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RESUMEN. 

Cuando las células 3T3 llegan a confluencia se diferencian a 

células con características morfológicas y bioquímicas de adipocitos. 

Durante este proceso aumenta la síntesis de triglicéridos a partir 

je sus precursores y también aumenta la actividad de las enzimas 

relacionadas con la síntesis de lípidos. La conversión adlpocitica 

depende de un factor sérico necesario para la formación de los 

adipocitos; en ausencia de este factor las células no se diferencian 

a adipocitos (Kuri-Harcuch y Green, 1978). La diferenciación de las 

células 3T3 también se inhibe totalmente por 10- 6M ó 10- 5M. de ácido 

retinoico; la inhibición es reversible al cambiar las células a medio 

adipogénico libre del retinoide (Kuri-Harcuch, 1982). Con el 

propósito de analizar algunas de las características de la inhibición 

de la conversión adipocitica por el ácido re.tinoico y la relación 

~ue guarda el citoesqueleto con la acción del retinoide, se examinó 

el comportamiento de las enzimas lipogénicas, glicerolfosfato 
' . 

deshidrogenasa y enzima málica, durante la reversión del bloqueo de 

la diferenciación con ácido retinoico. Cultivos paralelos de células 

~T3-F442A cuya conversión se inhibió durante 11 días de cultivo con 

ácido retinoico 10- 6M ó 10- 5M, o por cultivo en medio no-adipogénico 

con o sin ácido retinoico, se estimularon a diferenciarse en medio 

adipogénico libre del retinoide; las acti vi da des de la glicerolfosfato 

deshidrogenasa y de la enzima málica presentaron en todos los casos 

los cambios característicos de la diferenciación, aumentando 

respectivamente 100-300 veces y 8-14 veces los valores de actividad 

encontrados en cultivos no susceptibles a la conversión adipocítica 

' -~ --
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o en células en fase de proliferación. Cuando los cultivos 

alcanzaron el estado de reposo en presencia del ácido retinoico, se 

observó un retraso ~n la expresión de ambas enzimas respecto a los 

cultivos que revirtieron de un medio no-adipogénico; este retraso 

dependió de la concentración de retinoide utilizada dur·ante .la 

inhibición de la conversión. El retraso fue mayor en los cultivos 

donde se inhibió previamente la diferenciación con medio 

no-adipogénico conteniendo ácido retinoico. En los cultivos cuya 

diferenciación se bloqueó a lo largo de los experimentos, las 

actividades permanecieron en sus niveles basales. Estos resultados 

sugieren que el estado de reposo alcanzado por las células 3T3-F442A 

en presencia del ácido retinoico es diferente al estado de reposo 

alcanzado por las células cultivadas en medio no-adipogénico. Por 

otra parte, durante la inhibición de la conversión adipocítica por 

el ácido retinoico, las células presentaron una morfología más 

aplanada y alargada que las células cultivadas en ausencia del 

retinoide; estos cambios morfológicos sugieren que el ácido retinoico 

puede ejercer su efecto a través de una estabilización del 

citoesqueleto. El tratamiento con citocalasina B (2.0 µg/ml) 

aplicado durante la reversión de la inhibición por el retinoide 

adelantó 2-3 días el inicio de la conversión adipocítica, mientras 

que en cultivos mantenidos en presencia del ácido retinoico a lo 

largo del desarrollo ~xperimental la citocalasina B no tuvo efecto. 

Los resultados muestran que la estabilización del citoesqueleto 

mediada ·por el ácido retinoico solamente modula la expresión del 



s 

fenotipo diferenciado y que la inhibición de la conversión 

adipocitica se lleva al cabo mediante otro mecanismo. Los resultados 

;ugieren que la glicerolfosfato deshidrogenasa y la enzima málica 

se regulan de manera no coordinada. 
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INTRODUCC ION. 

La multicelularidad de un organismo depende de la formación de 

células especializadas en funciones específicas como locomoción, 

soporte, captación de estímulos del medio, etc. La expresión de 

estas funciones específicas depende de los procesos de diferenciación 

celular. Las células diferenciadas tienen el mismo genoma, pero 

expresan diferentes funciones (Maclean, 1977). 

El estado diferenciado es característico de.las células de 

organismos eucariontes; pero se observa una expresión genética 

.. diferencial en los procariontes, la cual corresponde al encendido y 

apagado de operones de diferentes rutas metabólicas. En bacterias 

y cianobacterias se'· encuentran algunos grupos que constituyen 

agregados mul ticelulares, como los. cuerpos fructíferos· en Myi:ob~·cterias 

(Dw<?.rkin, 1973) o .los heterocistos 'y acinetos eri cianobacterias. 

(Carry Bradley,_. 1973). 
: ·:~~· 

Se consideran tres probables indicios en la aparición de la 

diferenciación entre los eucariontes (Maclean, 1977): un.alto grado: 
'' 

de diferenciación de partes de una misma célula;' Úna tendencia al 

desarrollo de una estructura sincicial como en Stentor, Opalina o~-, ' 

Physarum (Sauer, 1973) y el hongo Dictyostelium discoideum (Garrad 

y Ashworth, 1973), y una tendencia a desarrollar una estructura 

multicelular como en Pandorina, Volvoxo Dictyostelium. ' ==-- *""" .. 
Por otra parte, del estudio~omparati~a diferenciación 

a lo largo de la es~ala filogenética,,se p~edén postular 4 principios 

(Maclean, 1977): 

1) La.diferenciación determina la forma orglinica del indivi~uo • 

. ·: >1-
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2) El estado diferenciado tiene como consecuencia una restricción 

o pérdida de la potencialidad de la célula para dar origen a otros 

tipos celulares. 

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

4) El estado diferenciado tiende a ser predominante en la vida 

de los organismos a medida que se ascieride en la ~scala evolutiva, 

Uno de los problemas centrales que se presentan en el,estudio 

de la diferenciación, es el explicar cómo se establece el ·compromiso 

d~;~a célula. para el cambio de expresión genltica característico de 

este fen6m.eno y en _el que la progenie celular muestra un nuevo programa 

diferente al de las céli.llas progenitoras. Existen dos modelos que 

tTatan de responder esta pregunta. El primero, propone que. el 

.compromiso para expresar funciones diferenciadas por parte de una 

célula ocurre en forma estocástica (Till y.col, 1964; Gusella y col,: 

1976); es decir, con una probabilidad discreta en cada generación 

celular. Este t.:ompromiso requiere la presencia de un inductor y la 

expresión de la diferenciación se determina por parámetros cinéticos 

. ~recisos (Gusella y col, 1976). El. segundo, propone que la 

diferenciación comprende una serie de eventos programados en los·que 

la transición de un compartime.nto celular al siguiente en un linaje 

=elular está dada por eventos dependientes del ciclo celular (Holtzer, 

t 970). Hol tzer. (1970) postula dos. tipos de ciclo celular: un' ciclo 

:elular proliferativo, en el que se producen células hijas iguales a 

la célula progenitora, Y,un ciclo celular cuántico que produ~e cllulas 

· :on funciones características que no se encuentran en la célula 
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progeni t•>ra. 

Para el estudio de la diferenciaci6n se han utilizado varios 

sistemas experimentales, tanto i!l vivo como in lli!2_. In~. los 

estudios de regeneraci6n en anfibios han apoyado las siguientes 

conclusiones (Konigsberg, 1963): las células diferenciadas no 

necesariamente son irreversibles como elementos postmit6ticos; cuando 

las células diferenciadas se estimulan en forma adecuada mediante la 

amputaciiln .. ael 6rgano, pueden perder algunas de sus estructuras 

características y adquirir algunas de las funciones típicas de tin 

estado más temprano de diferenciación, y pueden proliferar y volver a 

expresar el estado normal de diferenciación. Para el estudio i!l ~ 
de ia diferenciación de ~élulas de mamífero, se ha utilizado el cultivo 

de células o de tejidos. Las ~élulas de mamífero mantenidas en cultivo, 

en algunos casos proliferan indefinidamente y después de algún tiempo 

mueren, 1:omo las células de humano que logran sobrevivir aproximadamente 

50 generaciones en culti.rr¡. En algunos otros casos, la población 

celular puede constituirse en una linea celular establecida y adquiere 

la capacidad de multipli~aci6n indefinida, y en ocasiones, la capacidad 

de producir tumores. 

En 1963, Todaro·y Green obtuvieron líneas celulares establecidas 

de fibrohlastos de embrión de rat6n sui;;:o. Inocularon cultivos con 

dif~rentos densidades.celulares y lo~ mantuvieron en un régimen de 

transfer•mcia de ~ dia3. Se derivaron las U neas 3T~, 3T6 y 3T1 2, 

cuyas densidades de inocalaci6n fueron de 3 x 10 5 , 6 x 10 5 y 12 x 10 5 

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

.::,".-.{' ,:-
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cult~1os, las células presentaron una tasa alta de crecimiento que 

disminuyó paulatinamente; después de 1 5 6 ·30 generaciones ( 45- 7 5 días 

de. cultivo) la velocidad de crecimiento aumentó y alcanzó un valor 

semejante al inicial (Todar0 y Green, 1963). Este aumento fue el 

primer indicio del establecimiento y estuvo acompañado de la adquisición 

de heteroploidía. Estas células, al igual que otras líneas celulares 

establecidas, poseen una mayor capacidad de proliferación a bajas 

densidades de in6culo y una morfología fibroblastoide. 

La línea celular 3T3 tiene un comportamiento diferente al de las 

otras líneas obtenidas por Todaro y Green; presenta una densidad de 

saturación menor, es sensible a la inhibición del crecimiento por 

densidad de saturación, lo cual no es característico de la mayor parte 

de las líneas celulares establecidas, y forma monocapas capaces de 

permanecer en estado de reposo por largos períodos (Todaro y Green, 

1963) • 

Sublín<:as preadiposas de las células 3T3. 

Hn los cultivos de células 3T3 que llegaban a confluencia, se 

podían observar algunas células con gotas de lípidos en el citoplasma 

que fo:·maban grupos probablemente relacionados clonalmente (Green y 

Kehind1~, 1974); La clonación selectiva permitió obtener clonas con 

diferente capacidad de acumular lípidos en el citoplasma; la acumulación 

lipidii:a podría deberse a un proceso de diferenciación a adipocitos y 

se denominó conversión adipocítica (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 diferenciación 

de la clona 3T3-L1 se presenta tanto en cultivos en superficie que 

han alcanzado el estado de confluencia, como en cultivos en suspensión 

estabili~ados con metil-celulosa que impiden la multiplicación celular 

generali::ada (Green y Meuth, 1974). Posteriormente, se obtuvieron 

subclonas que variaron en su capacidad o susceptibilidad para la 

conversión adipocítica, entre ellas: células con alta susceptibilidad 

de conversión (3T3-F442AJ, células con una mediana susceptibilidad de 

conversión (3T3-Ll y 3T3-L2), y clonas que poseen un porcentaje de 

conversión muy bajo o que no tienen la capacidad de convertirse a 

adipocitos (3T3-M2 y 3T3-C2) (Green y Kehinde, 1976). 

Las clonas 3T3-L1, 3T3-L2 y 3T3-F442A son un modelo adecuado 

para el estudio in vitro del metaboli.smo de lípidos, del preces.o de 

diferenc~ación de los adipocitos y de su capacidad para responder a 

hormonas y agentes lipog~nicos y lipolíticos. Estos aspectos se han 

estudiado tanto en el animal intacto como en rebanadas de tejido 

mantenidus en cultivo o ?n cultivos primarios de adipocitos (Rudman 

y Di Girolamo, 1967; Rothblat, 1969). Sin embargo, las clonas de 3T3, 

a diferencia de las rebanadas de tejido o de los cultivos primarios, 

son una roblación celular homogénea que puede proliferar indefinidamente 

y tienen la capacidad de iniciar.la diferenciación adipocítica en 

condiciones especifica5. 

Conversidn adipocitica. 

La conversión adipocitica se caracteriza por varios cambios: 



11 

cambios morfológicos, acumulación intracitoplásmica de triglicéridos, 

:ambios en actividades enzimáticas, incremento en la sensibilidad a 

hormonas y síntesis de DNA. 

Sambios morfológicos. 

Las ~élulas 3T3 son células de aspecto fibr6blástico, aplanadas 

~ irregulares con grandes procesos ci toplásmicos. Cuando llegan. a 

confluencia los procesos se retraen, engrosan y adquieren una forma 
-

oval o esférica. Simultáneamente, se acumulan lípidos en el citoplasma 
. . ' 

formando numerosas gotás que se fusionan y desplazan el núcleo hacia 

la periferia. En las primerai fases de la diferenciación, las células 

son similares a los adipocitos·multiloculares del tejido adiposo pardo, 

pero al fin'.11 de la conversión son más parecidas a los adipocitos 

uniloculares del tejido adiposo blanco (Green y. Meuth, 1974). Los 

c:ambiosmorfológicos muy tempranos no están claraniente descritos. Sin 

umbargo, Green y Kehinde (1976) describieron, por tinción de los lípidos 

c:on rojo oleoso O, que al inicio de la transición morfológica el 

citoplasma aparece teñido en forma difusa sin aparentes gotas de 

lípidos; los limites celulares están bien definidos y paulatinamente 

desaparecen al irse sobrelapando los procesos celulares y adquirir la 

forma redonda. Los adipocitos se encuentran formando pares o grupos 

(e células que probablemente están en la misma etapa de diferenciación, 

!ugiriendo que las células están en relación clonal y más o menos 

sincrónica (Green y Kehinde, 1976). 

Los cambios morfológicos de la conversión adipocítica se 

Encueritran determinados por el programa de diferenciación y no dependen 
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de la acumulaci6n intracitoplásmica de lípidos. Kuri-Harcuch y col 

(1978) comunicaron que la adquisici6n de la forma redonda se· puede 

llevar al cabo en ausencia de síntesis y acumulaci6n de triglicéridos 

debido a probables alteraciones del citoesqueleto. Durante la conversi6n 

adipocítica disminuye la síntesis de actina hasta en un 75-80\ (Sidhu, 

1979; Spiegelman y Green, 1980) lo que correlaciona con li desaparición 

de las fibras de tensión (Novikoff y col, 1980). Spiegelman y Farmer 

(1982) encontraron que la disminución en la síntesis y contenido de 

actjna, tubulina y vimentina precede a los. aumentos en la actividad de 

las enzimas lipogénicas. Durante la reorganización del citoesqueleto, 

se ha sugerido la existencia probable de filamentos, todavía no 

identificados, alrededor de las gotas intracitoplásmicas de lípidos 

cuya disposición es similar en los adipocitos diploides en desarrollo 

(Novikoff y col, 1980). 

Por otra parte, en los preadipocitos 3T3 las gotas de lípidos 

se encuentran rodeadas por retículo endoplásmico, mitocondrias y 

peroxisomas, sugiriendo la existencia de una relaci6n metabólica y 

estructural. Debido a la reorganizaci6n del citoplasma durante la 

diferenciación, aumentan las vacuolas autofágicas y las vacuolas con 

actividad de fosfatasa ácida (Novikoff y col, 1980). 

Acumulaci6n de tri~licéridos. 

La acumulación de lípidos intracitoplásmicos durante la conversión 

adipocítica de las células ·3T3 puede deberse a un aumento en la síntesis 

de ácidos grasos y triglicéridos. La síntesis de triglicéridos durante 

la fase de proliferaci6n exponencial es similar tarito en los cultivos 
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de las sublineas 3T3-L1 y 3T3-F442A (lineas con alta susceptibilidad 

de conversi6n) corno en los cultivos de las células 3T3-M2 y 3T3-C2 

(lineas con-baja susceptibilidad). Sin embargo, cuando las células 

3T3-L1 y 3T3-F442A llegan a confluencia, la síntesis de triglicéridos 

_aumenta varias veces en magnitud (Green y Kehinde, 1975). La 

incorporac16n de 14C-glucosa, de 14c-acetato y de 14c-palmitato a 

triglicéridos en las células 3T3-L1 aumenta aproximadamente 200 veces, 

SO veces y de 6 a 20 veces, respectivamente en compnracl6n a 1a 

incorporación en la sublinea 3T3-MZ de nula susceptibilidad de conversión 

adipocitica (Green y Kehinde, 1975; Mackall y col, 1976). La 

incorporación de estos precu-rsores a fosfolípidos no aumenta y _se 

mantiene a niveles basales (Green y Kehinde, 1975). Recie~temente se 

na comunicado que el palmitoleato y el oleato constituyen el 32 y 26t 

respectivamente de los ácidos grasos totales en 3T3·L1, y son 

;intetizados de ~o por desaturaci6n de palmitato y estearato; su 

~oncentración aumenta unas 8 veces durante la conversión adipocítica 

(Kasturi y Joshi, 1982). 

Cambios en actividades enzimlticas. 

Tanto en los adipocitos diploides como durante la conver~i6n 

adipocítica de las c&lulas 3T3, la bioslnte~is de triglicéridos se 

:?Uede llevar al cabo por la síntesis de ~ de ácidos grasos a partir 

·le sus precursores, o por la esterificaci6n de los ácidos grasos 

~xógenos. La acumulación intracitoplásmica de lípidos durante la 

~onversi6n adipocítica se debe al aumento en la actividad de las 

~nzimas lipogénicas, ocasionado por una mayor síntesis de ~de las 

~nzimas como la acetil CoA carboxilasa, la sintetasa de los ácidos 
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grasos, la glicerolfosfato deshidrogenasa y la enzima málica (Macka11· 

y col, 1976; Ahmad y col, 1979; Student y col, 1980; Weiss y col, 

1980; Spiegelman y Green, 1980). Se ha observado un aumento en la 

cantidad de mRNA's específicos que codifican algunas de estas enzimas 

(Spiegelman y Green1 1981). .Resultad.os similar.es se podrían esperar 

para las otras enzimas lipogénicas cuya síntesis no·se ha estudiado. 

Las enzimas esterificantes glicerolfosfato aciltransferasa, la diacil 

glicérido aciltransferasa y la lisofo.sfatídico aciltransferasa aumentan 

en actividad 50-100 veces,· 60 y 50 vec~s, respectivamente en relación 

con las células 3T3-C2 que no son susceptibles de coriversi6n adipocítica 

(Kuri-Harcuch y Green, 1977; Kuri-Harcuch y_ col, 1978; Coleman y col, 

·. 1978). Las enzimas.que sintetizan ácidos grasos, acetil CoA carboxilasa, 

· ATP- citrato lia.sa y sintetasa de los ácidos grasos aumentan s.u actividad 

40, y 50 veces ... durante la. conversión (Mackall. y col, 1976); la enzima. 

málica que produce un 40-50\ del NADPH necesario para la síntesis, de. 

ácidos grasos (Wise y Ball, 1964), también aumenta aproximadamente. 15 

ve.ces respecto a las células no adiposas (Kuri-Harcuch y Green, 1977). 

Por otra parte, las enzimas glicolíticas glucosa-6-fosfato deshidrogeri.asa, 

deshidrogenasa láctica, aldolasa y gliceraldehído fosfato deshidrogenaia 

muestran pocos aumentos en su actividad, de 2-4 -veces respecto a las 

células no diferenciadas (Grimaldi y col, 1978; S~iegelman y Gieen, 

19.80). Sin embargo, ot.ra enzima glicolítica, la glicerolfosfato 

deshidrogenasa, que a partir del fosfato de dihidroxiacetona sintetiza 

el 3-glicerolfosfato necesario para la síntesis de_ los triglicéridos, 

llega'a aumentar entre 500 a 50,000 vec~s durante la conversión 

adipoéítica (Kuri-i-larcuch y ºcol, 1978; .·Pairaul t y Green, 1979). Este. 
' . - ' . - -
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aumento tan significativo de la enzima se explica, porque durante la 

diferenciación a adipocitos, se expresa una isoenzima que no se encuentra 

en células no adiposas (Wise y Green, 1979). La enzima lipoproteína 

lipasa, que es característica del tejido adiposo y que se localiza en 

la superficie de las células end6teliales,de los vasos o en lá superficie 

de los ádípocítos, también se expresa dtirante la. cbnversión ádipocítica 

. de las células. 3T3; _la actividad de esta enzima llega a aumentar hast_a 

80 veces (Wise y Green, 1978; Grimaldi y ¿al, 1~78; Spooner ~ col~ 

1979) (ver tabla 1). 

Los aumentos en las. actividades enzimiticas dur_ante la conversión 
} . 

. adipocítica parecen estar r.e.gulados en forma ~coordinada tanto para las 

anzimas que ~intetizan á~id~~ grasos (Mackall y col, 1976), como Para 

Las enzimas, esterificantes. cc'6'1eman y. col~ 1978). Sin embargo, i_ambién. 

·se ha descrito que ¡as:.·enzi~as ¿pogénicas están. reguladas en forma: no .. 

·:oordinada con las enzi:imas glicolíticas (Sp'iegelman y Green, 1980) . 

. '..as enzimas lipozénicas. responden de manera diferente a la deficiencia 

de biotina, y se ha postulado la e_xistencia de enzimas primarias como 

La glicerolfosfato deshidrog~nasa yla lipoproteína lipasa cuyas 
". . , 

actividades .no secmodificari ~ar la síntesi~ Je ácidos gra~os~ otras, 

·:orno la_ enzima málica ·y la glicerolfosfa to acil transferasa, se ·han 

~o~~iderado como enzimas secundar~as ya q~e sus actividades se pueden 

Tegular ~or la síntesis de ácidos grasos (Kuri-Harcuch y col, 1978). 

:'ar otra parte, la síntesis de la gl icer.olfosfato deshidrogenasa, de 

La sintetasa de los ácidos grasos y de la enzima málica no parecen 

~egularse como unidad coordinada del tipo oper6n {Spiegelman y Green, 

•,,:··,· .... 
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Tab .a I. Proteinas cuyo nivel se modifica durante la conversión adipocitica de 
las células 3T3. 

Nanbre Cambio en la Referencias 
enzima 

a) Biosíntesis de los ácidos grasos. 

ATP citrato liasa (+) 20-50 veces 10,29,67,68 
Acetil CoA carboxilasa (+) 40-50 veces 68 
Sintetasa de los ácidos (+) ·1. 75; 10-50 veces 29,68,110,115,123 
grasos 
PiruYato carboxilasa (+) 18 veces 3,67 
Estearoil CoA desaturasa (+) 100 veces 43 
1) NADH ferracianuro 

reductasa (+) 3.4 veces 43 
2) NADH citocromo cª 

reductasa (+) 2.3 veces 43 
3) Ci tocromo b5 ª (+) 6.6 veces 43 
4) 1:;

9 desaturasa tennina13 (+) 32 veces 43 
Enzima málica (+) 7-15 veces 49,50,51,53 

b) Biosíntesis de lípidos. 
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 
Lisofosfatídico acil 
transferasa (+) 59 veces 10 
Diacilglicerol acil transfe-
rasa (+) 63 veces 10, 

13 veces 29 
Lipoproteina lipasa (+) 80-180 veces 53, 112, 127 

1.5-3 veces 29 
Diacilglicerol colina .:;., ' 
fosfottansferasa (+) 2.5 veces 10 
Diacilglicerol etanolamina 
fosfotransferasa (+) 2.7 veces 10 
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Tabla 1. (Continuación). 

Nombre Cambio en la Referencias 
enzima 

Fosfatídico fosfatasa (+) 3.3. veces 10,29 
Trioleín 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 
mitoconirial (ligada a !\AD) 

Glutamato deshidrogenasa (+) 2 veces 67 
Gliceraldehido fosfato (+) 10.4\ 110 
deshidrogenasa 

d) Movilizaci6n de triglicériios intracitoplásmicos. 
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 a~tividades enzimáticas. 
K+-p-nitrofenil fosfatasa (+) 1.5 veces 29 
Fosfatasa ácida (+) n.d. 78 
~-naftil acetato es tea rasa (+) n.d. 78 
Poli(ADP-ribosa) sintetasa (+) posterior a los 84 

primeros indicios de 
conversión. 

y-glutanil transpeptida&a b ( +) 4 veces 117 
Glutatbnasab (+) 5 veces 117 
Glutami:ias5 independiente ( +) 5 veces 117 
de fosflto 
Glutami'la sintetasa (+) más de 100 veces 73 



Tabla 1 (Continuación). 

Nombre 

f) Proteínas citoesqueléticas .. 
Tubulina · 
Actina 
Vimentina 

g) Otras. 
Colágena 
Péptido de 250 000 daltones 
Péptido 16 500-18 500 daltones 

Cambio en la Referencias 
enzima 

(-) más de 95\ 108 
(-) 80-90\ 105,108,110 
(-) n.d. 108 

(-) n.d. 28 
(:-) 2\ 110 
(+) n.d. 105 

Los signos (+) o (-) indican incremento o decremento, respectivamente. 
n.d. significa no detenninado. 

18 

<Los cambios en porcentaje están referidos respecto a la. cantidad de proteína 
total. 
*Notas: a) Las actividades NADH ferricªanuro reductasa, .NAIJH-citocromo c 

reductasa, citocromo bs y fl desaturasa .tenninal forman parte del 
cclnplejo de la estearo!l CoA desatura5a. ,. 

b) Las actividades y-glutamil transpeptidasa, glutationasa y 
glutaminasa independiente de fosfat? pertenecen a la misma proteína. · 

:·_; 
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1981) • 

Efecto de hormonas y agentes químicos sobre la conversión adipocítica 

de las cnulas 3T3. 

La acumulación de lípidos en el tejido adiposo se regula por: 

el transporte y metabolismo de la glucosa, la síntesis de ácidos grasos 

y de triglicéridos, y la movilización de los triglicéridos acumulados 

en el citoplasma, i.e. lipólisis (Rudman y Di Girolamo, 1967). Estos 

procesos se pueden modificar por hormonas como la insulina., epinefrina 

y la ACTH, o por agentes químicos como frtdometacina. 

a). Inductores de la lipogénesis. 

La insulina estimula el transporte y el metabolismo de la glucosa 

en el tejido adiposo de li rata y del ratón (Rudman y Di Girolamo, 1967) 

y también estimula la lípogénesis y la acumulación intracelular de 

triglícé·ridos. 

En la conv~rsión adípocítica de las células 3T3, la insulina 

también aumenta el transporte y la incorporación de glucosa (Green y 

Kehinde, 1975) y estimula su conversión a co 2 (Rubín y 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 y Das, 1982); este efecto es similar al que se observa en 

adipocitos diploides de rata (Karnieli y col, 1981). Por otra parte, 

cuando se agregan concentraciones de 1 a S µg de insulina por mililitro 

:le medio de cultivo, la incorporación de glucosa a triglicéridos aumenta 

:le 4 a S veces durante la conve:sión adipocítica (Green y Kehinde, 



197 S). La insulina tambi_én aumenta el transporte de aminoácidos 

(Rosen y col, 1978), la sintesis de proteinas y del DNA (Green y 
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Kehinde, 1975) y la utilización de triglicéridos ex6genos (Spooner y 

col, 1979) durante la conversión adipocitica. 

La insulina produce aumentos en la actividad de las enzimas 

lipogénicas como la estearoil CoA desaturasa (Kasturi y Joshi, 1982), 

la lipoproteina lipasa (Spooner y col, 1979), la ácido graso CoA 

ligasa y la diacilglicérido acilt.ransferasa (Grimaldi y col, 1978). 

Otras enzimas y proteinas c.onsiderad.as como primarias en la conversión 

adipocit.ica, como la. glicerolfosfato deshidrogenasa, la sintetasa de 

los ácidos grasos~ .la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa·y la actina no 

aumentan su actividad o contenido por el efecto de la insulina 

(Grimaldi y col, 1978; Spiegelman y Green, 1980). 

El aumento en la sensibilidad a la insulina durante la conversión 

adipocitica de las células 3T3 se debe a un incremento en la cantidad 

de receptores ;para insulina· en la superficie celular, la cual es de 

7000-9000 receptores por célula e~ los preadipocitos y aumenta a 

170 000-250 000 réc~ptores por ¿élula diferenciada a adipocito; hay 

un aumento de 1 O a 35 veces eri la .. cantidad de receptores para la 

insulina (Rubin y col, 1978; Reed. y col, 1977; 1981; Karl~sori ~col, 

1979). Estos cambios se deben a un incremento de 20 a 40 veces en 

la sintesis de los receptores (Reed y col, 1981). 

La respuesta de las células 3T3 a la insulina se-observa a 

concentraciones fisiológicasode la hormona (Russell y Ho, 1976); el 

mecanismo de acción, en su mayor parte, es desconocido. aunque su 

J •• 
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capacidad de inducir un estado facilitado del transporte de hexosas 

y de afectar el metabolismo celular en general no depende solamente de 

la interacci6n de la hormona con sus receptores, sino de su efecto 

sobre la síntesis de proteínas (Rosen y col, 1978; Karlsson y col, 

1979), Se ha comunicado que la insulina induce la fosforilaci6n de 

la proteína ribosomal 56 (Rosen y col, 1981) y de la enzima ATP 

citrato lias8: (Swergold y col, 1982) en los adipocitos 3T3-Ll. 

b). P.rostaglandinas, esteroides y modificadores d.e los ,niveles 

intracelulares de nucleótidos cíclicos. 

Existen otros compuestos como las prostaglandinas F2a y E1 , .,la· 

.. i~ínetil 3-isobutilxantina (MIX), la dexametasona (DEX) y la indometacina~ 

que·en forma. independiente o combinada, estimulan la diferenciación ,,..- ,.I 

de .,lis c6lulas .3T3 a adipocitos (Russell y Ho, 1976; Chang y Polakis, 

1978; Rubín y col, 1978; Spooner y col, 1979; Student.y col, 1980). 

~a prtistaglandina Fza y la 1-me~il 3-isobutil~a~tina promueven 

la conversión adipocítica, aumentan las actividades enzimáticas y la 

pr~lÚeración celular (Russell y Ho, 1976). La prostaglandina E1 (PGE 1) 

.. <;iene una capacidad de estimulación de la conversión 100 veces menor 

qµe la prostaglandina Fza. (PGF 2a.) ya que parece interaccionar con menor 

af:inidaclcon el receptor de la PGFza. (Russell y Ho, 1976).· 

El mecanismo de acción de estos compuestos no se conoce; la MIX 

inhibe la fosfodiesterasa del AMPc y aumenta la concentración 

intracelular del nucle6tido (Russell y Pastan, 1974; D'Armiento y col, 

·1972) y la PGFza. aumenta los niveles intracelulares del GMPc (DeAsua 

;,' col, .1975). Sin embargo, la diferenciación de los preadipocitos 

.· ...• 
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no se estimula con otros compuestos que modifican los niveles 

intracelulares de nucle6tidos cíclicos, por ejemplo, el dibutiril 

AMPc' la cafeína o la teofilina (Russell y Ho, 1976) que incluso 

reducen la sínt~sis de enzimas lipogénicas durante la· diferenciación 

(Spiegelman y Green, 1981). 

Los esteroides como la dexametasona (DEX) , la 

desoxicorticosterona, la dihidrotestosterona y la progesterona 

ejercen en el tejido adiposo un. efecto negativo sobre el transporte 

y el metabolismo de la glucosa (Rudman y Di Girolamo, 1967), pero 

estimulan la conversión adipocítica de las células'3T3 (Rubin y col, 

1978). Su efecto parece deberse a una disminución en la dii;ponibilldad 

·de .ác.idos grasos insaturados para la síntesis de prostagla.11dina E1 
(Rubin y col, 1978); la dexametásona (DEX) produce la mayor estimulaci6n 

de la conversión adipocítica (Rubin y col, 1978). Rubin y col~ (1978) 

obtuvieron has.ta un 80-90\ de conversión adipocítica en las células 

3T3-L1 empleando una mezcla de MIX (0;5 mM) y DEX (0.25 µM) en ausencia 

de insulina. La indometacina, que es un compuesto sintético y un 

potente inhibidor de la actividad de la prostaglandina endoperóxido 

sintetasa, también estimula la conversión adipocítica,·de las células 

3T3-L1 (Chang y Polakis, 1978). 

c). Agentes lipolíticos. 

Diversos agentes lipolíticos que elevan los niveles 

intracelulares de AMPc modulan negativamente ·la conversión adipocítica 

y el metabolismo de los adipocitos terminalmerite diferenciados, como 

la cafeína (Russell y Ho, 1976), el isoproterenol (Greeny.Kehinde, 
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1975; Weiss y col, 1980; Spiegelman y Green, 1981; Kawamura y col, 

1981; Lai y col, 1981; Watkins y col, 1982; Swergold y col, 1982), la 

teofilina (Spiegelman y Green, 1981; Miller y col, 1978, 1980) o el 

dibutiril AMPc y otros análogos del AMPc (Russell y Ho, 1976; Miller 

y col, 1978, 1980; Spiegelman y Green, 1981). 

El dibutiril AMPc y sus análogos; el isoproterenol y la teofilina 

al §gregarse al medio de cultivo disminuyen la acumulaci6n de 

triglicéridos .en las células 3T3-L1 6 3T3-F442A (Green y Kehinde, 1975: 

Spiegelman y Green, 1981). Estos compuestos aumentan la actividad de 

algunas enzimas glicoliticas como la aldolasa, la d~shidrogenasa 

)§ctica y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Spieg~lmari y 

Green, 1981), y de las enzimas que intervienen ~n la movilizaci6n. 

~ltoplásmica de loi.triglicéridos y del colesterol, corno la triglicérido 

Lipasa, la monoglicérido lipasa y la colesterol eiter ~idrolasa 

(Kawamura y col, 1981). Sin embargo, disminuyen la síntesis y la 

:~ctividad· de lar. enzimas lipogénicas como la sintetasa de los ácidos 

¡rasos, la glicerolfosfato deshidrogenasa, la enzima ~álica y l~ 

~iruvato carboxilasa (Spiegelman y Green, 1981); también disminuyen la 

actividad de la glutamina sintetasa (Miller y col, 1980). Durante la 

incubaci6n de los preadipocitos 3T3 con dibutiril-AMPc se observa la 

aparición de un péptido de 39 ,,000 daÚones cuya función todavía nO se 

:onoce (Spiegelman y Green, 1981). 

Las áminas a-adrenérgicas y la hormona adrenocorticotr6pica 

(ACTH), cuyos efectos están mediados por el A~Pc' ejercen una acción 

Lipolítica sobre el tejido adipdso ~e los mamíferos (Rudman y Di Girolamo, 

,;:. 



Z4 

1967) y disminuyen la acumulaci6n de triglicéridos (Green y Kehinde, 

1975) y la síntesis de algunas de l~s enzimas lipogénicas en los 

adipoci tos 3T3 (Weiss y col, 1980) , pero estimulan la movilizac i6n de· 

triglicéridos y la libe.raci6n de glicerol-3-fosfato (Kawamura y col, 

1981). Este efecto se relaciona con un aumento en la sensibilidad de 

las células a la ACTH y a los agonistas e-adrenérgicos durante la 

conversi6n adipocítica (Rubin y col,· 1977; Kawamura y col, 1981); 

depende del número de receptores celulares, que para los receptores 

e-adrenérgicos aumenta en un 60-70'1. (Lai y col, 1981). En el caso de· 

la ACTH se desconoce si la aparición de ia sensibilidad a la hormona 

se debe a la síntesis de novo de receptores, a la activaci6n de los 

existentes o a ambos mecanismos (Rubin y col, 1977). 

Efecto_ de factores séricos sobre la conversi6n adipocítica de las 

células 3T3. 

La conversi6n adipocítica de las células 3T3 depende de un 

factor del suero suplementado al medio de cultivo que se encuentra en 

varias especies animales como en el humano, el cerdo, el bovino y el 

caballo. El suero fetal de bovino contiene la mayor actividad de este 

factor, mientras que el suero <le gato carece de ella (Kuri-Harcuch y 

Green, 1978). La ausencia en el medio de'cultivo.de es~e factor no 

lipídico tiene como consecuencia que los cambios característicos de 

la conversión no se lleven al cabo, por lo que se ha denominado factor 

adipogénico (Kuri-Harcuch y Green, 1978). La respuesta celular al 

factor adipogénico depende de la susceptibilidad de las células a la 

conversión y de la concentraci6n del factor en el medio de cultivo 
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(Kuri-Harcuch y Green, 1978). 

El lóbulo anterior de la hipófisis tiene actividad adipogénica 

que es estable a 4°C y no es dializable; estimula la conversión 

adipocítica de las células 3T3-F442A, pero no de las células 3T3-CZ 

(Hayashi ·y col, 1981). Los extractos hipofisiarios presentan una 

actividad específi¿a aproximadamente 500 veces mayor que la del suero 

(Hayashi y col, 1981), y podría deberse a la hormona de cr6cimiento 

que también estimula la conversión, aunque con características 

diferentes al suero fetal de bovino (Morikawa y col, 1982)·.· La 

diferenciaci6n de las c&lulas Balb/c 3T3 a adipocitos también requiere 

factores séricos; el: plasma humano contiene factores polipeptídicos 

termo lábiles, que .a diferencia del factor adipogénico para la 

dif~renci~ción de las células 3T3 de ratón suizo pierden su actividad 

::uando el plasma se coagula (Krawisz y Scott, 1982). 

Por otra parte, extractos del lóbulo posterior de la hipófisis, 

cerebro y dtero,. inhiben la conversión adipocítica de las células 

•·.· ·-3T3.;F44ZA (Hayashi y col, .. 1981). Esta inhibición se ha a tribuido a 

la presencia del factor. de crecimiento fibroblástico (FGF) en estos 

extractos; el FGF y éf factor de .. crecimiento derivado de las plaquetas 

(PDGF}, que también inhibe la conversión adipocitica, producen una 

respuesf;a mitog6nica (Hayashi y col, 1981). Esta respuesta mitogénica 

.no parece ser la causante de la inhibición, ya que la concentración 

necesaria para la inhibición de la conversión adipocítica es varias 

veces menor que la necesaria para inducir la respuesta mitogénica 

:elular (Hayashi y col, 1981). ·.No t6dos los mit6genos inhiben la 

.; 
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conversión adipocítica; el factor de crecimiento epidérmico (EGF) no 

tiene capacidad para inhibir este proceso de diferenciación (Hayashi 

y col, 1981). 

La acidificación del suero genera un polipéptido cuyo peso 

molecular aproximado es .de 24, 000 ·dal tones que inhibe reversiblemente 

la conversión adipocítica, probablemente bloqueando algunos eventos 

tempranos del proceso de diferenciación (Kuri-Harcuch y Green, 1981). 

La biotina como agente modulador de la conversión adipocítica de las 

células 3'f3. 

La biotina es necesaria para la acumulación lipídica en las 

células 3T3-F442A; la deficiencia de biotina no bloquea la iniciación 

de la conversión adipoc'.j:tica, pero inhibe la acumulación 

intracitoplásmi~a de triglicéridos (Kuri-Hazcuch y col, 1978). Las 

células cultivadas en condiciones en que la biotina se ha retirado 

del medio de cultivo presentan los cambios morfológicos característicos 

de la conversión adipocítica; las c!!ilulas pierden su forma fibroblástica 

alargada y adquieren la forma oval y redonda, sin la gota 

intracitoplásmica de lípidos (Kuri-Harcuch y col, 1978). Por otra 

parte,· algunas de las enzimas lipogénicas como la enzima málica, la 

glicerolfosfato aciltransferasa y la piruvato carboxilasa alcanzan 

niveles de actividad varias veces menores que los que se observan en 

células no deficientes de biotina (Kuri-Harcuch y col, 1978; Freytag 

y Utter, 1980). Otras enzimas lipogénicas, la glicerolfosfato 

deshidrogenasa, la lipoproteína lipasa (Kuri-Harcuch y col, 1978), la 

sintetasa de ácidos graso~ (Spiegelman y Green, 1.980; Kasturi y. Joshi, 
;,'.: 

-_;-
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1982) y la estearoil CoA desaturasa (Kasturi y Joshi, 1982) no se 

alteran en su actividad durante la conversi6n adipocitica en condiciones 

:ieficientes de biotina. La ausencia de biotina también produce una 

Jisminuci6n total en la actividad de algunas enzimas glicolíticas como 

la glic~raldehido-3-fosfato deshidrogenasa y la deshidrogenasa láctica, 

:nientras que.no· altera la áctividad de otra enzima glkuU:tica, la 

aldolasa (Spiegelman y Green, 1980). Todos los cambios producidos por 

la deficiencia de biotina ~on reversibles después de 24-48 horas de 

adicionar concentraciones de biotina mayores·<le 10- 8M (Kuri-Harcuch y 

col, 1978). Estos resultados han sugerido que la actividad de las 

enzimas lipogénicas y glicolíticas durante la conversión adipocítica 

se regula en forma independiente, no coordinada '(Kuri-Harcuch .. y col, 

1978; Spieg~lman y Green, 1980). 

Efecto del ácido retinoico sobre la conversi6n. adipocitica de las 

::élulas 3T3. 

La vitamina A es un compuesto que tiene una actividad biol6gica 

aiversa; en forma natural se encuentra como el alcohol trans-retinol 

o sus productos de oxidación trans-retinal y el ácido trans-retinoico. 

La vitamina A interviene en el ciclo visual (Wald, 1968) y el· 

mantenimiento de la capacidad reproductora de los mamíferos. Al igual 

que sus análogos (retinoides), modifica la diferenciación de diversos 

tipos celulares de origen epitelial (De Luca, 1977; Latan, 1980; Fuchs 

y Green, 1981) o mesenquimatoso (De Luca, 1977; Hassell y col, 1978; 

Lewis y col, 1978; Latan, 1980) tanto in vivo como in vitro; en algunos 

casos, induce la diferenciación de las células de carcinoma embrionario 
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a diversos tipos celulares (Strickland y Mahdavi, 1978; Linder y col, 

1981). 

Los retinoides inducen una respuesta pleiotipica en las células 

o tejidos sensibles a su acci6n, la cual depende de la dosis y el 

tiempo de tratamiento (Wilson y Reich, 1978; Haddox y Russell, 1979;. 

Haddox y col, 1979; Lotan y col, 1980a, 1982, 1983; Rapaport y col, 

1982a, b; Mordan y Bertram, 1983). Los retinoides inhiben la 

proliferación de células cultivadas in ~ (Haddox y col, 1979; 

Shapiro y Poon, 1979; Lotan y col, 1982; Olsson y Breitman, 1982), y 

aumentan su sensibilidad a la inhibic.ión de la proliferación por 

densidad de saturación (Adamo y col, 1979; Jetten y col, 1979; Lotan 

y col, 1980a, b; Mukheijee y col, 1982; Kuri-Harcuch, 1982; Mordan y 

Bertram, 1983). Se ha sugerido que el efecto de los retinoides sobre 

la proliferación se debe a un bloqueo de la progresión en el ciclo 

celular, en algún punto especifico localizado en la parte media de 

G1 (Haddox y Russell, 1979; Haddox y col, 1979; Lotan y col, 1982) 

que podr:ía corresponder al punto de restricción propuesto por Pardee 

(1974). Por otro lado, Schroder y col (1982) proponen que los 

retinoides ·afectan la proliferación reduciendo la vel.ocidad de paso. 

de las células a través de las.fases S y G
2 

del ciclo celular pero 

no las bloquean en la fase Gi· 
Los cambios en la proliferación, por lo general, van acompañados 

de cambios en la morfología celular (Jetten y col, 1979; Adamo y col, 

1979; Shapiro y Poon, 1979; Lotan y col, 1980a; Linder y col, 1981; 

Olsson y Breitman, 1982) probablemente relacionados con modificaciones 

en la adhesión (Adamo y col, 1979; jetten y col, 1979; Mukherjee y 
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col, 1982). Los retinoides alteran la biosíntesis de glicoproteínas 

y de glicolípidos (De Luca, 1977; Wolf y col, 1979¡ Sasak y col, 1980; 

Lotan, 1980; Lotan y col, 1980a, 1983), de glicosaminoglicanos y de 

proteoglicanos (Shapiro y Poon, 1979; Jetten y col, 1979; Lotan, 1980), 

y aumentan la síntesis de fibronectina y su acumulación en la 

superficie celular (Jetten y col, 1979; Hassell ~ col, 1978, 1979; 

Lotan y col, 1980a; Bolmer y Wolf, 1982). La modificación de la 

~uperficie celular por acción de los retinoides puede deberse a que 

estos compuestos forman intermediarios manosil-retinil-fos·fato en 

reacciones de glicosilación (De Luca, 197~; Lotan, 1980) y estimulan 

la actividad de una galactosil~transferasa (Dorsey y Roth, 1974). Es 

probable que la modulación de glicoproteínas de superficie por los 

retinoides requiera una proteína cinasa cuya actividad aumenta en l~ 

membrana celular cuando las células son tratadas con estos compuestos 

(Plet y col, 1982; Mukherjee y col, 1982); esto se podría correlacionar 

con la potenciación del efecto de los retinoides sobre la diferenciación 

celular por agentes que elevan los niveles de AMPc (Strickland y 

Mahdavi, 1978; Olsson y Breitman, 1982). 

Por otra parte, los retinoides regulan la expresión genética 

a través de su interacción con una proteína receptora intracelular 

de manera análoga al mecanismo de acción de las hormonas esteroides. 

La existencia de proteínas receptoras con especificidad hacia retino! 

o hacia ácido 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-rctinoidc 

es translocado al nQcleo (Takase y col, 1979) y el rctinoide es 
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transferido a sitios de uni6n específicos en la cromatina, disociándose 

de la proteina receptora (Liau y col, 1981). Se ha demostrado una 

correlación entre la sensibilidad de las células a diferentes 

retinoides con la presencia de las proteinas receptoras en el 

citoplasma (Lotan y Nicolson, 1977; Lotan, 1980; Lotan y col, 1980b). 

Sin embargo, la heterogeneidad en la sensibilidad de diferentes líneas 

celulares a los retinoides, la capacidad de respuesta a los retinoides 

por células donde no se han detectado estos receptores y la existencia 

de ~fectos que no dependen de receptores (Lotan y col, 1980b; Lotan y 

Nicolson, 1977, 1979; Lacroi~ y col, 1980); permiten sugerir que otros 

mecanismos de acción pueden estar involucrados en el efecto de la 

vitamina A y sus análogos. 

El ácido retinoico inhibe la conversión adipocítica de las 

células 3T3-L2 (Murray y Russell, 1980) y de las células 3T3-F442A 

en cultivos en superficie y en suspensión (Kuri-Harcuch, 1982). 

Concentraciones de 10-SM y 10- 6M del ácido retinoico producen una 

inhibición total de la conversi6n adipocitica; concentraciones menores 

solamente producen una inhibici6n parcial (Kuri-Harcuch, 1982). La 

inhibición de la conversión adipocítica solamente se manifiesta cuando 

los cultivos son tratados con este compuesto antes de la expresión 

de la conversión, por lo que se ha sugerido que este análogo de la 

vitamina A bloquea algunos eventos previos al establecimiento del 

compromiso a diferenciación de los preadipocitos (Kuri-Harcuch, 1982). 

Esta inhibición es reversible cuando las células se vuelven a cultivar 

en ausencia del retinoide (Kuri-Harcuch, 1982). 

La inhibición de la conversión adipocitica se acompaña por 
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cambios en la forma celular; la morfología adipocítica no se observa 

en las células tratadas con ácido retinoico, sino que éstas muestran 

una mayor tendencia al alargamiento y al aplanamiento, y presentan 

~na mayor sensibilidad a la inhibición de la proliferación por 

densidad de saturación (Kuri-Harcuch, 1982). 

Conversi6n adipocítica: su relación con la síntesis de DNA y el 

ciclo celular. 

Antes de iniciar la conversión adipocítica, las célu1as_3T3 

muestran el fenotipo fibroblástico característico (Green y Meuth, 

1974). La diferenciación a adipocitos se pude posponer indefinidamente 

al mantener las células en proliferación, o se puede inhibir por el 

tratamiento con la bromo-desoxiuridina o con el arabin6sido de citosina, 

que bloquean la replicación del DNA (Green y Meuth, 1974; Green y 

Kehinde, 1975; Pairault y Green, 1979; Kuri-Harcuch y Marsch-Moreno, 

1983). Sin embargo, se ha descrito que al entrar las células al 

estado de reposo y ser estimuladas a diferenciación con suero 

adipogénico, atraviesan un ciclo celular que precede a la expresión 

del n~evo fenotipo (Kuri-Harcuch y Marsch-Moreno, 1983). Este ciclo 

celular está seguido por una respuesta mitogénica limitada que tiene 

un efecto amplificador al aumentar en forma selectiva el número de 

adipocitos (Pairault y Green, 1979; Kuri-Harcuch y Marsch-Moreno, 

1983). 

El establecimiento del compromiso a diferenciación de las 

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

cuántico (Holtzer, 1970) o e~ forma estoclsti~a (Gusella y col, 

·· .. 
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1976), siendo la síntesis de DNA previa a la expresión del fenotipo 

adipocítico un requisito indispensable en ambos casos (Kuri-Harcuch y 

Marsch-Moreno, 1983). Steinberg y Brownstein (1982) describieron 

evidencias favorables al segundo modelo y sugieren que el compromiso a 

la diferenciación se adquiere en una parte de la población celular 

cuya progenie es capaz de acumular lípidos en respuesta a moduladores 

como la insulina y constituyen grupos clonalmente relacionados durante 

la conversión. 

El acoplamiento entre el estado de reposo y la expresión del 

fenotipo diferenciado, se ha explicado proponiendo que los preadipocitos, 

antes de expresar el. fenotipo adipocítico, están en un· estado de reposo 

diferente al que se encuentran las células cuyo crecimiento ha sido 

bloqueado por falta de suero o .de nutrientes; este estado de reposo 

localizado en algún punto específico de la fase G1 del ciclo celular 

se ha denominado GD (Scott y col, 1982a, 1982b). Se sugiere que los 

preadipocitos en Gn se caracterizan por su capacidad de diferenciación 

sin la síntesis de DNA y por su sensibilidad al efecto mitogénico de 

la metil-isobutil xantina, a diferencia de las células en otros estados 

de reposo (Scott y col, 198Za, 198Zb). Al iniciarse la diferenciación 

de las.células situadas en GD' éstas entran a un estado de diferenciación 

no terminal denominado GD' que.se caracteriza por· la.expresión del 

fenotipo adipocítico; finalmente se alcanza· la diferenciación terminal; 

tanto Gn _como GD' son estados reversibles a partir de los cuales las 

células pueden proliferar con un estímulo adecuado, o. pueden continuar 

hacia .la diferenciación terminal (Scott y col, 198Zb). Se ha demostrado 
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que GD y el proc~s~ de diferenciación son eventos separables que 

dependen de factores plasmáticos distintos (Krawisz y Scott, 1982). 

La diferenciación posiblemente está acompañada por cambios en la 

aisponibilidad de la cromatina a la transcripción durante el estado 

de reposo alcanzado antes de la expresión del fenotipo adipocítico. 

Esta posibilidad.se sugiere ~orlos.cambios abruptos en la actividad 

de la enzima poli-ADP Cribosa) sintetasa, que se presentan después 

que,,ha cesado la síntesis de DNA y antes de la aparición del fenotipo 

adipocítico (Pekala y col, 1981). 

Conversión adipocítiéa de· las células 3T3 in vivo. 

A pesar de que las células 3T3 se diferencian en cultivo 

adquiriendo características morfológicas y bioquímicas similares a 

las células de tejido adiposo, las condiciones en cultivo no 

necesariamente pueden corresponder a las que preJominan durante el 

desarrollo del tejido adi~oso; además las células 3T~ son una línea 

=elular establecida con características que las hacen diferentes de 

las células de cultivos primarios (Todaro y Green, 1963). Green y 

Kehinde (1S79) inocularon por vía subcutánea en ratones atímicos, 

=élulas 3T3-F442A que todavía no habían iniciado la conversión 

adipoéitica. Las célulis inoculadas se diferenciaron formando. 

::ojinetes de tejido graso histológicamente similares al tejido adiposo 

iel animal. Estos cojinetes mostraron abundante vascularización, que 

;e correlaciona con la secreción de factores angiogenéticos por estas 

:élulas (Castellot y col, 1980, 1982). Estos resultaJos muestran que 

';,; 
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las células 3T3-F442A pueden ser un modelo adecuado para el estudio 

del desarrollo y fisiología del tejido adiposo. 

Antecedentes. 

Como ya se mencionó, la conversión adipocítica de las células 

3T3 puede bloquearse con ácido retinoico en concentracione.s que varían 

entre. l0- 6M y 10-SM (Murray y Russell, 1980; Kuri-Harcuch, 1982); 

este efecto va acompa~ado por cambios en la morfología celular (Kuri­

Harcuch, 1982) al igual que en otros tipos celulares tratados con el 

retinoide (Jetten y col, 1979; Shapiro y Poon, 1979), así como por 

una disminución en la densidad de saturación (Kuri-Harcuch, 1982). 

Los· cambios en la morfología celular inducidos por los retinoides en 

diversos sistemas, parecen estar relacionados con modificaciones en 

la adhesión (Ad~mo y col, 1979; Jetten y col, 1979) y son ocasionados,. 

en parte, por un aumento en la cantidad de fibronectina sintetizada 

y adsorbida a la superficie celular (Jetten y col, 1979; Hassell y 

col, 1978; 1979). Una de las primeras manifestaciones de la 

conversión adipocítiéa son los cambios en la. morfología celular 

(Green y Meuth, 1974; Green y Kehinde, 1976) y en e~ citoesqueleto 

(Spiegelman y Green, 1980; Spiegelman y Farmer; 1982), y se sugiere 

que estos filtimos regulan la expresión del fenoiipo adipocítico 

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

cultivo inhibe la diferenciación, mientras que el uso de drogas que 

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

:;'.·, 
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Estas evidencias plantean la posibilidad de que el ácido retinoico 

inhiba la conversión adipocítica a través de un efecto estabilizador 

sobre el citoesqueleto. 

Por otra parte, la conversión adipocítica depende de un factor 

sérico cuya carencia en el medio de cultivo, no permite la iniciación 

ie la diferenciación (Kuri-Harcuch y Green, 1978). Resultados 

preliminares mostraron que cultivos paralelos de células 3T3-F442A 

:uya conversión se inhibió por efecto del ácido retinoico y/o por 

ausencia del factor adipogénico en el medio de cultivo, cuándo se 

estimularon a diferenciarse en medio adipogénico no presentaron el 

mismo grado de conversión'adipocítica. Este comportamiento, 
. . 

aparentemente dependió de las condiciones de inhibición de la 

diferenciación, y s~giri6 que el efecto del ácido retinoico sobre 

la diferenciación de los preadipocitos 3T3 pudiera involucrar un 

mecanismo diferente al que se observa cuando el factor adipogénico 

no se encuentra en el medio de cultivo. 

El objetivo de este trabajo consistió en examinar el 

•:omportamiento de marcadores de diferenciación que permitieran 

establecer algunas de las características de la inhibición de la 

o:onversión adipocítica por el ácido retinoico; también se analizó 

la relación que guarda el citoesqueleto con la acción del rctinoide. 

Como·marcadores de diferenciación se seleccionó la enzima 

Rlicerolfosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.8) y la enzima málica 

'.EC 1 .1.1.40), que parecen corresponder a una enzima "primaria" y 

a una enzima "secundaria" respectivamente, en el proceso de 

. . "~ 
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conversi6n adipocítica (Kuri-Harcuch y col, 1978). 

MATERIAL Y METODOS. 

Materiales. 

La d-biotina, el fosfato de dihidroxiacetona sal de litio, la 

nicotinandda adenina dinucle6tido forma reducida (NADH), el fosfato 

de nicotinamida adenina dinucle6tido sal monos6dica (NADP), la 

insulina de páncreas bovino forma cristalina, la poli-d-lisina 

bromhidrato, el clorhidrato de trietanolamina, el ácido trans-retinoico, 

la citocalasina B, el reactivo de Folín-Ciocalteu 2.0 N, el dimetil 

sulfóxido y el rojo oleoso O se obtuvieron de Sigma Chemical Co.; 

la albúmina bovina forma cristalina y el ácido L(-)málico se obtuvieron 

de Calbiochem. El TRIS (Tris(hidroximetil)aminometano) y el 

2-mercaptoetanol se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories. La 

fibronectina humana se obtuvo de Collaborative Research. El SDS 

(lauril sulfato de sodio) se obtuvo de BDH Chemical Ltd y el Sephadex 

G-50 de Pharmacia Fine Chemicals. El suero fetal de bovino se obtuvo 

de Microbiological Associates; .el suero de ternera y el suero de 

gato se obtuvieron de Colorado Serum Co. 

Se emplearon las siguientes soluciones amortiguadoras: 

I. Tris 50mMpH 7.4, EDTA 1.0mM, 2-mercaptoetanol 1.0mM. 

II. Tris 25 mM pH 7.5, EDTA 1.0 mM. 

III. Tris-HCl 45 mM pH 7.4, MgC1 2 4.5 mM. 

,.-. 

.\' 



37 

\létodos. 

:ultivos de células. 

Las células 3T3-F442A (Green y Kehinde, 1976), se inocularon 

·~n medio de Eagle modificado por Dulbecco-Vogt (DMEM) suplementado 

=on 7% de suero de ternera a una densidad de 6 x 10 3 células por 

:aja de cultivo de 35 mm. Tres dias después del inóculo los cultivos 

se cambiaron al medio definitivo, adipogénico o no adipogénico y éste 

se cambió cada tercer día. Los cultivos se mantuvieron a 36ºC en 

una atmósfera humidificada de 90\ de aire y 1oi de co2 . 

El medio a.dipogénico consistió en medio DMEM suplementado con 

10\ de suero fetal de bovino, insulina 5 µg/ml y biotina 10- 7M. El 

medio no adipogénico consistió en medio DMEM suplementado con 5'!. de 

;uero de gato, insulina 5 µg/ml, biotina 10- 7M y fibronectina humana 

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

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

;lecubrimiento de las cajas de cultivo ~ poli-D-lisina. 

El recubrimiento con poli-D-lisina se realizó por el método de 

Mackeehan y Ham (1976). Una solución de poli-D-lisina~HBr en agua 

a una concentración de 0.1 mg/ml se esteriliz6 por filtración y se 

agregaron 0.5 ml de la solución por cada caja de 35 mm cubriendo 

toda la superficie de ésta; se incubó a temperatura ambiente durante 

10 minutos al término de los cuales se retiró la solución de 

~oli-D-lisina y se lavó la superficie de la caja con 3 ml de agua 

lidestilada estéril. El lavado se repitió ya que la presencia del 

Jolimero bfisico libre puede inhibir la proliferación celular. 
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Tratamiento ~ ácido retinoico .• 

El ácido retinoico se prepar6 a una concentración de 10- 2M en 

alcohol etilico absoluto, y se. almacenó a -20ºC en la obscuridad por 

no más· de 2 semanas. Una muestra alicuota de la solución concentrada 

de ácido retinoico se agregó a 100 ml de medio para obtener una 

concentración final de 10-SM ó 10- 6M; la concentración final de 

etanol en el medio de cultivo no excedió el 0.1\. Todos los 

procedimientos donde se utilizó el ácido retinoico se llevaron al 

cabo en condiciones de baja iluminación. 

Tratamiento ~ citocalasina ~· 

Se preparó una solución concentrada de citocalasina B disolviendo 

5 mg del reactivo en 1.0 ml de dimetil sulfóxido (DMSO). Esta solución 

se adicionó al medio de cultivo a una concentración .final de 2 µg/ml 

durante tres dias a partir del día 11 de cultivo. 

Obtención de los extractos celulares. 

Los extractos celulares totales se obtuvieron por el 

procedimiento de Kuri-Harcuch y Green (1977). El medio de cultivo 

se descartó y las células se lavaron 3 veces con solución salina de 

fosfatos (PBS), cuidando de no despegar la monocapa. Se adicionaron 

0.1 ml de solución amortiguadora 1 y las células se despegaron con 

un gendarme de hule, repitiéndose 2 veces esta -operación. La 

suspensión celular se sonicó a 4ºC y a 40 W durante 3 segundos en 

un sonicador Lab-Line ultratip labsonic system 9100 (Lab-Line 

Instruments Inc.). El sonicado se centrifug6 a 12,000 rpm durante 
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3 minutos a 4°C en una centrífuga Eppendorf 5412 (Brinkmann). Se 

obtuvo el sobrenadante libre de lípidos y se filtró en una columna 

de Sephadex G-50 de 3 ml de volumen total previamente equilibrada 

:on la soluci6n amortiguadora I. La columna se eluyó con la misma 

solución y se colectó el volumen de exclusión, el cual cc>'ntenía 

las actividades enzimáticas a determinar. Los extractos celulares 

se dividieron en muestras alícuotas de 0.1 a 0.15 ml y se almacenaron 

a -70°C hasta su utilización. La cromatografía de filtraci6n en 

gel se realizó para eliminar los compuestos de bajo peso molecular, 

principalmente aquéllos que podrían interferir con las 'determinaciones 

de la actividad enzimática. 

_Determinación de las actividades enzimáticas. 

La actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa se determin6 

por el método de Kozak y Jensen (1974) modificado por Kuri-Harcuch y 

col (1978). La mezcla de incubación de 0.3 ml de volumen total 

consistió de O.ú6 ml de NADH 1.2 mM disuelto en trietanolamina 500 

'11M EDTA 12.5 mM, de O a 0.21 ml de extracto celular .conteniendo de 

1 a 20 µg de proteína, y solución amortiguadora II hasta completar 

0.3 ml de volumen total; la reacción se inició agregando 0.03 ml de 

solución de DHAP 2.0 mM. Las concentraciones finales en la mezcla 

de incubación fueron: trietanolamina 100 mM pH 7.5; EDTA 3.3 mM; 

~ADH 0.24 mM y DHAP 0.2 mM. 

Las determinaciones se realizaron por duplicado y la reacción 

se detuvo con 0.03 ml de SOS al 20\ siendo el consumo de sustrato 

menor al 2oi del total y la reacción enzimática lineal. Se determinó 

la desaparición de NADl-I (formación de NAD) por disminución de. la 
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absorbencia a 340 nm. 

La reacción catalizada por esta enzima es: 

Dihidroxiacetona 

fosfato 

La actividad de la enzima málica (L-malato: NADP oxidorreductasa 

(descarboxilante) EC 1.1.1.40) se determin6 por el método de Wise y 

Ball (1964). La mezcla de incubaéión de 0.3 ml de volumen total 

consistió de 0.02 ml de una solución de NADP 6 mM, hasta 0.10 ml de 

extracto celular conteniendo 6 µg de protefna total y soluci6n 

amortiguadot;a II I hasta completar O. 3 ml de volumen total. La mezcla 

se preincubó durante 5 minutos a 30°C, y la reacci6n se inició· 

agregando 5 µl de una solución de L-malato 34 mM; la incubaci6n se 

continu6 a 30°C hasta que la reacci6n se detuvo con 0.03 ml de SDS 

al 20\ alcanzando un consumo máximo de sustrato de 20% del total; 

·se determinó la reducción del NADP por incremento de la absorbencia 

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

fueron: ·27 rnM de Tris-HCl pH 7.4, 2.7 mM de Mgcl 2 , 0.4 mM de NADP 

y 0.56 mM de L-mal'ato. 

La reacción catalizada por esta enzima es: 

Malato ~~-~.....,===------~~~--c-
0

--2-----•• Piruvato 
~~ 

NADP NADPH 



Cálculos de la actividad enzimática. 

El cálculo de la actividad específica de las enzimas se 

realiz6 por la ecuación de Lambert-Beer: 

iondc: 

A = e: •c• 1 

A = absorbencia a la longitud de onda empleada. 

e: = coeficiente de extinción molar del sustrato. 

c e concentración del sustrato. 

1 longitud del paso de luz en la celda. 

De esta ecuación, al despejar c, se obtiene: 

c = A 

e: • 1 
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:orno la actividad se midió por el cambio en la concentración de 

5ustrato -desaparición de NADH para la glicerolfosfato deshidrogenasa 

·~ formación de NADPH para la enzima málica- a través del cambio en 

La absorbencia a 340 nm, la ecuación se puede expresar como: 

/:J. c = /:J. A 

e: • 1 

Puesto que la actividad específica de una enzima se define como 

la cantidad de sustrato utilizada por mg de proteína por minuto, es 

necesario considerar el tiempo de incubación, la cantidad de proteína 

en el ensayo y el volumen total de la mezcla de incubación; por lo 

tanto, el cálculo de la actividad específica puede realizarse por la 

5iguiente ecuación: 

/:J. c = ~ X Vol (ml) 
e:· 1 t (mln) 

X 
1 o- 3 (1) 

mg prot. 

Se empleó un coeficiente de extinción milfmolar de 6~22 x 10- 6 
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litros nmoles- 1/cm a 340 nm para el NADH o el NAnPH; el paso de luz 

fue de 1 cm. Por lo tanto la actividad específica se calculó por: 

ó A X Q..:..Lfil!. X 10-
3 lts X _1_ 

a.e. = (6.2Zx10- 6nmóles- 1 litros) 1 cm mg prot. min. 

es decir: 

a.e .. = 

cm 

ó A X 
(6. ZZxl o- 3nmoles -l) (min) 

o. 3 ml 
mg prot. 

donde ó A = A0 - Af• siendo A0 el valor de absorbencia· inicial 

(correspondiente al promedio de absorbencia de las incubaciones en 

t = O') y A:f el valor de absorbencia al detener la reacci6n. 

Tinci6n de lípidos·intraceltilares por el método del rojo oleoso _Q_. 

Para la tinci6n de lípidos intracelulares en los cultivos de 

células 3T3-F442A, se emple6 el método del rojo oleoso (Humasen, 

1972). Se descartó el medio de cultivo y las células se fijaron con 

formaldehido al 101 (v/v) ~n PBS a SºC, por un período mínimo de 30 

.minutos. Los cultivos fijados se lavaron con agua de 1 a Z minutos 

y se tiñeron con una solución de rojo oleoso 0" en alcohol 

isopropílico al 501 durante 2 horas a temperatura ambiente; se lavaron 

con agua de 1 a Z minutos y· se dejaron secar a temperatura ambiente. 

Determinaci6n de proteínas. 

Las proteínas de determinaron por el método de Lowry y col., 

(1951) utilizando albúmina bovina como referencia. 
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RESULTADOS. 

Determinaci6n de las actividades enzimáticas. 

La actividad de las enzimas se deter~inó ~n extracto~ d• 

c~lulas 3T!-F442A para definir las crindiciones del tiempo de 

incubación y de la concentración de proteínas en el ensayo. (as 

:ondiciones de incubación se determinaron tanto en extractos de 

~lta actividad enzimática, como en los de baja actividad específica. 

an el caso de la gliccrolfosfato deshidrogenasa, los resultados 

mostraron que para los extractos de alta actividad enzimática las 

condiciones de ensayo son de 1 a 5 ~g de proteína y de 1 a 5 

minutos de incubación, mientras que para los extractos de baja 

actividad· son de 20 µg de proteína y de 30 a 60 minutos de 

incubación (Fig. 1). En el caso de la enzima málica, la cantidad 

de proteína en el ensayo fue de 6 µg y el tiempo de incubación fue 

~e 20 minutos para los extractos de alta actividad específ{ca y 

Je 60 minutos para los extractos de baja actividad (Fig. 2). En 

estas condiciones la reacción para ambas enzimas se encontraba en 

su fase ~ineal y con un consumo de sustrato no mayor del 20\. 

Inactivaci6n de~ reacciones enzimáticas. 

Los ensayos de la actividad de GPDH y de la enzima málica 

inicialmente se realizaron registrando el cambio continuo de 

ibsorbencia durante el desarrollo de la reacción. Se intentó 

·nodificar este procedimiento para determinar en forma simultánea 

la actividad enzimática en varios extractos celulares. La 

nodificación para ambas enzimas consistió en detener la reacción 
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Figura 1. Cinética de actividad de la enzima glicerolfosfato 
deshidrogenasa en extractos de células 3T3-F442A. 

a). Extractos de alta actividad enzimática obtenidos de 
células cultivadas durante 12 días; b) extractos de baja actividad 
enzimática obtenidos de células cultivadas durante 7 días. (O) 
Incubaci6n sin DHAP; (•) incubaci6n en presencia de DHAP. En ambos 
casos se .utilizaron 5 µg de proteína por ensayo para un volumen final 
de 300 µl en la mezcla de incubaci6n; los cambios de absorbencia se 
registraron a 340 nrn. Se muestran promedios de 2 determinaciones. 
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Figura 2. Cinética de actividad de la enzima málica en· 

extractos de células 3T3-F442A. 
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a). Tiempos cortos de incubaci6n; b). Tiempos largos de 

incubaci6n. (O) Incubaci6n sin L-malato; (8) incubación en 

presencia de L-malato. Las determinaciones se realizaron en 

extractos obtenidos de células cultivadas durante 13 días incubando 

25 µg de proteína por ensayo. Se muestran promedios de 2 

jeterminaciones. 
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enzimática con 2.0% de SDS al finalizar el tiempo de incubaci6n. Se . 

hicieron incubaciones con extractos de alta y baja actividad de 

ambas enzimas. Se midi6 el cambio de absorbencia a 340 nm durante 

la reacción enzimática y después de detenerla con 0~03 ml de SDS al 

20%. Una vez agregada la solución de SDS, se determinó la absorbencia 

a 340 run y se registró a intervalos de 15 min durante una hora. 

En la figura 3 se observa que el SDS detuvo ambas reacciones 

enzimáticas ya que la absorbencia se mantuvo estable durante un 

tiempo mínimo de una hora. Tampoco se presentaron cambios en la 

absorbencia debido a una degradaci6n no enzimática del NADH o NADPH. 

La disminución en la absorbencia que se observó al agregar la solución 

de SDS al 20\ se debió a la dilución de la mezcla de incubación. 

Este decremento, que siempre fue de un 10% aproximadamente, se consideró 

para efectuar los cálculos de actividad especifica y para hacer 

las correcciones respecto al volumen de 0.3 ml de la mezcla de 

incubación. El tiempo cero de reacción se determinó en todos los 

ensayos agregando SDS antes de iniciar la reacción enzimática. 

Efecto del ácido retinoico sobre la morfología de las células 

3T3-F44ZA. 

Células 3T3-F442A se cultivaron en condiciones que inhiben la 

conversión adipocítica manteniéndolas en medio suplementado con 10\ 

de suero fetal de bovino (medio adipogénico) conteniendo 10- 6 6 10-SM 

de ácido retinoico, o en medio suplementado con 5\ de suero de gato 

(medio no-adipogénico) con o sin ácido retinoico: a partir del día 

11 de inóculo, cultivos paralelo~ se cambiaron a medio suplementado 
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Figura 3. Inactivaci6n de las reacciones enzimáticas con SDS 
al 20'!.. 

a). Actividad de glicerolfosfato deshidrogenasa; b). Actividad 
de la enzima málica. (O) Incubación sin sustrato; (1) incubación en 
presencia del sustrato (los sustratos fueron DJIAP en el caso de la 
jlicerolfosfato deshidrogenasa y L-malato en el caso de la enzima 
~nálica). Se efectuaron incubaciones de extractos de células 3T3-F442A 
siguiendo el cambio de absorbencia durante la reacción enzimática 
y también después de agregar 30 µl de SOS al 20% a la mezcla de 
incubación. 
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con suero fetal de bovino. Simultáneamente, otros cultivos se 

mantuvieron en medio adipogénico durante todo el tiempo del 

experimento. Los cultivos en medio adipogénico mostraron los 

cambios caracteristicos de la conversi6n adipocitica descritos por 

Green y Meuth (1974) y Green y Kehinde (1976), pero las células 

tratadas con ácido retinoico mostraron una morfología aplanada y 

alargada con algunas células de aspecto redondeado y refringente, 

algunas formando grupos .bien definidos. Efectos similares se 

observaron cuando las células se cultivaron en medio no-adipogénico 

conteniendo 10-SM de ácido retinoico; las células mostraron una 

forma más alargada y aplanada, orientándose en haces paralelos. 

Estas observaciones coinciden con los cambios morfológicos 

causados por el ácido retinoico en las células 3T3-F442A (Kuri­

Harcuch, 1982). Las células mántenidas en medio no-adipogénico 

y en ausencia de ácido retinoico presentaron una tendencia a 

sobrelaparse dando la impresión de ser más numerosas; esto es 

congruente con resultados descrito~ anteriormente, en los cuales 

el retinoide disminuye la densidad de saturación de las 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 málica se determinaron en extractos de cultivos 

paralelos. Las células que se mantuvieron en medio adipogénico 

mostraron los cambios de actividad característicos de la conversión 

adipocítica (Kuri-Harcuch y Green, 1977; Kuri-Harcuch y col, 1978). 
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La actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa aumentó más de 100 

veces en los cultivos que habían alcanzado una conversión adipocítica 

casi completa y se mantuvo constante hasta el final del experimento 

(Fig. 4a); la actividad de la enzima málica aumentó durante la 

diferenciación hasta un nivel 14 veces mayor respecto a las células 

antes de iniciar la conversión adipocitica (Fig. 4b). Las células 

que se mantuvieron con medio no-adipogénico o con medio adipogénico 

conteniendo 10- 6M ó 10-SM de ácido retinoico presentaron niveles 

bajos de ambas actividades enzimáticas, similares a los que se 

observan cuando las células se encuentran en la fase de crecimiento 

exponencial (Figs. 4a y 4b) o en células que no se diferencian a 

adipocitos como las células de la línea 3T3-C2 (Kuri-Harcuch y Green, 

1977). 

La inhibición de la conversión adipocitica por el ácido 

retinoico es reversible si las células se mantienen en medio 

adipogénico después de retirar el retinoide del medio de cultivo 

(Kuri-Harcuch, 1982). Con el propósito de determinar la velocidad 

de reversión de la inhibición de la conversión adipocitica y si 

~sta es modulada por la concentración del retinoide, se determinó 

la actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa y de la enzima 

málica en extractos de células 3T3-F442A cuya conversión se bloqueó 

manteniéndolas en medio adipogénico con 10- 6N 6 10-SN de ácido 

·~etinoico o en medio no-adipogénico con o sin el retinoide, hasta 

~l día 11 de cultivo, a partir del cual los cultivos se cambiaron 

a medio adipogénico sin ácido retinoico. La figura Sa muestra 
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Figura 4. Cambios en la actividad de las enzimas lipogénicas 

durante la conversi6n adipocítica de las células 

3T3. 

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

de diámetro. Las actividades de: a) glicerolfosfato deshidrogenasa 

y de b) enzima málica se determinaron en extractos celulares de los 

.mismos cultivos. Cultivos en medio no-adipogénico (A); cultivos en 

medio adipogénico sin ácido retinoico (O) o en medio adipogénico 

conteniendo 10- 6M (1) 6 10-SM (~) de ácido retinoico. Los valores 

son el promedio de cultivos duplicados; la variaci6n entre los 

valores de los duplicados no fue mayor del si. 
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que los cultivos que alcanzaron el estado de reposo en medio 

no-adipogénico y después fueron estimulados a diferenciarse en medio 

adipogénico, presentaron la.actividad de la gliccrolfosfato 

deshidrogenasa 24 horas después del cambio a medio adipogénico, 

aumentando cerca de 140 veces el valor de actividad durante la 

inhibición (Fig. Sa). Las células cultivadas en medio adipogénico 

:onteniendo 10- 6M ó 10- 5M de ácido retinoico también se diferenciaron 

=uando se eliminó el retinoide del medio de cultivo; la actividad 

de la glicerolfosfato deshicrogenasa aumentó hasta en 100 veces 

respecto a su actividad inicial.· La tasa de cambio de la actividad 

enzimática fue muy semejante a la de los cultivos no tratados con 

el retinpide. Sin embargo, los cultivos tratados con ácido retinoico 

10- 6M y 10-SM expresaron el aumento en la actividad de la glicerolfosfato 

ieshidrogenasa 2 y 4 días después de cambiar las células a condiciones 

adipogénicas en ausenc~a del retinoide respectivamente (Fig. Sa). 

Las células mancenidas en medio no-adipogénico conteniendo ácido 

retinoico 10-SM iniciaron la conversión adipocítica después que los 

:ultivos mantenidos con medio adipogénico y tratados con la misma 

concentración del retinoide. En este caso, la glicerolfosfato 

deshidrogenasa se expresó 6 días después que .se inició la reversión; 

la actividad de esta enzima se modificó bruscamente aumentando 140 

veces en un intervalo de 2 días (Fig. Sa). 

La enzima málica, en todos los casos, presentó un comportamiento 

semejante aumentando de 8 a 14 veces su nivel respecto a su actividad 

intes del cambio a medio adipogénico. La actividad de esta enzima, 
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Figura S. Actividades enzimáticas en cultivos confluentes 
después de revertir la inhibici6n de la conversión 
adipocítica por ácido retinoico. 

Células 3T3-F442A se cultivaron en ca)as de cultivo de 35 mm 
de diámetro. Las actividades de: a) glicerolfosfato deshidrogenasa 
y de b) enzima málica se determinaron en extractos celulares de los 
mismos cultivos. Cultivos en medio no-adipogénico sin ácido retinoico 
(O) o conteniendo 10-SM de ácido retinoico (A); cultivos en medio 
adipogénico conteniendo 10- 6M (1) 6 10-SM (8) de ácido retinoico. 
Después que las células llegaron a confluencia y se mantuvieron en 
el estado de reposo durante 5 días (día 11 de cultivo), todos los 
cultivos se cambiaron a medio adipogénico en ausencia del retinoide. 
Los valores son el promedio de cultivos duplicados; la variación 
entre los valores de los duplicados no fue mayor del 51. 
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en los cultivos que revirtieron del efecto del ácido retinoico 10-6M 

ó 10- 5M, se expresó con un retraso de 3 días respecto al aumento en 

la actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa; en los cultivos 

mantenidos previamente en medio no-adipogénico con o sin el retinoide, 

la actividad de ambas enzimas se manifestó en forma casi simultánea 

(Fig. Sb). 

Efecto de la citocalasina ~· 

Recientemente se demostró que la adición de fibronectina al 

medio de cultivo bloquea la conversión adipocítica, mientras que 

drogas como la citocalasina D facilitan la expresión de este 

fenotipo diferenciado (Spiegelman y Ginty, 1982). Esto sugiere que 

la organización del citoesqueleto podría regular la activación de 

genes específicos durante la conversión adipocítica (Spiegelman y 

Ginty, 1982). Debido a que el ácido retinoico y otros retinoides 

inhiben la conversión adipocítica y promueven la adquisición de 

una ~orma más alargada y probablemente más fuertemente adherida al 

sustrato (Kuri-Harcuch, 1982), es probable que el ácido retinoico 

inhiba la conversión adipocítica a través de una acción estabilizadora 

del citoesqueleto. Con el propósito de estudiar esta posibilidad, 

los filamentos de actina de las células 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 analizó su efecto sobre la conversión adipocítica. 

Inicialmente se determinó si la citocalasina B previene el 

bloqueo de la conversión adipocitica inducido por el leido rctinoico. 
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Células mantenidas en reposo con medio adipogénico conteniendo ácido 

retinoico 10-SM o con medio no-adipogénico con o sin ácido retinoico 

10-SM se estimularon a diferenciarse, a partir del día 11 de cultivo, 

con medio adipogénico conteniendo diferentes concentraciones de 

citocalasina B. El tratamiento con citocalasina B se llevó al cabo 

durante 3 dias, después de los cuales las células se mantuvieron 

durante otros 3 días en ausencia de la citocalasina B. Los cultivos 

se fijaron ·con formaldehído al 10% en PBS, y las células se tiñeron 

con rojo oleoso O • Para obtener datos cuantitativos, se midió la 

cantidad de luz absorbida por los cultivos teñidos mediante un método 

fotocolorimétrico (Kuri-Harcuch, datos no publicados). En la figura 

6a se observa que la citocalasina B aumentó la conversión adipocítica 

de las células cuya diferenciación se bloqueó con el ácido retinoico, 

siendo más notable el efecto de esta droga a una concentración de 2.0 

µg/ml. No se observó un aumento significativo de la conversión 

adipocítica en los cultivos mantenidos con medio no-adipogénico 

(Fig. 6a). 

En un experimento similar, las células se incubaron con 2.0 

µg/ml de citocalasina B durante 1 a 4 días después de haber retirado 

el ácido retinoico del medio de cultivo. En la figura 6b se observa 

que el mayor grado de conversión adipocítica se obtuvo con 1 , 2 y 3 

días de tratamiento, no existiendo una.diferencia significativa 

entre éstos. El tratamiento con citocalasina B durante 4 dias 

disminuyó la conversión adipocítica (Fig. 6b). 

En resumen, los resultados muestran que la citocalasina B a 
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Figura 6. Efecto de la citocalasina B sobre la ¿onversi6n 
adipoc:ítica. 

Células 3T3-F~42A se cultivaron en medio adipogénico 

SS 

conteniendo 10-SM de ácido retinoico; el día. 11 de cultivo las células 
:;e cambiaron a medio adipogénico en ausencia del retinoide (1), pero 
:onteniendo citocalasina B. a). Diferentes concentraciones de 
:itocalasina B durante 3 dias; b). 2.0 µg/ml de citocalasina B 
durante 1 a 4 d~as de cultivo. La citocalasina B se retir6 del medio 
ie cultivo y las celúlas se mantuvieron hasta los 18 días de cultivo. 
Las células se fijaron y se tiñeron con rojo oleoso O ; la conversi6n 
adipocítica se cuantificó fotocolorimétricamente. Los resultados 
están referidos respecto al porcentaje de conversi6n alcanzado por 
:ultivos mantenidos en medio no-adipogénico y que se cambiaron a medio 
adipogénico sin la c:itocalasina B, normalizados a un valor de 1.0 (O). 
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una concentración de 2.0 µg/ml durante 1 a 3 días, aumenta de 2 a 

3 veces el grado de conversi6n adipocítica. 

Efecto de la citocalasina B sobre la conversión adipocítica de células 

tratadas con ácido retinoico. 

Células 3T3-F442A que se cultivaron en presencia de 10-SM de 

ácido retinoico se incubaron con 2.0 µg/ml de citocalasina B durante 

3 días a partir del día 11 después de la inoculación; los cultivos 

se fijaron y tifieron con rojo oleoso O el día 18 de cultivo ,Y se 

determinó el grado de conversión adipo~ítica. En la tabla 2 se 

observa que los cultivos suplementados con medio adipogénico 

conteniendo 10-SM de ácido retinoico o suplementados con medio 

no-adipogénico, ya sea tratados o no tratados con citocalasina B, 

no ÍllOStraron conversión adipocítica. Cuando el ácido retinoico se 

quitó del medio de cultivo y las células se cambiaron a medio 

adipogénico, se observó un nivel bajo de conversión adipocítica 

(tabla 2); sin embargo, después de quitar el ácido retinoico y 

cultivar las células con medio a<lipogénico conteniendo citocalasina 

B, el grado de conversión adipocítica fue similar al observado en 

las células no tratadas con el retinoide y suplementadas con medio 

adipogénico (tabla 2). 

Por otra parte, las actividades de la glicerolfosfato 

desbidrogenasa y de la enzima málica se determinaron para analizar 

si el aumento de la conversi6n adipocítica en las células tratadas 

con citocalasina B se debe a una iniciación más tempr~na de la 

diferenciación. Células 3T3-F442A se cultivaron en medio adipogénico 



Tabla 2. Efecto de la citocalasina B sobre la conversi6n 
adipocitica de células 3T3-F442A. 

Condiciones de 
cultivo 

S. de gato 
l 

S. fetal de bovino 

S. de gato 

S. de gato 

S. fetal de bovino 
+AR 10-SM 

S. fetal de bovino 

+ AR 10-S~f 

S. fetal de bovino 

+AR 10J
5
M 

S. fetal de bovino 

S. fetal de bovino 
+ AR 10-SM 

S. fetal le bovino 

Adici6n 

CB 2.0 µg/ml 

CB 2.0 µg/ml 

CB 2.0 µg/ml 

Conversi6n adipocítica 
(normalizada) 

1. o 

o.o 

o.o 

0.07 

0.14 

o. 18 

0.73 

Células 3T3-F442A se cultivarou 5con medio no-adipogénico o 
con medio adipogénico conteniendo 10 M de ácido retinoico (AR); 
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a los 11 días después de la· inoculaci6n algunos de los cultivos se 
cambiaron a medio adipogénico sin ácido retinoico. Los cultivos 
que se indican se trataron con 2.0 µg/ml de citocalasina B (CB) 
durante 3 días; se retir6 la CB y se mantuvieron con el mismo medio 
durante 3 dias más. A los 18 días de cultivo, las células se 
fijaron y tiñeron con rojo oleoso ·o y se determin6 el grado de 
conversión adipocítica como se describe en la figura 6. 



58 

o medio no-adipogénico, ambos conteniendo 10-SM de ácido retinoico; 

a los 11 días después de la inoculación se cambiaron a medio 

adipogénico sin el retinoide y se trataron con citocalasina B 

durante 3 días, cultivos paralelos no recibieron la CB. La 

actividad de la. glicerolfcsfato deshidrogenasa en los cultivos 

tratados con CB aumentó Z-3 días antes que la actividad de los 

cultivos no tratados con esta droga (Fig. 7a, b). La enzima málica 

presentó una respuesta similar a la de la glicerolfosfato 

deshidrogenasa; la actividad aumentó antes en los cultivos tratados 

con citocalasina B que en los no tratados (Fig. Ba, b). Sin 

embargo, las célul~s que se trataron con citocalasina B pero que 

constantemente se cultivaron con medio no-adipogénico o con medio 

adipogénico conteniendo 10-SM de ácido retinoico, no mostraron 

ningún aumento en Ia actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa 

(Fig. 7c). 

DISCUSION. 

~os resultados obtenidos muestran que la inhibición de la 

diferenciación de las células 3T3-F442A por efecto del ácido 

retinoico, se acompaña por cambios en la morfología celular y por 

niveles de actividad de la glicerolfosfato deshidrogenasa y de 

la enzima mllica similares a los observados en célula~ en 

proliferación o que no sufren la conversión adipocítica como las 

células de la línea 3T3-C2 (Kuri-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-F44ZA se cultivaron como se describe en la 
figura Z. a). Medio adipogénico; b). 
conteniendo 10-SM de ácido retinoico. 

Medio no-adipogénico, ambos 
A los 11 días después de la 

inoculaci6n todos los cultivos se cambiaron a medio adipogénico sin 
el retinoide; algunos cultivos se incubaron con Z.O µg/ml de citocalasina 
B durante 3 días 31 tiempo de retirar. el ácido retinoico (1, A), otros 
:ultivos paralelos no se incubaron con citocalasina B (O, ~). En 
:) las células se cultivaron constantemente con medio no-adipogénico 
(O); con medio adipogénico (•) o medio no-adipogénico (e) ambos 
conteniendo 10-SM de ácido retinoico; todos los cultivos se incubaron 
con citocalasina B, como se describe para a) y b). La actividad de 
la glicerolfosfato deshidrogenasa se determin6 en extractos celulares 
totales. Los valores son el promedio de cultivos duplicados; la 
variaci6n entre los valores de los duplicados no fue mayor del si. 
La línea discont'inua muestra la actividad enzimática de los cultivos 
suplementados con medio no,-adipogénico y que se cambiaron a medio 
idipogénico (datos obtenidos de li figura Za). 



:s 80 o b 

8~ / I 

-~-~ ,- í/ E,~ 60 

i 
e a. 
-~ ~ I , 
: X'40 

, 
J 

" Q. 
, 

-g ~ l. 
1 

~ =; 20 
, 

~~ 
I , 

I 

.s o o 10 15 20 10 15 20 
Dios en cultivo 

Figura 8. Efecto de la citocalasina B sobre la actividad 

de la enzima málica. 
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El experimento se realiz6 como se describe en la figura 7a, b. 

a). Medio adipogénico; b); m~dio no-adipogénico, ambos conteniendo 

10-SM de ácido retinoico. Cultivos incubados con citocalasina B 

(1, A); cultivos ~ncubados sin citocalasina B (O, 6). La linea 

discontinua muestra la actividad enzimática de los cultivos 

suplementados con medio no-adipogénico que se cambiaron a medio 

adipogénico (datos obtenidos de la figura Zb). 



de los resultados también son similares a los obtenidos con la 

sintetasa de los licidos grasos en la sublínea 3T3-L2 (Murray y 

Russell, 1980). La inhibici6n de la conversi6n adipocítica es 

reversible. (Kuri-Harcuch, 1982); el inicio de la reversi6n trae 

61 

como consecuencia la aparici6n de las características morfol6gicas 

y enzimáticas del fenotipo adipocítico después de un .período cuya· 

duraci6n depende fundamentalmente de la concentracióndel ácido 

retinoico en el medio de cultivo durante el bloqueo_ de· la conversi6n. 

Efectos dependientes de la concentraci6n y del tiempo de tratamiento 

con retinoides se han descrito en diversos sistemas (Jetten y col, 

1979; Haddox y Russell, 1979; Haddox y col, 1979; Lotan y col, 1980, 

1982; Rapaport y col, 1982;· Douer y Koeffler, 1982a, 1982b) ;. en el 

caso de los cultivos tratados con ácido retinoicd 10-6 6 10-s~. el 

período necesario para que se iniciara la conversi6n adipocítica 

vari6 entre 2 y 4 días, respectivamente. 

El tra~amiento con ácido retinoico 10-s 6 10-6M modifica la 

expresión de las enzimas lipogénicas durante la reversi6n del bloqueo 

de la conversión adipocítica; mientras los cultivo~; que se mántuvieron 

en medio adipogénico mostraron cambios simultáneos en la actividad 

de la glicerolfosfato deshidrogenasa y de la enzima málica, los 

cultivos mantenidos en presencia del retinoide expresaron la 

actividad de la enzima málica con un retraso de 3 días aproximadamente 

respecto al cambio en la actividad de la enzima glicerolfosfato 

deshidrcigenasa. 

Durante la diferenciaci6n, lÓS"preadipocitos 3T3 sufren una 
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serie de cambios morfo16gicos (Green y Meuth, 1974; Green y Kehinde, 

1976) que se ericuentran estrechamente relacionados con una 

reorganización del citoesqueleto (Novikoff y col, 1980; Spiegelman 

y Green, 1-980), y ca~bios en la síntesis de proteínas que lo 

co~stituyen (Sidhu, 1979¡· Spiegelman y Green, 1980; Spiegel:Jtan y 

Far~er, 19i2) •. •Spiegelman y Ginty (1982) demostrar6n que la 

adici6n de fibronectina al medio de cultivo bloque6 el fenómeno de 

conversión ~dipocítica y drogas como la citocalasina D facilitaron 

la expresión del fenotipo diíerenciado; esto sugirió que la organización 

del citoesquelcto pudiera regular la activación de genes específicos 

durante l~· 'conversión adipocítica (Spiegelman y Ginty, 1982). La 

fibronecúna", glicoprote_foa relacionada con el ci toesqueleto (Hynes 

y Destree, 1978; Singer, 1979; Singer y Chen, 1980) y con fenómenos 

de adhesión celular (Yamada y Olden, 1978; Hynes y col, 1~79), 

bloquea los cambios morfológicos característicos que se presentan 

durante la diferenciación de condrocitos (Pennypacker y éol, 1979; 

~est y col, 1979). También se ha demostrado que el ácido retinoico 

p~ede bloquear·1a·condrogénesis (Hassell y col, 19J8; Lewis y ~ol, 

1978) produciendo un aumento en la·adsorci6n de fibronectina ·a la 

superficie celular, así como un ligero aumento en la síntesis de 

ésta· (Hassell y col, 1979); este aumento en la síntesis de 

fibronectina inducido por los retinoides se describió en otros 

;istemas (Jetten y col, 1979; Bolmer y Wolf, 1982) incluyendo las 

·:élulas 3T3 (Jetten y col, 1979). El incremento en la cantidad de 

fibrohectina en la superficie celular se ha correlacionado con el 



aumento en la adhesión que inducen los retinoides (Adamo y col, 

1979). Estos datos sugieren que el ácido retinoico induce la 

estabilización del citoesqueleto y un aumento en la adhesión de 

las células 3T3-F442A, efecto que se refleja en los cambios 

morfológicos observados durante el tratamiento con el retinoide 
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y que ya han sido descritos con anterioridad (Kuri-Harcuch, 1982). 

El tr'atamiento con citocalasina B no previno la :i.nhibición 

producida por el ácido .retinoico, pero en los cultivos cuya· 

conversión se bloqueó con el ácido retinoico 1 o·\1 hasta el día 

11 de·cultivo,· adelantó 2 dias el inicio de la diferenciación 

respecto a los cultivos que durante la reversión no fueron tratados 

·con' esta droga (Figs. 7 y 8). Se observó el mismo retraso en la 

expresión de la enzima málica respecto al inicio del aumento en 

la actividad de la glicerolfosf.ato deshidrogenasa. El inicio de 

la conversión en los cultivos tratados con citocalasina B aún 

mostró diferencias respecto a los cultivos controles donde se 

inició la conversión a partir de condiciones no-adipogénicas, 

existiendo una diferencia de 1.5 días aproximadamente. Estos 

resultados permiten .concluir que a pesar de que el ácido 

retinoico ejerce una acción estabilizadora sobre el citoesqueleto, 

este efecto no interviene directamente sobre la inhibición de la 

conversión adipocítica; en caso contrario, podría esperarse que el 

tratamiento con citocalasina B ~ se permitiera la diferenciación 

en aquellos cultivos donde el retinoide se mantuvo en el 

medio de cultivo durante todo .el desarrollo experimental. Esto 
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concuerda con los resultados obtenidos por Kuri-Harcuch (1982) en 

cultivos en suspensión estabilizados con metilcelulosa, donde las 

condiciones de cultivo no favorecen la estabilización del 

citoesqueleto, pero permiten la inhibición de la diferenciación por 

el ácido retinoico. Por lo tanto, aunque los cambios en la 

organización del ~itoesqueleto son una de la primeras manifestaciones 

del proceso de conversión, est.os s6lo forman una parte del programa. 

de diferenciación.siendo indispensable que ocurran otros cambios, 

muchos de ellos hasta ahora desconocidos, para que se inicie la 

conversión adipocítica. El efecto del retinoide sobre el citoesqueleto 

retardó la expresión del fenotipo adipocítico una vez que se inicio 

la. reversión, sugiriendo que e.l ácido retinoico puede modular la 

expresión de la conversión adipocítica a través de una estabilización 

de elementos del citoesqueleto. 

Cuando la conve.rsión adipocítica se bloque6 con medio 

no-adipogénico conteniendo ácido retinoico 10- 5M, el intervalo que 

transcurrió entre el inicio de la reversión y la aparición de los 

primeros indicios de diferenciación fue aún mayor que el observado 

en los cultivos mantenidos con medio adipogénico conteniendo el 

retinoige; parece ser que la presencia del factor adipogénico es 

necesarla durante el bloqueo de la conversión con el ácido retinoico 

para que este intervalo sea menor. 

Las diferencias encontradas en el comportamiento de las 

enzimas, principalmente el retardo en la expresión de la enzima 

málica respecto a. la glicerolfosfato deshidrogenasa sugiere que 
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""ambas enzimas se regulan de manera independiente y no coordinada, 

resultado que concuerda con el concepto de que la glicerolfosfato 

deshidrogenasa es una enzima primaria en el programa de diferenciación; 

su respues~i es independiente de la sintesis de lipidos celulares, 

mientras que la expresión de la enzima málica depende de la sintesis 

de ácidos grasos (Kuri-Harcuch y col, 1978; Spiegelman y Green, 1980). 

Las diferencias en la duración del intervalo necesario para 

que se manifieste el proceso de conversión en los preadipocitos 3T3 

durante la reversión de la inhibición por el ácido retinoico, 

sugieren la posibilidad de que el estado de reposo en que están las 

células durante la inhibición de la diferenciación es diferente del 

que s.e encuentran los cultivos cuya conversión se evitó al mantener 

las células en medio no-adipogénico. Se ha sugerido que el ácido 

retinoico bloquea la progresión de las células a través del ciclo 

:elular en un punto localizado en la parte media de la fase G1 
(Haddox y Russell, 1979; Haddox y col, 1979; Latan y col, 1982) por 

Lo que el retinoide podria bloquear la etapa de proliferación 

1electiva de adipocitos que antecede a la expresión del fenotipo 

adipocitico (Pairault y Green, 1979; Kuri-Harcuch y Marsh-Moreno, 

1983). Otra posibilidad de explicar el efecto del retinoide es 

•:on base en el modelo propuesto por Scott y colaboradores (1982a; 

1982b). En este caso, el retinoide induciría un estado de reposo 

GD a partir del cual los preadipocitos podrían expresar el fenotipo 

adipocítico sin atravesar por un períotlo crítico de síntesis de 

llNA; este estado sería diferente del que están las células cultivadas 

•in medio no-adipog6nico, donde el estado de reposo inducido es 
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previo a un período de síntesis de DNA necesario; para la conversión 

adipocitica (Kuri-Harcuch y Marsch-Moreno, 1983). Sin embargo, el 

tratamiento con citocalasina B en los cultivos que revierten de la 

inhibición por el ácido retinoico parece indicar que el bloqueo 

inducido por el retinoide es anterior a la síntesis de· DNA. Esto 

se basa en las observaciones de que la citocalasina B inhibe la 

síntesis de DNA en diversos sistemas incluyendo las células 3T3 

(O'Neill, 1979; Maness y Walsh, 1982), y de que la aplicación de 

esta droga en los cultivos que revierten de la inhibición por 10" 6M 

del retinoide manifiestan el fenotipo adipocítico en forma más 

tardía respecto a los cultivos que no recibieron el tratamiento con 

la CB (resultados no presentados). 

Schroder y colaboradores (1982), han sugerido que el ácido 

retinoíco no induce un bloqueo ·de la progresión del ciclo celular, 

sino que al inhibir en forma parcial la síntesis del DNA hace más 

lento el paso de las células a través de las fases S y G2 del ciclo 

(Schroder y col, 1982; Rapaport y col, 1982a), Las condiciones de 

cultivo manejadas por estos autores difieren de las empleadas en 

este trabajo; el tratamiento con el retinoide es de corta duración 

a diferencia del tratamiento empleado por nosotros para inhibir la 

conversi6n adipocí~ica. Esto es importante ya que se ha demostrado 

que la respuesta al retinoide depende del tiempo de tratamiento 

(Rapaport y col, 1982a, b). 

El mec~nismo de acción del ácido retinoico aan es desconocido. 

Se ha descrito la existencia de una proteína receptora 
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intracitoplásmica específica para este compuesto la cual podria 

mediar su efecto sobre genes específicos que intervienen en el 

programa de diferenciación; por otra parte, el retinoide también 

podría inducir cambios en la superficie celular a través de 

reacciones de glicosilación (ver Lotan, 1980) y modificar la 

interacción del factor adipogénico con su receptor. Este efecto 

?odria relacionarse en parte con los cambios morfológicoi inducidos 

?Or el retinoide, ya que la forma celular modula la capacidad de 

respuesta a hormonas y factores de crecimiento (Gospodarowicz y col, 

1978). 

J . 
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