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RESUMEN.,

Cuando las células 3T3 llegan a confluencia se diferencian a
células con caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de adiboéitos.
Durante este proceso aumenta la sintesis de triglicéridos a partir
3é sus precursores y también aumenta la actividad de las enzimas
relacionaéas con la sintesis ae lipidos. La conversién adipocitica
~depende de un factor sérlco necesario nara la formacidn de los ’
',ad1poc1tos~ en ausencia de este factor las células no se d1ferenc1an
a ad1poc1tos (Kur1-Harcuch y Green, 1978). La d1ferenc1ac16n de ‘las
células 3T3 también se inhibe totalmente por 10 by 65 10 SM de: 5cido'
ret1n01co. la inhibicién es rever51ble al camb1ar las células armedio
adipogénico libre del retinoide (Kﬁri-Harcuch 1982). Con ei
prop051to de. analizar algunas de las caracteristlcas de 1la 1nh1b1c16n
- de la- conver516n adlpocitlca por el §c1do ret1no1co y la relac16n
“que guarda el citoesqueleto con'la aCC16n del retinoide, se examind
el comportamiento de las enziﬁas lipogénicas, glicerolfosfato
,deshidfogenasa y enzima mialica, duranfe la reversi6n del bldqueo de
ia diferenciacién con 4cido retinoico. Cultivos paraielos de células
3T3-F442A cuya conversibén se inhibié durante 11 dfas de cultivo con
ficido retinoico 107%M 6 10#5M, o por cultivo en medio no-adipogénico
con 6 sin écido-retinoico,'sé estimularon a diferenciarse en medio
adipogénico libre delyretinqide; las actividades de la glicerqifosfatov
deshidr@genaga y de la enzima midlica presentaron en todos los casos:
los cambios caracteristicos dé la diferenciacién, aumentando‘ »
respectivaménte 100-300 veces y 8-14 veces lo§ valores de actividad

encontrados en cultives no susceptibles a la conversién adipocitica




o en células en fase de proliferacidn. Cuando los cultivos
alcanzaron el estado de reposo en presencia del dcido retinoico, se
observd un retraso en la expresidn de ambas enzimas respecto a los
cultivos que revirtieron de un‘medio no-adipogénico; este retraso
dependié de la concentracibn de retinoide utilizada durante 1la
inhibicién de la conversién. El retraso fue mayor en los cultives
donde_ se inhibié previamente ‘la diferenciacién con medio
no-adipogénico conteniendo dcido retinoico. En los cultivos cuya
(difereﬁhiaciénrse‘bloqueé a lo largo de los experimentos, las
actividades permanecieron en sus niveles basales. Estos resultados
sugieren que el estado de reposo alcanzado por 1las células 3T3-F442A
en presenc1a del 5c1do retinoico es diferente al estado de .reposo
alcanzado por las células cu1t1vadas en medio no-adipogénico. Por
otra parte, durante la inhibicidn de la conversidn adipocitica por:
el dcido retinoico, 1las éélulas presentaron una morfologia mis

aplanada y alafgada que las c&lulas cultivadas en ausencia del

retinoide; estos cambios morfol6gicos sugieren que el &4cido retinoico

puede ejercer su efecto a través de una estabilizacién del
citbesqueleto. El1 tratamiento con citocalésina B (2.0 ug/ml)
ap11cado durante 1la reversién de la inhibicidn por el retinoide
adelanto 2-3 dias el inicio de la conversidn adlpocit1ca, mientras
que en cultivos mantenidos en presencia del Hcido retinoico a lo
largo del desarrollo experimental la citocalasina B no tuvo efecto.
Los resultados muestran que la estabilizacién del citoesqueleto

mediada por el dcido retinoico solamente modula la expresién del




fenotipo diferenciado y que 1a inhibicién de la conversidn
adipocitica se lleva al cabo mediante otro mecanismo. Los resultados
sugieren que 1a glicerolfosfato deshidrogenasa Yy la enzima milica

se regulan de manera no coordinada,.




INTRODUCCION,
La multicelularidad de un organismo depende de la formacidn de
células espec1a11zadas en funciones espec1f1cas como 1ocomoc16n,

soporte, captacxon de estimulos del medio, etc. La expresién de-

estas funciéﬁes especificas depende de los procesos de diferenciaciﬁn
celular.:  Las célulaS'diferenciadas tienen el mismo genoma,. pero
expresan diferentes funciones (Maclean, 1977) :

' El estado’ diferenciado es caracteristlco de_las células de -

organ1smos eucar1ontes- pero se observa una expre516n genét1ca

*ﬂ‘d1ferenc1al en los procarlontes; la cual corresponde al encendldo y

apagado de operones de. dlferentes rutas metab611cas. 'En bacter;as o

Y c1anobacter1as se” encuentran algunos grupos que constltuyen

fagregados multlcelulares,‘como 105 cuerpos fructiferos en Myxobacter1as

i(Dworkln,v1973) ‘0 los hetGTOCIStOS y aC1netos en’ c1anobacterlas

(Carr Y Bradley, 1973)

fSe con51deran tres probables 1nd1c1os en. 1a apar1c16n de la
d1ferenc1ac1on entre 1os eucar1ontes (Maclean, 1977) un alto grado
V.de d1ferent1ac16n de partes de una misma célula- una tendenc1a al :

desarrollo de una estructura 51nc1c1a1 como en Stentor, 0pa11na o

VVPhxsarum (Sauer, 1873) y el hongo chgzostellum d15coxdeum (Garrod

_y Ashworth, 1973), y una tendenc1a a desarrollar una. estructura

multxcelular como en. Pandor1na, Volvox o Dictyostelium. o

» Por otra parte, del" estudlonOmpar;::¥3~dé:Za d1ferenc1ac16n
“a lo largo de la escala fllogenétlca, se pueden postular 4 prlnc1plos_,i V
V;(Maclean, 1977)-

1)' La d1ferenc1ac1on determlna 1a forma orgénlca del 1nd1v1duo.~f7«“




2) El estado d1ferenc1ado tiene como consecuenc1a una’ restrlcc16n,
o pérdlda de la potenc1al1dad de la célula para dar origen a otros.
'tlpos celulares.

3) La determ1nac16n de una célula es estable y heredable.

’ 4) El estado d1ferenc1ado tiende a ser predomlnante en 1a vida.
”de los organ1smos a medida que se asciende en la escala evolutlva.

. Uno de los problemas centrales que ‘se presentan en: el estud1o
de la d1ferenc1ac16n, es e1 expllcar cémo se establece el compromlso
de la c8lula. para’ el camb1o de expres16n genétlca caracterist1co de
ﬂ,este fenémeno y en e1 que la progenle celular muestra un nuevo programa

‘diferente al de las Celulas progenltoras. Exlsten dos modelos que
bptratan de responder esta pregunta. El prlmero, propone que el

:;ompromlso para expresar func1ones d1ferenc1adas por. parte de una

‘célula ocurre en forma estocéstlca (T111 y.col, 1964' Fusella y col
'z;1976), ‘es dec1r,,con una probabllldad d1screta en cada generacién. ff
celular. Este Lompromlso rTequiere la presencia- de un- 1nductor y 1a

3xpresién de 1a dlferenclaclén se determina por pardmetros c1nét1cos

i \,prec1sos (Gusella Y. col 1976) El segﬁn&o; propone que la

- dlferen51ac16n comprende una serie de eventos programados eﬁ *os queJ
la tran51c16n de un compartlmento celulat al siguiente en un 11naJe
.».elular esté dada por eventos dependlentes del C1clo celular (Holtzer,
‘ 97b) Holtzer (1970) postula dos tlpOS de c1clo celular. un’ c1clo,
-elular prollferat1vo, en el que se producen celulas h13as 1gua1es a

“la célula progenltora, ¥y un ciclo celular cuﬁntlco que produte células’

L2on func;ones caracteristlcas que no,sefencuentran3en~la célula .




progenitora.

Para el estudio de la diferenciacién se han utilizado varios

sistemas experimentales, tanto in vivo como in vitro. In v:vo, los
estudios de regeneraci&n en anfibios han apoyado las siguientes
4,conc1u51ones (Konlgsberg, 1963): las células diferenciadas no-
: necesarlamente son 1rrevers1bles como elementos postmitSticos; cuando
las células dlferenC1adas ‘se'estimulan en forma adecuada mediante la
;amputaciﬁnfdel'ﬁrgano, pueden perder algunas de sus estructuras
caracteristicas y adquirir algunas de las funciones tipicas de un
"éstado mis temprano de diferenciacién, y pueden proliferar y volver a
_expresar el estado normal de diferenciaci6n. Para el estudio in vitro
‘de 1a diférenciacién de células de mamifero, se ha utilizado el cultivo
de eélulus o de tejidos. Las células de mamifero mantenidas en cultlvo,
en alguncs casos prollferan indefinidamente y despues de alglGn. t1empo ’
mgeren, tomo 1as células de humano que logran sobrev1v;r-aprox1madamentet
50 generaciones en cultive. En algunos otros casos, la poblacién i
celulaf'puede constituirse en uné linea celular establecida y adquiere
la capacadad de mu1t1p11~ac16n 1ndef1n1da, y en ocasiones, la: capac1dad
‘de produc1r tumores.
- EBn- 1963, Todaro v Green obtuvieron.lineas celulares estéblecidas

 vdé f1brob1asto5 de embrién de ‘ratbn suizo. Inocularpn,cultivds'coh
diferentas densidadesvcelulares y los mantuvieron enbﬁn_régimehvde

transferencia de 3 dias. Se derivaron las lfneas 3T3, 3T6 y 3TiZ,

5 5

cuyas densidades de inoculacién fueron de 3 x 105, 6 x 10° y 12 x 10

células por cultivo, respectivamente. Se observ6, que al iniciar los




cﬁltivos, las célulés presentaron una tasa alta de crecimiento que
disminuyé paulhtinamente; después de 15 6 '30 generaciones (45-75 dfas

de cultivo) la velocidad de crecimiento aumcnté y alcanz6 un valor -
Seme}ante al inicial (Todafo y Green, 1963). Este éumento fue el ‘
primer indicio del establecimiento y estuvo acompafiado de 1la adquiéicidn
de heteroploidia. Estas célulés. al igual que otras lineas celulares
éétahlecidas, poseen una mayor capacidad de proliferacién a bajas -
densidades de infculo y una morfologia flbroblastoxde.,

La linea celular 3T3 tiene un comportamlento diferente al de las
otras lineas obtenidas por Todaro y Green; presenta una densidad de
saturaciﬁn'menor; es sensible a la inhibici6n del crecimiento por
densidad de saturacidén, lo cual no es caracterfstico de la mayor pafte
de las lineas celulares establecidas, y fofma monocapas capaces de
permanecer en estado de reposo por largos periodos (Todaro y Green,

1963) .

Sublin¢as preadiposas de las células 3T3.

En los cultivos de cé&lulas 3T3 que llegaban a cohflueﬁcia, se
podian observar algunas células convgotas de lipidos en el citoplasma‘
que formaban grupos probablemente rela;ionados clonalmente (Green vy
Kehinde, 1974)., La clonacién selectiva permitid oBfeher clonas don ‘
diferente capacidad de acumular 1lipidos en el citoplasma; la acumulacién
lipidica podria deberse a un proceso de diferenciacién a adipoditoé y
se denominé conversién adipocitica (Green y Kehinde, 1974).

Las dos clonas que inicialmente se aislaron fueron la clona
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3T3-L1 y la clona 3T3-L2 (Green y Kehinde, 1974). La diferenciacién
de la clona 3T3-L1 se presenta tantc en cultivos en superficie que

han alcanzado el estado de confluencia, como en cultivos en suspensibn
esﬁabilizados con metil-celulosa que impiden la multiplicacién celular
géneraliﬁada (Green y Meuth, 1974). Postefiopmente; se obtuvieron
subclonas que variaron en su capacidad o susceptibilidad para la
conversidn adipocitica, entre ellas: células con alta susceptibilidad
de conversidn (3T3-F442A), células con una mediana susceptibilidadvdé
conversi6én (3T3-L1 y 3T3-L2)}, y clonas que poseen un porcentajé de
conversién muy bajo o que no tienen la capacidad. de convertirse a
adipocitos (3T3-M2 y 3T3-C2) (Green y Kehinde, 1976).

Las clonag 3T3-L1. 3T3-L2 y 3T3-F442A son un modelo adeéuado‘
péra el estudio‘ig.!igzg del metabolismo de 1ipidos, del proceso;de
diferenc.acibn de los adipocitos y de su capacidad para responder a
hormonas y agentes lipoginicos y lipoliticos. Estos aspectos se han
estudiado tanto en el animal intacto como en rebanadas de tejido.
mantenidas en cultivo o 2n cultivos primarios de adipocitos (Rﬁdman
v Di Girolamo, 1967; Rothblat, 1969). Sin embargo, las clonas de 3T3,
a diferencia de las rebanadas de tejido o de los cultivos‘primérios,
son una poblacién celular homogénea que puede proliferar indefinidamente
y tienen la capacidad de iniciar la diferenciacién adipocitica en

condiciones especificas.

Conversidn adipocitica.

La conversién adipocftica se caracteriza por varios cambios:
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cambios morfolbgicos, acumulacibn intracitopl&smica de triglicéridos,
czambios en actividades enzimiticas, incremento en la sensibilidad a

hormonas y sintesis de DNA.

. Cambios morfoldgicos. ‘
Las—qélulas 3T3 son células de aspecto fibrbblésficn, aplénadas
;e i:regﬁlares'con grandes procesos citOplésmicos;r‘Cuando llegan a
_cpnfluen;ia.loé procesos'se retraen, engrosan y-adquieren una forma
~“oval o‘égfé¥ica.‘ Simulténeaﬁénte; se acumulan lipidos en el citopiasma
Eormando pumerosas gotas que se fusxonan y desplazan el nﬁcleo hacia’
Mrla perxf ‘i_. En las- prlmeras fases: de la d1ferenc1ac16n, las: celulas

son 51m11ares a los ad1poc1tos multlloculares del tejido adiposo pardo,

pero al flnal de 1la conver51én son més parec1das a los ad1poc1tos

un1locu1ares‘de1 tejido adlposo blanco (Green y. Meuth, 1974). Los
cambios morfol6gicos muy pempranos no estédn claramente descritos.' Sin
embargo, Greeh y Kehinde (1576)vdescribieron, por tinci6n de los 1lipidos
con rojo oleoso 0, que al inicio de 1a‘transici6h morfolbdgica el
,Citoplasma:apafece tefiido en forma.difusa sin aﬁarentes gotas de
lipidos;;ios limites celulares estdn bien definidos y'paulatinamcnté
desaparecen al irse éébrélapando los proéesos celﬁiares y adquirir‘la
forma redonda. Los adipocitos se encuentran formando pares o grupbs
~Ce células que probablemente estfin en la misma etapa de diferenciacién,
sugiriendo que las células estin en relacién clonal y mis o menos
sincrénica (Green y Kehinde, 1976). |
‘ Los cambios morfoléglcos de la conversidn adipocitica se

encuentran,determlnados por el programa de d1€erenc1ac16n y no dependcn
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de la acumulacidén intracitopldsmica de 1Ipid65. Kuri-Harcuch y col
(1978) comunicaron que la adquisicién de la forma redonda se;puede
ilevar al cabo en ausencia de sintesis y acumulacifn de triglicéridos
debido a probables alteraciones del citoesqueleto. Durante la conversién
adipocitica dismihuye la sintesis de actina hasta en un 75-80% (Sidhu,
1979; Spiegelman y Green, 1980) lo que correlaciona con la desaparicién
de las fibras de tensién (Novikoff y col, 1980). Spiegelman'y Farmer
(1982) encontraron que la disminucién en la sintesis y conten1do de
act:na, tubulina y vimentina precede a los aumentos en ‘1a act1v1dad de'
‘las enzimas 1ipogénicasf -Durante 1la reorganizacidn del citoesqueleto,
se ha sugerido la existencia probable de filamentos, todavia no
identificados, élrededor de las gotas intracitoplésmicas.de lipidos
cuya disposicidén es similar en 1los adipocitos diploides en desarrollo
(Novikoff y col, 1980).

Por otra parte, en los preadipocitos 3T3 las gotas de lipidos
se encuentran rodeadas pof reticulo endoplédsmico, mitocondfias y
peroxisomas, sugiriendo la existencia de una relacifn metabblica y
estructural. Debido a 1la reorgénizacidn del ;itoplasma durante la
diferenciacién, aumentan las vacuolas autofdgicas y las vacuolas con

actividad de fosfatasa &cida (Novikoff y col, 1980).

Acumulacién de triglicéridos.

La acumulacién de lipidos intracitoplasmicos durante la conversidn
adipocitica de 1las célulasliTS puede deberse a-un aumento en la sintesis
de &dcidos grasos ybtriglicéridos. La sintesis de triglicéridos durante

la fase de proliferacidn exponencial es similar tanto en los cultivos
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de laé sublineas 3T3-L1 y 3T3-F442A (lineas con alta susceptibilidad
de conversién) como en los cultivos de las células 3T3-M2 y 3T3-C2
(1ineas con-baja susceptibilidad). Sin embargo, cuando las cé&lulas
}Tﬁ-Li y,3T3-F442A llegan a confluencia, la sintesis de triglicéridos
.aumenta‘?arias veces en magnitud (Green y Kehinde, 1975). 1la

14C-glucosa, de MC~acetato y de 14C—palmitato a

incorporacidn de
triglicéridps en las c¢c&lulas 3T3-L1 aumenta aproximadamente 200 veces,
Sofveces kvde 6 a 20 veces, respectivamente en comparacifn a 1a
‘incoiporécién-en la sublfnea 3T3-M2 de nula susceptibilidaﬁ de conversién
adipogitica {Green yiKehinde, 1975; Mackall y col, 1976). 'La
incofporacién de estos precursores a fosfolipidos no aumenta y se
mantiene a niveles basales (Green y Kehinde, 1975). Reciéqtemente se

‘na. comunicado que el palmitoleato y el oleato constituyen el 32 y 26%
respectivamente de los #dcidos grasos totales en 3T3-L1, y son

o sintetizados de novo o por desaturacién de palmitato y estearato; su
concehtracién aumenta unas 8 veces durante la conversién adipocitica

(Kasturi y Joshi, 1982).

Cambios en actividades enzimédticas.

o Tanto en los adipocitos diploides como durante la conversién
adipocitica de las cé&lulas 3T3, la biosintesis de‘triglicéridos sé
puede‘lievar al cabo por‘la sintesis de novo de &dcidos grasds a partir
de sus precursores, o por 1la esterificacién de los dcidos grasos
2xdgenaos. La acumulacién intracitopldsmica de lipidos durante la
conversidén adipocitica se debe ai aumento en la actividad de las
2nzimas lipogénicas, ocasionado por una mayor sintesis de novo de las

snzimas como la acetil CoA carboxilasa, la sintetasa de los dcidos
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'giaéos, 1a'g1icef01f05féto deshidrogenasa y la enzima mélica (Mackall”

y col, 1976; Ahmad y col, 1979; Student y col, 1980; Weiss y col,
«.1980; Spiegelman y Green, 1980). Se ha onérvado un aumento en lab_

: ;cantldad de mRNA's especiflcos que codlflcan algunas de estas en21mas
L(Splegelman Yy Green, 1981)v Resultados 51m113res 'se podrian esperar
:xpara 1a5 otras enzimas 11pogén1cas cuya sintes‘s no’ se ha estudiado. f :

. Las.. en21mas ester1f1cantes gllcerolfosfato ac11transferasa, la d1ac11

'Lf,gllcérldo ac11transferasa 24 1a llsofosfatidlco ac11transferasa aumentan f‘:?

Cen act1v1dad 50-100 veces, 60 y 50 veces,(respect1vamente en relacxﬁn '

',con las células 3T3 c2 que no -son suscept1b1e5 de convers16n adlpocitlca S

' ‘(Kurl Harcuch y Green, 1977 Kurl Harcuch .y col 1978 Coleman Yy col,‘

3_1978) Las enz1mas que. 51ntet1zan écldos grasos, acetll CoA carbox11asa,u

;-ATP c1trato llasa y 51ntetasa de los 5c1dos grasos aumentan su act1v1dad‘“‘

't‘40 y 50 veces durante la conver516n (Mackall Yy col -1976) 3 1a enz1ma
“'m511ca que produce un 40-50% del NADPH necesarlo para la sintesis de__
»ﬁc;dos grasos (W1se y Ball 1964), también aumenta aproxlmadamente 15

: Qeqes,respecto a las células no adlposasl(gur1 Harcuch y‘Green, 1977).

' Por ‘otra parte, las enzimas glicoliticas glucosa—ﬁ—fosfato deshidrogenasé; -,wf

:deshzdrogenasa 15ct1ca, aldolasa y- gllceraldehido fosfato desh1drcgenasa

rmuestran pocos aumentos en su act1v1dad de "2~ 4 veces respecto a 1as
células no d1ferenc;adas (Gr1mald1 y col 1978 Sp1egelman y Green,
]980). -Sln embargo, otra enzima gllCOlitlca, la gllcerolfosfato .
éeshidrogénasa, que a partir del_fosfato de d1h1drox1acetonq sintetiza
el 3:glicerolfosfato necesario'para'la sintésis de los triglicéridds,

,llega ‘a aumentar entre. 500 8 50,000 veces’ durante 1a conver516n

,adlpocit1ca (Kur1 Harcuch y: col 1978 Palrault y Green; 1979) ’E§te.‘;f‘”
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aumento tan significativo de la enzima se explica, porque durante la
) d1ferenc1ac16n a ad1poc1to;, se expresa una-isoenzima que no se encuentra
en cé&lulas no adlposas (Wise ¥y Green, 1979). La enzima 11poproteina

1;pasa, que es” caracterist1cavdel tejido adiposo y que se 1oca112a en:

‘%yla superfiéie de las células éndbtelialéé de los vasos o en la superf1c1e

 “§e los ad1poc1tos, tamblén se- expresa durante 1la. conversxdn adlpocit1ca

; las células 3T3 la act1v1dad de esta enzima 11ega a‘dumentar hasta
'?Bo;veces (Wlse Y Green, 1978 Crlmaldl Yy col 1978, Spooner y:co},

B 1979) (ver tabla 1) ' R B S

‘ Los aumentos en las act1v1dades enz1m5t1cas durante la convers1on

.iadlpocit1ca parecen estar re"

‘1ados en forma coordlnada ‘tanto para las

‘=n21mas que 51ntetlzan éc1d0 grasos (Mackall y col, 1976), como para

:«;las en21mas ester1f1cantes (Coleman Y. col 1978) 51n embargo, tamblen"“

"jae ha descrlto que la' enzmmas llpogenlcas estén reguladas en- forma no

;i-oord1nada con las- enz1mas gllcolitlcas (Splegelman y Green, " 1980)
Vuas enzimas 11ponén1cas responden de manera diferente a.la def1c1enc1a
de blotlna, y: se. ha postulado la ex15tenc1a de enzimas primarias como
la g11cerolfosfato deshldrogenasa - la 1ip0proteina 11pasa cuyas '
 act1v1dade$ no se modlflcan por 1a 51nte51s de 5c1dos grasos, otras,.
como la en21ma méllca y la gllcerolfosfato ac11transferasa, ‘se. han
: ,on51derado como enz1mas secundarlas ya que sus’ act1v1dades se pueden
regular por la sintes1s de 5c1dos grasos (Kuri-Harcuch y col, 1978)
dor otra parte, la 51ntes1s de 1a glicerolfosfato desh1drogenasa, de
' :la sintefésardeklps dcidos grasos y de la enzima milica no pafecen )

»Tegdlarse;cpmqjunidad‘CQordinada dcl tipo operdn (Spiegelman y'Green,g
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Tab.a I. Proteinas cuyc nivel se modifica durante la conversién adipocitica de

las cElulas 3T3.

Nombre Cambio en 1la Referencias
enzima
a) Biosintesis de los dcidos grasos.

- KIP citrato liasa (+) 20-50 veces 10,29,67,68
Acetil CoA carboxilasa (+) 40-50 veces ) 68 " e
Sintetasa de los &cidos (+} 1.75; 10-50 veces' - 29,68,110,115,123 -
grasos . N
Picuvato carboxilasa (+) 18 vég:es 3,67
Estearoil CoA desaturasa (+) 100 veces 43
1) NADH ferr&cianuro -

reductasa (+) 3.4 veces 43
2) NADH citocromo &
reductasa (+) 2.3 veces 43
3) Citocromo bsa (+) 6.6 veces - 43
4 Ag desaturasa terminal? (+) 32 veces 43
Enzima milica . (+) 7-15 veces 49,50,51,53
b) Biosintesis de lipidos. .
Glicerolfosfato deshidrogenasa (+) 200-5000 veces 53,82
Glicerolfosfato acil transfe-
rasa (+) 50-80 veces 10,49,50,51,53 |
100 veces :
30.4 veces
Acido graso CoA ligasa (+) 30-100 veces 10,29
Lisofosfatidico acil :
transferasa (+) 59 veces 10
Diacilglicerol acil transfe-
rasa (+) 63 veces 10,
13 veces 29 R
Lipoprotefna lipasa (+) 80-180 veces ' 53,112,127 0 -

, 1.5-3 veces 29 e
Diacilglicerol colina g
fosfotransferasa (+) 2.5 veces 10 :
Diacilglicerol etanolamina ) .
fosfotransferasa (+) 2.7 veces 10
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Nombre Cambio en la Referencias
enzima '

Fosfatidico fosfatasa (+) 3.3. veces 10,29
Triolein hidrolasa (+) 2 veces 29

c) Enzimas: del metabolismo energético.
Glucosa-6-fosfato )
deshidrogenasa (+) 2 veces 29
"Lactato deshidrogenasa (+) 1.2-3 veces .- 29,67,110
Fosfofructocinasa (+) 5.2 veces 67
Aldolasa (+) 4 veces; 4.4%. 67,110
Citrato sintasa (+) 2.7 veces 67
Isocitrato deshidrogenasa (+) 1.3 veces- .67
mitocondrial (ligada a NAD)
Glutamato deshidrogenasa (+) 2 veces 67"
Gliceraldehido fosfato (+) 10.43 110
deshidrogenasa ) i

d) Movilizacién de triglicéridos intracitoplésmicos.
Hidrolasa de triglicéridos (+) 19 veces 44
Hidrolasa de diglicéridos {(+) 12 veces 44
Hidrolasa de monoglicéridos (+) 10 veces 44
Colesterol ester hidrolasa (+) 280 veces 44

e) Otras actividades enzimiticas.
Kf-p-nitrofenil fosfatasa {(#) 1.5 veces 29
Fosfatasa &cida (+) n.d. 78
a-naftil acetato estearasa (+) n.d. 78
Poli(ADP-ribosa) sintetasa (+) posterior a los 84
. primeros indicios de

conversién.
yglutanil transpeptidasab {(+) 4 veces 117
Glutationasa (+) 5 veces 17
Glutaminasg independiente (+) .5 veces 17
de” fosfato
73

Glutamita sintetasa

(+) mds de 100 veces
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Tabla 1 (Continuacién).

Nombre ; B -~ Cambio en'la ' Referencias
enzima

f) Proteinas c1toesquelét1cas ‘ _ ) : :
Tubulina - S0 (<) mis de 95% . 108

Actina ; (Y0908 105,108,110
Vimentina EnY (-) n.d. . e 108 ‘
g) Otras. L S S
- - Coldgena (-) n.d. R
Péptido de 250 000 daltones  (-) 2% R AT
‘ pépfiao 16 500-18 500 daltones: e L

Los. sagnos +) o ( ) mdlcan :incremento o decremento respecuvamente.
" n. d. significa no deterninado. : '

’-'Los cambios en porcenta]e estdn referldos respecto a la cantidad de proteina .
- total, p
*Notas: a) Las actividades NADH ferncganuro reductasa, -NADH-citocromo ¢

reductasa, citocromo by A” desaturasa. terminal forman parte del
camplejo de la estearo§1 CoA desaturasa.

b) Las actividades Y—glutanul transpeptidasa, glutatmnasa y .
glutaminasa independiente de fosfato pertenecen a la misma.proteina.’
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1981).

Efecto de hormonas Yy agentes quimlcos sobre 1la conversién adlpocitlca
de las células 3T3. ’ e k ‘
La acumulac16n de lipxdos en el te31do adlposo se regula por:
el transporte y metabollsmo de la glucosa, la. sintesis de dcidos grasos
'y de trlgllcérldos, y la mov1112ac16n de los tr1g11cer1dos acumulados
en el citoplasma, i.e. 11p611515 {Rudman y D1 G1rolamo, 1967} . Estos
‘procesos se pueden modificar por hormqnas como ‘la insulinaw epinefrina

“y.1la ACTH, o por agentas quimicos come indometacina. -

. é){ Inductores de la 11pogéne51s.
La 1nsu11na est1mula el transporte y el metabol1smo de 1la glucosa

en el tejldo ad1poso de la rata y del ratén (Rudman y Di Girolamo, 1967)
y también estimula la llpogéne51s y ‘la acumulacién 1ntrace1u1ar de
triglicéridos. o

En 1la conversidn adipocitica de las células 3T3, la insulina
también‘aumenta el tfansﬁorte y la incorporaciﬁn de glucosa (Green y
’Kehlnde, 1975) y estimula su conversién a CO, (Rubin v col, 1977).
El transporte de glucosa aumenta ‘de 1 a 2 veces en las células
diferenciadas a adipocitos (Rosen y col, 1978; Karlsson'y col, 1979
Bishayee §;Das, 1982); este efecto es‘éimilar al que se observa en
adipocitos diploides de rata (Karnieli y col, 198i). Por otra parte,
cuando sé agregan concentraciones de 1 a s ug de insulina por mililitro
dé medio de cultivo, 1la incorporacidén de glucosa. a triglicéridos auméntd

de 4.a 5 véces durante la conVeféién adipocitica'(Greeh y -Kehinde,




20,

1975). La insuiina témbién aumehta el tranéporte de aminoidcidos
‘(Rosen y col, 1978), la sinte51s de proteinas y del DNA (Green y
Kehinde, 1975) y 1la UtlllZBClén de trxgllcérldos exégenos (Spooner Y
col, 1979) durante la conver516n ad1pocit1ca

" La 1nsu11na produce aumentos .en la act1v1dad de las en21mas

‘V.11pogén1cas como la estear011 CoA desaturasa (Kasturl y JOShl, 1982),

" la 11poproteina lipasa (Spooner y col, 1979), la éc1do graso CoA
H 11gasa Y la dlac11g11cér1do ac11transferasa (Crlmaldl y col 1978)
HZTOtras en21mas y proteinas con51deradas como prlmarlas en la conver516n
ad1pocit1ca 'como la gllcerolfosfato desh1drogenasa, 1a 51ntetasa de l
105 ﬁc1dos grasos, la glucosa ~6- fosfato deshldrogenasa Yy 1a actina no -
aumentan su acthldad o conten1d0 por el efecto de la 1nsu11na »
'ig(Grlmaldl y col, 1978 Splegelman y Green, 1980} . ;

“El aﬁmento en 1a sen51b111dad a 13 1nsu11na durante la conver516n
_adlpocitlca de las células 3T3 se debe ‘a un 1ncremento en 1a cantldad
de receptores’ para 1nsu11na en 1a superf1c1e celular, la cual es de
'7000 9000 receptores por célula en los preadipocitos y aumenta a
170 000 250 000 receptores por célula diferenciada a ad1poc1to, hay
 un aumento de 10 a’ 35 veces en la cant1dad de receptores para 1a
1nsu11na (Rubln y: col 1978; Reed. y col 1977; 1981; Karlsson y col,
1979) Estos camblos se deben a un incremento de. 20 a 40 veces en -
la: sinte51s de los receptores (Reed y col, 1981).

La respuesta ‘de 1las celulas 3T3 a la 1nsu11na se-observa a

concentrac1ones f151016g1cas de la hormona“ (Russell ¥y Ho, 1976), e1

mecanlsmo de acc16n, en-su mayor parte, es desconocido. aunque su-




: 1ntrace1u1ares de nucle6t1dos cicllcos.

'Vu‘ie 1as células 3T3 a. ad1poc1tos (Russell y. Ho, 1976'3Chang y Polakls,
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capac1dad de 1nduc1r un estado fac111tado de1 transporte de hexosas

y de afectar ¢l metabolismo celular en general no- depende solamente de

§ la interaccion de la hormona con sus receptores, 51no de su efecto
',sobre la sintesxs de proteinas (Rosen y col, 1978 Karlsson y col,

'1579)2 Se ha- comunlcado que la 1nsu11na 1nduce la fosforllac16n de
- 1a proteina rxbosomal S6: (Rosen y col, 1981) y de la cn21ma ATP

i c1ttatq liasa (Swergold y col, 1983]_en los adlpocltoskSTS—L1J

bj. Prostagland1nas, ester01des Yy mod1f1cadores de los nlveles

Exlsten otros compuestos como las’ prostaglandxnas FZa ¥ E1,5131

13 met11 3 1sobut11xant1na (MIX), 1a’ dexametasona (DEX) y la 1ndometac1na,‘ﬂ"f

n forma 1ndepend1ente ° comblnada, est1mulan la d1ferenc1ac16n

H?k 19Z8,_§ub1n<y cel, 1978; Spooner y col, 1979 Student y col 1980)

“ Ea pr&étaglandina‘F y la 1 met11 3- 1sobut11xant1na prcmueven
la conver51on adipocitica, ‘aumentan 1as act1v1dades enzimdticas. .y la
orollferac16n celular (Russell y Ho, 1976). - La prostaglandlna Eq (PGE )

L:.lene una capac1dad de est1mulac16n de la convers16n 100 veces menor

que la prostagland1na F, (PGF ) ya que parece 1nteracc1onar con: menor.

ﬁ, dflnldad con. el rPceptor de la PGF (Russell y Ho, 1976)

" El mecanismo de ‘accién de estos compuestos no se. conoce; ‘la MIX ;
inhibe la fosfodiesterasa del AMP 'y aumenta la concentrac16n
“intracelular del nucledtido (Russell y Pastan, 1974 D' Armlen;o y col,

'1972) y la pGFZa aumenta -1os niveles intracelulares del GMP (DeAsua

Ty eol, 1975) *Sin embaigo,ila diferenciacién de:los preadipocitds  .
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no se cstimula con otros compuestos que modifican los niveles
intracelulares de nucle6tidos ciclices, por ejemplo, el dibutiril.
AMPC, la cafeina o la tepfilina (Russell y Ho, 1976) que incluso
reducen la sintesis de enzimas 1ipogénicas durante laadifereﬁéiacidn v
"(Spiegelman y Green, 1981). ‘ ' L
: Los estero1des como la dexametasona (DEX),;_a :

bdesox1cort1costerona la d1h1drote5tosterona Y la progesterona ‘
ejercen en e1 te31do adiposo un efecto negat1vo sobre e1 transporte,ﬁ

V*QV el metabollsmo de 1la glucosa (Rudman y Di Glrolamo 1967), pero

' est1mu1an la- convers16n adlpocitlca de 1as células 3T3 (Rubln y col
1978).. Su efecto” parece deberse a una d15m1nuc16n en’ la dlsponlbllldad'f‘-

Tde ac1dos grasos 1nsaturados para ‘1a sintesis de prostaglandlna E

; (Rubln y col, 1978), la dexametasona (DEX) produce 1a mayor est1mu13¢16n}u”
de la conver516n adlpocitlca (Rub1n y col, 1978) Rubln y col, (1978)

’ obtuV1eron hasta un 80~ 90% de: conver516n ad1pocit1ca en 1as células ‘ ‘
3T3;L1 empleanéo una-: mezcla de. MIX (0 5. mM) y DEX (0. 25 uM) ‘en ausenc1a (
de insulina. La 1ndometac1na, que es un compuesto s1ntét1co Yy un
poténiekinhibidor de 1la actividad de 1la prcstaglandina endoperéxido
sintétasa tamblén estimula 1la convers16n adipocitica de 1as células ”

3T3 Ll (Chang y Polakls, 1978).

c):  Agentes 11polit1cos

 Diversos agentes 11p01it1cos que elevan los niveles /f'
1ntrace1ulares de AMP modulan negat1vamente 1a conver516n ad1pocit1ca
y el metabolismo de los ad1poc1tos termlnalmente diferenciados, como

la cafeina (Russell y Ho, 1976), el isopfoféreﬁol (Greénfy?kehind¢,~
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1975; Weiss y cdl, 1980; Spiegelman y Green, 1981;’Kawamura y col,
1981; Lai y col, 1981; Watkins y col, 1982; Swergdld y col, 1982}, 1la
teofilina (Spiegelman y Green, 1981; Miller y col, 1978, 1980) o el
dibu;iril AMP y otros anfdlogos del AMP (Russell y Ho, 1976; Miilef
y col, 1978, 1980; Sp1egelman y Green,. 1981). '
El d1but1r11 AMP Y sus an&logos, el 1soproteren01 y la. teoflllna‘
ioal ggregarse al medlo de cultlvo d1sm1nuyen la acumulac16n de‘ ,
'trlgllcérldos ‘en las cé&lulas 3T3 L1 6 3T3 F442A (Green y Kehlnde, 1975'
'Splegelman y Green,v1981) .Estos compuestos aumentan la act1V1dad de -
algunas en21mas g11colit1cas como la aldolasa, la desh1drogenasa K
;léctlca y 1a g11cera1deh1do -3-fosfato deshldrogenasa (Splegelman y
areen, 1981), y de las’ enz1mas que 1nterv1enen en la mov1112ac16n ‘
.1toplésm1ca de los trlgllcérldos y del colesterol como” 1a tr1g11cérldo
*Lipasa, 1la monogllcér1d0v11pasa y 1a\col¢ster01,ester hldrolasa :
(Kawamura~y col, 1981) Sin embargo;'disminuygn'la sintesis.y 15“;;_
actividad de las enzimas liP0§énicas»Ebmo la sintetasa de loéiééidos, ;:v
grasos, la gllcerolfosfato deshldrogenasa, la enzima mﬁllca y la
oiruvato carboxilasa (Spiegelman y Green, 1981)]; ;ambién disminuYen la
“actividad de 1la glutémina sintetasa (Miller ¥y coi 1980). ‘Durante la
incubacibén de los pread1p0c1tos 3T3 con d1but1r11 AMP se‘obsérva la‘}
" aparicién de un pépt1do de 39, 000. dalitones cuya func16n todavia no 'se
onoce (Splegelman y Green, 1981). . -
’ Las aminas B—adrenérgicas y 1a hormona adrenocorticotréﬁica
(ACTH), cuyos efectos estian medlados por el AMP ejercen una’™ acc16n

l1polit1ca sobre el te)ldo ad1poso de los mamiferos (Rudman y D1 Glrolamo
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1967) y dlsmlnuyen 1a dcumuIac16n de trlgllcérldos (Green y Kehinde,
1975) y 1la sint651s de algunas de las ‘enzimas 11pogén1cas en los_
‘ladlpoc1tos 3T3 (Welss y col, 1980), pero estimulan la movilizacidn def
tr1g11cer1dos y 1la 11berac16n de glicerol- 3-fosfato (Kawamura y col,
1981) Este efecto se r31301ona con un aumento en la sen51b111dad dek
: las células a la ACTH y a los agmustas B-adrenérglcos durante 1a ‘
conver516n adlpocitlca (Rub1n y. col, 1977, Kawamurgvy,col, 1981) ;-
depende-del-nﬁmero de rgceptores'celulares, que paraflos receptores”}
‘s-adrenérgicos aumenta en ‘un 60-70% (Lai y-col, 1981). En el caSo déi
la ACTH se desconoce si la apar1c16n de la sen51b111dad a la hormona : .
se-debe a la sintes1s de novo: ‘de receptores, a la act1vac16n de los

i exlstentes o a ambos mecanlsmos (Rubin y col, 1977).

'Efécidxde factores_ééricos sobre lavcoﬁvérsiéh'adipdéiiicé de las i
‘células 3T3. ' ‘

La conver516n adipocitica de 1las células 3T3 depende de un’y"
. féctor del suero suplementado al medio de cultivo que se encuentra eﬂ
varias especieS'animales como en el ﬁumano,:el cerdo, el bovino y el‘
cabalio; :Ei suero. fetal déybovino confiehe,la ﬁayor actividéd de.ester
X factor,’mientras qué el suero de gato carece de ella'(Kuri-Harcu¢h~y
Green, 1978). La a@sencia en el medio defcﬁltivéyde este factor no
lipidico tiene coﬁo consecuencia que los cambios'carﬁcteristicos de -
1a conversién no se lleven al cabo; por lo que s§ ha deﬂominado factor
adipogénico (Kuri-Haréuch y Green, 1978). La‘fespuésta celular al
factor adipogénico depende de 1a Susceptibilidad de laé céluléé.a ié

i .conversi6n y de la concentracifn-del factor en el mgdiq‘de cultivo
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(Kuri-Harcuch y Green, 1978).

El.;ébulo anterior de la-hipéfisis tiene actividad adipogénica
que es estable a 4°C yvno es diaiizéb}é; éstimgla la conversién
'fadipocitiéé de las células 3T3-F442A, pero no de las células 3T3-C2
(Hayashi'y col, 1981). Los extractosrhipofiéiarios presentan una
  activid;d‘especifiéa aproximadamenfé’500‘veces mayor queAié‘del'sﬁero

'(Hayashi'y'col ‘1981), y. podria~deberse a la hormona de créCimiéhto v

Tl que tamblén estlmula la conversién, aunque con caracteristlcas

d1ferentes al suero fetal de bovino (Morlkawa y col, 1982). ‘Lé

L dlferenc1ac16n de las células Balb/c 3T3 a ad1poc1tos también requiers
‘Eactores sér1cos, el plasma humaneo contiene factores pollpeptid1cos
term015b11es, que .a d1ferenc1a del” factor adlpogénnco para 1a
diferenciacién de las células 373 de rat6n’ sulzo pierden su ‘actividad -
‘zuando el plasma se coagula (Kraw1sz y Scott, 1982).

- Por otra parte, extractos del .16bulo posterior de: la h1p6f151s,
cerebro y ﬁtero, inhiben 1a convets16n ad1pocit1ca de. las células =
I 3T3 F442A (Hayash1 Y. col; 1981) Esta 1nh1b1c16n se ha atribuido.a

1a presenc1a del- factor. de crec1m1ento flbroblﬁstxco (FCF) en estos

Sa extractos, el FGF y’ “el” factor de crec1m1ento derlvado de las plaquetaJ

(PDGF), que tamblén 1nh1be la conversxén ad1pocit1ca producen una

respuesta mltogénlca (Hayashi y col, 1981). Esta respuesta mltogénica

ff,no parece ser la causante de la inhibicién, ya que la concentrac16n

necesaria para la 1ﬂh1b1c16n de la conversién ad1pOC1t1ca ¢s varias
veces menor que la necesarla para 1nduc1r la respuesta m1togén1ca

"l»:elula; (Hayash1 y qo;, 981). No todos 105 m1t6genos 1nh1ben la
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conversién adiﬁocitica;‘elbfactor de crecimiento epidérmico (EGF) no
- tiene capacidad-para inhibir este proceso de diferenciacién (Hayashi
fiy_col, 1681). k ;
La acidificacién Ael‘suero genera un polipéptido~cuyo peso
molecular aprox1mado es de 24, 000 daltones que 1nh1be reversxblemente

~'la conversién adlpocitlca, probablemente blcqueando algunos eventos

‘"tempranos del proceso de d1ferenc1ac16n (Kuri-Harcuch y Green, 1981) .

La biotina como agente modulador de 1a conver516n adlpocitlca de las
-:células 3T3. - } 7 S
La biotina -es necesaria para la acumulacién 11p1d1ca en 1as
"celulas 3T3 -F442A; ‘la def1c1enc1a de biotina no bloquea 1a 1n1c1aC16n‘
-'de 1la converszén adxpocitlca, pero . 1nh1be la acumulac16n
intracitopldsmica de tr1g11cer1dos (Kuri-Harcuch’ y col, 1978}, Las 
v'célﬁlas CultiVad;s en condiciones en que.la biotina se ha retirado:
del medio de cultivo presentan los cambios morfolégicos caracteristicos
de 1a conversi6n adipocitica; las c8lulas pierden su forma fibrébléstica
‘alargada y adquieren ia forma oval y fedonda, sin. la gota 7
irihtracitoplﬁsmica de 1ipidos-(Kuri-Harcuéh'y col, 1978).’ Por oﬁrafi
":ﬁarté;‘algunés de las enzimas lipogénicas coﬁo ia enzima mdlica, la : -
‘gllcerolfosfato ac11transferasa y la p1ruvato carboxilasa alcanzan
niveles de act1v1dad varias veces merores que los que se observan en
células no def1C1entes de b10t1na (Kuri-Harcuch Y col, 1978; Freytag
y Utter, 1980). Otras enzimas lipogénicas, 1la’ gllcerolfosfato
deshldrogenasa, ia 11poproteina 11pasa (Kuri- Harcuch b4 col, 1978), la

sintetasa d¢ 5c1§os grasos (Spiegelman y. Green, 1980- Kastur1 Y. JOShl,
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1982) y la estearoil CoA desaturasa (Kasturi y Joéhi, 1982) no se
alteran en su actividad durante la cdnversién adipocitica en condiciones
deficientes de biotina. 'La ausencia de biotina también produce una
d15m1nuc15n total en la actividad de algunas enzimas glicoliticas como
la gllceraldehido 3- fosfato deshldrogenasa y la deshidrogenasa l4ctica,
vmlentras que no-altera la act1v1dad de otra en21ma gllLUlltlca, la
aldolasa (Splegelman y Green, 1980) . - Todos los’ camblos producxdos por
la def1c1enc1a de blotlna son .reversibles despues de 24-48 horas de
ad1c10nar concentrac1ones de b10t1na _mayores’ de ID SM (Kuri-Harcuch y
col, 1978) Estos resultados han sugerldo que la act1v1dad de las L
enzzmas 11pogén1cas y.glicoliticas durnnte la- conver516n adlpocitlca

seé regula en forma independiente, no coordinada’ (Kurl -Harcuch.'y col

1978 Splegelman y Green, 1980).

Efecto:dqlrécido retinoico sobre la’conversiéﬁfédipocitiéa,de‘lés

_ células 3T3. ' ' '

' : Lé vitamina A es un compuésto'que tiene una actividad biolégicaf.
diversa; en forma natural se encuentra como el alcohol trans-retinol

0 sus pfoductos de oxidacidn tfans—re;inal y’el:écido trans-retinoico.
La vitamina A interviene en el ciclo visual (Wald, 1968) y el k ‘
mantenimiento de la capacidad repfoductora de ‘los mamiferos.> Al igual
‘ﬁue»sus,énﬁlogos (retinoides), modifica la diferenciacién de diversos v
tipos celulares de origen epitelial (Dé Luca;’1977; Lotan, 1980; Fuchs
y Green, 1981) o mesenquimétoso (De Luca, 1977; Hassell y col, 1978;
Lewis y cpi, 1978; Lotan, 1980) tanto in vivo como in vitro; ‘en algunos

. casos, induce la diferenciacién de las células de carcinoma embrionario
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a diversos tipos celulares (Sfrickland y Mahdavi, 1978; Linder y col,
1981). .

Los retinoides inducen una respuesta pleiotipica en 1las célulaskl
o tejidos sensibles a su accibén, la cual depeﬁdé de la dosis. y el,.
tiehpo de tratémiento (Wilsonvy Reich, - 1978; Haddox y Russell, 1979; -
Haddox v col, 1979; Lotan y col, 1980a,’1982, 1983; Rapaport y col; .
1982a, b; Mofdau y Bertram, 1983). Los retinoides inhiben 1a
proliferacién de células cultivadas ii‘!iggg (Haddox y col, 19795 -
'Shépiro y Poon, 1979; Lotan y col‘ 1982; 01$son y ﬁreitman, 1982),’y
V'aumentan su sens1b111dad a 1a 1nh1b1c16n de la proliferacién por
dens1dad de saturac16n (Adamo y col, 1979; Jetten y col, 1979; Lotan
¥ ol 19802, b; Mukherjee y col, 1982} Kuri- H'arcucﬂ 1982; Mordan y.
: Eertram, 1983). Se ha sugerldo que el efecto de los rtetinoides sobre'
14 proliferacién se debe -a un bloqueo de la progre516n en el c1c10v
kcelular, en alglin punto especiflco locallzado en la parte medla de
G1 (Haddox‘y Russell, 1979; Haddox y_col, 1879; Lotan 'y col. 1982)
que podria éorresponder al punto de restriccibén propuesto por Pardee
(1974) . Por otro lado, Schroder y col. (1982) proponen que los ’
‘ret1n01des afectan la proliferaci6n reduc1endo la ve10c1dad de paso

de las células a través de las fases Sy G

2 del ciclo celular pero

no las bloquean en la fase Gi-
Los camﬁios en la proliferacifn, por lo general, van acompafiados
de cambios en la morfologia celular (Jetten y col, 1979; Adamo y col,
1979; Shapiro y Poon, 1979; Lotan y col, 1980a; Linder y col, 1981y
Olsson y Breitman, 1982) probablemente relacionados con,modificacioges

 fen_1afadhési6n (Adamqky col, 1979; Jetten y col, 1979; Mukherjee y -
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col, 1982). Los retinoides alteran la biosintesis de glicoproteinas
y de glicolipidos (De Luca, 1977; Wolf y col, 1979; Sasak y c¢ol, 1980;
Lotan, 1980; Lotan y col, 1980a, 1983), de glicosaminoglicanos y de
' proteoglicanos (Shapiro y Poon, 1979;’Jetten y col, 1979; Lotan, 19890},
y aumentan la sintesis de fibronectina y su acUmdlacién'en la
supérficie celular {(Jetten y col, 1979; Hassell‘x ¢ol, 1978, 1979;
Lotan y col, 1980a; Bolmer y Wolf, 1982). La modificacidn de la
“superficie celular por accién de los retinoides puede deberse a que
estos éompuéstps forman infermediarios manosii—retinil-foéfato en
reacciongs de glicosilacidn.(De Luca, 1977; Lotan, 1980) y estimulan

la actiﬁidad de una galactosil-transferasa (Dorséy Yy Roth,‘1974). ESI
brobablé,due‘la modulacién de glicoproteinas de superficie por 155,
retinoides requiera una proteina cinasa cuya actividad aumenta en 1la
membrana celular cuando las células son tratadas con estos compuestés
- (Plet y col; 1982; Mukherjee y col,-1982); esto se podria.correlacionar
con la potenciacidn del efecto de los retinoides sobre la diferenciacidn
celulaf por agentes que elevan los niveles de AMPC (Strickland y ‘
Mahdavi,‘197ﬁ; Olsson y Breitman, 1982). ' k

. Por ‘otra parte, los retinoides regulan 1aiexPresi6n genética

a través de su interaccifén con una protefna receptora intracclu}ar

de manera andloga al mecanismo.de acci6én de las hérmonas esteroides.

La existencia de proteinas receptoras con especificidad hacia retinol

o hacia dcido retinoico se ha descrito en el citoplasma de varios

tipos celulares (Ong y Chytil, 1975; Jetten y col, 1979; Lotan y

col, 1980b; Lacroix y col, 1980). El complejo receptor-retinoide

es traﬁslpcado al niGcleo (Takase .y col, 1979).y cl-retinoide es
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transferido a sitios de unién especificos en la cromatina, disocidndose
de la proteina receptora (Liau y col, 1981). Se ha demosfrado una
" correlaci6én entre la sensibilidad de las células a‘diferehtes
retinoides con la presencia de las proteinas receptoras en el
citéplasma (Lotan y Nicolson, 1977; Lotan; 1989; Lotan y col, 19805);k
Sin embérgo, la heterogeneidad en la sensibilidad de'diferentes lineas
célularesAa los retinoides; la . capacidad de respuesta ailos }etinoides
ﬁor células donde no se han detectado estos receptores y la existéncia
de ‘e¢fectos que no dependen de reéeptores {Lotan y col, 1980b; Ldtan y
Nicolson, 1977, 1979; Lacroix y col, 1980); permiten'Sugerir que dtrqs
meéanismos de acci6n pueden estar involucrados en el.efecto dé la
vitamina A y sus andlogos. '

El 4cido retinoico inhibe la conversién a&ipocitica de las
células 3T3-L2 (Murray y Russell, 1980) y de las células 3T3-F442A
en cultivos en superficie y en suspensién (Kuri-Harcuch, 1982).

5M y 1076

Concentraciones de 10~ M del &cido retinoico producen una
inhibicifn total de la conversi6n adipocitica; concentraciones meﬁores .
'solamente producen una inhibicifén parcial (Kuri-Harcuch, 1982). La
inhibicién de la conversi6én adipocfitica solamente se manifiesta cﬁando
los cultivos son tratadbs con este compuesfo antes de la expresi6n

de 1la conversién, por lo que se ha sugerido que este andlogo de la
vitamina A bloquea algunos eventos previos al establecimiento del
compromiso a diferenciacién de los preadipocitos (Kuri-Harcuch, 1582).
Esta inhibicién es reversible cuando las células se vuelven a cultivar:
~-en ausencia del retinoide (Kuri-Harcuch, 1982). o

"La inhibicién de la conversi6én adipocitica se acompafia por “‘
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cambios en la forma celular; la morfologia adipocitica no se observa
en las:céiulas tratadas con fcido retinoico, sino que éstés muestran
‘una mayor tendeﬁcia al alargamiento y al aplanamiento, 7y presentan
una»méyor sensibilidad a la inhibicién de la proliferacién por

densidad de saturacif6n (Kuri-Harcuch, 1982).

Conversi6n adipocitica: su relaci6n con la sintesis de DNA 'y el
ciclo celular. '
‘Antes de iniciar la conversién adipocitica, las células 3T3

L muestran el fenotipo f1broblést1co caracteristlco (Green y Meuth,

1974) .- La dlferenc1ac16n a ad1poc1tos se pude posponer indefinidamente e

al mantener las células en prollferac16n, o se puede inhibir por-el
" tratamiento con la bromo-desox;urldlna o con el arab1n651do de c1tosina;f
que bloquean la replicacién dei‘DNA:(Greén y Meuth, 1974 Green y
Kehihde, 1975; Pairault y Green, 1979§ Kuri-Harcuch y Ma;sch-Moreno,‘
1983). Sin embargo, se ha descrito qﬁe al entrar las células-al
estado de reposo y ser estimuladas a diferehciacidn con Suero
adipogéﬁicd, htraviesan un ciclo celular que prededp a 1é‘expresién
del nﬁevo fenofipo;(Kuri-Harcuch Yy Marsch-Moreﬁo, 1983)."Este ciclo
tglular estﬁ segui&o por una respuesta mitogénica iimitadanque tiene
un efecto amplificador al aumcntar;én forma selectiva el nimero Qe
”adiﬁocitos (Pairault y Green, 1979; Kuri-Harcuch .y Marsch-Moreno,
1983).
El establec1m1ento del compromiso a diferenciacién de 1las

células 3T3 ‘se puede llevar al cabo a través de un ciclo celular

cuéntxco (Holtzer, 1970) o'en forma estocéstlca»(Gusella.y col,
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1976}, siendo la sintesis de DNA previa a la expresién del fenotipo
adipocitico un requisito‘indispensable-en ambos casos (Kuri-Harcuch y
Marsch~-Moreno, 1983). Steinbefg y Brownstein (1982) describieron
evidencias favorables al segundo modelo y sugieren que el compromiéo a
la diferenciacidn se adquiere en una parte de la poblécién celular
cuya progenie es capaz de acumular 1ipidds en réspuesta a moduladores
como 1a insulina y constituyeh grupos clonalmente rg}acionados dufante
la conver516n. | 7 = ‘

El acoplam1ento entre el estado de reposo y 1la exp16516n del
fenotzpo d1£erenc1ado, se ha exp11cado proponlendo que los pread1poc1tos,
antes de expresar el fenotzpo adlpocitlco, estén en un’ estado de reposo
‘dxferente al que se encuentran las células cuyo crecimiento ha. sido
bloqueadoxpor falta de suero o de nutrientes; este:éétado de feposo
localizado en algﬁn punto especifico de ia fase G1 del ciclo éelular
se ha denominado G (Scott y col, 1982a, 1982b). Se sugiere que los
prea&ipocitos en Gy se caracterizan por su capacidad de diferenciacién
sin la.siﬁ;esis_de DNA 'y por su sensibilidad al efecto mitogénico de
la metil-isobutil xantina, a difefencia de las c&lulas en otros estados

de reposo (Scott y col, 1982a, 1982b). Al iniciarse la diferenciacién

de las cé&lulas situadas en Gps &stas entran a un estado de diferenciacidn’ B

no terminal denominado Gy que- se cargcteriza por~1agexpresién del
fenofipc adipocitico; finalmente selalcanza'1a‘diferenciac16n terminal;
tanto GD qomo GD' spn éstados teversibles a partir‘de»los cuéles las
células ﬁueden proliferar con un estimulo adecuado, 6Apueden cphtinuar

hacia la diferenciacién terminal (Scott y col,‘TQSZB).' Se ha demostrado:,




33

que‘GD y ei proceso de diferenciacién son eventos‘sepafables que
dependen‘de factores plasm&;icos»distintos {Krawiéz y Scott, 1982).
La diferenciacién posiblemente esti acompafiada por cambios en la
gdisponibilidad de 1a cromatina a 1a transcripci6n durante el estadé
de reposo alcanzado antes de l1a expresifn del fenotipo ad1pocit1co

. Esta p051b111dad se sugiere por los: cambios abruptos en la act1v1dad
: Vde 13 en21ma poll -ADP (rlbcsa] sintetasa, que se presentan después
'que ha cesado la sintesis’ de DNA y antes de la apar1c1on del. fenotipo

‘adlpocitlco (Pekala y col, 1981)

’_Conver516n adipocitica de las células 3T3 in vivo.
A pesar-de que las celulas 3T3 se dlferenC1an en cultlvo

adqu1r1endo caracteristicas mor{oléglcas y bloqulmxcas 51m11ares a.

‘ rlas células de te31do adiposo, las condiciones en cultivo no

necesarlamente pueden corresponder a las que predominan durante el
desarrollo del tejido adiposo; ademis las células 3T3 son una 1fnea.
ﬁ;elﬁlar establecida con caracteristicas que las hacen diferentes de
las celulas de cultivos. prlmarlos (Todaro y Green, 1963} .  Green y
Kehlnde (1979) inocularon por via subcuténea en ratones atimicos,
,elulas 3T3 F442A que todavxa no habian iniciado la conversién
,adlpocitlca. Las células 1noculadas se diferenciaron formando
zojinetes de tejido graso histolégicamente similares al tejido adiposo
ﬂe;'animél. Estos coiinétes mostraron abundante vascularizacién, que
se correlaciona con la secrecién de factores angiogehéticos por estas

_z&lulas (Castellot y col, 1980, 1982). Estos resultados muestran que
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las c€lulas 3T3-F442A pueden ser un modelo adecuado para el estudio

del desarrollo y fisiologia del tejido adiposo.

Antecedentes.
Como: ya se menc1on6 1a’conversi6h édipocitica»de’las céiuias

3T3 puede bloquearse con 4dcido ret1n01co en concentraciones que Varian
-6

My 10~ M (Murray Yy Russell 19803 Kuri- Harcuch 1982),

este efecto va acompanado por camblos ‘en la morfologia celular (Kurl—

Harcuch, 1982) al 1gua1 que en otros tlpos celulares tratados con e1

‘retinoide (Jetten y col,.1979, Shapiro y Poon, 1979), asi como -por
una disminucién en-la denéidad de saturaci6n (Kuri-Harcuch, 1982).

Los cambios en la morfologia celular inducidos por los retinoides en

i diversoé sistemas, parecen estar relaciﬁnados con modificaciones en,

- la adhesién (Adamo y col, 1979; Jetten y -col, 1979) y son ocas1onados,‘
€n parte, por un aumento en la cantidad:-de f1bronect1na sintetizada
y adsorbida a la superficie celular (Jetten y col, 1979; Hassell y
c01,>1978- 1979). - Una de las prlmeras manifestaciones de 1a ‘
convér516n adlpocitlca son. los camblos en la. morfologia celular

,(Green y Meuth 1974 Green y Kehlnde, 1976) y en el c1toesque1eto'
(Splegelman y Green, 1980; Splegelman y Farmer,_1982), y. se suglere

que estos ﬁltlmos regulan la expresién del fenotipo adipocitico

(Spiegelman y Ginty, 1982); la adicién de fibronectina al medio de

cultivo inhibe la” diferenciacién, mientras que el uso de drogas que

‘desorganizan el citoesqueleto la promueven (Spiegelman y Ginty, 1982).. .

3
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Estas evidencias plantean la posibilidad de qﬁe el dcido retinoico
_inhiba la conversidén adipocitica a través de un efecto estabilizador
sobre el citoesqueleto.

Porvotra parte, la cohversién adipocitica depende de un factor
“sérico cuyéJcarencia en el medio de cultivo, no permite la iniciacién
*le” la diferenciacifn (Kuri- Harcuch y ‘Green, 1978).  Resultados ‘
prellmlnares mostraron que cultlvos paralelos de células 3T3- F442A
suya conver516n se 1nh1b16 por efecto del &4cido ret1n01co y/o por
~ausencia’'del. factor ad1pogén1co en-el medio de cultivo, cuando se
estimularon a diferenciarse en medio adipogénicobno»presentaron el
mismo grado de coﬁ%éréién;adipocitica.' Este comportamiehto, -
parentemente depend16 de las condiciones de 1nh1b1c16n de 1a
'dlferenc1ac16n y sugiri6 que el efecto del 5c1do ret1n01co sobre
la dlferenc1ac16n de los pread1poc1tos 3T3 pudiera 1nvolucrar un
4, mecanlsmo»dlferente al que_Se observa cuando el factor adlpOgQHICOV
no se. encuentra en e1 medio de cultivo. L . |

El obJet1vo de este trabajo con51st16 en examinar el
‘omportamiento de marcadoresvde,diferenciacién que permitieran
=stablecer algunas de las'caracteristicas de 1la inhibicién de la
'uonver516n adzpocitlca por el 5c1do TetanlCO, tamblen se analxzﬁ
la relac15n que guarda el c1toesqueleto con 1a acc16n del retinoide.
(omo-marcadores de diferenciaci6n se selecc1on6 la enzima

licerolfosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.8) vy 1a en~1ma milica
EC 1.1, 1 40), que parecen corresponder a una en21ma "prlmarla" y

it una enz1ma "secundarla” respectivamente, en el proceso de
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conversién adipocitica (Kuri-Harcuch y col, 1978).

MATERIAL Y METODOS.
Matériafes.
kLé d-biotina, el fosfato de dihidroxiacétona;sal de‘litib,_la
nicotinamida adenina dinucieétido'forma reducida fNADH), el fosfato
de ni#otinamida adenina dinucleﬁti@o sallmonosddica (NADP), 1la
inéulina de péﬂcreas bovino forma cristalina, 1la poli4d-1isina
bromh1drato, el clorhidrato de trletanolamlna, el 5c1do trans- ret1601co,‘~
la citocalasina B, el reactlvo de Folin Ciocalteu 2.0 N, el dimetil
su1f0x1do y .el rojo oleoso 10 se obtuvieron de Sigma Chemical Co.
la albﬁmlna bovina forma cristalina y el dcido L(- )méllco se obtuvieron
de C&lblochem. El TRIS (Trls(hldrox1met11)amlnometano) y el
Z-mercaptoetanol se obtuvieron de Bio-Rad Labofatories. La
fibronectina humana se obtuvo de Collaborative Research. E1 SDS
(lauril sulfato de sodio) se obtuvo de BDH Chemical Ltd y el Sephadex
G-50 de Pharmacia Fine Chemicals. E1 suero fetal de bovino se obtuvo
de Microbiological Associates; el suero de ternera y el suero de
- gato se obtuvieron de Colorado Sefum Co.
Se emplearon las siguientes soluciones amortiguédoras:‘ ) ‘
‘I. Tris 50 mM pH 7.4, EDTA 1.0 mM, 2~mercaptoétanol 1.0 mM.
II. Tris 25 mM pH 7.5, EDTA 1.0 mM.H
IIT. Tris-HC1 45 mM pH 7.4, MgCl, 4.5 mM.
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Métodos.

Zultivos de células

Las cé&lulas 3T3-F442A (Green y Kehlnde, 1976), sé inocularon
2n medio de Eagle modificado por Dulbecco-Vogt (DMEM) suplémentado

3 células por

con 7% de suero de ternera a una densidad de 6 x 10
zaja de cultivo de 35 mm. Tfes dias después del inﬁcuio los cultivos
se cambiaron al medie definitiﬁo, adipogénico o no adipégénico y éste.
se cambi6 cada tercer dia. Los cultivos se mantuvieron-a 36°C en
una atmdsfera humidificada de 90% de aire y 10% de co,
151 medlo'adlpogénlco consistid en medio DMEM supleméntado con

104 de suero fetal de bovino, insulina § ug/ml y biotina 10™ /M. El
mediQ‘no adipégénidb consistié en medio DMEM‘suplementado con 5% de
suero de gato, insulina S ug/ml, biotiﬁa 16'7M y fibronectina huména

J.3 ug/ml; las cajas de cultivo se recubrieron previamente con

poli-D-lisina para evitar el despegamiento de la monocapa celular.

lecubrimiento de las cajas de cultivo con poli-D-lisina.

El recubrimiento con po;inD-lisina se realizé por el métédo de
Mackéehan y Ham (19786). Una;soluciﬁn de poli-D-lisina-HBr en agua :
a una concentxacidn de 0.1 mg/ml se esteriliz6 por filtracién y sc
agregaron 0.5 ml de la solucién por cada caja de 35 mm cubriendo
toda la superficie de ésta; se incub6 a temperatura ambiente durante
10 minutos al té&rmino de los cuales se retird la solucién de
poli-D;lisina y se lavd la superficie de la caja con 3 ml de agua
>idestilada estéril. El lavado se repitié ya que la presencia del

solimero bdsico:libre puede .inhibir la proliferacién'telular.
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Tratamiento con dcido retinoico.

El dcido retinoico se prepar6 a una concentracién de 10'2M en
alcohol etilico absoluto, y se'almacend a -20°C en la obscuridad por
no més'de 2 semanas. Una muestra alicuota de la soluC16n concentrada

de fcido retinoico se agregd a 100 ml de medlo para ohtener una

concentraci6n final de 10°°M 6 10~ Ou; 1a concentrac16n final de -

etanol-en'el medio de cultivo no excedi6 el 0.1%. Todos los

proced1m1entos donde se utiliz6 el 4dcido retinoico se llevaron. al

cabo en condiciones de baJa 11um1nac16n.

Tratamiento con citocalasina B.

Se prepard una soluc16n concentrada de c1toc31351na B dlsolv1endo
S mg . del reactlvo en 1 0 ml-de dlmetll sulféxido (DMSO) - Esta soluc16n
.se adicion6 al medio de cultivo a una concentracxén flnal de .2 Ug/ml

durante tres dias a partir del dia 11 de cultivo.

Obtencibn de los extractos celulares.

Los extractos celulares totales se obtuvieron por el
procedimiento de‘Kuri-Harcuch y Green (1977). El medio de cultivo
se descarté y las células se lavaron 3 veées con solucién salina de

fosfatos (PBS), cuidando de no deSpegar la monocapa. Se adicionaron
0.1 m1 de solucién amortiguadora I y'1as células se despegaron con
“un gendarme de hule, repitiéndose 2 veces esta operacién. La
Suspenéién celular se sonicé a 4°C' y a 40 W durante 3 Ségundosfen
un sonicaddr Lab-Line ultratip labsonic system 9190 (Lab-Line

“Instruments Inc.). El sonicado.se centrifugé a 12,000 rpm dnrante




39

3 minutos a 4°C en una centrifuga Epﬁendorf 5412 (Brinkmann). Se
obtuvo el sobrenadante libre de lipidos y se filtré‘en una columna

de Sephadex.GfSD de 3 ml de volumen total previamente equilibrada-
‘zon 1la solucibn amortiguadora I. La columna se eluyd con la misma -
“solucéén~y se colectd el volumen de exclusién, e1'cﬁal contenfa

las actiyidédes enzimiticas a determinar. Los extractos celulares

se dividieton'en”muestras alfcuotds de 0.1 a 0.15 ml y-se,almacenardn
a —70°C_hastavshAUtilizaciéh. La cromatografia'de-fiifiacién en

gel se realizb para eliminar los compuestos de bajo peso molecuiar,
princiﬁalmente aquéllos que podrfan interferir con la§ detérminé¢iones
Cde 1é3actiVidad enzimitica. v | '

-

Determinacibn de las actividades enzimdticas.

'Lé'acti#idad’dé la giidefbifosfato deshidrogenasa. se determiné -
por el método de Kozak y Jensen (1974)kmodificado por Kuri-Harcuch 'y
col (1978). La mezcla de incubacién de 0.3 ml de volumen total
coﬁsistiérde 0.06 ml de NADH 1.2 mM disuelto en trietanolamina 500
M EDTA 12.5 mM, de 0 a 0.21 ml de extracto celular‘conteﬁiendb de
1a 20 ug‘de,proteina, y solucidén - amortiguadora II haéfa compléfar
0;5 ml de volumen f&fﬁl; la:reéccién se inicié agregando 0.03 ml de
soluéién dé DHAP 2.6 mM. Las concentraciones fihalesngn 1a'me%cla
de -incubacidn fueron: trietanolamina'IOO mM pH 7.5; EDTA 3.3 mM;
NADH 0.24 mM y DHAP 0.2 mM. : '

- Las determinaciones se realiiaronbpor duplica&o y la reaccién
se detuvo con 0.03 ml de SDS al 20% siendo el consumo de sustrato
hen&%Iél 20% del,totai y.Lé feaﬁcibn en;iméfica liqan: Se‘determiné

‘la desapariciéﬁ de NADH (formacidén de NAD) por diéminuciényde ia
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absorbencia 57340 nm,

La reaccibn catalizada por esta enzima es: .

Dihidroxiacetona ' : »Glicerol-3-fosfato .
fosfato )/////"7 ‘\\\\\x L ?pf

NADH+nH" NAD*

La actividad de la enzima milica (L-malato: NADP oxidérreduéiasa
(descarboxilante) EC 1.1.1.40) se determiné por el método de Wise y
Béil (1964). La mezcla de incubaéién de 0.3 ml de volumen iotalr’j

consistis de 0.02 ml de una solucién de NADP 6 mM, hasta 0.10 ml de

extracto celular conteniendo-é ug de proteina total y.'solucién
amortiguadora III hasta completar 0;3 ml de voiumen fotal. 'La‘mezcla
se preincubé durante 5 minutos a 30°C, y la reaccifn 5e inici6 -
agregando‘s ul de una so;uci6n de L-malato 34 mM; la‘incubacibn se
continué a 30°C hasta que la reaccién se detuvo con 0.03 ml de SDS

al 20% alcanzando un consumc miximo de sustrato de 20% del tofal;

-se determinf la reducci6n del NADP por incremento de la absorbencia

a 340 nm. Las concentraciones finales en la mezcla de incubacién

fueron: 27 mM de Tris-HC1 pH 7.4, 2.7 mM de MgCl,, 0.4 mM de NADP

2 g
y 0.56 mM de L-makato.
La reaccidén catalizada por esta enzima es:
-Malato - -+ Piruvato
R NADP ™ . NADPH i
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Cdlculos de la actividad enzimitica.

El cdlculo de la actividad especifica de las enzimas se
re31126 por la ecuaci6n de Lambert-Beer:
'.A = gece 1
onde: ‘
- A = absorbencia a 1a:10ngitud de ondavempleada.
€ = coeficiente de extincidén molar del sustrato.
¢ = concentracién del sustrato.

1 = longitud del paso de luz en la celda.

De esta ecuacién, al despejar c, se obtiene:
A
€1

c =

como la actividad se midié6 pof'el cambio en 1la cOncenéraci6n~dé‘
sustrato -desaparicifn de NADH para la gllcerolfosfato deshldrogenasa
4 formac16n de NADPH para la enzima mdlica- a través del cambxo en
la absorbencia a 340 nm, la ecuacién se puede expresar como:

' ' Ac o A A '

e+ 1 »

Puesto que‘la actividad especifica de una enzima se define como
la cantidad de sustrato utilizada por mg de proteiné por minuto, es
necesario considerar el tiempo de incubacién, la cantidad de proteina
an el ensayo y el volumen total de la mezcla de incubacién; por lo

tanto, el cidlculo de la actividad especifica puede realizarse por la

siguiente ecuacidn:
-3

A A A Vol (m1)

c - x 107° (1)

A e*1 . "t (min) - mg prot.
Se empled un coeficiente de extincidén milimolar de 6.22 x 1076

4
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litros nmoles'1/cm a 340 nm para el NADH o el NADPH; el paso de 1luz

fue de. 1 cm. Por lo tanto la actividad especifica se calculs por:
_ s ‘ S

_ A A : 0.3 m1 v 107> 1ts o 1
a.e. = S =7 X = X X —
: (6.22x10 "nmoles ~litros) T cm: - mg prot. min.
S , S cm : '
es decir:
a.e. = éA x 2.3 ml

(6.22x10" nmoles'1) (min) - mg prot.

'>donde'A‘A = A0 - Af, siendo AO el valor de absorbencia~inicia1

(correspondlente al promedio de absorbencia de las incubaciones en '

t=10")y Ag el valor de absorbencia al detener 1la reacc16n.

B T1nc16n de 1ip}dos 1ntrace1ulares por el método del rrl oleoso -0 .

Para la tinci6n de 11p1dos 1ntrace1u1ares en los cultivos de
células 3T3-F442A, se empleﬁ el métodoc del rojo oleoso. (Humason,
1972);' Se descart6 el medio de cultivo y las células se flJaron con
formaldehido al 10% (v/v) en PBS a 59C, por un perfodo minimo de 30
_minutos; Los‘cultivos fijados se lavarcn con agua de 1 a 2 minutos
y se tlneron con una soluc16n de rojo oleoso 0" en alcohol

:1sopropi11co al 50% durante -2 horas a temperatura amblente, se lavaron

con agua de’1 a 2 minutos y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Determinacidén de Rgoteinas.

Las protelnas de determinaron por el nétodo de Lowry y col.

(1951) ut111zando albﬁmlna bov1na COmo referenc1a.
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RESULTADOS.

“-Determinacién de las actividade$ enzim5ticas.

La ‘actividad de las enzimas SeV&etéfminé éh eitractégvdéVf

- células 3T3-F442A para definir 1las condiciones dethiempo.de‘;“
incubaci6én y de la concentracién de préteinas‘eﬁ el ensayo. Las

:ondiciqnés de incubacitn se determinaron tanto en extractos' de

" ~alta. actividad ehzimética, comofenflos de baja actividad espécifica.
.,En el caso de.la glicerolfosfato deshidrogenasé, los resultados
mostraron que para 105 extractos de alta actividad enzimﬁtica las
condiciones de ensayo -son de_1‘a 5_ug de pfdtéiﬁa y de’1 a 5
minutos de incubaciﬁn,‘mienttas que para los extractos de baja
actiVidéd'son de 20 ug de proteina y de 30 a 60 minutos de
incubacién (Fig. 1). En el éaso de ‘la enzima médlica, la ;antidad"

‘ﬂg ﬁrpteina en el ensayo‘fue de 6 ug y el tiempo de incubacién fue-
de. 20 mihutos para los extractos de alta actividad especifica y

’de 60\miputos'paré los extractos de baja actividad. (Fig. 2). _En
estéé’éondiciones’la reaccibén para ambas enzimas se encontraba en

su fase lineal y con un consumo de sustrato no mayor del 20%.

Inactivacidn de las reacciones enzimiticas.

Los ensayos de la actividad de GPDH y de la enzima milica
inicialmente se realizaron registrando el cambio continuo de
ibsorbencia durante el desarrollo de la reaccién. Se intentd
-nodificar este procedimiento para determinar cn forma simulténea
la’actividad ehzimﬁtica en vafios extractos celulares. La.

‘nodificacién para ambas enzimas consisti6 en detencr la reaccién
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“Figura 1. Cinética de actividad de la enzima glicerolfosfato’
"deshidrogenasa en extractos de cé&lulas 3T3-F442A.

a). Extréctos de alta actividad enzimidtica obtenidos de
células cultivadas durante 12 dfas; b) extractos de baja.actividad
‘enzimitica obtenidos de células cultivadas durante 7 dfas. o)
Incubacién sin DHAP; (®) incubacifn en presencia de DHAP. En ambos
", casos se utilizaron 5 pg de proteina por ensayo para un volumen final
de 300 ul en 1a meicla de jncubacidn; los cambios de absorbencia se

registraron a 340 nm. Se muestran promedios de 2 determinaciones.
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'Figura 2. Cinética de actividad de la enzima mdlica en’
extractos de células 3T3-F442A.

a). Tiempos cortos de incubacidn; b). Tiempos largos de
incubaci6én. (0) Incubacibn sin L-malato; (@) incubacién en
presencia de L-malato. Las determinaciones se realizaron en ) )
extractos obtenidos de células cultivadas durante 13 dias incubando
25 ug de proteina por ensayo. Se muestran promedios de 2
ieterminaciones. ’
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enzimitica con 2.0% de SDS al finalizar el tiempo de incubacién. Se
hicieron incubaciones con extractos de alta y baja actividad de
émbasvenziﬁas. Se midi6 el cambio de absorbencia a 340 nm durante
la;réaccién enzimitica y después de detenerla con 0.03 ml de SDS al
20%.  Una vez agregada la solucibn de SDS, se determind la absorbehcia
a 340 nm y se regisfré a intervalos de 15 min durante una hora.

En 1a figura 3 se'observa que el SDS detuvo ambas reacciones
enzimiticas.ya que la absorbencia se mantuvo estable durante un

tiempo minimo de una hora. Tampoco se presentaron cambios en la
absorbéncia debido a una degradacién no enzimitica del NADH o NADPH.
La disminucién en 1la absorbencia que se observd al agregar 1la soluéidn
de SDS al 20% se debi6 a la dilucién de la mezcla de incubacidn.

Este decremento, que siempre fue de un 10% aproximédamente, se consideré6
para efectuar los .cdlculos de actividad especifica y para hacer

las correcciones respecto al volumen de 0.3 ml de la mezcla de
incubacién. El tiempo cero de reaccidn se determind en todos los

ensayos agregando SDS antes de iniciar la reaccifn enzimitica.

Efecto del dcido retinoico sobre 1la morfologia de las células
3T3-F442A.

Células 3T3-F442A se cultivaron en condiciones que inhiben 1la
conversién adipocitica manteniéndolas en medio suplementado con 10%

M

de suero fetal de bovino (medio adipogénico) conteniendo 10‘6 6 107
de 4cido retinoico, o en medio suplementado con 5% de suero de gato
(medio no-adipogénico) con o sin dcido retinoico: a partir del dia

11 de inécuio, cultivos paralelos se cambiaron a medio suplementadb
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_Figura 3,: Inactivacién de las reacciones enzimiticas con SDS
_ al 20%. ,‘ ' :

a). Actividad.de glicerolfosfato deshidrogenasa; b). Actividad
de 1a enzima mdlica.. {0) Incubacién sin sustrato; (#) incubacién en
presencia del sustrato (los sustratos fueron DIAP en el caso de la
zlicerolfosfato deshidrbgenasa y L-malato en el caso de 1a enzima
méiica). Se efectuaron incubaciones de extractos de cé&lulas 3T3-F442A
siguiéﬁdé el cambio de absorbencia durante la reaccifén enzimitica
y también después de agregar 30 ul de SDS al 20% a la mezcla de
incubacién. -

[
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con suero fetal de bévino. Simultineamente, otros cultivos se
mantuvieron en medio adipogénico durante todo el tiempo del
experimento. Los cultivos en medio adipogénico mostraron los
cambios caracteristicos de la conversién adipééitica descritos por
Green y Meuth (1974) y Green y Xehinde (1976), pefo las células
tratadas con &cido retinoico mostraron una morfo;ogia aplanada y -
alargada con algunas células de aspecto redondeado y refriﬁgente;
algunas formando grupos bien definidos. Efectos similares se
obsgrvaron cuando las células se cultivaron en medio no-adipogénico
conteniendo 10'5M de dcido retinoico; las células mostraron una
‘forma mis alargada y aplanada, orientindose en haces paralelos.
Estas observaciones coinciden con los cambios morfolégicos
causados por el dcido retinoico en las cé&lulas 3T3-F442A‘(Kuri-
Harcuch, 1982). Las células mantenidas en medio no-adipogénico

y en ausencia de dcido retinoico presentaron una tendencia a
sobrelaparse dande la impresién de:ser mds numerosas; esto es
congruente con,resu1tados descritos antericrmente, en los cuales
el retinoide dismihuye la dgnsidad de»safuracién de 1as células

3T3-F442A (Kuri-Harcuch, 1982).

Cambios en la actividad de las enzimas lipogénicas.

Los niveles de actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa
y de la enzima midlica se determinarbn en extractos de culti&os
paralelos. 'Las células que.se mantuvieron en medio adipogénico
hdstraron los cambios de actividad caracteristicos de la conversibn

adipoéitica (Kuri-Harcuch y Green, 1977; Kuri-Harcuch y col, 1978).
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La acfividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa aumentd mids de 100
veces en los cultiyoé»que habian alcanzado una conversién adipocftica
casi completa y se mantuvo constante hasta el final del experimento
-(Fig. 4a); la actividad de la enzima ﬁélica aumenté durante la
diferenciacién hasta un nivel 14 veces mayor respecto a las células
antes de iniciar la conversién adipocitica (Fig. 4b). Las células
que se mantuvieron con medio no-adipogéniﬁo o con medio adipogénico

5M de 4cido retinoico presentaron niveles

conteniendo 10°%M 6 10°
bajds de ambas actividades enzimdticas, similares a los que se
observan cuando las cé&lulas se encuentran en la fase de crecimiento
exponenciél (Figs. 4a y 4b) o en células que no se diferencian a
adipoci;os como las cé&lulas de la linea 3T3-C2 (Kuri-Harcuch y Green,
1977). '

La inhibicién de ia conversién adipocitica por el dcido
rétinoico es reversible si las células se mantienen en medio
adipogénico después de retirar el retinocide del medio de cultivo
(Kuri-Harcuch, 1982). Con el propbsito de determinar la velocidad
de reversién de la inhibicién de la conversién adipocitica y si
ésta es modulada por la concentracidén del retinoide, se determind
la actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa y de la enzima
mdlica en extractos de células 3T3-F442ZA cuya conversién se bloqucé
manteniéndolas en medio adipogénico con 107% 6 107°M de acido
~egtinoico o en medio no-adipogénico con o sin el retinoide, hasta

el dia 11 de cultivo, a partir del cual los cultivos se cambiaron

4 medio adipogénico sin dcido retinoico. La figura 5a muestra. :
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Figura 4. Cambios en la actividad de las enzimas lipogénicas
' “‘durante la conversidn: adipocitica de 1las cé&lulas
3T3. R

Células 3T3-F442A se cultivaron en cajas-de cultivo de 35 mm
de didmetro. Las actividades de: a)‘glicerolfosfato deshidrogenasa
y de b) enzima milica se determinaron en extractos celulares de los
,mismos cultivos. Cultivos en medio no-adipogénico (A); cultivos-en
medio adipogénico sin dcido retinoico (0) o en medio adipogénico.
conteniendo 10'6M (®#) 6 TO'SM (A) de 4cido retinoico. Los valores
son el promedio de cultivos duplicados; la variacién entre los
valores de los duplicados no fue mayor del 5%.
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que los cultivos que alcanzaron el estédo de reposo en medio
nq-adipogéni¢o y después fueron estimulados a diferenciarse en medio
a&ipogénico, presentaron ia,actividad de la glicecrolfosfato
deshidrogenasa 24" horas despuds del cambio a medio adipogénico,
humehtando cerca de 140 veces el valor de actividad durante la
'inhibiciéh'(Fig. 5a).  Las células cultivadas en medio adipogénico f

6M 6 10 M de. ‘Bcido ret1n01co también se d1ferenc1aron;'

"uando se e11m1no el ret1n01de del medio de cultlvo, la actividad

" conteniendo 10

de la glicerolfosfato desh1crogenasa aument6 hasta en 100 veces’
réspectofa su actividad inicial." La tésé de'cambid de 1la actividéd”
en21m§t1ca fue muy semeJante a.-la de los cultlvos no tratados con ‘
nl ret1nn1de. Sln embargo, 1los cultlvos tratados con dcido ret1n01co
10 6M y 10 sM expresaron el aumento en la actividad de la glicerolfosfato
ieshidrogenasa,z y 4 dias después de cambiar las células a condiciones
.-adipogénicés en éusenbjavdel retinoide respectivamente (Fig. Sa).‘
Las c&lulas mantenidas en medio no-adipogénico conteniendo 4dcido
retinoico 10—5M iniciaron la conversi6n adipocitica después que los
cultivos mantenldos con medio adlpogénlco y tratados con la m1sma
uoncentrac16n del ret1n01de. En este caso, la glicerolfosfato
deshldrogenasa se expresﬁ 6 dias después que se inici6é la reversién;
la actividad de esta énZima_se modificé bruscamente aumentando 140
veces en un intérvalo de 2 dias (Fig. Sé)

La enzima mél1ca, en todos los casos, present6 un comportam1ento
semejante aumentande de 8 a 14 veces su nlvel respecto a su actividad

antes del cambio a medio adipogénico.— La.actividad de esta enzima,.




52

1000 100 Fp

@
O
T

100

& 8

N
e}

Actividad de enzima mdlica
{nmotes NADPH/mg proteina/min)

i 1 1 I3
| O

[o] 5 10 15 20
Dias ‘en cultivo

Actividad de glicerolfosfato deshidrogenasa
(nmoles NAD/mg proteina/min)

X}
(o]

5 10 15 20
Dias en cultivo

Figufa 5. Actividades enzimidticas en cultivos confluentes

después de revertir la inhibici6n de 1la conversién .
adipocitica por 4cido retinoico. ' a

) Células 3T3-F442A se cultivaron en cajas de cultivo de 35 mm

de‘diémetro. Las actividades de: a) glicerolfosfato deshidrogenasa

y’aé b) enzima midlica se determinaron en extractos celulares de los

mismos cultivos. Cultivos en medio no-adipogénico sin d4cido retinoico

(0) o conteniendo 10'5M de 4cido retinoico (A); cultivos en medio

adipogénico conteniendo 1075y (®) 6 10°°M (A) de 4cido Tetinoico.

- Después que las células llegaron a confluencia y se mantuvieron en
el estado de reposo durante 5 dias (dia 11 de cultivo), todos los
‘cuitivos se cambiaron a medio adipogénico 'en ausencia del retinoide.
Los valores son el promedio de cultivos duplicados; la variacién
entre los valores de los duplicados no fue mayor del 5%.
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en los cultivos que revirtieron del efecto del dcido retinoico 10”5

5M, se expresd con un retraso de 3 dias respecto al aumento en

6 10
la .actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa; en los cultivos
mantenidos previamente en medio no-adipogénico con o sin el retinoide,
la actividad dé ambés enzimas se manifest6 en forma casi simulténea

(Figf Sb).

Efecto de la citocalasina B.

Récientemente se demostré que la adicién dé'fibfonectina al
medio de cultivo bloquearla conversién'adipociﬁica, mientras que.
drogas como la citocalasina D facilitan la expresidn de este '
fenotipéldiférenciado (Spiegelman y Ginty, 1982). Esto sugiere que
la Brganizacién del citoesqueleto podria‘regular la activacién de
genes especificos durante la conversidén adipocitica (Spiegelman y
Ginty, 1982)., Debido a que el dcido retinoico y otros retinoides -
inhiben la conversién gdipocitica y ﬁromueven la adquisiciénrde
una forma mds alargada y probablemente mds fuertemente adherida al -
sustrato (Kuri-Harcuch, 1982}, es probable que el dcido retinoico
inhiba la conversién adipocitica a través de una accibn estabilizadora
del citoesqueleto., Con el propésito de estﬁdiar esta posibilidad,
los filamentos de actina de las cé&lulas tratadas con el retinoide
se despolimerizaron por ‘el tratamiento con citocalasina B (Brenner
y Korn, 1980; Flanagan y Lin, 1980; Maness y Walsh, 1982; Yahara
y col, 1982) y se analizd su efecto sobre la conversién adipocitica.

Inicialmente se‘determinﬁ si la citocalaéina'B previené'éi

bloqueo-de ' la conversibn adipocitica inducido por el &dcido retinoico.
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Células mantenidas en reposo con medio adipogénico conteniendo 4cido

retinoico 10°°

5

M o con medio no-adipogénico con o sin fcido retinoico
10 "M se estimularon a diferenciarse, a partir del dfa 11 de cultivo,
con medio adipogénico conteniendo diferentes concentraciones de
éitocalasina B. El tratamiento con citocalasina B se 1llevé al cabo
durante 3 dias, después de los cuales las célulés se mantuvieron
durante otros 3 dias en ausencia de la citocalasina B. Los cultives
se fijaron con formaldehido al 10% en PBS, y las células se tifieron
con rojo oleoso O . Para obtener datos cuantitétivos, se mididé 1la
cantidad de luz absorbida por los cultivos teﬁidps mediante un método
fotocoiorimétrico (Kuri;HarcucH,‘datos no publicados). En la figura
ﬁa'se.observa que la citocalasina B aumentS la conversifn adipocitica
de las células cuya diferénciacién se bloqued con el &cido retinoico,
siendo mis notable él efecto de estavdroga a una concentracién de 2.0
pug/mi. No se observé un aﬁmentd significativo de la conversién
-adipocitica en 165 cultivos mantenidos con medio no-adipegénico

(Fig. 6a).

» En un experimento similar, las células se incubaron con 2.0
vg/ml de citocalasina B durante 1 a 4 dias después de haber retirado
el dcido retinoico dei medio de cultive. En la figura 6b se observa
que el mayor grado de conversidén adipocitica se obtuvo con 1, 2 y 3
dias de tratamiento, no éxistiendo una.diferencia significativa

entre &stos. E1 tratamiento con citocalasina B durante 4 dias
Aisminuyé la conversién adibocitica (Fig. 6b). '

“En resumen, los resultados muestran que la citocalasina B a
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Figura 6.’ Efecto de la 51toca1as1na B sobre la conver516n
adipocitica. R
Células 3T3-F442A se cultivaron en medio adipogénico

confenlendo 10 5M de dcido retinoico; el dia. 11 de cultivo las células

se cambiaron a medio adlpogenlco en ausencia del retinoide (.), pero
conteniendo citocalasina: - B. a).

citocalasina B durante 3 dias; b).
durante 1 a 4 dias de cultivo.

Diferentes concentracionesde
2.0 ug/ml de citocalasina B

la citocalasina B se retir6 del medio
de cultivo y las celiilas se mantuvieron hasta los 18 dias de cultivo.

Las c&lulas se fijaron y se tifieron con rojo oleoso O ; la conversidn
adipocitica se cuantific6é fotocolorimBtricamente. Los resultados
2stin referidos respecto al porcentaje de conversién alcanzado por
cultivos mantenidos en medio no-adipog€nico y que se cambiaron a medio
adipogénico sin la citocalasina B, normalizados a un valor de 1.0 (0).
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una concentracién de 2.0 ng/ml durante 1 a 3 dias, aumenta de 2 a

3 veces el grado de conversién adipocitica.

Efecto de la citocalasina B sobrc la conversién adipocitica de células,
tratadas con 4cido retinoico. ‘

“SM de

C&lulas 3T3-F442A que se cultivaron en presencié de 10
icido retinéico se incubaron con 2.0 ug/ml de citocalasina B durante
3 dias a partir del dia 11 después de 1la indéulaciﬁn; 1os-cuitivos‘
se fijaron y tifieron con rojo oleoso O elidia 18 de cultivo y se
dete?miné el grado de conversi6n adipocitica. En lértabla 2 se
observa que los cultivos suplementados con medio adipogénico

SM de dcido retinoico o suplementados con medio

conteniendo 10
no-adipogénico, ya sea tratados o no tratados con c1toca1a51na B,
no mostraron conversibn adipocitica. Cuando -el ﬁcxdo retinoico se
quitﬁrdel medio de cultivo y las células Se cambiaron a medio
adipogénico, se observé un nivel bajo de conversién adipocitica
(tabla 2); sin embérgo, después de quitar el dcido retinoico y'
cultivar las células con medio adipog&nico conteniendo citocalasina '
B, el grado de‘conversiﬁn adipocitica fue similar al observado en

las células no tratadas con el retinoide y suplementadas con medio
adipogénico (tabla 2).

k | Por otra parte, las actividades de la glicerolfosfato
déshidrogenasa y de la enzima midlica se determinaron para analizér

si el aumento de la conversibn adipocftica en las células tratadas

con’ c1toc31351na B se debe a una iniciacién: més temprana de la

dlferenc1ac1on, Células 3T3 F442A se cultlvaron en medio adxpogénlcor
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Tabla 2. Efecto de la citocalasina B sobre la conversién
adipocitica de células 3T3-F442A.

Condiciones de : Adicién Conversi6én adipocitica
cultivo X : "(normalizada)
S. de gato
; 1.0
5. fetal de bovino
S. de gato ) e 7 0.0
. S. dé gato .. .. CB 2.0 ug/ml’° 0.0 -
S. fetal de bovino o ) A
« AR 107%M NP . 007
§: .fstal-de Bovino " CB Z.0mg/ml - 0.14
+ AR 107N e '

S. fetal de bovino. ‘ _
+ AR107M . ' 0.18

S. fetal de bovino

S. fetal de bovino

-5
+ AR 10 "M CB 2.0 ug/ml .. 0.73

S. fetall}evbovino

Células 3T3-F442A se cultivaronccon medio no-adipogénico o
con medio adipogénico conteniendo 10 "M de 4cido retinoico (AR);
a los 11 dias después de la inoculacibén algunos de los cultivos se
" cambiaron a medioc adipogénico sin 4dcido retinoico. ‘Los cultivos
que se indican se trataron con 2.0 pug/ml de citocalasina B (CB)
durante 3 dias; se retird la CB y se mantuvieron con el mismo medio
durante 3 dfias mis. A los 18 dias de cultivo, las células se
fijaron y tifiecron con rojo oleoso 'O y se determiné el grado de
conversidn adipocitica como se describe en la figura 6.
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o medio no-adibogénico, ambos conteniendo IO-SM de dcido retinoico;
a los 11 dias después de la inoculacién sc cambiaron a medio
adipogénico sin el retinoide y se trataron con citocalasina B
durante 3 dias, cultivos paralelos no recibieron la CB. La
actividad de la glicerolfesfato deshidrogenasa en los cultivos
tratados con CB aument6é 2-3 dias antes que la actividad de 1los
cultivos no tratados con esta drqga (Fig. 7a, b). La enzima milica
presénté una respuesta similar a la de 1la glicerolfosfato
deshidrogenasa; la actividad aument6 antes.en los cultivos tratados
con citocalasina B que en los no tratados (Fig. 8a, b). Sin
embargo, las células que se trataron comn citocalasina B pero que
constantemente se cﬁltivaron con medio no-adipogénico o con hedio
adipdgénico conteniendo 10—5M de &dcido retinéico, ne mostraron
ningﬁn aumento en la actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa

(Fig. 7c).

 DISCUSION.

Los resultados obtenidos muestran que la inhibicién de. 1la
diferenciacién de las células 3T3-F442A por efecto del dcido
retinoico, se acompafia por cambios en la morfologia celular y por'
niveles de actividad de la glicerolfosfato deshldrogenasa y de
la enzima mdlica 51mllares a los ‘observados en células en
prol1fcraC16n o que no sufren la conversifn adipocitica como las

celulas de la linea 3T3-C2 (Kur1 Harcuch 'y Green, 1977), algunos
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Figura 7. Efecto de la citocalasina B sobre la actividad de

la glicerolfosfato deshidrogenasa. '

Las células 3T3-F442A se cultivaron como se describe en 1la.
figura 2. a). Medio adipbgénico; b). Medio no-adipogénico, ambos
conteniendo 10"°M de dcido retinoico. A los 11 dias después de 1la
inoculacién todos los cultivos se cambiaron a medio adipogénico sin
el retinoide; algunos cultivos se incubaron con 2.0 ug/ml de citocalasina
B durante 3 dias al tiempo de retirar el dcido retinoico (®, A), otros
cultivos paralelos no se incubaron con citocalasina B (0, A). En
c) las células se cultivaron constantemente con medio no-adipogénico
(Q); con medio adipogénico (@) o medio no-adipogénico (®) ambos
conteniendo‘10'5M de dcido retinoico; todos los cultivos se incubaron
con citocalasina B, como se describe para a) y b). La actividad de
la glicerolfosfato deshidrogenasa se determiné en extractos celulares
totales. Los valores son el promedio de cultivos duplicados; la
variacién entre los valores de los duplicados no fue mayor del S%.

La linea discontinua muestra la actividad e¢nzimdtica de los cultivos
suplementados con medio no-adipogénico y que se cambiaron a medio
adipogénico (datos obtenidos de la-figura 2a). ‘
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Figuraia. Efecto de-la citocalasina B sobre la actividad
: - de ia enzima mdlica. '

El experimento se realiz6 como se describe en la figura 7a, b.
a). . Medio adipogénico; b); medio no-adipogénico, ambos conteniendo
110—5M de 4cido retinoico. Cultivos incubados con citocalasina B
(®, A); cultivos incubados sin citocalasina B (0, A). La 1linea
discontinua muestra la actividad enzimdtica de los cultivos
suplementados con medio no-adipogénico que se cambiaron a medio:
adipogénico (datos obtenidos de la figura 2b). '
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de los resultados también son similares a los obfeni&os con la
sintetasa de los 4cidos grasos en la sublinea 3T3-L2 (Murray y
Russell, 1980). La inhibicién de 1la conversiéﬁ édipocitica es
.Teversible. (Kuri-Harcuch, 1982); el inicio de 1a reVersién fraé
" como - consecuencxa la apar1c16n de las caracteristlcas morfoléglcas

 y enZLmétzcas del fenot1po adipocitico deqpués de un perfodo: cuya

”.durac16n depende fundamentalmente de la concentracibn’ del 5c1do

 _ret1no1co en el medio de cu1t1v0 durante el bloqueo de ‘1a conver516n.1’
‘,‘Efectos dependlentes de la concentrac16n y del tlempo de tratamlento o
k con~ret1n01des se han descrlto en.dlversos sistemas (Jettenry col,
1979; Haddox Y Russell i979' Haddox y colk 1979;'Lotéh yrcol; 1980
1982 Rapaport y col 1982; Douer y Koeffler, 19823, 1982b), en el
caso de. los CUlthOS tratados con &cido ret1no1co 10 -6 6 10 5M e1
periodo necesarlo para que se iniciara la conversidén adxpocitlca
varib entre 2y 4 dias, respectlvamente. o '
" El trdtamiento con £c1do retinoico 10 -3 6 10 GM modifica la-
expre516n de las en21mas 11pogén1cas durante 1a rever516n del bloqueof
~de la conver516n adipocitica; mlentras los cultlvos que se- mantuv1eron
en medxo adlpogénlco mostraron cambios s1mu1téneos en la act1v1dad
- de la gllcerolfosfato desh1drogenasa y de la en21ma mﬁllca, los .
cultivos manten1dos en presencia del ret1no1d§ expresaron la .- ,' 7 ,
actividad“dé 1a ehzima milica con un Ttetraso de 3 dias aproximadémente
iespeéto al camHio en la aétividgq de 1a enzima glicerolfosfato

deshldrogenasa.

Durante la d1ferenc1ac16n, 10$‘pread1poc1tos 3T3 sufren una -
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serie de cambios morfolﬁéicos (Green y'Meuth, f974; Greéh ¥ Kehinde,
1976) que sé eﬂcuentran e;trechamente relacionados con una
.reorganizacién del citoesqueleto (Novikoff y col, 1980-'Spiege1manl
y Green, 1980), y: camblos en la sinte51s de proteinas que 10
constltuyen (Sldhu, 1979 Splegelman y.Green, 1980;. Spiegelman y
;VFarmer, 1982) Splegelman y G1nty (1982) demostraron que la
‘Jad1c16n de f1bronect1na al ‘medio de cultivo bloque6 el fenémeno de-
Iconver516n adlpocitlca y drogas como la citocalasina D fac111taron
la expre516n del fenotipo d1ferenc1ad0' esto suglrlé que la organlzaC16nr\ 

del c1toesque1eto pudlera regular la act1vac16n de genes especif1cos

 durante la convers1on ad1pocit1ca (Sp1egelman y G1nty, 1982). La
xflbronectlna, gl1coproteina relac1onada con el c1toesque1eto (Hynes -
‘y Destree, 1978, Singer, 1979 Slnger y Chen, 1980} y con fenﬁmenos-«
de adhe516n ‘celular (Yamada y Olden. 1978; Hynes y col, 1g?9),

- bloquea 1os camb1os morfoléglcos caracteristicos que se préseﬁéén
kdurante la d1ferenc1ac16n de’ condroc1tos (Pennypacker y 601, 1979;
‘\Nest Y col 1979) Tamblén se ha demostrado que e1 £c1do ret1no1c0

: pﬁede bloquear'la condrogéne;;s (Hassell y col, 1978; Lewis y cql,
':1978§A§roduciendo un aumentd"en léladsorcién de fibrbnéctina'a la
fsuperf1c1e celular, asi como un ]1gero aumento en la sinte51s de
ésta (Hassell y col ©1979); este: aumento en 1a sinte51s dé )
,Elbronectlna inducido por los ret1n01des se descr1b16 en otros
=1stemas (Jetten y col, 1979; Bolmer y Wolf, 1982) 1nc1uyendo 1as"
.elulas 3T3 (Jetten y col, -1979).. El incremento en. la cant1dad de f‘

Elbronectxna en. 1a superf1c1e celular se ha correlacxonado con el
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aumento'en la adhesifn que inducen los retinoides (Adamo .y coi,
1979). Bstds datos sugieren que el dcido retinoico induce la
estabilizacibn del c1toesque1eto y un aumento en la adhesién de
las células 3T3- F442A efecto que se refleja en 1os cambios
'morfoléglcos observados durante el tratamiento con el ret1n01de'
y que ya han sido descrltos con anterioridad (Kuri-Harcuch, 1982)
; E1l tratamlento con citocalasina B no previno la 1nh1b1c16n
‘produc1daxpor el éc1do.r¢t1n01co, pero en los cultlvos cuya -

“5M hasta el dfa

converSiSnrse biodugé,con el dcido retinoico 10
11 dé“éultivo,~adéiant6 2'dias el ‘inicio de 1la difefenciacidnb
respecto a los cult1vos que durante la reversién no fueron tratados
‘con’ esta droga (F1gs. 7 y: 8). Se observé el mismo retraso en ‘1a
expre516nfd¢vla enzlmg milica respecto al inicio del aumento;eﬁf
la  actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa. E1 inicia,de
la cohversién'en los cultivos tratados con citoéalasina B afin
mostrd diferehcias respecto a los cultiVos controles donde se
inici6 1a conversién'a partir de condiciones no-adipogénicas,
existiendo :una diferencia de 1.5 dias aproximadamente. Estos:
resultados permiten conc1u1r que a pesar de que el &dcido

ret1n01co ejerce una acc16n estabilizadora sobre el c1toesque1eto,
este efecto no interviene directamente sobre la inhibicién de la
conversién adipocitica' en.caso contrario, podria esperarse qué el
: tratamiento con C1toca1a51na B per se permitiera la d1ferenc1ac16n
en aquellos cultivos donde el ret1no1de se mantuvo en el

‘medlq de cultlvo durante todo:elAdesarrollo experlmental.,_Esto
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concuerda con los resultados obtenidos por Kuri-Harcuch (1982) en
cultivos en suspensidn estabiliiados con metilcelulosa, donde las
condiciones de cultivo no favorécen la estabilizacién del
‘citoesqueleto, pero permiten la inhibicién de la diferenciacisn por
el ééido retinoico. Por lo taﬁto, aunque los cambios en la
organlzac16n del c1toesqu91eto son una de la- prlmeras man1festac1ones
del proceso de conversidn, estos sdlo forman una parte del programa
de d1ferenc1ac16n 'siendo 1nd15pensab1e que ocurran otros:cambios,
muchos de ellos hasta ahora descon061dos, ‘para que se 1n1c1e la 7
conversién adipocitica. El efecto del retinoide. sobre el c1toesqueleto'
retardo la expresidn del fenotlpo ad1poc1t1co una vez que Se inicio-
la. rever316n, sug1r1endo que el éc1do retinoico puede modular la
vexpre516n de la conversitn ad1poc1t1ca a través de una estab1112ac16n
de elementos del citoesqueleto. ‘

Cuando 1la copverSidn adipocitica se bloqued con médio
no-adipogénico conteniendo écido retinoico 10-5M, el intervalo que
transcurrié entre el inicio de 1la revefsidn_y,la aparicién de los
primeros indicios de diferenciacién fue afin mayor que el observado
en los cultivos mantenidos con medio adipogénico conteniendo el
retinoide; parece ser que la presencia del factor adipogénico es
necesaria durante el bloqueo de 1a conver516n .con el dcido retinoico
para que este 1ntervalo sea menor.,

~Las diferen;ias encontradas en el comportamiento de las
enzimas, principalmente el retardo en la expresién de la enzima

milica respecto‘a,labglicerolfosfato deshidrogenasa sugiere que
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“fambﬁs enzimas se regulan‘dé manera independiente y mo coordinada,
resuitado qﬁe concuerda con el concepto de que la glicerolfosfato
deshldrogenasa es una enzima prlmarla en el programa de d1ferenc1ac16n,
su respuesta es’ 1ndepend1ente de la sintesxs de lipldos celulares,
':mlentras que la expresibn de la enzima mélica depende de la sintesis
'de £c1dos grasos (Kurl Harcuch y col, 1978; Spiegelman y Green, 1980).
o Las d1ferenc1as en la. durac16n del intervalo necesarlo para
 que se manlfleste el proceso de conversién en los preadipocitos 3T3

'ifdurante la rever516n de la inhibicién por el &cido retinoico,

sug;erep la p051b111dad de que el estado de reposo en que estdn las

" c&lulas durante la inhibicibén de la diferenciacién es diferente del
'fque se encuen£ran los cultivos cuya cohversiénvée evité al mantener
las células en medio no-adipogéhico. Se ha sugerido que el dcido
' retinoico blequea 1la ﬁrogresién de las células a tfﬁvés del ciclo
selular en un punto localizado en la parte media de la fase G,
(Haddox.y Russeli, 1979; Haddox y col, 1979; Lotan y col, 1982) por
lo’que-ei retinoide podria bloquear 1la etapa de proliferacidn
selectiva de ad1poc1tos que antecede a 1la. expre516n del fenot1po‘
‘adlpocitlco (Pairault y Green, 1979; Kur1-Harcuch y Marsh-Moreno,
1983). Otra posibilidad de expllcar cl efecto del retinoide es
con base en el modelo propuesto por Scott y colaboradores (1982a;
1982b). En este caso, ei retinoide induciria un estado de reposo

'GD a ﬁartir,del cual los preadipocitos podrfan expresar el fenotipo

- ndipocitico sin atravesar por.un perfodo critico de sfintesis de

~DNA; este estado serfa diferente del que estdn las células cultivadas =

en medio no-adipogénico, donde el estado de reposo inducido es
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previo a un beriodo de sintesis de DNA necesario, para la conversifn.
adipocitica (Kuri-Harcuch y Marsch-Moreno, 1983). Sin embargo, el
tratamiento con citocalasina B en los cultivos que revierten de la
inhibicién por el dcido rétinoigo parece indi;ar que el bloquen
inducido pdr el retinoide es anterior a la sintpsis de DNA. Esto
se basa en las observaciones de que la_citdcalasina BLinhibe la
- sintesis de DNA en divéisds sistemas incluyendo las células 3T3
(O'Neill,.1979; Maness y Walsh, 1982), y de que la aplicaci6n de
‘ésta droga en los cultives que revierten de la iﬁﬁibici6n por 10'6M
del ret1n01de manifiestan el fenotlpo adlpocitlco en forma més
 tardia Tespecto a los cultivos que no reczbleron el ‘tratamiento conxj"
la-CB (rgsultados no presentados). ’ ) :
' Schroder y colaboradores (1982), han sugefiddVQue.el dcido
retinoico no induce uh bloqueo ‘de la progresidn de14éiclo cgluiar,
sino que al inhibir en forma parcial ia éinteSis deilDNA hace mis
’viénto el paso de las células a través de las fases S y G, del ciclo
(Schroder y col, 1982; Rapaport y col, 1982a), Las condiciones de
‘cultivo manejadas por estos autores difieren de 1as'émp1eadas en
:eSte'trabajo; el tratamiehto con el retinbidg_es deicorta duiacidn‘
.4a_aiferencia‘del tratamiento eﬁpleado pér nosotros para'inhibir'ia "
conversi6n adipocitica. Esto es importante ya que se ha demostradoA
. que la respuesta al retlnolde depende del tiempo de tratamlento
‘ (Rapaport y col, 1982a, b).
El mecanismo'de accién del dcido retinoico afin es desconocidd;

Se ha descrito la existencia de una proteina receptora.
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intracitoplﬁsﬁica especifica para este compuesto la cual podria
mediar su efecto sobre genes éspecificos que intervienen en el
programa de diferenciacifn; por otra parte, el retinoide también
- podria inducirfqambios en la superficie celular a través de
reacciones de glicosilaciﬁh {(ver Lotan, 1980) y modificar la
intéfacéiﬁn del factor adipogénico con su receptor.v’Este efecto
‘podfia relacionarse en parte con los cambios morfdldgicoé inducidos

por el retinoide, ya que la forma. celular modula la cépacidﬁ& de’

respuesta a hormonas y factores de crecimiento (Gbspodarowiczfy'col;.,

1978).
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