha plan-
teado que los campos magnéticos (CM) de baja frecuen-
cia generados por los equipos informaticos y por otro

aparataje eléctrico podrian actuar como cofactores invo-
lucrados en el desarrollo de esta patologia (Sanz y col.,
2009).

Alteraciones en los procesos de diferenciacion adipo-
génica podrian ser desencadenantes de este tipo de pa-
tologias lipodistréficas. En efecto, la adipogénesis es el
proceso diferenciador que conduce desde un estadio
celular precursor (pre-adipocito) hasta el adipocito ma-
duro, en el que la mayor parte del volumen celular es
ocupado por una gota lipidica. Estudios con modelos in
vitro han revelado un patron preciso de expresion gene-
tica (induccion e inhibicion) que conduce a la expresion
de un determinado conjunto de genes en el adipocito
maduro, siguiendo una secuencia cronoldgica especifica
(Rosen y col., 2000). De forma que se van expresando
aquellos genes caracteristicos de los adipocitos, al mismo
tiempo que se van reprimiendo genes que son inhibidores
0 innecesarios para completar la adipogénesis. Alteracio-
nes en este patron provocarian alteraciones en la adipo-
génesis que podrian conducir a un fenotipo lipodistrofico.

A nivel transcripcional, los profundos cambios morfo-
lbgicos asociados a la maduracion del preadipocito son
estrechamente controlados por distintos factores de trans-
cripcion. Uno de estos factores implicados en la diferen-
ciacion adipocitica es el receptor de proliferacion de los
peroxisomas y (PPARY), que pertenece a la subfamilia de
receptores nucleares de hormonas. Y, de hecho, varios
tipos de lipodistrofias han sido relacionadas con una
merma o deficiencia en la actividad del factor PPARy
(Guallar y col., 2008, Chehab, 2008). Bajo estas premisas,
cabe proponer que una potencial alteracion en la regula-
cion de la expresion de PPARy, mediada por exposicion
a CM, podria conducir a un retraso o inhibicién de la di-
ferenciacion adipocitica. Esta hipotesis se veria apoyada
por datos recientes que indican que CM sinusoidales de
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15 Hz y 1 mT pueden ejercer un efecto inhibitorio de la
adipogénesis en células mesenquimales de médula 6sea
(mesenchymal stem cells, MSC), promoviendo su diferen-
ciacion osteogénica (Yang y col., 2010). Este efecto era
mediado por la accién del CM sobre el factor PPARYy.
Sobre esta base se apoya nuestro proposito de analizar
la potencial capacidad de un CM débil de frecuencia in-
dustrial (100 uT, 50 Hz) para inducir alteraciones en la
expresion del citado factor PPARY.

Por otra parte, se ha descrito que la proteina quinasa
regulada extracelularmente ERK1/2 media en los proce-
so0s que conducen a la diferenciacion del adipocito, y se
ha propuesto que es su accion sobre el factor PPARy la
que otorga a la MAPK-ERK1/2 su capacidad inhibitoria de
la diferenciacion adipocitica (Tanabe y col., 2004). No
obstante, existen datos contradictorios sobre la funcién
de MAPK-ERK1/2 en la diferenciacion de adipocitos. De
manera que, mientras algunos trabajos han descrito que
la activacion rapida y transitoria de ERK1/2 es un requisito
necesario para la expansion proliferativa o la diferencia-
cién de adipocitos, otros estudios han encontrado una
inhibicion de la diferenciacion mediante la activacion de
ERK. Esta aparente contradiccion puede deberse a la
existencia de un estrecho control cronolégico de la acti-
vacion de ERK. Y asi, bajo determinadas condiciones y
en periodos especificos, la actividad de ERK puede resul-
tar necesaria para la diferenciacion adipocitica, mientras
que en otros puede inhibir dicha diferenciacion de los
adipocitos. Estudios previos de nuestro grupo han mos-
trado que en células humanas NB69 la quinasa ERK1/2
responde a la accion de un CM de 50 Hz y 100 uT (Mar-
tinez y col., 2006). A partir de ahi, el presente estudio in-
vestiga la posibilidad de que un campo magnético sinus-
oidal de 50 Hz pueda provocar una inhibicién parcial de
los procesos de diferenciacion adipocitica en células
ADSC. Dicho efecto podria ejercerse a través de una al-
teracion del receptor de proliferacion de los peroxisomas
v (PPARY) y/o de la activacion de la quinasa ERK1/2, ya
que ambos factores son reguladores de la diferenciacion
adipocitica. Este resultado respaldaria la potencial impli-
cacion de los campos magnéticos como factor implicado
en el origen o desarrollo de la lipoatrofia semicircular.

2. OBJETIVO

En definitiva, el presente estudio se basa en la hipodtesis
de que la exposicién a campos magnéticos (CM) de
frecuencia industrial (50 - 60 Hz o sus harménicos) pre-
sentes en ambientes ocupacionales, pudiera estar im-
plicada, directa o indirectamente, en la etiologia de la
lipoatrofia semicircular. Para ello se ha aplicado un
campo con una densidad de flujo magnético B=100 uT,
valor equivalente al 20% del nivel de referencia de 500
uT, establecido por las regulaciones internacionales
como inocuo en el caso de exposiciones ocupacionales
(ICNIRP, 1998; CE, 2004).

La citada hipotesis viene respaldada por estudios
preliminares de nuestro grupo (Proyecto LipoSearch), que
proporcionaron indicios de que la exposiciébn a campos
magnéticos débiles de 50 Hz podria provocar alteracio-
nes en los procesos tempranos de diferenciacion adipo-
citica en ADSC procedentes de muestras humanas de un
donante. Sin embargo, el mismo estimulo magnético no
parecia afectar de forma significativa al proceso de lipdli-
sis en ADSC, que conduce a la movilizacion de acidos
grasos.

El objetivo del trabajo propuesto es ensayar la hipo-
tesis descrita, determinando si uno o varios procesos ce-
lulares implicados en la adipogénesis/lipogénesis, po-
drian verse alterados por la presencia de campos
magnéticos deébiles de 50 Hz.

3. METODOLOGIA

31. Modelo biolégico

El modelo biolégico elegido para el estudio de la poten-
cial accién de CM consistié en cultivos de células madre
mesenquimales procedentes la fraccion vasculo-estromal
de tejido adiposo (adipose-tissue derived stem cells,
ADSC) de donantes adultos sanos (Zuk y col., 2002). Di-
chas células son sometidas a una diferenciacion in vitro
mediante formula especifica. El estudio de este tipo de
células en sus diferentes fases de diferenciacion permite
investigar los procesos de sintesis y almacenamiento (adi-
pogénesis o lipogénesis) y de degradacion de los acidos
grasos (lipolisis).

PRECURSOR MESENQUIMATICO
® PLURIPOTENCIAL (ADSC)

1 PROLIFERACION

PREADIPOCITO

1 INDUCCION QUIMICA

;@5 DIFERENCIACION TEMPRANA

}

Q ADIPOCITO MADURO

Figura 2. Sistema biiol6gico- Se utilizaron células ADSC para anali-
zar las fases de diferenciacion adipocitica temprana en presencia o
ausencia de CM.

Mediante procedimiento quirurgico se obtuvieron
muestras de paniculo adiposo abdominal de un donante
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Figura 3. Obtencion y mantenimiento de cultivos de células ADSC.

varén sano de 69 afos, no obeso (72 Kg). Los protocolos
quirurgicos, experimentales y de obtenciéon del consenti-
miento informado fueron aprobados por el Comité Etico
del Hospital Ramon y Cajal, y se ajustan a las normativas
espafnolas y europeas en vigor. Las células obtenidas tras
digestion con colagenasa y posterior aislamiento de la
fraccion vasculo-estromal fueron sembradas en frascos
de cultivo y crecidas en un medio especifico (MesenPro,
Invitrogen), dentro de incubadores con una atmosfera

controlada a 37° C y 5% CO,. Dependiendo de la finali-
dad de los experimentos, en cada réplica experimental
las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos,
sobre cubreobjetos de cristal de 12 mm de diametro, a
una densidad de 2000 células por cubreobjeto, o bien en
placas Petri de 60 mm de diametro a una densidad de
50000 células por placa (Figura 3). Durante los 5 primeros
dias de cultivo las células fueron mantenidas en el medio
de crecimiento (Figura 4). A continuacion, el medio de

|
I

SIEMBRA

Aplicaciéon del CM

I ANALISIS

Induccion de
Diferenciacion

Figura 4. Protocolo de siembra y exposicion a CM de cultivos de células ADSC.
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Figura 5. Sistema de exposicion a CM de cultivos de células ADSC.

crecimiento fue retirado y sustituido por un medio de di-
ferenciacion compuesto por DMEM suplementado con un
10% de suero fetal bovino, 10 ug/ml de insulina, 0,25 mM
IBMX (3-isobutil-1-metilxantina), 200 uM indometacina y 1
UM dexametasona, 1% de glutamina y 1% de antibiético/
antimicotico.

Inmediatamente después de la adicion del medio de
diferenciacion pro-adipocitica, y durante las primeras
fases del proceso de diferenciacion, se procedio a la es-
timulacion durante 18 o 42 h con CM homogéneo, de
polarizacion lineal vertical y B=100 uT (muestras expues-
tas) o B=0,0 uT (muestras control). Finalizado el periodo
de exposicion o de control, las células fueron procesadas
para el estudio por inmunofluorescencia y por western
blot de la expresion de PPARy y de la MAPK ERK1/2, asi
como para la cuantificacion del contenido intracelular de
acidos grasos.

3.2. Protocolo de exposiciéon al campo magnético

Las células expuestas fueron sometidas a un CM sinusoi-
dal de 50 Hz de frecuencia y 100 uT de densidad de flujo
magnético, aplicado en ciclos de 3h On/3h Off, durante
periodos de 18 horas o de 42 horas. El sistema de expo-
sicion empleaba una pareja de incubadoras idénticas
(Forma Scientific). En cada incubadora se ubico una pa-
reja de bobinas en configuracion Helmholtz, situada en el
interior una camara de apantallamiento (co-netic metal,
Amuneal Corp., Filadelfia, PA). Esta camara permitia blin-
dar la zona de exposicion frente a contaminacion por
campos ambientales de frecuencias bajas, como los ge-
nerados por l0s sistemas de calentamiento y ventilacion
de las incubadoras. Cada una de las bobinas, usadas
alternativamente para la exposiciéon magnética o para ex-
posicion simulada (sham) como control en réplicas expe-
rimentales sucesivas, constaba de dos solenoides de 20
cm [], cada uno de ellos formado por 1000 vueltas de
cable aislado. Los solenoides estaban alineados parale-

lamente, separados entre si por un espacio de 10 cm y
orientados para producir un campo magnético uniforme,
de polarizacion vertical, en el volumen cilindrico interior.
Los dos conjuntos de bobinas Helmholtz fueron alimenta-
dos alternativamente por un unico generador de baja fre-
cuencia (Newtronic Mod. 200MSTPC, Madrid). La senal
del generador era ajustada y monitorizada permanente-
mente con un multimetro (Hewlet Packard, 974A, Love-
land CO) conectado en serie a las bobinas. Las placas de
24 pocillos o las placas Petri se colocaron apiladas en el
interior de las bobinas (Figura 5).

150 | | | | |

alninininininli

50+ -

B (uT)

0 100 200 300 400 500

Figura 6. Registro de campo magnético realizado durante 42 horas
de exposicion. Se aprecian los trenes de sefial sinusoidal de 50 Hz
aplicados en ciclos de 3 h ON /3 h OFF.

Se acopl6 al generador un temporizador, programado
para la exposicion intermitente al CM, en ciclos de 3 h On/
3 h Off. La densidad de flujo magnético B en el area de
exposicion fue registrada, antes del comienzo y tras la
finalizacion de cada réplica experimental, con un magne-
tometro (EFA-3, Wandel & Golterman GMW & Co. Ger-
many). Periddicamente, se hicieron registros completos
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de CM en el interior de las bobinas durante todo el pe-
riodo de exposicion (Figura 6). El valor medio de los com-
ponentes alterno y estatico de campo magnético ambien-
tal registrado en el interior de las bobinas no estimuladas
resultd ser: AC = 0.035 + 0.03 uT y DC = 0.05 + 0.008 uT.
La temperatura en el interior de las bobinas fue monitori-
zada mediante un sensor conectado a un multimetro.
Aunque la presion parcial de CO, en el interior de las
camaras de apantallamiento era controlado por los siste-
mas automatizados de los propios incubadores, era com-
probada rutinariamente antes, durante y después de cada
experimento (Firite Combustion Test Kit; Bacharach).

3.3. Procedimientos analiticos

3.3.1. Analisis del contenido en acidos grasos: tincion
con Oil Red O

La tincion de las células con Oil Red O, fue utilizada como
indicador de la acumulacion intracelular de acidos gra-
sos. Las células fueron lavadas con PBS, fijadas con pa-
raformaldehido al 4% durante 20 minutos a 4 °C, lavadas
adicionalmente con isopropanol al 60% durante 2 minutos
e incubadas con QOil Red O (3 partes de solucion stock de
Oil Red O y 2 partes de H,O; solucion stock: 0,3% Red
Oil O en alcohol isopropilico) durante 1h a temperatura
ambiente. A continuacion, y tras un lavado con isopropa-
nol al 60% durante 5 minutos para retirar el exceso de
colorante, las células fueron lavadas con agua destilada.
Para la valoracion de la coloracion se utilizaron dos pro-
cedimientos complementarios: analisis de imagen fotomi-
crografica de la tincion histoquimica de lipidos y estudio
de acumulacién de lipidos por espectrofotometria. Las
muestras que se analizaron mediante microscopia fueron
montadas con Aquatex (Merck) y analizadas al microsco-
pio. Para cada una de las condiciones experimentales, en
el estudio fotomicrografico se analizaron imagenes digita-
les de 25 campos y 2 cubreobjetos (Control/Expuestos),
utilizando un microscopio Eclipse TE300 (NIKON) vy el
programa de analisis de imagen Analysis 3.1 (Soft Ima-
ging System, GMBH, Munster, Alemania). El andlisis es-
pectrofotométrico de la cantidad de Oil Red O captado
por las muestras se realizd extrayendo el colorante con
propanol. El contenido en colorante, proporcional a la
cantidad de acidos grasos, fue cuantificado por medicion
de la absorbancia a 510 nm.

3.3.2. Analisis morfométrico

El objetivo de este analisis era determinar si los posibles
efectos del CM sobre la diferenciacion adipocitica se tra-
ducian en el tipo de cambios morfolégicos que son pro-
pios del proceso adipogénico. Asi, se procedio¢ a un ana-
lisis morfométrico comparativo de las células tratadas y
de sus controles. Para ello, se registro el tamano medio
de los ejes mayor y menor de las células, en muestras
obtenidas de 5 replicados experimentales y tenidas con
Hematoxilina Harris. Para cada replicado y condicion ex-

perimental (Control/Expuestos) se analizaron las image-
nes digitales correspondientes a una media de 15 cam-
pos y 5 células por campo en un microscopio Eclipse
TE300 (NIKON), usando el programa de analisis de ima-
gen Analysis 3.1 (Soft Imaging System, GMBH, Mdunster,
Alemania).

3.3.3. Ensayos de Inmunofluorescencia para PPAR y
ERK1/2.

Se analiz6 mediante ensayo inmunocitoquimico la expre-
sion de PPARy y de la forma fosforilada de ERK1/2 (acti-
vada). La tasa de células marcadas respecto al total de
células en cada campo fue determinada mediante analisis
de imagen.

Las células sembradas sobre los cubreobjetos fueron
fijadas con paraformaldehido (4 %) / PBS durante 20 m
a 4° C vy, permeabilizadas con una solucion de etanol :
acido acético (95:5) durante 20 m a —20° C. Después de
un bloqueo con una soluciéon de FBSi (10 %) / PBS du-
rante 30 m a temperatura ambiente, las muestras fueron
incubaron con los anticuerpos y diluciones correspon-
dientes durante toda la noche a 4° C. Para el analisis de
la forma activada de ERK1/2 se utilizd un anticuerpo de
conejo que reconoce especificamente la forma fosfori-
lada de las dos isoformas de ERK1/2: de 44 kDa y 42
kDa (Biosource). Para analizar la expresion de PPARy se
utilizé un anticuerpo monoclonal de raton (Santa Cruz
Biotechnology). Los anticuerpos para p-ERK1/2 y PPARy
(1/100) fueron diluidos en FCSi (5 %) / tritdn X-100 (0,05
%) / PBS. Posteriormente, los cubreobjetos fueron incu-
bados durante 1 h a temperatura de laboratorio, con el
anticuerpo secundario correspondiente en cada caso:
anti-conejo conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor 488
y anti-raton conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor
568, respectivamente, a una dilucién 1/500 en FCSi (10
%)/ PBS. Las preparaciones se montaron sobre portacb-
jetos en una solucion anti-decolorante + bisbenzimida
(Hoescht 33342, 3x10° M) que tifie el ADN de todos los
nucleos. En todos los analisis, se utilizaron como control
de tinciébn muestras no incubadas con el anticuerpo pri-
mario.

Para la valoracién de los analisis inmunocitoquimicos,
las muestras se analizaron en un microscopio Eclipse
TE300 (NIKON), usando el programa de analisis de ima-
gen Analysis 3.1 (analy-SIS®; Soft Imaging System,
GMBH, Munster, Alemania). Se contabilizaron las células
marcadas (p-ERK1/2+ o PPARy +) respecto a los nucleos
totales. En todos los ensayos y en cada replicado, se
capturaron al azar y se digitalizaron para su analisis un
total de 20 campos por cubre, y al menos 2 cubres por
tratamiento.

3.3.4. Determinacién de la expresion de PPARy y
ERK1/2 mediante Western blot

La cantidad total de PPARy y ERK1/2 se valor6 también
mediante Western blot, a distintos tiempos y en las dife-
rentes condiciones de experimentacion:
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Extraccion de proteinas y preparacion de las muestras

Las células fueron extraidas de las placas Petri mediante
rascado en frio. Se recolectaron células de tres placas
por muestra, en una Unica suspension celular de 1 ml.
Cada muestra fue centrifugada a 1200 rpm durante 5 m
a 4 °C. El sedimento se resuspendio en 50 ul del tampodn
de lisis hipotonico, compuesto por tris-clorhidrico (10
mM); cloruro potasico (10 mM), acido etilendiamintetraa-
cético (EDTA, 1mM), inhibidores de fosfatasas (molibdato
sodico 20 mM, vy fluoruro sédico 100 mM (Merck) vy
-glicerofosfato 20 mM (Calbiochem)), inhibidores de pro-
teasas (fenil-metil sulfonilo (PMSF, 1 mM) (Merck); leupep-
tina 10 pg/ml y pepstatina 5 pg/ml (Sigma)), ditiotreitol
1mM (Biorad), dodecyl sulfato sédico (SDS, 0,1%) (Merck)
y tritdon-X100 (0,5%) (ICN)). Tras un periodo de lisis de 45
m a 4 °C, las muestras se centrifugaron brevemente vy el
sobrenadante fue recuperado y almacenado durante, al
menos, 1 h a -80° C.

Electroforesis y transferencia de las proteinas a
membranas de nitrocelulosa

En el momento de comenzar la electroforesis, las mues-
tras se descongelaron y el contenido de proteina total en
cada muestra fue determinado mediante el método de
Bradford.

La separacion proteica se realizé en un equipo mini-
protean Biorad. La electroforesis se llevd a cabo segun el
protocolo de Laemmli (1970) con algunas modificaciones:
Un total de 30-40 pg del extracto de proteina / carril se
diluy6é en 7 yl de tampon de carga disociante (Tris-HCI,
pH 6.8, 4mM; p-mercaptoetanol 5 %, SDS 0.002 %
(Merck); glycerol 10% (Sigma); y azul de bromofenol
0.004 % (ICN)). Se anadio tris-clorhidrico (20 mM) hasta
completar 21 ul / carril. De la misma forma se prepard un
estandar proteico de diferentes pesos moleculares por
gel. Las muestras y el estandar, tras ser desnaturalizados
(3-5 min. a 95° C), fueron cargados en un gel discontinuo
de SDS-poliacrilamida: compuesto por un gel concentra-
dor preparado al 3 %, y un gel separador al 9 %. Una vez
finalizada la separacion electroforética a 180 voltios, los
geles fueron colocados en una unidad de transferencia
semi-seca (Biorad), donde las proteinas fueron transferi-
das a membranas de nitrocelulosa siguiendo el protocolo
recomendado por la casa comercial (90 m a 20 mA). Tras
finalizar la transferencia, las membranas fueron marcadas
con los anticuerpos correspondientes.

Inmunodeteccion

Después de varios lavados con TBS, las membranas fue-
ron incubadas a temperatura de laboratorio, durante 1 h,
en solucion de bloqueo: Tween-20 (0.1 %) / leche desna-
tada sin biotina (5 %)/ TBS. A continuacion, las membra-
nas fueron incubadas durante la noche a 4 °C con el an-
ticuerpo correspondiente para p-ERK 1 y 2 (1/1000),
PPARYy (1/500) o p-Actina (1/5000) —utilizado como control
de carga-. Tras varios lavados con Tween 20 (0.1 %) /

TBS, las membranas fueron incubadas a temperatura am-
biente, durante 1 h, con un anticuerpo secundario conju-
gado a peroxidasa, de la especificidad correspondiente:
anti-conejo o anti-raton, diluidos en solucién de bloqueo
(1:3000 y 1:2000, respectivamente). El inmunomarcaje fué
revelado mediante quimioluminiscencia (ECL, GE Health-
care). Tras el revelado en placa fotografica, las bandas
obtenidas se analizaron mediante densitometria utilizando
el software Diversity One for Polimorphic systems, PDI
Quantity One -4.5.2 de Biorad.

3.4. Analisis estadistico

El conjunto de los datos en los tres grupos de cada serie
de experimentos fueron expresados como medias + error
estandar de la media (SEM), y analizados mediante el test
de la t de Student para datos no pareados, con un inter-
valo de confianza 95 % y p de dos colas.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Influencia del campo magnético sobre la
lipogénesis. Analisis del contenido en acidos
grasos

Se procedid, en primer lugar, a valorar la cantidad de
acidos grasos (AG) acumulados en las células, expuestas
0 no a un CM de 50 Hz y 100 uT. Segun el protocolo
descrito anteriormente (resumido en la Figura 4), el CM se
aplico durante 42 h a partir del dia 5 post-siembra, es
decir, durante las fases tempranas de la diferenciacion
adipocitica estimulada quimicamente. Como muestra la
figura 7, la cantidad de Oil Red O incorporado por las
células expuestas al CM se vio reducida significativa-
mente con respecto a la media en los controles corres-
pondientes. Dependiendo de la técnica aplicada (espec-
trofotometria o microscopia y analisis de imagen), la
reducciéon fue de un 24 % o un 29 %. Por lo tanto, los
resultados obtenidos mediante ambas técnicas se refuer-
zan mutuamente, y confirman que la exposicién a un CM
de 50 Hz y 100 uT induce un descenso estadisticamente
significativo en la cantidad de acidos grasos acumulados
en forma de vesiculas citoplasmicas.

Adicionalmente, el analisis de imagen fotomicrografica
(Figura 8) reveld que las muestras tratadas con CM presen-
taban una reduccion en el numero medio vesiculas de AG
por célula, unida a una menor proporcion de células con
vesiculas. Esto indicaria que el estimulo de CM podria afec-
tar a la propia diferenciacion celular ya desde comienzo de
la lipogénesis, o en fases muy tempranas de ésta. Los
datos obtenidos son coherentes con nuestros resultados
preliminares, que indicaban que el efecto del CM se ejer-
ceria preferentemente sobre las fases tempranas de la for-
macion de tejido graso, y que procesos mas tardios de la
diferenciacion adipocitica, como la lipdlisis, no se veian
afectados significativamente por la exposicion al CM.
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Figura 7. Efecto del CM sobre el contenido en acidos grasos.
Valoracion de la cantidad de Oil Red O incorporado por las
células mediante analisis espectrofotomeétrico (izquierda) y anali-
sis de imagen asistido por ordenador (derecha). Medias + SEM
de 10 replicados experimentales. Valores normalizados sobre las
respectivas muestras control, (*: 0.01<p<0.05; **: p<0.01; t-Stu-
dent).

4.2. Estudio del efecto del campo magnético sobre la
morfologia de las células. Estudio morfométrico

Alteraciones que tuvieran lugar durante el proceso de adi-
pogénesis, por el que la célula mesenquimal se diferencia
a adipocito maduro, podrian dar lugar a efectos sobre la
sintesis 0 almacenamiento de acidos grasos. Durante la
fase de diferenciacion desde pre-adipocito hacia adipo-
cito maduro tiene lugar una serie de cambios morfolégi-
COs como consecuencia de la acumulacion creciente de
depositos lipidicos en el citoplasma. En etapas tempranas
de este proceso, el adipocito pasa desde una morfologia
de tipo fibroblastico a una geometria fusiforme, al tiempo
que incrementa su volumen. En fases avanzadas de la
diferenciacion, la célula adiposa tiende a una morfologia
esférica, con el nlcleo excéntrico, desplazado por la
abundancia de vesiculas de AG acumuladas en el cito-
plasma.

Analisis morfométrico: Para la ejecucion del estudio
morfométrico se utilizaron muestras de células expuestas
al CM durante 42 horas en fases iniciales de su diferen-
ciacion (dia 5 a dia 7 post-siembra), como se ha descrito
en la Figura 4. Para el analisis morfométrico de imagen
asistido por ordenador, se registraron los valores corres-
pondientes al tamafno de los ejes celulares y al ratio eje
mayor/eje menor. Los resultados obtenidos revelaron di-
ferencias sutiles en la morfologia de las células expuestas
a CM con respecto a la de las células control. Tales dife-
rencias consistian en una reduccion leve, aunque signifi-
cativa estadisticamente, en el ratio eje mayor/eje menor
de las células expuestas (Figura 9). Es decir, en prome-
dio, las células tratadas presentarian una morfologia mas
poligonales o esférica que las controles, lo cual pudiera
ser indicativo de cambios en el citoesqueleto o en la ad-
hesion celular, desencadenados en las primeras 24 h de
exposicion al CM.

4

Expuesto

Figura 8. Analisis microscopico de la cantidad y distribuciéon de aci-
dos grasos en células ADSC. Fotomicrografias representativas de
cultivos en fases tempranas de la lipogénesis. El marcaje se acumula
en el citoplasma, en forma de vesiculas tefidas de rojo. En un cultivo
expuesto a CM, tanto el porcentaje de células que incorporan Oil Red
O como la cantidad y tamafo de las vesiculas tefiidas con el colo-
rante, se vieron reducidos en comparacion con el cultivo control.
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Figura 9. Estudio morfologico. Valoracién del efecto de la expo-
sicion de 42 h al CM mediante analisis morfométrico asistido por
ordenador de la relacion de tamafo entre los ejes mayor y menor
de la célula (*: 0.01<p<0.05; t-Student).
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Figura 10. Estudio de la expresion de PPARy en células ADSC de pasajes < 4 (A) o de pasajes = 4 (B) tras 18 0 42 h de incubacion en medio
suplementado con factores de diferenciacion (Cd) y en ausencia de estimulacion con CM. Datos de densidad optica en valores normalizados
respecto a los controles respectivos: células crecidas en medio privado de factores quimicos de diferenciacion. C) Blots representativos, en los
diferentes pasajes, de la expresion de PPARy a 18 y 42 h en controles no diferenciados, C, y en controles diferenciados, Cd. La expresion de
B-actina fue utilizada como control de carga. n = 4 replicados experimentales; *: p<0.01; **: p<0.01 (t de Student).

4.3. Expresion del factor de diferenciacién adipocitica
PPARYy en respuesta al medio diferenciador, en
ausencia de CM. Estudio por Western blot

La expresion del PPARYy, factor de relevancia para la
diferenciacion adipocitica, se analizé mediante la téc-
nica de Western blot. La expresiéon de PPARy en los
cultivos suplementados con los factores de induccion
adipocitica (“controles diferenciados” quimicamente,
Cd) fue comparada con la observada en el grupo de
cultivos crecido en medio privado de los factores de
induccion adipocitica (“controles no diferenciados” C),
utilizado como referencia de la expresion basal de
PPARYy. Los resultados mostraron diferencias en funcion
del pasaje del cultivo celular y del tiempo de incuba-
cion. Asi, en la figura 10 se representan los niveles de
expresion de PPARy tras 18 o 42 h de incubacion en
medio diferenciador, comparando células en pasajes =
4 (Figura 10 A) con pasajes = 4 (Figura 10 B). Como
puede observarse, en células de pasajes > 4 el medio
de diferenciacion induce incrementos significativos en
la expresion de PPARy tanto a 18 h como a 42 h. Por su
parte, en pasajes = 4 los incrementos en la expresion
del mismo factor no llegaron a ser significativos estadis-
ticamente. Esta diferencia en la respuesta podria inter-
pretarse como debida a una menor sensibilidad de los
estadios iniciales del cultivo a los factores quimicos de
diferenciacion.

4.4. Influencia del CM sobre la expresion del factor de
diferenciacion adipocitica PPARy. Estudio por
Western blot

La expresion de PPARy en las células expuestas a CM fue
comparada con la observada en las células no expuestas
(“controles diferenciados” quimicamente, Cd). Los resul-
tados mostraron diferencias en funcion del pasaje del cul-
tivo celular y en funcion del tiempo de exposicion al CM
(Figuras 11y 12). En la figura 11 se representan los resul-
tados observados en células en pase < 4, tras 18 0 42 h
de exposicion al CM. Como puede observarse, una expo-
sicion de 42 h al CM redujo significativamente la expre-
sion de PPARy con respecto a la observada en células no
expuestas. Sin embargo, no se observaron cambios sig-
nificativos estadisticamente al final de un periodo de 18
de exposicion al CM (Figura 11 A).

Por su parte, la figura 12 muestra los resultados del
anadlisis de la expresion de PPARy en células ADSC de
pasajes superiores 4. En estos estadios avanzados el CM
no se mostro efectivo ni a 18 ni a 42 horas, no observan-
dose cambios significativos en la expresion de PPARy
inducidos por la exposicion al CM.

En su conjunto, estos resultados revelan que en pa-
sajes tempranos (P = 4), una exposicion de 42 horas al
CM puede reducir la expresion de PPARy, bloqueando o
retrasando el incremento en la expresion de este factor,
que es propia de las fases tempranas del proceso de
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Figura 11. A) Estudio de la expresion de PPARy en células ADSC de pasajes < 4, tras 18 0 42 h de exposicion al CM. Datos de densidad optica
en valores normalizados frente a controles diferenciados quimicamente (Cd). B) Blot representativo de la expresion de PPARy tras 18 y 42 h de
exposicion al campo magnético (CM), comparados con controles no diferenciados (C), utilizados como referencia de la expresion basal de PPARY,
y con controles diferenciados (Cd). La expresion de p-actina fue utilizada como control de carga. n = 6 replicados experimentales; ***: p<0.001
(t de Student).
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Figura 12. A) Estudio de la expresion de PPARy en células ADSC de pasajes > 4, tras 18 0 42 h exposicion al CM. Datos de densidad optica en
valores normalizados frente a controles diferenciados quimicamente (Cd). B) Blot representativo de la expresion de PPARy tras 18 y 42 h de ex-

posicion al campo magnético (CM), comparados con controles no diferenciados (C), y con controles diferenciados (Cd). n = 4 replicados
experimentales.

diferenciacion adipocitica. Tal efecto, seria dependiente mentados con los factores de induccion adipocitica
de variables como el tiempo de exposicion y el pasaje (“controles diferenciadas”, Cd), comparada con la expre-
celular en el cual se impone el estimulo magnético. sion en el grupo de células crecido en ausencia de los
factores de induccion adipocitica (C) y utilizado como

4.5. Influencia del medio de diferenciacion y efecto referencia de la expresion basal de PPARy. Segin se
del CM sobre la activacion de ERK1/2 (p-ERK1/2). aprecia en la figura 13 A, el medio diferenciador por si
Analisis por Western blot solo, en ausencia de CM, redujo significativamente

(57,22%; p<0.01) la activacion de ERK1/2 observada en
controles crecidos en medio privado de factores de dife-
renciacion quimica.

Por otro lado, tras 42 h de exposicion al CM los nive-
les de expresion de p-ERK1/2 se vieron incrementados
y se incubaron durante 42 horas en presencia 0 ausencia significativamente (36,06%, p<0.05) con respecto a los

de CM. Al término de las 42 horas se procedio a la valo- observados en controles crecidos en medio diferenciador
racion de la expresion de ERK1/2 en los cultivos suple- (Cd), en ausencia de CM (Figura 13 B).

La activacion de la MAPK ERK1/2 se valor6 mediante
cuantificacién por Western blot de los niveles de expre-
sion de la forma activa, fosforilada, de ERK1/2 (p-ERK1/2).
Para ello se seleccionaron células ADSC en pasajes < 4,
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Figura 14. Fotomicrografias representativas de la expresion de
PPARYy (rojo) tras 42 h de la diferenciacion adipocitica, en células
no expuestas (Cd) o expuestas al campo durante las 42 h (CM).
Los nucleos (azul) fueron tefidos con Hoescht 33342 (x40).

Figura 13. Estudio de la expresion de p-ERK1/2 tras 42 h de la
exposicion al CM y/o incubacion en medio de diferenciacion(Cd).
Datos de densidad optica en valores normalizados respecto a
sus controles respectivos: A) Representa la expresion de
p-ERK1/2 en ausencia de exposicion a CM, comparando los va-
lores en cultivos crecidos en medio de diferenciacion con los de
sus controles privados de factores diferenciadores. B) Efecto de
la exposicion a campo magnético (CM) con respecto a controles
incubados en medio de diferenciacion (Cd). C) Blot representa-
tivo, tras 42 h de incubacion, en controles no diferenciados, C,
controles diferenciados, Cd, y muestras crecidas en medio de
diferenciacion y en presencia de campo magnético, CM. n = 6
replicados experimentales; * p<0.05; ** p<0.01 en la t de Student.

Segun se menciona en la introduccion de la presente
memoria, la activacion de la proteina quinasa ERK1/2 se
considera implicada en los procesos de diferenciacion del
tejido adiposo. Por tanto, una modificacion en dicha acti-
vacion podria desencadenar alteraciones en la diferencia-
cién del tejido adiposo. Nuestros resultados indican que la
exposicion a un CM puede inducir un incremento signifi-
cativo en la activacion de ERK que, a su vez podria con-
ducir a una inhibicién o retraso en la diferenciacion adipo-
citica. Este tipo de respuesta es coherente con la
observacion, descrita en el apartado anterior, de disminu-
cion significativa en la expresion del factor de diferencia-
cion PPARy tras 42 horas de exposicion al CM, asi como
con los resultados del analisis de contenido de acidos
grasos y del estudio morfométrico en respuesta al CM.

4.6. Influencia del CM sobre la expresion de PPARy y
ERK1/2 tras 42 horas de exposicion al CM.
Estudio Inmunoquimico

Para reforzar los resultados descritos anteriormente obteni-
dos mediante Western blot, se procedio a un analisis adicio-
nal, mediante técnicas inmunocitoquimicas, de la expresion
de PPARy y p-ERK1/2 en células ADSC de pasajes < 4.

Nucleos Células p-ERK1/2 +

CM

Figura 15. Fotomicrografias representativas de la expresion de
p-ERK1/2 (verde) a las 42 h de la diferenciacion adipocitica, en
células no expuestas (Cd) o expuestas al campo durante las 42 h
(CM). Los nucleos (azul) fueron tefidos con Hoescht 33342 (x40).

Los resultados de los analisis de inmunocitoquimicos
ilustrados en las Figuras 14 y 15 se resumen en la figura
16, y revelan que al final de las 42 h de exposicién, el CM
indujo un descenso significativo en la tasa de células que
expresaban PPARy (27,9 % vs. controles diferenciados,
p<0.01), y un incremento significativo en la tasa de célu-
las que expresaban p-ERK1/2 (37,3 % sobre controles
diferenciados, p<0,001). Estos datos confirman los efec-
tos del CM sobre dichos factores, descritos en los apar-
tados anteriores de la presente Memoria.

En su conjunto, los resultados sobre los efectos del
CM en la expresion de los factores PPARy y p-ERK1/2,
obtenidos a partir de los analisis inmunocitoquimicos y de
Western-blot, son indicativos de que la exposicion a 50
Hz, 100 uT induce alteraciones en las vias de senalizacion
intracelular en las que participan dichos factores, y de que
tales alteraciones tendrian como resultado un retraso o
inhibicion en el proceso de la diferenciacion adipocitica.
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Figura 16. Influencia del CM sobre la expresion de PPARy y
p-ERK1/2. Contaje de células inmunomarcadas al final de un in-
tervalo de 42 h de exposicién al CM. Datos normalizados con
respecto a los cultivos de células diferenciadas (Cd) no expues-
tas a CM. ElI CM alter6 significativamente la expresién de ambos
factores, que se sabe estan estrechamente relacionados con la
diferenciacion adipocitica. **, p<0,01; ***, p<0.001 con respecto
a Cd. (test t de Student).

5. CONCLUSIONES

Nuestro estudio pone en evidencia que campos magnéticos
débiles de frecuencia industrial, que pueden encontrarse en
determinados ambientes ocupacionales, son capaces de
inducir alteraciones en la diferenciacion de células compo-
nentes del tejido adiposo humano. Esto podria constituir un
respaldo experimental a la hipotesis, propuesta por diver-
sos autores, que relaciona la exposicion ocupacional a CM
de baja frecuencia con alteraciones en el tejido adiposo
subcutaneo (ver, por ejemplo, Yang y col., 2010).

Segun se desprende del andlisis de la incorporacion
del colorante especifico de acidos grasos Oil Red O, la
exposicion a un campo magnético de 50 Hz y 100 pT es
capaz de provocar alteraciones en el proceso de forma-
cion del tejido adiposo en células ADSC humanas, proce-
dentes de un donante sano. Los resultados revelaron un
descenso significativo en la cantidad de acidos grasos
sintetizados por células ADSC expuestas al CM en fases
tempranas de su diferenciacion. Los datos indican que,
en sus estadios iniciales, la diferenciacion adipocitica
puede verse ralentizada o bloqueada parcialmente por la
exposicion a campos débiles de 50 Hz.

El mecanismo intracelular implicado en dicho efecto
parece estar mediado por cambios en la expresion del
factor PPARy y en la activacion de ERK1/2. Los niveles de
expresion de estos factores, asi como los patrones crono-
lbgicos correspondientes, estan implicados en la diferen-
ciacion de los pre-adipocitos. Los cambios inducidos por
el CM, revelados en el presente estudio, se traducen en
decrementos significativos, dependientes del tiempo de
exposicion, en la tasa de células que expresan PPARy.
Esta alteracion seria coherente con una inhibicién/retraso
de la adipogénesis. Distintos factores de tipo bioldgico,
como el pasaje de los cultivos celulares y el tiempo de

exposicion se han revelado, asimismo, determinantes en
la respuesta inducida por el campo magnético.

También se ha observado que el campo magnético
provoca incrementos significativos, tanto la tasa de célu-
las que expresan la forma fosforilada de ERK1/2 (p-
ERK1/2) como en la expresion de p-ERK1/2. Tras un pe-
riodo de exposicion de 48 h, estos efectos se han
mostrado asociados a alteraciones en las fases iniciales
de la lipogénesis 0 en la acumulacion de acidos grasos
en el citoplasma de las células ADSC.

Diferentes agentes quimicos, preferentemente factores
de crecimiento, han sido descritos como inhibidores de la
lipogénesis en diferentes tipos de celulares adipociticos v,
por lo general, tal accion inhibidora se ha visto asociada a
modulaciones o cambios en la expresion de PPARy. En algu-
nos estudios dicha respuesta se ha visto también mediada
por cambios en la expresion/activacion de la proteina MAPK-
ERK1/2 (Hu y col., 1996; Bost y col., 2005; Kim y col., 2007).
A partir del bloque de evidencia experimental, se ha pro-
puesto que la activacion de ERK puede tener efectos opues-
tos durante la adipogénesis. Asi, en estadios tempranos de
la diferenciacion adipocitica, ERK resultaria activada a fin de
promover la proliferacion, mientras que en estadios posterio-
res se requeriria una segunda activacion de ERK. Sin em-
bargo, algunos autores (Kim y col., 2007) han observado que
el segundo pico de activacion de ERK (a 48 horas) tiene, de
hecho, un efecto inhibidor de la diferenciaciéon adipocitica,
asociado a una inhibicién de la induccion de PPARy. Estos
datos serian coherentes con los resultados del presente es-
tudio que muestran que, tras 42 h de exposicion, el campo
magnético puede inducir descensos en los niveles de PPARYy,
asociados a incrementos en la activacion de ERK1/2. Mien-
tras que tras 18 h de exposicion, el CM no induce cambios
significativos en el factor PPARYy. Estas diferencias podrian
explicarse por la existencia de un patrén cronoldgico diferen-
cial en la respuesta inducida por la activacion de ERK1/2.

En nuestro estudio, al igual que en el de Kim y col., la
respuesta inducida por el CM, de disminucion de la sin-
tesis acidos grasos en fases tempranas de la lipogénesis,
podria ser el resultado de una desregulacion, también
inducida por el CM, de la expresion de ERK a lo largo del
periodo de diferenciacion adipocitica.

También los estimulos mecanicos han sido descritos
como factores capaces de inhibir la diferenciaciéon adipoci-
tica a través de la modulacion del factor PPARy (David y col.,
2007). Y también la activacion de la MAPK-ERK1/2 ha sido
propuesta como implicada en la inhibicion del factor PPARy
causada por estimulos mecanicos inhibidores de la diferen-
ciacion de adipocitica (Tanabe y col., 2004). Dado que esta
admitida generalmente la implicacion de estimulos de tipo
mecanico en el desarrollo de la lipoatrofia semicircular, aun-
que este aspecto de la lesion no ha sido abordado en el
presente estudio, cabe proponer la existencia de una posi-
ble sinergia de factores, mecanicos y electromagnéticos, en
el desarrollo de la LS en ambientes ocupacionales.

En definitiva, los resultados obtenidos en el presente
estudio respaldan la hipodtesis de que la exposicion a
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campos débiles de frecuencia industrial, presentes en de-
terminados ambientes ocupacionales, son capaces de
provocar alteraciones en la diferenciacion de células del
tejido adiposo. El mecanismo de actuacion del campo
magnético implicaria la activacion de la MAPK-ERK1/2. El
efecto sobre la diferenciacion de la célula adiposa estaria
mediado, al menos en parte, por el factor de diferencia-
cion adipocitica PPARy. Estos datos apoyarian que un
campo magnético de frecuencia industrial podria actuar
como cofactor en la etiologia de la lipoatrofia semicircular.
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