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Resumen

Adipogénesis es el proceso mediante el cual células multipotenciales se diferencian a adipocitos
maduros para cumplir un importante papel metabélico y endocrino. El objetivo de este trabajo
fue implementar en nuestro laboratorio un modelo de adipogénesis in vitro que nos permitiera
posteriormente, estudiar mecanismos de accién farmacolégica a nivel molecular. En el trabajo
se describe la utilizacion del modelo de preadipocitos 3T3-L1 y se muestran algunas de las
caracteristicas de crecimiento del cultivo, asi como los cambios morfologicos y celulares que
acompanan el proceso de diferenciacion.

Palabras clave: adipogénesis, diferenciacion celular, células 3T3-L1, adipocitos.

IN VITRO ADIPOGENESIS OF 3T3-L1 CELLS

Abstract

Adipogenesis is the process by which multipotent cells are differentiated into mature fat cells to
fulfill a key metabolic and endocrine role. The aim of this work was to implement in our lab an
in vitro model of adipogenesis, to be used later on in pharmacological studies on drug action
mechanisms at a molecular level. Here we describe the implementation of the pre-adipocytes
3T3-L1 model, showing some culture growth features together with a set of morphological
and cellular changes accompanying the differentiation process.
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Introduccion

La obesidad es un problema global asociado a una
serie de alteraciones metabolicas y al desarrollo de
enfermedades crénicas como diabetes tipo-2, en-
fermedades cardiovasculares, hipertensién y otras
(1-16). El balance metabdlico normal se mantiene
a través de un sistema homeostético complejo que
involucra multiples tejidos y érganos. El tejido adipo-
so, antes visto como un simple depdsito de lipidos,
actualmente se reconoce como un importante 6érgano
endocrino que regula el balance metabodlico a través
de la secrecion de una variedad de hormonas (17-21.;

el tejido adiposo blanco esta directamente implicado
en obesidad y en cuadros patoldégicos asociados
(22-25). Por lo tanto, el conocimiento de la biologia
del adipocito es crucial para la comprension de las
bases moleculares de la obesidad y las patologias
asociadas (26-28).

El proceso de diferenciacién mediante el cual las
células mesenquimales precursoras multipotenciales
dan origen a células adiposas maduras se conoce con
el nombre de adipogénesis y ocurre por la activacion
de un programa coordinado de expresion génica me-
diado por factores de transcripcion, el cual conduce a
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cambios en la actividad, en la cantidad, o ambos, de
proteinas claves en la fisiologia del adipocito como
por ejemplo, las implicadas en la homeostasis de los
lipidos vy la glucosa (29,30).

Como parte de un proyecto que tiende a estudiar el
mecanismo molecular mediante el cual los agonistas
del receptor activado por el proliferador del peroxiso-
ma-y (PPAR-y), regulan la expresién de caveolina, una
proteina importante para la fisiologia del adipocito
(31-35), se hizo necesario implementar en nuestro
laboratorio un modelo de adipogénesis in vitro. Para
ello escogimos el modelo 3T3-L1, ampliamente uti-
lizado (36), dentro de los diversos modelos con que
se dispone en la actualidad para estudiar el proceso
de adipogénesis.

Materiales y métodos
Cultivo y propagacion de las células 3T3-L1

La linea de fibroblastos 3T3-L1, una linea celular
de preadipocitos comprometida a diferenciarse a
adipocitos y derivada de células embriénicas de
raton (37,38), se adquirié de la ATCC (American
Type Culture Collection) y se mantuvo de acuerdo
a las especificaciones del proveedor. Las células se
sembraron a una densidad inicial de 1000 células/
cm2 sobre frascos de cultivo T25 (25 cm2 de area
superficial) que contenian 7 ml de medio completo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium) con
suero fetal bovino (FBS) 10% y antibiéticos (penicilina
100 U/mly estreptomicina 100 pg/ml). El cultivo se
mantuvo a 37°C en atmésfera de CO2 al 5% y cada
dos dias se cambiaba el medio. Entre cuatro y cinco
dias después de la siembra inicial, cuando el cultivo
lleg6 a una confluencia del 60%-80% las células se
desprendieron con una soluciéon de Tripsina- EDTA
al 0,25%. Dependiendo del destino de las células,
se pasaron a frascos nuevos T25, o a placas de 24
pozos. La criopreservacién de las células se realizd en
nitrégeno liquido, en medio completo suplementado
con dimetilsulféxido (DMSO) al 5% (v/v) (0,5-1¥106
células/ml; 1 ml/vial).

Curvas de crecimiento

Las ceélulas se sembraron sobre placas de 24 pozos
a una densidad inicial de 1000 6 3000 células/cm2
(4000 6 12000 celulas por ml, respectivamente)
en el medio de crecimiento (0,5 ml por pozo). A
distintos tiempos de crecimiento (ver resultados), las
células se despegaron con soluciéon de Tripsina-EDTA

y se realizé el recuento de células viables, para lo
cual se mezcld la suspension celular con solucion
de azul tripan al 0,4% (en PBS) en proporcién 1:1,
haciendo el conteo celular en camara de Neubauer.
El nimero de células viables se graficé en funcién
del tiempo de crecimiento del cultivo. Cada punto
experimental corresponde al recuento promedio de
dos pozos (duplicados). Las curvas de crecimiento se
construyeron graficando los puntos experimentales
y la ecuacion que describe el crecimiento poblacional
del cultivo es:

N(t) = K
1+ ((K/No) - 1)e™

en donde No y N(t) corresponden a la densidad de
la poblacion a tiempo cero y t, respectivamente, K
es un parametro conocido como capacidad de carga
(méxima poblacién sostenible) y r es el pardmetro
maltusiano (tasa de crecimiento poblacional méaxima)
(39-41.. El ajuste de los datos a la ecuaciéon se hizo
por el método de los minimos cuadrados con ayuda
de la herramienta solver de Excel (Microsoft Office
2003).

Diferenciacion in vitro de las células 3T3-L1

Se sembraron 6000 células por pozo 3T3-L1 en
placas de 24 pocillos y se dejaron crecer en medio
completo hasta alcanzar confluencia. A los dos dias
posconfluencia los pozos se clasificaron en dos gru-
pos: control y diferenciado. El grupo diferenciado se
traté con medio de diferenciaciéon (medio de creci-
miento suplementado con 3-isobutil-1-metilxantina
0,5 mM, dexametasona 1 uM e insulina 1,7 uM). El
grupo control se traté con medio de crecimiento con-
teniendo una concentracién equivalente de DMSO
y metanol al del grupo diferenciado; esto porque los
aditivos proadipogénicos provienen de soluciones
stock preparadas en tales solventes. El medio control
o diferenciado se mantuvo por 48 horas, tiempo
después del cual las células se cambiaron a medio
completo hasta la finalizacion del experimento, con
cambios de medio cada dos dias (42;43). Todos los
experimentos se hicieron con células de los pases
dos a ocho.

Tincion con Oil Red O

A distintos tiempos del proceso de diferenciacién (0,
3, 6 y 9 dias) las ceélulas se fijaron con soluciéon de
formaldehido al 10% durante una hora a tempera-
tura ambiente, se lavaron con isopropanol al 60%
y se dejaron secar. A continuacion se les adiciono
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solucion de Oil Red O (3,5 g por 1 en isopropanol)
por 20 minutos. Se removi6 la solucion y se lavo
inmediatamente con isopropanol al 100% seguido de
cuatro lavados con agua destilada (44,45). Las células
tenidas se observaron al microscopio y se tomaron
las respectivas fotografias.

Resultados

Las células 3T3-L1, derivadas de células embriénicas
de ratén y empleadas como un modelo clasico de
adipogénesis in vitro, son células comprometidas a
diferenciarse (46,47). En cultivo, cuando no estan
diferenciadas, presentan una morfologia tipica de
fibroblastos (figura 1. por lo que también se les conoce
como fibroblastos 3T3-L1.

Las curvas de crecimiento obtenidas con cultivos,
partiendo de diferente densidad inicial de células (No):
4000 6 12000 células por ml (equivalente a sembrar
2000 6 6000 celulas por pozo) se observan en la figu-
ra 2. A partir del ajuste de los datos a la ecuacion lo-
gistica descrita en materiales y métodos, se estimaron
los parametros que describen el crecimiento celular:
tasa méaxima de crecimiento (r) y tamaro poblacional
maximo (K) (tabla 1.. El cultivo con 12000 células
por ml iniciales presenté una tasa de crecimiento
aparentemente mayor (12%) y un tamario poblacional
maéaximo también mayor (42%) respecto del cultivo
de inferior No (tabla 1., pero se requiere repetir los
experimentos para determinar si los cambios son o
no estadisticamente significativos.

Adicionalmente, se estudi¢ de manera preliminar,
el efecto de tres sueros FBS diferentes: dos de ellos
importados de Europa y Estados Unidos y el tercero

-
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FIGURA 1. Fibroblastos 3T3-L1 en fase exponencial de cre-
cimiento. Fotografia tomada durante la fase exponencial de
crecimiento en medio completo (Magnificacién de 200x).
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FIGURA 2. Curvas de crecimiento de células 3T3-L1.
Células sembradas a una densidad inicial (NO) de 4000 (o)
6 12000 (o) células por ml fueron crecidas a 37°C. A los
tiempos indicados en la figura se realizé recuento celular
segun lo descrito en materiales y métodos. Cada curva
representa el recuento promedio de dos pozos. La linea
sélida de cada curva representa el mejor ajuste de los datos
experimentales a la ecuacién logistica.

TABLA 1. Parametros de crecimiento poblacional. r y K
(ambos en células por ml) se obtuvieron a partir del ajuste
de los datos a la ecuacion logistica, de acuerdo a lo descrito
en materiales y métodos.

r K
No
4000 0,0315 | 281502
12000 0,0353 | 400000

de origen nacional. De ellos, los sueros FBS certifi-
cado de Estados Unidos y el nacional se comportaron
de manera similar, en el sentido de que se observo
un crecimiento celular normal Sin embargo, los
resultados con el suero FBS europeo no fueron
los esperados, observandose dos efectos claros: i)
las células tuvieron un crecimiento mas lento; ii) el
cultivo no llegé al 100% de confluencia, fluctuando
entre 70% y 80% (los datos acerca de los tres sueros
no se muestran).

En la figura 3 se muestran las imégenes de micros-
copia Optica de las células 3T3-L1 a distintos tiempos
de diferenciacién (adipogénesis). Se puede apreciar
que durante el proceso de adipogénesis ocurrié un
notable cambio en la morfologia celular, manifestado
va a los tres dias de diferenciacion: las células dife-
renciadas son de mayor tamafio y se muestran mas
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redondeadas que las del grupo control, especialmente
a tiempos largos (nueve dias) de diferenciacion. Adi-
cional al cambio de forma se observé que las células
diferenciadas, en contraste a las del grupo control,
acumularon gotas de lipidos en su citoplasma, lo cual
se visualizd por tincién con el colorante Oil Red-O,
que tifie de rojo los lipidos acumulados en el citoplas-
ma (figura 4). La tincién fue muy tenue a los tres dias
de diferenciacién, pero el nimero de gotas tefiidas
y su tamafio aumentaron a tiempos posteriores de
diferenciaciéon (seis y nueve dias de adipogénesis),
resultado que revela que a largos tiempos de dife-
renciacion se acumula una mayor cantidad de lipidos
en el citoplasma. Un efecto adicional que se observo
de manera consistente fue que aproximadamente
el 50% de las ceélulas en diferenciacién tendieron a
levantarse de la superficie de la placa de cultivo (se
despegan) luego de dos dias de diferenciacién y en

CONTROL

FIGURA 3. Cambios morfolégicos de las células 3T3-L1
durante su diferenciacion a adipocitos.

estos momentos se trabaja en identificar la causa de
este hallazgo.

Las células 3T3-L1 fueron crecidas a confluencia y
dos dias después tratadas con medio completo (grupo
control) o medio de diferenciacion (grupo diferencia-
do) segiin descrito en materiales y métodos. A los
tiempos indicados, las células fueron fotografiadas
al microscopio 6ptico.

Discusion

La diferenciacién de células precursoras en células
adiposas maduras conduce a la formaciéon de una

CONTROL | DIFERENCIADO

FIGURA 4. Acumulacién de lipidos en células 3T3-L1
durante la adipogénesis. Las células 3T3-L1 fueron creci-
das a confluencia y dos dias después tratadas con medio
completo (grupo control) o medio de diferenciacién (grupo
diferenciado). A los tiempos indicados, las células fueron
tenidas con Oil Red-O vy luego fotografiadas al microscopio
6ptico. (aumento 400¥).
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célula especializada, no sélo en almacenar y movilizar
el exceso de grasa acumulada en forma de triacilgli-
ceroles, sino también en cumplir un papel endocrino
importante para la homeostasis del organismo. A
nivel molecular, el proceso de adipogénesis implica la
activacién de una cascada altamente coordinada y re-
gulada de factores de transcripcién que, en conjunto,
conducen al establecimiento del estado diferenciado.
Un factor clave para el desarrollo normal de este
proceso es PPAR-y, un miembro de la superfamilia
de receptores nucleares (48-50).

El presente trabajo constituye la etapa preliminar de
un proyecto actualmente en ejecucion por nuestro gru-
po, donde se busca estudiar el mecanismo molecular
por el cual la expresion de caveolina, una proteina
importante para el mantenimiento de la homeostasis
de lipidos y glucosa (51-53), es regulada durante el
proceso de adipogénesis. Como primer paso era nece-
sario disponer de un modelo de adipogénesis para po-
der continuar con las siguientes etapas del proyecto.
Un modelo clasico ampliamente utilizado es el de las
células 3T3-L1, cuya diferenciacion puede ser indu-
cida in vitro. Aqui hemos descrito la implementacién
de dicho modelo experimental en nuestro laboratorio,
estudiando algunas caracteristicas de crecimiento y
diferenciaciéon de nuestro cultivo celular.

Referente al crecimiento celular, el cultivo se ajustd
al modelo de crecimiento poblacional de Verhulst
descrito por la ecuacion logistica (41.. Al partir de
diferente densidad poblacional inicial (INo), el cultivo
con No menor tuvo un retraso mayor en alcanzar la
fase de crecimiento exponencial, lo cual era de espe-
rar. La tasa de crecimiento méaxima r estimada para
dicho cultivo fue 12% menor, pero se requiere de un
mayor nimero de experimentos para saber si dicho
valor es significativamente diferente; esperamos que
no lo sea, ya que se trata del mismo cultivo creciendo
en condiciones analogas.

Con respecto al maximo poblacional K, el maximo
rendimiento celular que se espera en una placa de
24 pozos es aproximadamente 190000 células/
pozo (54). El K obtenido en nuestros experimentos,
después de corregir por el volumen del pozo, fue de
aproximadamente 141000 y 200000 células/pozo
para No de 4000 y 12000 células por ml, respec-
tivamente (tabla 1.. Estos valores se aproximan al
maximo esperado para estas placas y, por lo tanto,
validan nuestro trabajo. La diferencia del 42% obser-
vada podria deberse a: (i) variabilidad inherente del
método, o (ii) que el cultivo con No menor ain se
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encuentre en fase exponencial de crecimiento, no lle-
gando todavia a confluencia, con lo cual el valor de K
pudo haber sido subestimado por falta de recuento a
tiempos mayores. Esta tGltima posibilidad parece méas
plausible dado que el cultivo con No menor presenta
un retraso mayor para iniciar el crecimiento.

Un resultado interesante es lo observado con los di-
ferentes sueros FBS ensayados. El suero nacional se
comport6 similar al suero certificado estadounidense,
y mejor que el suero europeo. Estos datos prelimi-
nares se deben estudiar con mayor profundidad,
pues podria traducirse en disminucién de costos del
proyecto y en una potencial ampliacion de la industria
nacional a mercados internacionales.

En cuanto a la diferenciaciéon celular, el proceso de
adipogénesis inducido in vitro significé profundos
cambios morfolégicos y funcionales: las células dife-
renciadas tienden a adquirir morfologia redondeada
y comienzan a acumular lipidos, observados como
gotas citoplasmaticas que se tifien de rojo con el
colorante utilizado. Estos resultados nos permiten
confirmar que nuestro cultivo claramente respondié
al estimulo de diferenciacion y que, efectivamente, las
células se transformaron en adipocitos maduros.

Aunque aln existen inconvenientes por resolver,
como por ejemplo, el hecho de que nuestras células
tiendan a despegarse de la placa a tiempos prolon-
gados de diferenciacion, los resultados mostrados en
el presente trabajo nos permite concluir que hemos
implementado de manera satisfactoria un modelo de
adipogénesis in vitro que se basa en el empleo de
células 3T3-L1. Actualmente nuestro grupo ya se
encuentra trabajando con el modelo implementado,
estudiando a nivel molecular el efecto de ciertos
farmacos sobre la respuesta celular.
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