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RESUMEN

El tejido adiposo es el sitio principal de almacenamiento, y en muchos casos
de sintesis, de las reservas energéticas en los vertebrados. Recientemente, el
estudio del tejido adiposo ha cobrado gran interés debido a sus implicaciones en
problemas de salud humana, asi como por la sobreproduccién de grasa corporal en
animales destinados a la alimentacién humana. Muchos de los conocimientos que
hoy poseemos sobre la biologia del tejido adiposo se obtuvieron de modelos
experimentales in vitro, principalmente derivados de roedores. Sin embargo, el uso
de estos modelos experimentales tiene restricciones para el estudio del tejido
adiposo de aves, dadas las diferencias metabdlicas que existen en el tejido adiposo
de distintas especies. Numerosos estudios han reportado que la capsaicina, el
principio pungente del chile (Capsicum annuum) afecta negativamente el desarrollo
de algunos depésitos de tejido adiposo en animales de laboratorio. Sin embargo, los
mecanismos de accién por los cuales la capsaicina ejerce tal efecto antiadipogénico
se desconocen. Ademas se desconoce si la capsaicina afecta de manera similar el
tejido adiposo de otras especies de vertebrados. Para estudiar los mecanismos de la
actividad antiadipogénica de la capsaicina, se evalu el efecto in vitro de este
compuesto sobre el tejido adiposo de aves y de mamiferos. Puesto que hasta ahora
no existe una linea celular establecida de preadipocitos de ave, en este trabajo se
desarrollé un protocolo de subcultivos seriales de fibroblastos de tejido adiposo
subcutaneo de fetos de pollo. Estas células pueden acumular grasa en su citoplasma
bajo condiciones de cultivo definidas. La capsaicina y la dihidrocapsaicina (otro
capsaicinoide importante) no afectaron la acumulacion de grasa en los fibroblastos
fetales de pollo. Por el contrario, la capsaicina inhibi® la adipogénesis de los
preadipocitos 3T3-F442A, disminuyendo tanto la acumulacién intracitoplasmica de
triglicéridos como la actividad de la enzima lipogénica, deshidrogenasa del
glicerol-3-fosfato (EC 1.1.1.8). La inhibicion de la adipogénesis en las células 3T3 fue
dependiente de la dosis y no el resultado de un efecto de citotoxicidad. Estos
resultados muestran la primera evidencia de que el tejido adiposo de mamiferos es
un blanco directo de los efectos de la capsaicina y sugieren que tales efectos son
dependientes del grupo animal estudiado. Estos resultados también sugieren que los
efectos de la capsaicina sobre el desarrollo del tejido adiposo pueden ser
independientes de los efectos de la capsaicina en el sistema nervioso.

PALABRAS CLAVE: Fibroblastos fetales de pollo, preadipocitos 3T3-F442A,
adipogénesis in vitro, capsaicina.



SUMMARY

Adipose tissue is the main place for storage and, in some cases, for the
synthesis of the lipids that constitutes the energy reserves in vertebrates. Recently,
the study of adipose tissue has attracted a growing attention due to their relevance
on human obesity, as well as on the overproduction of fat in meat animals. Much of
the knowledge that we possess on the biology of adipose tissue was obtained from
in vitro experimental systems, mainly derived from rodents. However, the use of
such model systems has important restraints to the study of poultry adipose tissue.
It has been reported that capsaicin, the pungent principle of hot pepper (Capsicum
annuum) affects negatively the development of some adipose depots in laboratory
animals. The mechanisms by which capsaicin exerts such antiadipogenic effects
are unknown. Moreover, it is unknown whether capsaicin affects similarly the
adipose tissue in other vertebrate species. To study the mechanism of capsaicin
antiadipogenic activity, we evaluated the in vitro effects of this compound on both
avian and mammalian adipose tissue. Since at present there is not established cell
lines of avian preadipocytes, we developed a successful protocol for subculturing
normal fibroblast derived from chicken fetal subcutaneous adipose tissue. These
cells can accumulate intracytoplasmic fat depots under defined culture conditions.
Neither capsaicin nor dihydrocapsaicin, another important capsaicinoid, affected fat
accumulation in chicken fetal fibroblasts. However, capsaicin inhibited the
adipogenesis of 3T3-F442A murine preadipocytes, diminishing both the
triacylgliceride intracytoplasmic accumulation and the activity of the lipogenic
enzyme glycerol-3-phosphate dehydrogenase (EC1.1.1.8). The inhibition of 3T3
adipogenesis by capsaicin was dose-dependent and not the result of cytotoxicity.
Our results provide the first evidence that mammalian adipose tissue is a direct
target for capsaicin effects and suggest that such effects are dependent on the
animal group studied. Our results also suggest that the effects of capsaicin on
adipose tissue development could be independent from the effects of capsaicin on
nervous system.

KEY WORDS: Chicken fetal fibroblasts, 3T3-F442A preadipocytes, adipogenesis
in vitro, capsaicin.
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I.- INTRODUCCION

El tejido adiposo provee a los vertebrados de una reserva energética que
puede usarse en tiempos de ayuno, ademéas de desempenar algunas otras funciones
endocrinas y autocrinas. Este tejido esta formado principaimente por células grasas
conocidas como adipocitos, las cuales se originan en pequefios grupos en el tejido
conectivo laxo. Hoy en dia, el uso de modelos in vitro en combinaciéon con la
manipulacién de animales (modelos in vivo) ha permitido establecer los mecanismos
de accién de muchos xenobibticos. Muchos de los conocimientos que hoy tenemos
sobre el funcionamiento del tejido adiposo se derivaron de estudios in vitro
empleando células en cultivo. El sistema de cultivo celular consiste en mantener
viables fuera del organismo células provenientes de algin o6rgano o tejido,
alimentandolas con un medio nutritivo total o parcialmente definido. Ei cultivo de
células puede realizarse a partir de cultivos primarios, constituidos por células
aisladas directamente de un 6rgano o tejido por métodos mecénicos o enzimaticos
(Mc Keehan, et al., 1990). Aunque las células de tales cultivos muestran in vitro
muchos de los rasgos del linaje original, generalmente forman poblaciones celulares
heterogéneas que sobreviven a un numero limitado de subcultivos (Ramsay, et al.,
1992). El cultivo de células puede realizarse también empleando lineas celulares
establecidas (McFarland, 1992). Estas son poblaciones celulares que han sufrido
cambios genéticos que les permiten ser mantenidas en cultivo indefinidamente,
aunque no necesariamente retengan todos los rasgos del linaje original (Ramsay,
et al., 1992). Sin embargo, aun cuando existen muchas lineas celulares derivadas de
diferentes especies y tejidos, hasta la fecha no ha sido posible el establecimiento de
lineas continuas normales de preadipocitos de aves (Butterwith, 1997). Debido a ello,
todos los estudios sobre el tejido adiposo en aves se han limitado al empleo de
cultivos primarios. Esto ha acotado el estudio de los mecanismos de accion de
componentes de la dieta que afectan el funcionamiento y/o el desarrollo del tejido
adiposo en esta especie.

En los ultimos afos ha crecido el interés por el conocimiento del origen y
desarrollo del tejido adiposo, en particular debido al problema de la obesidad humana

y a sus patologias asociadas (hipertensiéon arterial, cardiopatias, diabetes, etc.).



Asimismo, no menos importante es el problema de la sobreproduccion de grasa en
animales de importancia econémica.

En la presente década la industria avicola ha cobrado una gran importancia en
la economia mundial debido a'la tecnificacion de las granjas y al aumento en la
demanda de! producto. México ocupa uno de los primeros diez lugares a nivel
mundial en cuanto al consumo de pollo per capita. El estado de Querétaro ocupa el
tercer lugar en la produccién nacional de carne de pollo en pie y en canal (An6nimo,
1996). Aunque la sobreproduccién de grasa en los pollos de engorda genera fuertes
mermas a la industria avicola, no s6lo en nuestro pais sino en el &mbito mundial, se
desconocen ain muchos de los aspectos basicos del funcionamiento y el desarrollo
del tejido adiposo en esta especie. Estos aspectos podrian abordarse de manera
exitosa con un adecuado modelo in vitro. Sin embargo, no se cuenta:con un modelo
experimental apropiado, ya que los modelos in vitro que existen-para el estudio del
tejido adiposo han sido derivados de mamiferos, particularmente de roedores. Dadas
las diferencias metabdlicas reportadas en el tejido adiposo de distintas especies,
estos modelos podrian no ser los 6ptimos para estudiar el tejido adiposo de aves.

Por otro lado, numerosos reportes muestran que la capsaicina, el compuesto
pungente del chile, afecta de manera negativa el desarrollo del tejido adiposo. Sin
embargo, se desconoce cuales son los mecanismos de accién de este compuesto y
si afecta de igual manera el desarrollo del tejido adiposo de diferentes especies
animales.

Para estudiar los mecanismos de accion a través de los cuales la capsaicina
afecta el desarrollo del tejido adiposo, en el presente trabajo se evalué el efecto de la
capsaicina sobre la adipogénesis in vitro de fibroblastos fetales de tejido adiposo de

pollo y sobre preadipocitos 3T3-F442A de raton.



2.- ANTECEDENTES

2.l.- EL TEJIDO ADIPOSO

2.1.1.- DISTRIBUCION, DESARROLLO Y ELEMENTOS QUE COMPONEN AL
TEJIDO ADIPOSO.

El tejido adiposo (TA) esta distribuido en todo el organismo. La densidad
celular del TA esta asociada con la densidad capilar debido a que los depositos de
TA de mayor tamario en el organismo se localizan en los puntos de mayor irrigacion
sanguinea (Ailhaud et al., 1992). El TA est& formado por diferentes tipos celulares,
de los cuales las células de grasa conocidas como adipocitos representan entre una
y dos terceras partes del nimero total de las células de este tejido (Ailhaud et al.,
1992: Cornelius et al., 1994). El resto del tejido esta formado por células sanguineas,
células endoteliales, preadipocitos en diferentes grados de diferenciacion y
fibroblastos (Ailhaud et al., 1992). Los adipocitos derivan de células embrionarias
multipotenciales de origen mesodérmico las cuales, dependiendo de las senales
presentes en su entorno, tienen la capacidad de originar adipocitos, condrocitos o
miocitos (Cornelius et al., 1994). Aunque existen diferencias interespecificas en los
patrones de funcionamiento y de desarrollo del TA, los adipocitos maduros de todas
las especies parecen originarse de células precursoras de naturaleza fibroblastica
denominadas preadipocitos (Ailhaud et al., 1992; Cornelius et al., 1994; MacDougald
y Lane, 1995). La existencia de tales células preadiposas ha sido probada en ratas
(Van y Roncari, 1977), ratones (Negrel et al., 1978), ovejas (Broad y Ham, 1983),
humanos (Van et al., 1976) y, mas recientemente, en pollos (Cryer et al,, 1987).

El crecimiento del tejido adiposo puede ocurrir por aumento en el volumen de
las células (hipertrofia), por incremento en el nimero de estas (hiperplasia), o bien
por ambos mecanismos (Hood, 1982). En mamiferos, el tamafio del tejide adiposo
aumenta con la edad del embrion pero el nimero de adipocitos no cambia
significativamente antes del nacimiento (Ailhaud et al., 1992). En las etapas finales
del desarrollo fetal el crecimiento del tejido adiposo se debe principalmente a un
incremento hipertréfico de los adipocitos. No obstante, aparentemente algunos

mamiferos adultos tienen la capacidad de aumentar el tamaiio del tejido adiposo por



un crecimiento hiperplasico (Cherry et al., 1984). Por el contrario, en las aves el
crecimiento hiperplasico del tejido adiposo parece cesar entre las 12° y 15° semanas
de edad (Cherry et al., 1984).

2.1.2.-TIPOS DE TEJIDO ADIPOSO

En mamiferos se presentan dos tipos de TA, el tejido adiposo blanco (TAB) y
el tejido adiposo café (TAC) localizados en diversas areas anatémicas (Guyton,
1989). El tejido adiposo café (TAC) es diferente al tejido adiposo blanco (TAB). El
TAC es exclusivo de los mamiferos, se desarrolla durante la etapa fetal y puede ser
identificado plenamente al nacimiento (Klaus, 1996). En bovinos y ovinos los
depositos de TA perirrenal, subcapular y retroperitoneal pueden considerarse
depésitos de TAC; no asi al TA subcutaneo ya que éste se considera TAB (Ailhaud et
al., 1992). El TAC presenta una alta capacidad respiratoria debido a la abundancia
de mitocondrias que junto con una alta vascularizacioén le dan la apariencia parda
que lo caracteriza (Klaus, 1996). La disposicién de las gotas de lipidos en las células
del TAC es multilocular, lo que significa que los lipidos se almacenan siempre en
forma de gotas mdultiples y no como una gran gota central (Kuri-Harcuch vy
Castro-Mufiozledo, 1984). Este tejido participa en la termogénesis manteniendo la
temperatura corporal y restaura el estado hipotérmico en los animales que hibernan
(Klaus et al., 1995; Klaus, 1996).

Por otro lado, el TAB se puede localizar en todos los vertebrados (Klaus,
1996); el TAB en algunos roedores (rata y ratén) no puede ser detectado
microscopicamente durante el periodo embrionario ni en recién nacidos. Sin
embargo, en otras especies como cerdos, conejos, cobayos e incluso en el humano
es posible detectarlo a partir del nacimiento (Ailhaud et al., 1992). En los mamiferos
el TAB aparece en un periodo tardio del desarrollo embrionario (MacDougald y Lane,
1995). El tamano de los cumulos de adipocitos se incrementa de manera
proporcional al desarrollo fetal, sin cambiar significativamente el nimero de estos
cumulos antes del nacimiento (Ailhaud et al., 1992). El mayor crecimiento de la
poblacién de adipocitos ocurre después del nacimiento (MacDougald y Lane, 1995).



Los adipocitos diferenciados muestran una abundante acumulacién de lipidos en su
citoplasma (Ailhaud et al., 1992; Butterwith, 1994). Estas inclusiones citoplasmicas
de grasa entran en coalescencia hasta formar finalmente una vesicula que desplaza
al nucleo hacia la periferia; de esta manera las células adquieren la forma tipica de
un adipocito terminalmente diferenciado. (Ailhaud et al., 1992; Butterwith, 1994;
MacDougald y Lane, 1995). El fenotipo que adquieren los adipocitos maduros
permite distinguirlos morfolégicamente de las células precursoras (MacDougald y
Lane, 1995). '

2.1.3.- FUNCIONES Y CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL TEJIDO ADIPOSO
BLANCO

El TA tiene und funciéon importante en la economia energética de los
vertebrados, ya que provee de una reserva de lipidos que puede usarse en tiempos
de ayuno. Recientemente se mostré6 que el TA secreta algunos factores que
participan en la respuesta inmune, las enfermedades vasculares y la regulacion del
apetito (Gregoire et al., 1998). Se dice que el TA tiene una gran plasticidad, debido a
que los adipocitos generados en situaciones de exceso energético pueden ser
eliminados por apoptosis cuando tales situaciones son superadas (Butterwith, 1994).
Los adipocitos cuentan con enzimas y proteinas reguladoras necesarias para la
lipolisis y la lipogénesis; por ello la principal caracteristica de un adipocito funcional
es su capacidad lipogénica y lipolitica (Kuri-Harcuch y Castro-Mufiozledo, 1984,
Butterwith, 1994). La biosintesis de triglicéridos se puede llevar a cabo por la sintesis
de novo de acidos grasos a partir de sus precursores, o por la esterificacion de los
acidos grasos exoégenos (Kuri-Harcuch y Castro-Muiozledo, 1984). Existen
inductores de la lipogénesis como la insulina, la cual estimula el transporte de
glucosa en el tejido adiposo de mamiferos, y con ello la sintesis de lipidos y la
acumulacién intracelular de triglicéridos (Green y Kehinde, 1975). Sin embargo, en
preadipocitos del tejido adiposo de pollos adultos la insulina no estimula la
acumulacion lipidica (Cryer et al., 1987). Asimismo, también existen factores

lipoliticos como el AMP-ciclico, la cafeina, el isoproterenol y la teofilina, los cuales



modulan negativamente la conversi6n adipogénica y el metabolismo de los
adipocitos (Kuri-Harcuch y Castro-Muiozledo, 1984). En humanos, algunas
hormonas como la adrenalina y la noradrenalina activan en forma directa la lipasa
sensible a hormonas, causando una rapida degradacion de los triglicéridos del tejido
adiposo y por ende la liberacion de acidos grasos (Guyton, 1989). La hormona
tiroidea, el glucagon y los glucocorticoides promueven la degradacion de -los
triglicéridos almacenados en los adipocitos (Guyton, 1989). La somatotropina u
hormona de crecimiento participa en el metabolismo del tejido adiposo
especificamente en la lipdlisis, provocando la liberacién de &acidos grasos del tejido
adiposo y estimulando en los demas tejidos la conversion de los acidos grasos en
acetil CoA (Houseknecht y Bauman, 1997; Guyton, 1989).

El TA en aves tiene una capacidad limitada para la sintesis de acidos grasos.
Una de las principales diferencias en el metabolismo de lipidos entre las aves y los
mamiferos es que en las aves la sintesis de lipoproteinas se realiza en el epitelio
intestinal y son transportadas a través de via porta. Asimismo, el higado es el
principal sitio de sintesis de acidos grasos y no el TA, como en los mamiferos (Akiba
et al., 1995). Debido a ello, la grasa acumulada durante el crecimiento de las aves
deriva principalmente de la dieta o de la sintesis hepatica (Griffin et al., 1991). En las
aves, a diferencia de los mamiferos, existe una correlacion entre el crecimiento de
los depésitos de TA y la proliferacion celular. Lo que sugiere que en aves la
proliferacién.celular es la mayor contribucion para el crecimiento de estos depdsitos
(Butterwith, 1997). Se ha reportado que en pollos de engorda alimentados ad /ibitum
el crecimiento hiperplasico del TA parece cesar a las 12-15 semanas de edad
(Cherry et al., 1984). De igual forma, se sabe que cuando se realiza una restriccion
del alimento en las primeras etapas del desarrollo (7-12 semanas) los pollos de
engorda presentan una mejor asimilacion del alimento y una reduccion en la grasa
abdominal. Esta disminucién puede ser atribuida a una reduccién en el volumen de
los adipocitos originado por un decremento en la lipogénesis hepatica (Zhong et al.,
1995). Asimismo, se ha reportado que cuando pollos de engorda de una linea
genéticamente seleccionada son alimentados con dietas altas en energia existe un

exceso de grasa en la region abdominal y visceral de éstos. Este exceso de grasa



repercute econémicamente en los productores ya que este tejido tiene un valor

comercial menor que el de la carne magra (Hood, 1982).

2.1.4.- IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DEL TEJIDO ADIPOSO

En los ultimos afios ha crecido el interés por conocer el origen y el desarrollo
del TA, en particular debido al problema de la obesidad humana. La obesidad es
consecuencia de un aporte de energia mayor que el gasto de ésta (Guyton, 1989).
La obesidad es una condiciSn que se asocia con otras patologias como la
hipertension arterial, algynas cardiopatias y algunos tipos de diabetes (Van Itallie y
Abraham, 1983). Por otro lado, no menos importante es la sobreproduccién de grasa
en animales destinados para el consumo humano (Anénimo, 1996). La
sobreproduccién de grasa en pollos de engorda genera problemas para su
comercializacién no solo en México sino en el ambito mundial debido a que la carne
magra tiene mayor aceptacion que la carne grasosa (Anénimo, 1996). Hasta ahora el
desarrollo y funcion del tejido adiposo han sido abordados por diferentes grupos de
investigadores, sin embargo, ain quedan muchas interrogantes en lo referente a los
efectos y mecanismos de accidén de los compuestos que afectan el desarrollo y la

funcionalidad de este tejido.

2.1.5.- ESTUDIO DEL TEJIDO ADIPOSO IN VITRO

Muchos de los conocimiento que se tienen actualmente sobre el
funcionamiento y el desarrollo del TA se derivaron de estudios in vifro mediante el
uso de cultivos de células. El uso de modelos in vitro para el estudio del TA y el de
muchos otros tejidos presenta ventajas sobre los modelos in vivo. Por ejemplo, los
sistemas in vitro permiten estudiar la regulacién de actividades celulares en un tipo
de celulas particular excluyendo los efectos que pudieran tener otras poblaciones
celulares del mismo tejido o de otros tejidos. Por otro lado, puesto que la gran
mayoria de los linajes celulares son capaces de proliferar en cultivo, las poblaciones

celulares aisladas pueden expandirse y almacenarse en condiciones adecuadas que



permiten su uso por un tiempo prolongado (afios). Esto hace a los sistemas in vitro
sensiblemente mas econdémicos que los sistemas in vivo que demandan un alto
numero de animales experimentales de costoso mantenimiento (Ramsay et al.,
1992). Finalmente, aunque los resultados obtenidos de estudios in vitro no
necesariamente sean un reflejo puntual de lo que acontece en un organismo
completo, son una herramienta util para elucidar los posibles mecanismos de accion
(Mc Keehan et al., 1990). El cultivo de adipocitos, o de sus células precursoras, se ha
empleado por mas de 20 afios, bien como cultivos primarios o por medio de lineas
celulares establecidas. Los cultivos primarios se establecen con células aisladas
directamente de un érgano o tejido por métodos enzimaticos o mecanicos. Las
células de estos cultivos son esencialmente normales y se comportan en cultivo
basicamente como lo harian en el organismo. Desafortunadamente muchas de las
veces se trata de poblaciones heterogéneas (diferentes tipos celulares o un mismo
tipo celular en diferentes estadios de desarrollo), con un tiempo limitado de
sobrevivencia in vitro (Ramsay et al., 1992 ; Butterwith, 1997). Las lineas celulares
establecidas estan formadas por células provenientes de cultivos primarios que por
reiterados subcultivos in vitro o por métodos de transformacién genética han sufrido
cambios cromosémicos que les permite ser propagadas indefinidamente en cultivos
seriales. Aunque estas lineas celulares representan poblaciones muy homogéneas
no necesariamente exhiben in vitro todos los atributos tipicos del linaje celular normal
(Ramsay et al., 1992; McFarland, 1992; Butterwith, 1997).

En los Gltimos afios han sido desarrollados una gran variedad de modelos in
vitro para el estudio del TA (Ramsay et al., 1992). El uso de modelos in vitro en
combinacién con la manipulacién de animales (modelos in vivo) ha permitido
establecer los mecanismos de accién de muchos xenobiéticos (Ramsay et al., 1992).
Hasta el momento existe un gran nimero de lineas celulares inmortales de
preadipocitos derivadas de diferentes especies (Hoogenboom y Kuiper. 1997). Las
lineas de preadipocitos 3T3 derivadas de embriones de ratén son las mas empleadas
para estudios de diferenciacion adiposa o adipogenésis (Green y Kehinde, 1975;
Salazar-Olivo et al., 1995). Sin embargo, aun cuando existen muchas lineas

inmortales derivadas de diferentes especies y tejidos, hasta la fecha no ha sido



posible el establecimiento de una linea celular de preadipocitos de aves (Butterwith,
1997). Todos los estudios en aves que emplean estrategias in vitro se han limitado al
empleo de cultivos primarios tanto para tejido adiposo como para cualquier otro
tejido. Las células de aves de cualquier linaje celular solo han podido ser
subcultivadas o transferidas un maximo de 20 veces al cabo de lo cual las células
senescen y mueren (Kuwana et al., 1996; Rattan y Buchanan, 1982). Es por ello que
el uso de modelos experimentales in vitro para el estudio del metabolismo y
desarrollo de TA en aves se ha limitado hasta ahora a cultivos primarios de
adipocitos o de preadipocitos susceptibles a un nimero restringido de subcultivos.
Esto ha acotado el estudio de los mecanismos de accién de componentes de la dieta
que afectan el funcionamiento y/o el desarrollo del TA en esta especie (Butterwith,
1997).

2.1.6.- ADIPOGENESIS IN VITRO

Los modelos experimentales mas usados para el estudio in vitro del desarrollo
del tejido adiposo implican tanto cultivos primarios de preadipocitos como células
transformadas de naturaleza fibroblastica con capacidad adipogénica. En
condiciones in vitro los adipocitos del tejido adiposo se originan de células
precursoras de naturaleza fibroblastica denominadas preadipocitos (McDougald y
Lane, 1995). En cultivos de células normales el inicio del proceso de diferenciacion
celular requiere el cese de la proliferacién celular. La proliferacion es inhibida por
contacto, es decir, cuando las células topan entre si y saturan la superficie de cultivo
(Cornelius et al., 1994; Butterwith 1994). Cuando los cultivos alcanzan tal estado
confluente, en presencia de inductores de diferenciacién apropiados (factores
adipogénicos presentes en el suero que se adiciona al medio de cultivo) las células
sufren un reajuste en su programa genético al que se denomina “compromiso”. Esto
las lleva a expresar nuevas actividades enzimaticas y, en general, proteinas
relacionadas con el metabolismo de lipidos, como la lipoprotein lipasa y la proteina
pOb24 (Cornelius et al., 1994; Ramsay et al., 1992). Simultaneamente, las células
entran en un ciclo de replicacién selectiva denominado expansién clonal el cual se ve



favorecido por la presencia de insulina (Green y Kehinde, 1975), factor de
crecimiento tipo insulina tipo | (Hembree et al., 1996; Chen et al, 1996), y
triiodotironina (Kuri-Harcuch y Castro-Mufiozledo, 1984). Cuando este ciclo termina
las células exhiben el fenotipo caracteristico de los adipocitos terminales y concluyen
lo que se conoce como proceso de diferenciacion terminal. Esta programacién es
irreversible y en este momento los marcadores tardios de diferenciacion celular
alcanzan su maxima expresion. Estos marcadores incluyen la proteina de adipocitos
que une lipidos conocida como aP2 6 442 y la adipsina, una serin-proteasa
homologa al factor del complemento D (Cornelius et al,, 1994; Butterwith 1994;
Klaus, 1996; Kuri-Harcuch y Castro-Mufiozledo, 1984). El proceso de diferenciacion
adiposa esta caracterizado por cambios dramaticos en la forma celular; durante el
proceso de diferenciaciéon celular, los preadipocitos de apariencia fibroblastica se
redondean y acumulan pequenas gotas de grasa, principalmente triglicéridos, en su
citoplasma. Estas inclusiones citoplasmicas de grasa entran en colescencia hasta
formar finalmente una vesicula que desplaza al nacleo hacia la periferia (Butterwith,
1994; Ailhaud et al., 1992; McDougald y Lane, 1995). De esta manera las células
adquieren la forma tipica de' un adipocito terminalmente diferenciado. También en
estudios in vitro se observé que durante el proceso de conversiéon adipocitica la
acumulacion intracelular de lipidos se debe a un aumento en la actividad de las
enzimas lipogénicas como la acetil CoA carboxilasa, la ATP citrato liasa y la sintetasa
de los acidos grasos (Mackall et al., 1976). Kuri-Harcuch y Green (1978) mencionan
gue no solo existe un incremento en las enzimas de la sintesis de los acidos grasos,
sino que también se incrementa la actividad de las enzimas de la acilacién del
glicerol fosfato, la lipoprotein lipasa y otras enzimas que participan en la sintesis de
triglicéridos. La enzima glicerol-fosfato-deshidrogenasa, que a partir del fosfato de
dihidroxiacetona sintetiza el 3-glicerolfosfato necesario para la sintesis de los
triglicéridos, incrementa su actividad de 500 a 50,000 veces durante éste proceso
(Pairault y Green, 1979). El cambio morfologico de los preadipocitos requiere la
reconstruccién del citoesqueleto, originando cambios en la expresion de mas de 100
proteinas diferentes (McDougald y Lane, 1995).

Asi como existen factores que estimulan el proceso de diferenciacion adiposa,
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existen también compuestos que inhiben este proceso. Los mas estudiados son el
factor de crecimiento transformante tipo B, y el acido retinoico (Kuri-Harcuch, 1982;
Klaus, 1996). El factor de crecimiento transformante tipo-B (TGF-B; por sus siglas en
inglés) ha resultado ser un potente inhibidor del proceso de diferenciacién en
diferentes lineas celulares establecidas y cultivos primarios de preadipocitos. Esta
inhibicion se debe a que este factor actlia como un agente mitogénico en los cultivos
celulares (Butterwith, 1994; Butterwith y Goddard, 1991). El factor de crecimiento
transformante tipo o (TGF-a), es un regulador del desarrolio de los adipocitos y actua
de manera autécrino-paracrina y endocrina. Se ha mostrado que TGFa estimula la
proliferacién de preadipocitos de pollo y raton y al igual que TGF-8 inhibe la
diferenciacién (Butterwith, 1997).

Por otro lado, desde afios atras se conoce que la vitamina A y sus analogos
pueden modular la diferenciaciéon en diversos tipos celulares. El acido retinoico (AR),
un analogo de la vitamina A, es capaz de inhibir la diferenciacion celular de
preadipocitos de raton. Kuri-Harcuch (1982) mostré en condiciones in vitro que el AR
en concentraciones de 10° M y 10° M inhibe la diferenciacién de la células de la
linea 3T3-F442A. Estas células son una subpoblacion de la linea celular 3T3
derivadas de embriones de ratén (Todaro y Green, 1963; Green y Kehinde, 1976).
Las células 3T3-F442A tienen un alta capacidad para diferenciarse en adipocitos
cuando en el medio existen los factores adipogénicos adecuados (Kuri-Harcuch y
Green, 1978). El AR inhibe la diferenciacién adiposa de estas células bloqueando
algunos de los eventos tempranos de su reprogramacion genética, especificamente
la etapa del compromiso. Esta inhibicion es reversible ya que cuando el acido
retinoico es retirado del medio y las células son puestas en condiciones
adipogénicas, éstas son capaces de iniciar el proceso de diferenciacién
(Kuri-Harcuch, 1982).

La capsaicina es otro de los compuestos que afectan de manera negativa el
desarrollo del TA. Contrariamente a los inhibidores de la adipogénesis antes
sefialados, todas las evidencias con que se cuenta sobre los efectos negativos de la
capsaicina sobre la adipogénesis se han obtenido de estudios in vivo con animales

de laboratorio. Esto ha dificultado ain mas que en los casos anteriores el
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esclarecimiento de sus mecanismos de accion.
A continuacion se detalla con mayor precision la accién fisioldgica de los

capsaicinoides sobre este tejido.

2.2.- LA CAPSAICINA

2.2.1.- METABOLISMO Y EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA CAPSAICINA.

Los frutos de las diferentes variedades del chile (Capsicum spp) son
ampliamente consumidos como parte de la dieta en un gran numero paises,
particularmente en el sureste de Asia y en Latinoamérica (Surh y Lee, 1 9955. La
capsaicina (Cap) es el principal compuesto pungente del género Capsicum, que
junto con la dihidrocapsaicina (dhCap) proporcionan el 90% o mas del total de la
pungencia del chile (Surh y Lee, 1995; Kawada et al., 1984).

Luego de ingeridas la Cap y la dhCap se absorben en duodeno y yeyuno por
un mecanismo no activo y se transportan por vena porta. Los capsaicinoides
absorbidos se excretan como metabolitos por la via urinaria (Kawada et al., 1986a).
No obstante, otros autores reportan que el metabolismo de la Cap y sus analogos se
realiza en el higado, donde participa el sistema oxidasa de la fraccién microsomal
formando un intermediario electrofilico el cual se une irreversiblemente a moléculas
nucleofilicas en el tejido blanco (Surh y Lee, 1995)

La Cap produce diferentes efectos fisiologicos y farmacolégicos. Su mayor
efecto farmacolégico lo ejerce sobre la parte periférica de los nervios sensitivos del
sistema nervioso, particularmente en las neuronas aferentes primarias de tipo C
(Surh y Lee, 1996). Se sabe que la Cap disminuye los neurotransmisores que
impulsan el dolor, conocidos como sustancia P, de las terminaciones nerviosas
sensoriales (Surh y Lee, 1996). Debido a sus propiedades la Cap se ha utilizado
ampliamente como una herramienta en el estudio del mecanismo del dolor, asi como
en el manejo de pacientes con dolor artritico y algunas otras afecciones (Surh y Lee,
1993; Surh y Lee, 1996). Algunos reportes indican que la Cap y sus analogos son
capaces de producir toxicidad en animales ocasionando necrosis renal y hepatica. Se
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ha reportado que el consumo de grandes cantidades de la Cap causa dafios
histopatolégicos y cambios bioquimicos incluyendo erosion de la mucosa gastrica y
necrosis hepatica (Kawada et al., 1984, Surh y Lee, 1996). Por otro lado existen
reportes que muestran que la Cap puede producir carcinogénesis y mutagénesis
(Surh y Lee, 1996, Anénimo, 1986, Surh y Lee, 1995) debido tal vez a que interactda
con el DNA de manera irreversible (Surh y Lee, 1996). Otros trabajos han sugerido
que la Cap tiene propiedades anticarcinogénicas (Miller et al., 1993), o que inhibe
actividades enzimaticas de una oxidasa dependiente de NADH de la membrana
plasmatica de células transformadas, pero no de células normales (Morré et al,,
1996). Sin embargo, las propiedades carcinogénicas o anticarcinogénicas de la Cap

siguen siendo aun tema de debate.

2.2.2.- EFECTO DE LA CAPSAICINA SOBRE EL TEJIDO ADIPOSO.

Numerosos trabajos sefialan que la Cap afecta el funcionamiento y el
desarrollo del TA en animales de laboratorio. A continuacién se describiran algunos
de ellos

Nopanitaya (1973) investig6 los efectos crénicos de la Cap sobre animales de
laboratorio utilizando dietas con diferentes concentraciones de proteina. El autor
reporta que la velocidad de crecimiento de las ratas fue lenta independientemente de
la concentracion de proteina cuando se adicion6 la Cap, esta misma disminucion es
observada en los animales tratados con dietas bajas en proteina y con ausencia de
la Cap. De igual manera, Kawada et al., (1986 a) en trabajos donde suplementaron la
Cap a una dieta alta en grasa (10 %) y la administraron a ratas, observaron que el
peso de los depésitos del TA epididimal se redujeron, pero fue mas significativa la
reduccion de los depésitos perirrenales. Sin embargo, los autores no sefalan qué
ocurrié con los otros depésitos de TA presentes en el organismo. Ellos muestran que
el peso de las células de este tejido y la velocidad de absorcién no fueron afectados.
Observaron una correlacién inversa entre el peso del TA perirrenal y la dosis de la
Cap. No obstante, no existié una diferencia significativa en el peso corporal de los

animales sometidos a los diferentes tratamientos. Los autores sugieren que las
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células existentes en el tejido perirrenal son llenadas con lipidos antes de que se
produzcan mas células debido a que el peso de este tejido fue diferente en los tres
grupos, pero no asi el peso de las células.

Por el contrario, Srinivasan y Satyanarayana (1986) al realizar estudios
utilizando dosis de la Cap cercanas a la de la ingesta en humanos, mostraron que el
consumo de alimento, el peso corporal, la masa magra y el TA no fueron afectados
en las ratas tratadas con la Cap.

Cui y Himms-Hagen (1992 b) utilizando ratas desensibilizadas por inyecciones
intramusculares de Cap (Des-Cap), midieron el metabolismo basal de los animales
con el fin de evaluar si existia una relacién entre la dismunucién de la velocidad de
crecimiento con el incremento del gasto energético. Ellos encontraron que las ratas
Des-Cap pesaron menos que el control y que el consumo de oxigeno expresado en
términos del peso corporal, superficie corporal (cm?) y masa metabdlica fueron
significativamente diferentes en ambos grupos. Por lo que los autores concluyen que
el metabolismo basal parece ser normal para el tamafo del cuerpo en las ratas
Des-Cap. Semanas después del tratamiento, Cui y Himms-Hagen (1992 b) valoraron
el efecto a largo plazo de la Cap sobre el TA. En sus resultados muestran que el
peso de las ratas Des-Cap disminuy6 notablemente con respecto al control a las 14 y
32 semanas de tratamiento; asociada esta reduccién de peso con un bajo contenido
de grasa corporal. Los peso de los depésitos grasos retroperitoneal, epididimal, asi
como el contenido de grasa corporal total y el TAC se vieron mas afectados a mayor
tiempo de tratamiento. El contenido de proteina fue menor en comparacién al control
en todos los tratamientos. Asimismo, el contenido de proteina total no acomplejada,
citocromo oxidasa y DNA fueron significativamente menores a las 12 y 32 semanas
del tratamiento. El peso del higado y el contenido de DNA en ratas Des-Cap se
redujeron a las 32 semanas, pero en témminos del tamafio del cuerpo fueron
normales. En cambio los pesos del corazén vy los rifiones fueron normales a las 32
semanas pero grandes cuando se expresd en términos del tamarfo del cuerpo del
animal. Los resultados encontrados por estos autores indican que existe un marcado
retraso en la ganancia de peso en las ratas Des-Cap (alrededor del 19 %). La
pérdida de peso se debid en parte a la disminucién del grado de adiposidad ya que
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las ratas tratadas contenian sélo 14.2 % de grasa corporal comparada con un 19.2 %
en las ratas control. En estudios posteriores este mismo grupo de investigadores
estudiaron la resistencia a la obesidad por la edad en ratas Des-Cap. Ellos reportan
que la ratas Des-Cap después de un afio de ser tratadas siguen teniendo menor
cantidad de TA y mas masa magra que las ratas control, lo que sugiere que la accion
de la Cap es irreversible. Asimismo, reportan que existi6 una baja proporcion de
adipocitos maduros en la poblacién total del TA epididimal, pero, la disminucion fue
mas marcada en el TA retroperitoneal. Ademas, el nimero de adipocitos maduros del
TA epididimal no se vio incrementado con la edad del animal como ocurrid con los
animales control. Por lo anterior, los autores concluyen que la obesidad hiperplasica
asociada con la edad de las ratas es inhibida por la Cap. Ademas, que el efecto a
largo término de la Des-Cap es promotor de la delgadez asi como de alguna
reduccién en el crecimiento total del cuerpo, los cuales son asociados en parte con
un menor grado de adiposidad (Melnyk y Himms-Hagen, 1995). En estudios
anteriores ellos sugirieron que los neuropéptidos de los nervios sensoriales del TAC
pueden ejercer una influencia trofica en este tejido o inhibir el proceso degradativo
involucrado normalmente con la atrofia del TAC. La Des-Cap remueve la influencia
de nervios sensoriales en algunos 6rganos del cuerpo, ademéas es posible que la
alteracion del balance de energia se deba a alteraciones en uno o mas de otros
sistemas involucrados en la regulacién y composicién del peso corporal. Ahora, si los
neuropéptidos de fibras sensoriales ejercen un efecto tréfico en el TAC es probable
que también ejerzan el mismo efecto sobre otros 6rganos incluyendo el tejido
adiposo blanco. Por lo tanto, el retardo del incremento de los depésitos de TA blanco
en la cavidad retroperitoneal en las ratas Des-Cap ha sido asociado con un retardo
en la proliferacién celular, secundaria a la falta de influencia de los neuropéptidos de
los nervios sensoriales.

Cui y Himms-Hagen (1992a) mostraron que el TAC se atrofia marcadamente
al primer dia posterior a la inyeccién de la Cap, manifestandose con una disminucion
en la proteina total, pocas mitocondrias (disminucion de la citocromo oxidasa total,
proteina total no acomplejada), asi como menor cantidad de células (DNA). También

existi6 una notoria reduccion en la ganancia de peso corporal y en el peso del TA
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epididimal. Los autpres sugieren que la rapida atrofia del TAC después de la
administracién de la Cap es secundaria a la disminucién de los neuropéptidos de los
nervios sensoriales, debido a que estos neuropéptidos ejercen un efecto tréfico sobre
la actividad mitocondrial o bien una influencia inhibitoria en el proceso que promueve
la degradacion de las mitocondrias. Ellos también mencionan que ei retardo del
incremento en el contenido de DNA del TAC asociado con la eddd sugiere que los
neuropéptidos sensoriales también modulan la proliferacion celular.

Por otro lado, ‘Furuse et al (1994) mostraron que los pesos relativos del higado
y de la grasa abdominal no son afectados cuando se administra pimiento rojo (0.2 y
0.1%) en la dieta de gallinas ponedoras. De igual forma la produccién de huevo no se
vio afectada por el consumo de este chile. Ellos indican que no existe informacion
sobre el efecto de la Cap en el metabolismo de lipidos en gallinas ponedoras, pero
que es claro que una dieta con pimiento rojo no disminuye el peso del TA abdominal.
Los autores no mencionan si el tratamiento con chile afecté otros depésitos grasos
de los animales estudiados.

La disminucién del desarrollo y del peso corporal de los animales tratados con
la Cap pudiera atribuirse a una disminucién del consumo de alimento. Al respecto,
Nopanitaya (1973) reporté un aumento en el consumo de alimento en ratas tratadas
con la Cap por via oral, lo que lo llevo a asegurar que los efectos de la Cap sobre el
desarrollo de TA pueden deberse a la estimulacién de la ingesta alimentaria. No
obstante, Cui y Himms-Hagen (1992 a) y Melnyk y Himms-Hagen (1995) muestran
que el consumo de alimento de ratas a las que se les administré la Cap por via
intramuscular no se vio afectado en las primeras etapas del tratamiento; sin
embargo, la ingesta con respecto al control disminuyé significativamente a las 14 y
32 semanas. La calidad irritante del compuesto no parece ser una variable
importante en los efectos de la Cap sobre la ingesta puesto que Furuse et al., (1994)
no encontraron evidencia de que la pungencia de la Cap disminuya la ingesta de
alimento en polics.

Otro posible mecanismo de los efectos de la Cap sobre el desarrollo de TA 'y
el peso corporal pudiera deberse a problemas de absorcion de los lipidos.

Nopanitaya (1973) muestra que los efectos agudos causados en ratas por el
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consumo de la Cap (0.014 %) se manifiestan por cambios ultraestructurales en las
células absortivas del duodeno asi como una destruccion de sus organelos. En sus
resultados muestra que la grasa es pobremente absorbida por la mucosa en ratas
tratadas con la Cap, y que las gotas de grasa fueron reducidas en las células
epiteliales del duodeno, independientemente de la concentracion de proteina. Los
animales alimentados con una dieta baja en proteina sin la Cap también mostraron
poca cantidad de gotas de .grasa. El autor sugiere que hay una reduccion en la
habilidad absortiva de las células epiteliales del intestino. Por tanto, concluye que
una dieta baja en proteina causa la reduccién de la habilidad absortiva de las células
epiteliales del intestino y que la Cap intensifica los efectos, debido a que ejerce un
efecto citotdxico en estas células.

Sin embargo, Kawada et al (1986a) reportaron que la absorcion
gastrointestinal de los lipidos no es inhibida por la Cap (0.014 %). En sus trabajos
mostraron una disminucién en la acumulacién de lipidos en el TA, pero esta
disminucién no es atribuida a una falta de absorcion gastrointestinal.

Otro aspecto que puede ser considerado, es la posible alteracién del
metabolismo de lipidos. Referente a ésto, Srinivasan y Satyanarayana (1986) indican
que la Cap (15 mg % del pimiento rojo) reduce en un 20-30 % los lipidos en el higado -
y la grasa corporal en ratas alimentadas con una dieta al 10 % de grasa. En su
trabajo reportan que los animales alimentados con una dieta, que tenia una
concentraciéon de 1.58 % de mezcla de especies (ME), mostraron un incremento en
el tamafo del higado. Pero su composicidon con respecto al contenido de agua,
lipidos totales, triglicéridos, colesterol, acidos grasos libres y fosfolipidos fueron los
mismos. Asimismo, los triglicéridos presentes en suero total y los unidos a las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), en todos los grupos fueron bajos, no asi cuando la concentracién de pimiento
rojo (PR) fue del 0.06 %. Los triglicéridos unidos a lipoproteinas de alta densidad
(HLD) incrementaron con 0.19 % PR y disminuyeron con 1.58 % de ME. Por otro
lado, el colesterol presente en suero total asi como el unido a las VLDL y las LDL
incremento a una concentracion de 0.19 % PR. Los fosfolipidos y acidos grasos
libres en suero aumentaron con. 0.32 % de PR y ME respectivamente. Con base en
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estos resultados, ellos concluyen que el pimiento rojo a niveles bajos (63-316 mg %)
no disminuye los lipidos en higado ni la grasa corporal. El beneficio sélo se observa
con una disminucién de los triglicéridos en el suero y de los unidos a las VLDL y LDL.

Por otro lado, Kawada et al (1986 a) encuentran que en ratas alimentadas con
una dieta rica en grasa y adicionadas con la Cap (0.014%) la actividad de la glucosa
6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) fue significativamente menor con respecto al
control. La concentracién de triglicéridos en suero fue menor en presencia de la Cap,
esta concentracion de triglicéridos en suero se relaciona inversamente al consumo
de la Cap, lo que indica que este compuesto facilita el metabolismo de lipidos en
ratas con dietas altas en grasa. Ellos concluyen que es posible que la estimulacion
del metabolismo de lipidos por la Cap se debe a la movilizacién del TA, pero esta
estimulacién no esta acomparada por la induccion de lipasa ya que la actividad de
lipasa sensible a hormonas (HLS por sus siglas en ingles) no fue diferente en dietas
altas en grasa con o sin la Cap.

De igual forma, Salimath vy Satyanarayana (1987) refieren que la
administracién a ratas de un andlogo de la Cap (N-Vanillyl nonamide) a una
concentracién de 0.2 mg % en combinacién con una dieta que contenia el 30 % de
grasas disminuy6 la concentracion de los triglicéridos del suero (TG) de estos
animales. Asimismo, existié una elevacion de la HSL del TA asi como de los acidos
grasos libres (FFA), lo que indica una estimulacién de la actividad lipolitica. Al utilizar
la Cap en lugar del analogo se observaron efectos tales como la estimulacién de TG
del higado al suero, disminucion de la actividad de la enzima lipoprotein lipasa (LPL)
del TA y la elevacion de la actividad de la LPL del musculo esquelético. En estos
mismos trabajos muestran que la Cap y el pimiento rojo inhiben la actividad
enzimatica de la enzima fosfodiesterasa dependiente de Cat++y calmodulina, tanto
en condiciones in vivo como in vitro. Ademas estimulan la secrecion de epinefrina de
la médula suprarenal con activacion de Ia adenilato ciclasa, tal vez incrementando la
concentracién de AMPc y la actividad lipolitica en TA.

Kawada et al., (1986 b) realizan otros estudios con el fin de investigar el modo
de accion de la Cap en el metabolismo energético de ratas. En sus resultados

muestran que existe un incremento en el consumo de oxigeno y del coeficiente
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respiratorio inmediatamente después de que se inyecto la Cap. El glucégeno en
higado disminuyd, la glucosa, los acidos grasos libres y la insulina séricos se
incrementaron después de la administracién de la Cap. Estas alteraciones no se
presentaban si a los animales antes de aplicarles las dosis de la Cap eran
pretratados con bloqueadores B-adrenérgicos. El incremento en el consumo de
oxigeno sugiere que la Cap conduce a una produccién de calor o termogénesis en
ratas. El incremento de la concentracion de glucosa en suero fue derivado del
higado. Los autores concluyen que el incremento en la termogénesis inducido por la
Cap se basa en una accién B-adrenérgica y proponen dos modelos y sitios de accion
de la Cap: (1) la molécula de la Cap es un agonista R-adrenérgico y/o (2) la Cap
libera catecolaminas del sistema nervioso simpatico.

La presencia de la Cap en la dieta al parecer no altera la ingesta de alimentos
asi como tampoco la absorcién de lipidos; pero es evidente que a mayor tiempo de
exposicion a la Cap mayor es el dafio producido sobre el TA.

Sin embargo, aun cuando es evidente que la Cap afecta de manera negativa
el desarrolio del tejido adiposo, se desconocen los mecanismos de accion de este
compuesto. Ademas, las evidencias mostradas parecen indicar que este efecto varia
segun la especie animal a la que se administre la Cap. Por otro lado, los frutos de
diferentes variedades de chile son una buena fuente de pigmentos carotenoides
(Minguez-Mosqueda y Fernandez-Diez, 1981) y son ampliamente usados como
colorantes naturales de alimentos, como extractos concentrados o en polvo
(Minguez-Mosqueda y Hornero-Méndez, 1993). Para obtener el grado de
pigmentacién que exige el mercado en los productos avicolas, es necesario utilizar
otras fuentes adicionales de pigmentos como lo es la harina de chile (Romo, 1990).
La adicién de carotenoides obtenidos de chile, en el alimento de las aves, siempre va
acompafiado de capsaicinoides. Ademas, la ruta metabdlica de la Cap es muy
parecida a la de los carotenoides (Govindarajan y Satyanarayana, 1991).

Por otro lado, se sabe que el estado de Querétaro ocupa el tercer lugar en la
produccion nacional de carne de pollo en pie y en canal. Sin embargo, el exceso de
grasa en los pollos de engorda genera problemas a los productores para su

comercializacion ya que en el mercado se paga mejor el tejido magro que la grasa
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(Andnimo, 1996). No obstante, hasta ahora se desconoce si el TA de aves, o el de
cualquier otro vertebrado, es un blanco directo de los efectos antiadipogénicos de la
Cap.

Por todo lo antes mencionado, se planted la conveniencia de evaluar el efecto
de la Cap sobre la adipogénesis de fibroblastos fetales de pollo y de preadipocitos de
raton de la linea celular 3T3-F442A.
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3.- OBJETIVOS

3.1.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la capsaicina sobre la adipogénesis de fibroblastos fetales de
pollo y preadipocitos 3T3-F442A de raton.

3.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Establecer un protocolo de subcultivos seriales para fibroblastos de tejido

adiposo de fetos de pollo.

- Determinar la capacidad adipogénica de las poblaciones de fibroblastos de tejido

adiposo de fetos de pollo mantenidas en cultivo.
- Evaluar el efecto de la capsaicina sobre la adipogénesis in vitro de los

fibroblastos de tejido adiposo de fetos de pollo y sobre preadipocitos 3T3-F442A

de raton.
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4.-MATERIALES Y METODOS

4.|.- MATERIAL
4.l.1.- REACTIVOS

Se obtuvieron en Sigma Chemical Co (St Louis, MO) la capsaicina (Cap), la
dihidrocapsaicina (dhCap), el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), el
acido-transretinoico (AR), la tripsina, la colagenasa, la insulina, la biotina, el rojo
oleoso O, la estreptomicina, la penicilina y el suero de pollo. El medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) se adquirié de GIBCO BRL (Grand Island, NY).
El suero de ternera y el suero fetal de bovino (SFB) fueron de HyClone (Logan,
UT). En algunos experimentos se utilizé6 suero de pollo adquirido en rastros de la

localidad. El resto de los reactivos fueron de grado analitico.

4.1.2.- MATERIAL BIOLOGICO

Se emplearon fibroblastos de tejido adiposo subcutaneo de fetos de polio
(Avian Peterson) de 13, 16, y 19 dias de incubacién donados por Pilgrim’s Pride
de México. También se emple6 la linea celular de preadipocitos 3T3-F442A de
ratén, donada por el Dr. Walid Kuri-Harcuch del Departamento de Biologia Celular
del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN (México, D.F.)

4.2.- METODOS
4.2.1.- ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS PRIMARIOS DE FIBROBLASTOS
FETALES DE POLLO (FFP)

El tejido adiposo subcutaneo de fetos de pollo de 13, 16 y 19 dias de
incubacién se obtuvo en condiciones asépticas. Las muestras obtenidas se
lavaron con solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS) y antibi6ticos
(estreptomicina 100 pg/mL, penicilina 100 U/mL), y se cortaron en pequenos
fragmentos. Los fragmentos se disgregaron en una ‘solucién de digestion que
contenia HEPES 50 mM, NaCl 0.12 M,FCaCIz 5 mM, glucosa 5 mM, 2 % de
albimina de suero de bovino y 3 mg de colagenasa tipo Il por gramo de tejido. La
mezcla de digestion se incubé a 37 °C durante una hora para obtener células
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aisladas (Cryer et al., 1987: Butterwith y Griffin, 1989). Entonces, la suspension
celular se filtr6 a través de gasas estériles y se centrifugé durante 5 minutos a
1100 rpm en una centrifuga clinica para retirar la colagenasa. El nimero de
células se determin6 en un hematimetro. Las células aisladas se resuspendieron
en DMEM suplementado con 10 % de suero fetal de bovino, 5 ug/mL de insulina,
50 pg/mL de estreptomicina y 50 U/mL de penicilina (medio basal) y se inocularon
en cajas de cuitivo. Los cuiltivos se incubaron a 37 °C en una atmésfera de 95% 02
y 5% de CO; y se les cambio el medio cada tercer dia.

4.2.2.- CULTIVOS SERIALES DE FFP

Cuando los cultivos alcanzaron preconfluencia (5 dias después de ser
inoculados) las células se cosecharon con tripsina al 0.15 % luego de un lavado
con EDTA al 0.02 % en PBS, y se reinocularon en una o dos cajas de cultivo a una
densidad de inéculo de 1.2 x 10* células/cm? en medio basal. Las células restantes
de algunas transferencias o subcultivos se congelaron en el mismo medio con
10 % de glicerol como crioprotector, a fin de contar con células para posteriores

experimentos.

4.2.3.- CONDICIONES DE CULTIVO PARA LAS CELULAS 3T3 F442A

Las células 3T3-F442A se resuspendieron en DMEM suplementado con
5 % de suero de temera, 50 pg/mL de estreptomicina y 50 U/mL de penicilina y se
inocularon en cajas de cultivo a una densidad de 1 x 10° células /cm2. Las células
se incubaron a 37°C en una atmésfera de 95 % O, y 5 % CO; y se les cambi6 el
medio cada tercer dia. Las células de cultivos preconfluentes se cosecharon con
tripsina 0.15 % luego de un lavado con EDTA 0.02 % en PBS y se reinbcularon en
cajas de cultivo a la densidad de indculo inicial en DMEM suplementado con 5 %
de suero de ternera, 50 pug/mL de estreptomicina y 50 U/mL de penicilina.
Las células restantes de algunos subcultivos se congelaron en el mismo medio
con 10 % de glicerol como crioprotector y otras se emplearon para experimentos

posteriores.
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4.2.4.-ROJOOLEOSO O

Se preparé una solucion de trabajo con rojo oleoso O para tefiir los cultivos
celulares y poder cuantificar la conversién adiposa alcanzada por las células. La
solucion se prepar6 disolviendo 4.2 g de rojo oleoso O en 1200 mL de isopropanol
absoluto. La mezcla se dejé en reposo toda la noche a temperatura ambiente sin
agitacion y se filtré6 en papel Whatman No. 1. Una vez filtrada, se le adicionaron
900 mL de agua tridestilada y se volvi6 a dejar en reposo toda la noche a 4 °C sin
agitacion. Posteriormente la solucién se filtr6 dos veces mas y se almacené a

temperatura ambiente hasta su uso (Ramirez-Zacarias et al., 1992).

4.2.5.- EVALUACION DE LA CAPACIDAD ADIPOGENICA DE LOS FFP

FFP provenientes de cultivos preconfluentes fueron inoculados en DMEM
con 5 pg/mL de insulina, biotina 1 pM, estreptomicina 50 pg/mL y 50 U/mL de
penicilina (Kuri-Harcuch y Green, 1978) y diferentes concentraciones de suero de
pollo (Cryer et al., 1987; Butterwith y Griffin, 1989) o bien 10 % de suero de ternera
6 10 % de suero fetal de bovino. Al cabo de 5 6 9 dias los cultivos fueron fijados
con formalina al 10 % en PBS durante 30 minutos. Posteriormente los cultivos se
tiieron por inmersién en la solucién de rojo oleoso O durante 12 h. Al cabo de ese
tiempo, se lavaron exhaustivamente con agua y el exceso se evaporé colocando
las placas tefiidas a una temperatura de 37 °C. El colorante fijado en el estrato
celular se extrajo aplicando 1 mL de isopropanol por placa de cuiltivo y removiendo
con pipeta. El colorante extraido se cuantific6 en un espectrofotometro a una

longitud de onda de 510 nm (Ramirez-Zacarias et al., 1992).

4.2.6.- EVALUACION DEL EFECTO DE CAPSAICINA SOBRE LOS FFP

FFP provenientes de cultivos preconfluentes se inocularon en placas de
cultivo de 24 pozos a una densidad de 1 x 10° células/cm? en DMEM
suplementado con 10 % de suero fetal de bovino, 5 pg/mL de insulina y
antibiéticos. Cuando los cultivos alcanzaron preconfluencia se alimentaron con
DMEM suplementado con suero de pollo o de ternera, insulina 5 pg/mL, biotina
1 uM y diferentes concentraciones de Cap. Al cabo de 7 dias los cultivos se fijaron
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y se determiné el grado de acumulacién lipidica por el método de tincién con rojo

oleoso O (Cuadro 1).

4.2.7.- EVALUACION DEL EFECTO DE LA CAPSAICINA SQBRE LA
DIFERENCIACION DE LAS CELULAS 3T3-F442A

Para evaluar el efecto de la Cap sobre las células 3T3-F442A se utilizaron
cultivos inoculados a una densidad de 1 x 103 células/cm? en DMEM suplementado
con 5 % de suero de ternera y antibiéticos. Cuando los cultivos alcanzaron
preconfluencia se inocularon con 5 % de suero de ternera, insulina 5 pg/mL y
biotina 1 uM y diferentes concentraciones de la Cap. Al cabo de 7 dias los cultivos
se fijaron con formalina y se tifieron con rojo oleoso O para cuantificar la
conversion adiposa alcanzada por las células bajo los diferentes tratamientos
(Cuadro 2).

4.2.8.- EFICIENCIA DE CLONACION DE LAS CELULAS 3T3-F442A EN
PRESENCIA DE CAPSAICINA

Para comprobar que las concentraciones a usar de la Cap no eran téxicas
para las células se realizaron eficiencias de clonacién de las células 3T3-F442A en
presencia de este compuesto. Se inocularon 100 células/caja en placas de 60 mm
de diametro en DMEM suplementado con 10 % de suero fetal y antibidticos. Tres
dias después de haber sido inoculadas se les agregaron, al medio de cultivo,
diferentes concentraciones de la Cap. Al cabo de 10 dias las células se fijaron, se

tineron con hematoxilina y se conté el nimero de colonias formadas.

4.2.9.- DETERMINACION DEL EFECTO DE LA CAPSAICINA SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA DESHIDROGENASA DEL GLICEROL-3-FOSFATO
(EC 1.1.1.8) EN LOS PREADIPOCITOS 3T3-F442A

Para determinar el efecto de Cap sobre la actividad de la deshidrogensa del
' glicerol-3-fosfato en las células 3T3-F442A, se extrajeron los estratos citosolicos
de monocapas de adipocitos de raton mantenidos en medio adipogénico

‘adicionado con diferentes concentraciones de Cap. Las monocapas de los cultivos
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postconfluentes se lavaron con PBS y se extrajeron con 200 pL de 50 mM de Tris
pH 7.5, 1.0 mM de EDTA, 1mM de 2-mercaptoetanol y 0.5% de Triton X-100
(Kuri-Harcuch, W., resultados no publicados). A los extractos citosélicos se les
determind la concentracién de proteina por el método de Bradford (Bradford,
1976). El ensayo enzimético se realizé colocando de 0 a 695 pl. de amortiguador
Tris/EDTA, adicionando 200 uL. de NADH 1.2 mM. Posteriormente, se adicion6 de
1 a 20 pg de proteina citos6lica (segun el grado de diferenciacién adiposa de las
monocapas) y se mezclé perfectamente. Para iniciar la reaccion se agregaron
100 pL de fosfato de dihidroxiacetona (DHAP) 2.0 mM y se incubd; la reaccién se
detuvo agregando 100 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20 %. El tiempo de
reaccién 0 estuvo dado por una mezcla de incubacion a la que se le agregd SDS
al 20 % antes de iniciar la reaccion con el sustrato de la enzima (DHAP 2.0 mM).
También se incluyé un control en el que el sustrato de la enzima se sustituyé por
agua tridestilada. Posteriormente se determiné la absorbencia de las mezclas de
incubacién en un espectrofotometro a una longitud de onda de 340 nm y la

actividad enzimatica se determiné con la siguiente formula:

Absyy - Absi
Tiempo 1 Volumen (mL)
Actividad= X )
aMss0 nm NADH long (cm) mg proteina

Absy = Absorbencia tiempb cero
Abs;, =Absorbencia final
aM3*® nm NADH = Coeficiente de extincién molar del NADH a 350 nm.

Las concentraciones finales de la mezcla de incubacidon fueron:
Trietanolamina 100 mM pH 5, EDTA 2.5 mM, NADH 12 mM, DHAP 2 mM (Kozak y
Jensen, 1974; Wise y Green, 1978).
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INIC

I0 PC 7°DIA

10% SF, I 10% ST, I, B TINCION, EXTRACCION
CUANTIFICACION

10% SF, I, B "

10% SP, I, B 0

15% SP, I, B !

20% SP, I, B .

25% SP, I, B

INICIO PC 7°DIA
| 10% sk, 1 05% SP. I. B TINCION, EXTRACCION
l CUANTIFICACION
25% SP, I, B + CAP 7 M | 7
25% SP, I, B + CAP 6 I "
25% SP, I, B + CAP"° M | "
25% SP, I, B + CAP-4 M |
H
CUADRO 1.- Disefno experimental para la evaluacién de la capacidad

adipogénica y el efecto de la capsaicina sobre la acumulacidn de
lipidos en 1los fibroblastos fetales de tejido adiposo de

pollo. (SP,suero pollo; SF, suero fetal; ST, suero ternera; I,
insulina 5ug/mL; B, biotina 1uM; PC, preconfluencia; CAP,
capsaicina)
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INICIO PC 7°DIA

5% ST 5% ST, I, B TINCION, EXTRACCION
CUANTIFICACION

5% ST, I, B + AR6 M |

5% ST, I, B + CAP-7 M ;

5% ST, I, B + CAP 6 M

5% ST, I, B + CAP"® M .

5% ST, I, B + CAP 4 M l "

CUADRO 2.- Disefio experimental para la evaluacién del efecto de 1la
capsaicina sobre la adipogénesis de los preadipocitos 3T3-F442A de
ratén. (ST, suero ternera; I, insulina 5ug/mL; B, biotina 1uM; PC,
preconfluencia; CAP, capsaicina; AR, é4cido retinoico)

28



5.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- Establecimiento de Subcultivos Seriales de Fibroblastos Fetales de Tejido
Adiposo de‘Pollo

Hasta ahora no existen lineas celulares establecidas de preadipocitos de aves
(Butterwith, 1997). Por ello, todo estudio in vitro sobre la adipogénesis en aves
requiere el establecimiento de cultivos primarios de preadipocitos que posean la
capacidad de diferenciarse in vitro en adipocitos maduros. Trabajos previos
reportaron el establecimiento de cultivos primarios de preadipocitos de pollo a partir
de tejido adiposo de animales de 3 a 6 semanas de vida (Butterwith y Goddard,
1991; Cryer et al., 1987). No obstante, estos cultivos soportan un nimero limitado de
subcultivos seriales o transferencias y obligan a un constante sacrificio de animales
para la obtencion de nuevos cultivos primarios. Esto hace altamente deseable un
sistema de cultivo de preadipocitos de aves que ademas de poseer alta capacidad
para diferenciarse in vitro pueda soportar multiples transferencias y asi optimizar el
uso de los animales sacrificados. Por lo anterior, a fin de contar con un sistema
optimo para el estudio de la adipogénesis del tejido adiposo en aves y de su
modulacién por diferentes agentes dietéticos o farmacolégicos, se desarrollé un
protocolo de subcultivos seriales de células de tejido adiposo con una alta capacidad
de proliferar in vitro y con la facultad de desarrollar algunas de las caracteristicas de
un adipocito maduro.

Con el propésito de lograr el mayor numero de subcultivos posibles, se analiz6
el potencial proliferativo de fibroblastos derivados de tejido adiposo de fetos de pollo
de tres diferentes dias de incubacién. Se utilizd tejido fetal por su facilidad a
disgregarse y porque se obtienen mas células viables y con mayor capacidad de
proliferacién que los tejidos adultos (Freshney, 1994). Para el establecimiento de los
cultivos primarios se utilizaron fetos de pollos de 13, 16, y 19 dias de desarrollo de
las lineas comerciales de la industria avicola local. El tejido adiposo subcutaneo de
los fetos se extrajo en condiciones asépticas y se disgregd con colagenasa tipo |
para obtener células aisladas (Cryer et al., 1987). Las células obtenidas se
inocularon en cajas de cultivo en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
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suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 5 pg/mL de insulina y antibiéticos
(medio basal). En todos los casos, la disgregacion enzimatica de las muestras de
tejido adiposo condujo al establecimiento de cultivos primarios de células con
apariencia fibroblastica. Los fibroblastos que se obtuvieron fueron mononucleados y
sin inclusiones lipidicas en su citoplasma. (Figura 1 a)

En condiciones in vitro las células normales inician el proceso de
diferenciaciéon cuando cesan su proliferacién, o sea, cuando ya han saturado la
superficie de cultivo (Kuri-Harcuch y Castro-Mufiozledo, 1984). Esta situacién indica
que la proliferacion celular y la diferenciacion son procesos antagénicos. Por ello fue
importante encontrar una densidad celular adecuada que permitiera lograr
subcultivos preconfluentes evitando que las células se comprometieran a
diferenciacion y por consiguiente iniciaran el programa de diferenciacién. De igual
forma, cultivos con baja densidad no son convenientes ya que impiden que las
células logren una proliferacion adecuada, debido a que cuando existen pocas
células los factores de crecimiento que ellas mismas sintetizan y liberan al medio de
cultivo son escasos.

Para asegurar un 6ptimo protocolo de transferencias seriales de las células de
los cultivos primarios fue necesario determinar la densidad de inéculo adecuada; es
decir, aquella densidad de inéculo que asegure la proliferacion celular y que a la vez
permita un oportuno subcultivo periédico de poblaciones celulares subconfluentes
(Todaro y Green, 1963). Para ello, se inocularon células provenientes de cultivos
primarios a diferentes densidades y luego de cinco dias los cultivos se cosecharon
con tripsina y se cuantificé el nimero de células por tratamiento. La figura 2 muestra
el efecto de la densidad de inéculo sobre el numero de duplicaciones de la poblaciéon
de fibroblastos fetales de 13 dias. Para esta poblacion celular, asi como para las de
fetos de 16 y 19 dias (resultados no mostrados), una densidad de 1.2 x 10*
células/cm? permiti6 obtener cultivos breconﬂuentes al quinto dia de -cultivo.
Densidades mayores a la sefialada produjeron cultivos casi totalmente confluentes,
en tanto que densidades menores dieron lugar a bajos niveles de proliferacion
celular. Para subcultivos sucesivos de las tres poblaciones se utilizé la densidad de

inéculo de 1.2 x 10* células/cm?.
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Figura 1.- Microfotografias de Cuitivos Primarios de Fibroblastos Fetales de
Tejido Adiposo de Pollo. Se obtuvo tejido adiposo subcutaneo de fetos de pollo de
13, 16 y 19 dias de incubacién. Los fragmentos de tejido adiposo se disgregaron con
colagenasa tipo Il. Las células aisladas se inocularon en cajas de cultivo en DMEM
suplementado con 10 % de suero fetal de bovino y 5 pg/mL de insulina. (a) Cultivos
preconfluentes, (b) Cultivos confluentes mantenidos en 20 % de suero de pollo.
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Figura 2.- Efecto de la Densidad de Inéculo sobre la Proliferacion in vitro de
Fibroblastos Fetales de Tejido Adiposo de Pollo. Fibroblastos fetales de pollo
(FFP) de 13 dias de incubacién se inocularon a las densidades sefialadas en DMEM
suplementado con 10 % de suero fetal bovino y 5 ug/mL de insulina, en placas de
cultivo de 60 mm de diametro y se les cambié el medio cada tercer dia. Al quinto dia
de cultivo las células se cosecharon con tripsina y se determiné el nimero de células
-por tratamiento. La proliferacion celular se reporta como el nimero de veces que se
duplic la poblacién celular inicial. Ny nimero de células al final del experimento; N;,
numero de células inoculadas.
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Un sistema de cultivo exitoso debe permitir un alto namero de subcultivos
seriales, los cuales en algunos casos pueden dar lugar al surgimiento de lineas
celulares establecidas o continuas. En todo caso, las poblaciones celulares
provenientes de cultivos primarios deben someterse a un rigido esquema de
transferencias sucesivas, regulares y oportunas (Todaro y Green, 1963). Tal
esquema debe evitar que las células confluyan entre si y cesen su proliferacion, pues
esto podria llevarias a un estado de diferenciacion terminal que cancelaria ulteriores
subcultivos. Inoculando las poblaciones obtenidas a una densidad de 1.2 x 104
células/cm? y transfiriendo los cultivos en estado preconfluente (esto es, antes de que
las células cesaran su proliferaciéon por falta de espacio para proliferar), se logré
mantener una tasa de sobrevivencia alta de las distintas poblaciones celulares
durante un numero variable de subcultivos. Los fibroblastos derivados del tejido
adiposo subcutaneo de fetos de 13 dias de incubacién se mantuvieron viables
durante 25 transferencias y alcanzaron un nimero de duplicaciones acumulativas de
la poblacion de 68 (Figura 3). A su vez, las células derivadas de fetos de 16 dias de
incubacién soportaron 19 subcultivos seriales y lograron aproximadamente 64
duplicaciones acumulativas de la poblacién. Por otro lado, los fibroblastos derivados
de tejido adiposo de fetos de 19 dias sobrevivieron s6lo a 9 subcultivos y su
poblacién de duplico tan solo 18 veces (Figura 3). En las tres poblaciones
estudiadas, los tiempos de duplicacién de la poblacién (To) fueron mayores a medida
que avanzé el nimero de subcultivos (Figura 4), lo cual indic6 la senescencia de las
poblaciones. No obstante el alto nlimero de subcultivos y el prolongado tiempo de
cultivo in vitro logrado con algunas poblaciones celulares, eventualmente todas
mostraron signos de senescencia y perdieron su capacidad de proliferar in vitro. La
viabilidad de las poblaciones celulares mostré ser inversa a los dias de incubacion
del embrién de procedencia (Figura 3). Aunque el protocolo de cultivo desarrollado
no dio lugar al establecimiento de una linea celular de preadipocitos de pollo, si
resulté exitoso por cuanto permitié un nimero de subcultivos mayor a los reportados
hasta ahora pora cualquier tipo de células normales de ave (Rattan y Buchanan,
1982; Kuwana et al., 1996).
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Figura 3.- Efecto de la Edad del Feto sobre el Subcultivo Serial de Fibroblastos
Fetales de Pollo. FFP provenientes de fetos de 13, 16 y 19 dias de incubacion se
inocularon a una densidad de 1.2 x 10* células/cm?® en DMEM con 10 % de suero
fetal bovino y 5 ug/mL de insulina, y se les cambié el medio cada tercer dia. Cuando
los cultivos alcanzaron preconfluencia las células se cosecharon con tripsina y se
reinocularon en placas de cultivo a la densidad de inoculo inicial y bajo las mismas
condiciones.
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Figura 4.- Efecto del Nimero de Subcultivo sobre el Tiempo de Duplicacion de
la Poblacion de Fibroblastos Fetales de Tejido Adiposo de Pollo. FFP de 13 y 16
dias de incubacién fueron inoculados a una densidad de 1.2 x 10* células/cm® en
DMEM con 10 % de suero fetal bovino y 5 pg/mL de insulina, y realimentados cada
tercer dia. Cuando los cultivos alcanzaron preconfluencia (5 dias después de ser
inoculados) las células se cosecharon con tripsina 0.15 % luego de un lavado con
EDTA 0.02 % en PBS. El tiempo de duplicacién se reporta como los dias en cultivo
sobre el nimero de duplicaciones logradas.
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Las condiciones de cultivo empleadas en el presente trabajo fueron las
usuales en el cultivo de células de mamifero: un medio de cultivo basal con un pH de
7.4, suplementado con suero fetal de bovino, una temperatura de 37 °C y una
atmoésfera con un porcentaje de 5-10 % CO, . Otros trabajos han explorado
condiciones de cultivo mas acordes a la fisiologia de las aves: temperatura de
incubacién de 40 °C (Rattan y Buchanan, 1982), medios de cultivo enriquecidos
(Butterwinth y Goddard, 1991) y suplementados con suero de pollo (Cryer et al,,
1987) a un pH de 8 (Kuwana et al., 1996). Sin embargo, ninguno de estos trabajos
logr6 mantener células viables por mas de 20 subcultivos. Con todo, aunque
nuestras condiciones de cultivo permitieron un sistema de subcultivo exitoso, la
senescencia y la eventual muerte de las poblaciones celulares sugieren que dichas

condiciones de cultivo son todavia sujetos de mejoras.

5.2.- Evaluaciéon de la Capacidad Adipogénica de los Fibroblastos Fetales de
Tejido Adiposo de Pollo. .

Aunque los adipocitos maduros que forman el tejido adiposo de cualquier
vertebrado parecen derivar de células precursoras de naturaleza fibroblastica (Van y
Roncari, 1977; Negrel et al., 1978; Broad y Ham, 1983; Van et al., 1976; Cryer et al.,
1987), su proceso de diferenciaciéon puede presentar modalidades propias de cada
especie o grupo animal. Reportes previos mostraron que los preadipocitos de ratén
se diferenciaron en adipocitos terminales por la accién de factores adipogénicos
presentes en el suero con el que se suplementa el medio de cultivo (Kuri-Harcuch y
Green, 1978). Aunque la naturaleza de tales factores adipogénicos apenas empieza
a ser conocida (Zaitsu y Serrero, 1990; Bachmeier y Lbffler, 1994), se sabe que
sueros de diferente origen varian en su contenido de actividades adipogénicas. El
suero fetal de bovino y el suero de ternera exhiben altas concentraciones de estas
acﬁvidades, en tanto que el suero de gato adulto carece total o casi totalmente de
ellos (Kuri-Harcuch y Green, 1978; Salazar-Olivo et al., 1995).
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Algunos investigadores han mostrado que los preadipocitos de pollo no se
diferencian en presencia de los sueros sefialados, sino solo cuando al medio se le
adiciona suero de pollo (Cryer et al., 1987; Butterwith, 1994). Para poder determinar
la capacidad adipogénica de las células obtenidas se evalué el efecto de diferentes
tipos de suero sobre la acumulacién intracitoplasmica de triglicéridos. Para ello, se
alimentaron cultivos preconfluentes de fibroblastos de tejido adiposo de fetos de polio
de 13 dias de incubacién con medio basal adicionado de 10, 15, 20 6 25 % de suero
de pollo, o bien, con 10 % de suero de ternera o 10 % de suero fetal bovino. En todos
los casos el medio de cultivo incluyé 5 pg/mL de insulina y 1 uM de biotina. Al cabo
de 9 dias los cultivos. se fijaron con formalina al 10 % y se tifieron con una solucion
saturada de rojo oleoso O, un colorante especifico para triglicéridos
(Ramirez-Zacarias et al., 1992). La cuantificacién espectrofotométrica del colorante
retenido en las monocapas celulares mostr6 que los FFP acumularon triglicéridos en
su citoplasma en presencia de suero de pollo. La acumulacién intracitoplasmica de
triglicéridos fue proporcional a la concentracion de suero de pollo e independiente del
origen del mismo (Figura 5 y Figura 1b). Por otro lado, estas células fueron
incapaces de acumular grasa intracitoplasmica cuando se cultivaron con suero de
ternera o suero fetal bovino, dos reconocidas fuentes de factores adipogénicos para
adipocitos de mamifero (Figura 5 ). Estos resultados sugieren que existen diferencias
interespecificas en cuanto a los factores de diferenciacién presentes en el suero de
cada especie. Por ejemplo, mientras que para lograr la diferenciacion en
preadipocitos de mamiferos se requieren los factores adipogénicos del suero fetal de
bovino o del suero de ternera (Kuri-Harcuch y Green, 1978), los fibroblastos
embrionarios de tejido adiposo de pollo requieren la presencia de suero de pollo para
lograr una acumulacién intracitoplasmica de lipidos (Cryer et al., 1987). En este
trabajo siempre se adicion6 insulina al medio de cultivo puesto que esta hormona
estimula el transporte y metabolismo de la glucosa asi como su incorporacién a
grasa intracitoplasmica en células de mamiferos (Kuri-Harcuch y Castro-Muriozledo,
1984). Se tomé como base lo reportado para roedores porque el papel de la insulina
en el proceso de diferenciacién y en la proliferacién de células de ave no es claro.
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Figura 5.- Efecto del Suero sobre la Acumulacién Lipidica en Fibroblastos
Fetales de Tejido Adiposo de Pollo. FFP de 13 dias de incubacion se sembraron a
una densidad de 1.2 x 10* células/cm? en DMEM con 10 % de suero fetal bovino y 5
pg/mL de insulina y se realimentaron cada tercer dia. Cuando los cultivos alcanzaron
preconfluencia se les agregaron diferentes concentraciones y distintas fuentes de
suero. Al cabo de 5 6 9 dias de tratamiento las células se fijaron con formalina y se
tineron con rojo oleoso O. E! colorante fue extraido y se cuantificé la acumulacion
lipidica para cada tratamiento.
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Esta situacion deja la puerta abierta para la realizacién de nuevas
investigaciones en torno a éste tema. La biotina se adicioné por ser un cofactor
necesario para algunas enzimas lipogénicas importantes en la acumulacion
intracitoplasmica de triglicéridos (Kuri-Harcuch y Castro-Mufiozledo, 1984).

No obstante la abundante acumulacién de grasa mostrada por los fibroblastos
fetales de pollo, éstas conservaron siempre la apariencia fibroblastica y no mostraron
la forma redondeada. tipica de un adipocito terminal. Esto pudo deberse a que el
tiempo de cultivo fuera insuficiente para los cambios morfolégicos que son parte del
proceso de diferenciacion adiposa. Otra explicacién es que la abundante fibronectina
que los fibroblastos fetales de pollo segregan en el cultivo (Yamada et, al., 1975)
estabilizé el citoesqueleto de actina de estas células y obstaculizé con ello los
cambios morfolégicos tipicos de la adipogénesis (Spiegelman y Ginty, 1983). Estas
explicaciones podrian probarse mejorando las condiciones de cultivo de forma que
permitan el mantenimiento de un cultivo por mayor tiempo (15 a 30 dias), o bien,
neutralizando el efecto que la fibronectina ejerce sobre el citoesqueleto de actina. En
todo caso, las pocas microfotografias publicadas sobre el proceso de conversion
adiposa de fibroblastos de pollo muestran solamente células de apariencia
fibroblastica con numerosas inclusiones lipidicas (Hood et al., 1979), como las

reportadas en el presente trabajo.

5.3.- Efecto de la Capsaicina (Cap) y la Dihidrocapsaicina (dhCap) sobre la
Acumulacién Intracitoplasmica de Triglicéridos de los Fibroblastos Fetales de
Tejido Adiposo de Pollo.

Una vez definidas las condiciones de cultivo que permitieron la acumulacién
de lipidos en los fibroblastos fetales de pollo, se evalud el efecto de la Cap sobre la
acumulacion intracitoplasmica de triglicéridos en estas células. Para ello, se
inocularon fibroblastos fetales de pollo en medio de cultivo basal y 24 horas después
se alimentaron con medio adicionado con 25 % de suero de pollo, 5 pg/mL de
insulina y 1 uyM de biotina (medio adipogénico), en ausencia o presencia de
diferentes concentraciones de Cap. Luego de 9 dias de incubacién bajo estas

condiciones las células se fijaron y se tifieron con rojo oleoso O para determinar la
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acumulacién lipidica alcanzada con cada tratamiento. Los resultados obtenidos
mostraron que la Cap no afecté mayormente la acumulacién intracitoplasmica de
triglicéridos en los fibroblastos fetales de pollo salvo a la mas alta concentracion (100
UM Cap) en la cual la Cap ocasioné solamente una disminucién marginal de la
acumulacion lipidica (Figura 6). Para descartar la posibilidad de que un capsaicinoide.
distinto a la Cap fuera el responsable de los efectos sobre el tejido adiposo, se
repitieron estos experimentos con dihidrocapsaicina (dhCap), otro importante
capsaicinoide presente en los frutos de chile (Surh y Lee, 1996). Los resultados
obtenidos con Ila dhCap (Figura 7) no difirieron de los obtenidos con la Cap (Figura
6). Ninguno de los compuestos inhibi6 significativamente la acumulacion lipidica

ocasionada en las células FFP por el suero de pollo.

5.4.- Efecto de Capsaicina Sobre la Adipogénesis de Preadipocitos 3T3-F442A
de Ratén.

La ausencia de efectos de la Cap y de la dhCap sobre la acumulacién lipidica
en los fibroblastos fetales de pollo contradecian los antecedentes publicados en torno
al efecto de la Cap sobre el tejido adiposo. Toda vez que los resultados previos se
obtuvieron en estudios in vivo con roedores (Nopanitaya, 1973; Kawada et al., 1986
a; Srinivasan y Satyanarayana, 1986; Cui y Himms-Hagen, 1992 a; 1992 b; Melnyk y
Himms-Hagen, 1995), tal discrepancia podria explicarse por al menos tres hipétesis:

a) los efectos de la Cap varian de un grupo animal a otro,

b) la Cap requiere de activaciéon metabdlica, de tal forma que es un metabolito

de ésta el que actaa sobre el tejido adiposo,

c¢) la Cap no afecta directamente al tejido adiposo. Su efecto sobre éste

es mediado por alguna molécula inducida por la Cap en otro tejido, un
neurotransmisor por ejemplo, la cual entonces afectaria el desarrollo del
tejido adiposo.

Para probar la primera hipotesis, se evalud el efecto de la Cap sobre la
diferenciacién de preadipocitos de ratén de Ia linea celular 3T3-F442A. Estas células

son de naturaleza fibroblastica y muestran una alta capacidad de diferenciarse en
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Figura 6.- Efecto de la Capsaicina sobre la Acumulacién Lipidica de
Fibroblastos Fetales de Tejido Adiposo de Pollo. FFP de 13 dias de incubacion
provenientes de cultivos preconfluentes se inocularon en placas de cultivo de 24
pozos a una densidad de 1.2 x 10* células/cm? en DMEM suplementado con 10 % de
suero fetal bovino y 5 pg/mL de insulina. Cuando las ceélulas alcanzaron
preconfluencia los cultivos se alimentaron con medio adipogénico (MA; DMEM
suplementado con 25 % de suero de pollo, 5ug/mL de insulina y 1uM de biotina) y las
adiciones de Cap sefialadas, o en medio no adipogénico (MNA; DMEM
suplementado con 10 % de suero fetal de bovino, 5 pg/mL de insulina y 1 uM de
biotina). Los cultivos se mantuvieron en tales condiciones 11 dias; al cabo se fijaron y
se tifieron con rojo oleoso O para cuantificar la acumulacién lipidica por tratamiento.

41



‘E:’::: T[TVT :
MMl
a1l BB
Ml B
dlll e

TRATAMIENTO

Figura 7.- Efecto de la Dihidrocapsaicina sobre la Acumulacién Lipidica de
Fibroblastos Fetales de Tejido Adiposo de Pollo. FFP de 13 dias de incubacion
provenientes de cultivos preconfluentes se inocularon en placas de cultivo de 24
pozos a una densidad de 1.2 x 10* células/cm? en DMEM suplementado con 10 % de
suero fetal bovino y 5 upg/mL de insulina. Cuando las células alcanzaron
preconfluencia los cultivos se alimentaron con medio adipogénico (MA; DMEM
suplementado con 25 % de suero de pollo, 5 ug/mL de insulina y 1 uM de biotina) y
las adiciones de dhCap sefialadas, o en medio no adipogénico (MNA; DMEM
suplementado con 10 % de suero fetal de bovino, 5 pg/mL de insulina y 1 pM de
biotina). Los cultivos se mantuvieron en tales condiciones durante 11 dias. Al cabo se
fijaron y se tifieron con rojo oleoso O para cuantificar la acumulacion lipidica por
tratamiento.
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adipocitos maduros cuando cesan su proliferacién en presencia de factores
adipogénicos presentes en el suero que se adiciona al medio de cultivo, usualmente
suero fetal de bovino o suero de ternera (Kuri-Harcuch y Green, 1978).

La diferenciacién adiposa de estas células puede ser bloqueada por algunos
compuestos como el acido retinoico, la forma acida de la vitamina A, (Kuri-Harcuch,
1982; Salazar-Olivo et al., 1994). Se ensay6 el efecto de la Cap sobre las células
3T3-F442A alimentando cultivos preconfluentes con medio de cultivo suplementado
con 5 % de suero de ternera, 5 pg/ mL de insulina y 1 uM de biotina. Tal condicién de
cultivo estimula la diferenciacién adiposa de estas células (Kuri-Harcuch y Green,
1978). Se alimentaron cultivos paralelos con este medio adicionado con 0.1, 1, 10 6
100 pM de la Cap, o bien adicionado con 1 uM de acido retinoico, una condicién que
inhibe la adipogénesis de estas células (Kuri-Harcuch, 1982). Al cabo de 11 dias de
tratamiento, algunos de los cultivos se fijaron y se tifieron con rojo oleoso O para
cuantificar la acumulacion lipidica, en tanto que otros se procesaron como se indica
en Materiales y Métodos para cuantificar la actividad de algunas enzimas
relacionadas con la sintesis de lipidos. A diferencia de los resultados obtenidos con
los, FFP, la Cap inhibi6é la acumulaciéon de lipidos de las células 3T3-F442A vy tal
inhibicién fue dependiente de la concentracion del compuesto (Figura 8). Aunque una
concentracion de 1 puM de Cap ocasioné una inhibicion significativa, una
concentracion de 100 uM del compuesto no abatié la acumulacién de lipidos de estas
células, a diferencia del acido retinoico (Figura 8). Con el fin de lograr una mayor
comprension del mecanismo mediante el cual la Cap afecta la adipogénesis, se
evalué el efecto de la Cap sobre la actividad de la deshidrogenasa del
glicerol-3-fosfato, (EC 1.1.1.8) una importante enzima en la sintesis de triglicéridos.
Los resultados del andlisis enzimatico corroboraron los resultados obtenidos en el
estudio del efecto de la Cap sobre la acumulacion lipidica. La actividad de la enzima
deshidrogenasa del glicerol-3-fosfato fue inhibida por la presencia de Cap en el
medio de cultivo que promueve la adipogénesis de los preadipocitos 3T3-F442A. Al
igual que en el analisis de acumulacién lipidica, el efecto de la Cap sobre la
deshidrogenasa del glicerol-3-fosfato fue dependiente de la concentracién: 1 pM de

Cap indujo la disminucion de la actividad enzimatica de tan solo el 10 %(Figura 9),

43



R
MR

Figura 8.- Efecto de la Capsaicina sobre la Diferenciacién Adiposa de
Preadipocitos 3T3-F442A de Ratén. Preadipocitos 3T3-F442A se inocularon a una
densidad de 1 x 103 células/cm® en DMEM suplementado con 5 % de suero de
temera y 5 ug/mL de insulina (medio basal). Cuando los cultivos alcanzaron
preconfluencia se agregé al medio 1 uM de biotina y diferentes concentraciones de
capsaicina. Al cabo de 11 dias de tratamiento las células se fijaron con formalina
10 %, se tifieron con rojo oleoso O y se cuantificé la conversién adiposa en un
espectrofotometro. El medio adipogénico (MA) contenia 5 % de suero de ternera,
5 pug/mL de insulina y 1 uM de biotina. El medio no adipogénico (MNA) contenia
ademas de lo mencionado en el MA, 1 UM de acido retinoico, el cual es un inhibidor
de la adipogénesis.
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Figura 9.- Efecto de la Capsaicina sobre la Actividad de la Deshidrogenasa del
Glicerol-3-Fosfato (EC 1.1.1.8) en los Preadipocitos 3T3-F442A de Ratén.
Preadipocitos 3T3-F442A se inocularon a una densidad de 1 x 10° células/cm? en
DMEM suplementado con 5 % de suero de ternera y 5 pg/mL de insulina (medio
basal). Cuando los cultivos alcanzaron preconfluencia se agregd al medio 1 yM de
biotina y diferentes concentraciones de capsaicina. Al cabo de 11 dias de
postconfluencia en tales condiciones de cultivo, se les retird el medio, se lavaron las
monocapas celulares y se extrajeron con amortiguador conteniendo Tritén X-100.
Los extractos obtenidos se emplearon para cuantificar la actividad enzimatica como
se describe en materiales y métodos. El medio adipogénico (MA) contenia 5 % de
suero de ternera, 5 pg/mL de insulina y 1 pM de biotina. El medio no adipogénico
(MNA) contenia ademas de lo mencionado en el MA, 1 uM de acido retinoico, el cual
es un inhibidor de la adipogénesis.
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en tanto que 100 uM del compuesto ocasioné una disminucién de 60 % en la
actividad de la enzima. Al igual que con el parametro anterior, la acumulacion
lipidica, la Cap fue incapaz de abatir completamente la actividad de la enzima
deshidrogenasa del glicerol-3-fosfato, bajo ninguna de las concentraciones
ensayadas. Por el contrario, la actividad de la enzima fue totalmente inhibida por 1
1M de &cido retinoico (Figura 9), como ha sido reportado previamente (Kuri-Harcuch,
1982, Salazar-Olivo et al., 1994). Por otro lado, ninguna de las concentraciones de
Cap ensayadas sobre las células 3T3-F442A, ni las concentraciones del vehiculo
empleado (etanol absoluto), tuvieron un efecto significativo en la sobrevivencia o ia
proliferacién de estas células. La capacidad de formacién de colonias de los
preadipocitos 3T3-F442A no fue afectada por ninguna de las concentraciones de la
Cap o del vehiculo empleado (Figura 10). Estos resultados descartan la posibilidad
de que los efectos de la Cap sobre la acumulacion lipidica o la actividad enzimatica
de la deshidrogenasa del giicerol-3-fosfato puedan deberse a efectos citotoxicos del
compuesto sobre las células 3T3-F442A, y sugieren que la Cap actia en forma
especifica sobre el programa de diferenciacién adiposa de estas células. El hecho de
que la Cap afectara la diferenciacion celular de los preadipocitos 3T3-F442A y no la
acumulacién de lipidos de los fibroblastos de tejido adiposo de pollo comprueba la
primera hip6tesis propuesta: “ Los efectos de Cap sobre el tejido adiposo varian de
un grupo animal a otro”. Estos resultados concuerdan perfectamente con los de
muchos otros grupos de investigadores (Nopanitaya, 1973; Kawada et al., 1986 a:
Srinivasan y Satyanarayana, 1986; Cui y Himms-Hagen, 1992 a ;1992 b; Melnyk y
Himms-Hagen, 1995) que muestran que la Cap es capaz de inhibir el desarrollo del
tejido adiposo disminuyendo su celularidad. Asimismo, estos resultados son la
primera evidencia expérimental que muestra que la Cap afecta el desarrollo del tejido
adiposo actuando directamente sobre las células precursoras de adipocitos, y no a
través de las células nerviosas como sugieren algunos trabajos previos
(Himms-Hagen et al.,1990) o recientemente publicados (Giordano et al., 1998).
Ademas, el mecanismo de accién de la Cap parece ser diferente al del acido
retinoico puesto que la Cap no es capaz de inhibir totalmente Ia diferenciacion celular

aun usando concentraciones de 100 pM.
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6.- CONCLUSIONES

No obstante lo reportado por otros autores, los resultados de este estudio
muestran que el subcultivo serial de células de aves pudo lograrse empleando
condiciones de cultivo convencionales para células de mamifero. Empleando un
medio de cultivo basal (DMEM) con un pH de 7.4, suplementado con suero fetal de
bovino e insulina, y temperatura de incubacién de 37 °C, se logré mantener viable
una poblacién de fibroblastos fetales de pollo durante mas de 20 transferencias
consecutivas. Este prolongado tiempo de cultivo para células esencialmente
normales permitira una disminucién en el nimero de animales sacrificados para fines
de investigacién asi como un mejor aprovechamiento de los mismos.

La capacidad adipogénica de los fibroblastos de tejido adiposo fetal de pollo
dependi6 de la presencia de suero de pollo en el medio de cultivo Yy no se manifestd
en cultivos mantenidos con suero fetal de bovino. Estos resultados contradicen la
probada capacidad adipogénica del suero fetal de bovino en sistemas in vitro de
preadipocitos de mamifero. Tal contradiccién podria explicarse asumiendo que el o
los factores responsables de la adipogénesis en aves fueran especificos del grupo
biolégico. De esa forma, los factores adipogénicos del suero de mamiferos no
actuarian sobre los preadipocitos de pollo; estas células serian sensibles solo a los
efectos de factores presentes en el suero de pollo o de otras aves. Estudios en curso
en nuestro laboratorio buscan caracterizar el o los factores adipogénicos presentes
en el suero de pollo.

La Cap inhibi¢ la diferenciacion adiposa de los preadipociotos 3T3-F442A de
raton, pero no la acumulacion lipidica de los fibroblastos de tejido adiposo fetal de
pollo. Esta diferencia de efectos de la Cap sobre ambos procesos adipogénicos
sugiere que los €fectos del compuesto varian con el grupo bioldgico estudiado. Esta
explicacién concuerda con los resultados obtenidos por otros investigadores que
muestran que la Cap afect6 flujos idnicos en neuronas de ratén en cultivo pero no en
neuronas de pollo (Wood et al., 1988), o que la Cap no afecté el comportamiento
alimentario y el contenido de grasa abdominal en gallinas ponedoras (Furuse et al.,
1994). Por otro lado, el efecto inhibitorio de la Cap sobre la adipogénesis de los
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preadipocitos 3T3-F442A fue dependiente de la concentracién del compuesto y
afectd funciones especificas del proceso de diferenciacién sin afectar Ia viabilidad
celular. Este es el primer reporte que muestra que el tejido adiposo es un blanco
directo del efecto de la Cap. Los resultados de este estudio sugieren que los efectos
de la Cap sobre el tejido adiposo de animales de laboratorio podrian ser

independientes de los efectos de este compuesto sobre el sistema nervioso.
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7.-PERSPECTIVAS

El presente trabajo estableci6 un exitoso protocolo de cultivo para fibroblastos
fetales de tejido adiposo de pollo que permiti6 mantener viables a estas células por
un numero de subcultivos mayor al hasta hoy reportado para cualquier linaje celular
de aves. Con todo el subcultivo reiterado de estas células no condujo a su desarrollo
en una linea celular establecida o continua. Las innegables ventajas que una linea
celular reportaria al estudio de la fisiologia y el desarrollo del tejido adiposo de aves,
y a otros campos como la elaboracién de vacunas, hace atractivo profundizar en el
estudio de las condiciones de cultivo in vitro de estas células.

Asi mismo se logré estandarizar las condiciones que se requerian para que
estas células exhibieran una acumulacién de lipidos en su citoplasma, la cual
presumiblemente se debi6 a un proceso de diferenciacién. No obstante, queda la
interrogante de saber si esta acumulacién de lipidos se debié realmente a un
proceso de diferenciacién o fue solo una modulacién fenotipica de las células en
respuesta a la gran cantidad de lipidos presentes en el medio de cultivo. Aun faltan
estudios que muestren si el proceso de diferenciacion adiposa en aves depende de
los factores de diferenciacién presentes en el suero de esta especie o bien sea
dependiente la cantidad de lipidos. Este aspecto podria abordarse probando el
efecto de algunos factores adipogénicos ya conocidos como la insulina y la hormona
de crecimiento.

Por otro lado, nuestros resultados muestran por vez primera que las células
adiposas son un blanco directo de la Cap, y sugieren que los efectos de este
compuesto sobre el tejido adiposo podrian ser independientes de los efectos que la
Cap ejerce sobre el sistema nervioso. Para precisar el mecanismo de accion por el
que la Cap afecta el tejido adiposo debera analizarse la presencia de receptores,
membranales, citoplasmicos o nucleares, para la Cap en preadipocitos y en
adipocitos. De probarse la presencia de algun tipo de receptor para la Cap en
cualquiera de estas células podria entonces estudiarse el mecanismo molecular del

efecto de este compuesto.

50



8.- BIBLIOGRAFIA

Ailhaud, G., Grimaldi, P. and Négrel, R. 1992. Cellular and molecular aspects of
adipose tissue development. Annu Rev Nutr 12:207-33.

Akiba, Y., Murakami; H., Park, J-H., Senkoylu, N., Kusanagi, M., Takahashi, K. and
Sato, K. 1995. The effects of dietary lipid on poultry performance and composition.
Proc Aust Poult Sci Symp 7:1-8.

Anériimo. 1986. Metabolism and toxicity of capsaicin. Nutr Rev 44:20-2.

Anénimo. 1996. La produccién de pollo en México. Claridades Agropecuarias.

(México) 40: 7-9.

Bachmeier, M. and Loffler, G. 1994. Adipogenic activities in commercial

preparations of fetuin. Horm Metab Res 26:92-6.

Bradford, M. M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein dye binding. Anal
Biochem 72: 248-54.

Broad, T. E. and Ham, R. G. 1983. Growth and adipose differentiation of sheep
pre-adipocyte fibroblast in serum free medium. Eur J Biochem 135:33-9.

Butterwith, S. C. 1997. Regulators of adipocyte precursor cells. Poult Sci
76:118-23.

Butterwith, S. C. and Goddard, C. 1991. Regulation of DNA synthesis in chicken

adipocytes precursor cells by insulin-like growth factors, platelet-derived growth

factor and transforming growth factor-p. J Endocrinol 131:203-9.

51



Butterwith, S. C. and Griffin, H. D. 1989. The effects of macrophage-derived
cytokines on lipid metabolism in chicken (Gallus domesticus) hepatocytes and

adipocytes. Comp Biochem Physiol 94A:721-74.

Butterwith, S. C. 1994. Molecular events in adipocyte development. Pharmac Ther
61:399-411.

Chen, N. X., Hausman, G. J. and Wright, J. T. 1996. Hormonal regulation of
insulin-like growth factor binding proteins and insulin-like growth factor | (IGF-i)

secretion in porcine stromal-vascular cultures. J Anim Sci 74:2369-75.

Cherry, J. A., Swartworth, W. J. and Siegel, P. B. 1984. Adipose cellularity studies
in commercial broiler chicks. Poult Sci 63:97-108.

Cormnelius, P., MacDugal, O. A. and Lane, M. D. 1994. Regulation of adipocyte
development. Annu Rev Nutr 14:99-129.

Cryer, J., Woodhead, B. G. and Cryer, A. 1987. The isolation and characterisation
of a putative adipocyte precursor cell type from the white adipose tissue of the

chicken (Gallus domesticus). Comp Biochem Physiol 86A:515-21.

Cui, J. and Himms-Hagen, J. 1992a. Long-term decrease in body fat and in brown
adipose tissue in capsaicin-desensitized rats. Am J Physiol 262:R568-73.

Cui, J. and Himms-Hagen, J. 1992b. Rapid but transient atrophy of brown adipose
tissue in capsaicin-desensitized rats. Am J Physiol 262:R562-67.

Freshney, R. |. 1994. Culture of animal cells. A manual of basic technique. 3" ed.
Wiley-Liss. New York. 486p.

52



Furuse, M., Nakajima, S-I., Miyagawa, S., Nakagawa, J. and Okumura, J-i. 1994.
Feeding behavior, abdominal fat and laying performance in laying hens given diets

containing red pepper. Jpn Poult Sci 31:45-52.

Giordano, A., Morroni, M., Carle, F., Gesuita, R. Marchesi, G. F. and Cinti, S. 1998.
Sensory nerves affect the recruitment and differentiation of rat periovarian brown

adipocytes during cold acclimation. J Cell Sci 111:2587-94.

Govindarajan, V. S. and Satyanarayana, M. N. 1991. Capsicum-production,
technology, chemistry and quality. Part. V. Impact on physiology, pharmacology,
nutrition, and metabolism, structure, pungency, pain and desensitization
sequences. Crit Rev Food Sci Nutr 29:435-74.

Green, H. and Kehinde, O. 1975. An Established preadipose cell line and its
differentiation in culture .- Factors affecting the adipose conversion. Cell 5:19-27.

Green, H. and Kehinde, O. 1976. Spontaneous heritable changes leading to

increased adipose conversion in 3T3 cells. Cell 7:105-13.

Gregoire, F. M., Smas, C. M. and Sul, H. S. 1998. Understanding adipocyte
differentiation. Physiol Rev 78:783-809.

Griffin, H. D., Windsor, D. and Goddard, C. 1991. Why are young broiler chickens
fatter than layer-strain chicks?. Comp Biochem Physiol 100A:205-10.

Guyton, A. C. 1989. Tratado de fisiologia médica. 7° ed. Interamericana
McGraw-Hill. pp 868-97.

53



Hembree, J. R., Pampusch, M. S., Yang, F., Causey, J. L., Hathaway, M. R. and
Dayton, W. R. 1996. Cultured porcine myogenic cells produce insulin-like growth
factor binding protein-3 (IGFBP-3) and transforming growth factor beta-I stimulates
IGFBP-3 production. J Anim Sci 74:1530-40.

Himms-Hagen, J., Cui, J. and Sigurdson, L. 1990. Sympathetic and sensory nerves
in control of growth of brown adipose tissue: Effects of denervation and of

capsaicin. Neurochem Int 17:271-79.

Hood, B. S., Balks, Mitchell, R. S. and Lestourgeon, D. 1979. Rapid quantitative
adipose conversion of chicken fibroblasts by high concentrations of chicken serum

or plasma. Experientia. 35:1038-39.

Hood, R. L. 1982. The cellular basis for growth of the abdominal fat pad in
broiler-type chickens. Poult Sci 61:117-21.

Hoogenboom, L. A. P. and Kuiper, H. A. 1997. The use of in vitro models for
assessing the presence and safety of residues of xenobiotics in food. Trends Food
Sci Tech 8:157-66.

Houseknecht, K. L. and Bauman, D. E. 1997. Regulation of lipolysis by
somatotropin: Functional alteration of adrenergic and adenosine signaling in bovine
adipose tissue. J Endocrinol 152:465-75.

Kawada, T. Hagihara, K-I. and Iwai, K. 1986a. Effects of capsaicin on lipid

metabolism in rats fed a high fat diet. J Nutr 116:1272-78.

Kawada, T., Suzuki, T., Takahashi, M. and lwai, K. 1984. Gastrointestinal
absorption and metabolism of capsaicin and dihydrocapsaicin in rats. Toxicol Appl
Pharm 72:449-56.

54



Kawada, T., Watanabe, T., Takaishi, T., Takana, T. and Iwai, K. 1986b.
Capsaicin-induced B-adrenergic action on energy metabolism in rats: Influence of
capsaicin on oxygen consumption, the respiratory quotient, and substrate
utilization. J Nutr 116:1272-78.

Klaus, S. 1996. Functional differentiation of white and brown adipocytes.
BioEssays 19:215-23.

Klaus, S., Ely, M., Encke, D. and Heldmaier, G. 1995. Functional assessment of
white and brown adipocyte development and energy metabolism in cell culture.
J Cell Sci 108:3171-80.

Kozak, L. P.and Jensen, J. T. 1974. Genetic and developmental control of multiple

forms of L-glycerol-3- phosphate deshydrogenase. J Biol Chem 249:7775-81.

Kuri-Harcuch, W. 1982. Differentiation of 3T3-F442A cells intro adipocytes is
inhibited by retinoic acid. Differentiation 23:164-9.

Kuri-Harcuch, W. and Castro-Muriozledo, F. 1984. Diferenciacién adipocitica de
las células 3T3. Rev Invest Clin (Méx.) 36:377-88.

S

Kuri-Harcuch, W. and Green, H. 1978. Adipose conversion of 3T3 cells depends
on a serum factor. Proc Natl Acad Sci USA 75:6107-9.

Kuwana, T., Hashimoto, K., Nakanishi, A., Yasuda Y., Tajima, A. and Naito, M.
1996. Long-term culture of avian embryonic cells in vitro. Int J Dev Biol

40:1061-4.

MacDougald, O. A. and Lane M. D. 1995. Transcriptional regulation of gene
expression during adipocyte differentiation. Annu Rev Biochem 63:345-73.

55



McFarland, D. C. 1992. Cell culture as a tool for the study of poultry skeletal
muscle development. J Nutr 122:818-29.

Mackall, J. C., Student, A. K., Polakis, S. E. and Lane, M. D. 1976. Induction of
lipogenesis during differentiation in a “preadipocyte” cell line. J Biol Chem
251:6462-64.

Mc Keehan, W., Barnes, D., Reid, L., Stanbridge, E., Murakami, H. and Sato, G. H.

1990. Frontiers in mammalian cell culture. In Vitro Cell Dev Biol 26:9-23.

Melnyk, A. and Himms-Hagen, J. 1995. Resistance to aging-associated obesity in

capsaicin-desensitized rats one year After treatment. Obes Res 3:337-44.

Miller, C., Zhang, Z., Hamilton,S. M. and Teel, R. W. 1993. Effects of capsaicin on
liver microsomal metabolism of the tobacco-specific nitrosamina NNK. Cancer Lett
75:45-52.

Minguez-Mosquera, M. I. and Hornero-Mendez, D. 1993. Separation and
quantification of the carotenoid pigments in red peppers (Capsicum annuum L),
paprika and oleoresin by reversed-phase HPLC. J Agric Food Chem 41:1616-20.

Minguez-Mosquera, M. Y. and Fernandez-Diez, M. J. 1981. Ripe spanish red
pepper capsicum genus. Relationship between red and yellow carotenoid

pigments. Grasas y Aceites. (México) 32:293-98.

Morré, D. J., Sun, E., Geilen, C., Wu, L-Y., de Cabo, R., Krasagakis, K., Orfanos,
C. E. and Morré, D. M. 1996. Capsaicin inhibitis plasma membrane NADH oxidase
and growth of human and mouse melanoma lines. Eur J Cancer 32A:1995-2003.

56



Salazar-Olivo, L. A., Castro-Murfiozledo, F. and Kuri-Harcuch, W. 1995. A
preadipose 3T3 cell variant highly sensitive to adipogenic factors and to human
growth hormone. J Cell Sci 108:2101-7.

Salimath, B. P. and Satyanarayana, M. N. 1987. Inhibition of calcium and
calmodulin-dependent phosphodiesterase activity in rats by capsaicin. Biochem
Biophys Res Commum 148:292-9.

Spiegelman, B. M. and Ginty, C. A. 1983. Fibronectin modulation of cell shap and
lipogenic gene expression in 3T3 adipocytes. Cell 35:657-66.

Srinivasan, M. R. and Satyanarayana, M. N. 1986. Influence of red pepper (Chillis)
and spice mixture feeding on liver, serum and carcass lipids of rats. Nutr Rep Int
34:365-71.

Surh, Y-J. and Lee, S. S. 1995. Capsaicin, a double-edged sword: Toxicity,
metabolism, and chemopreventive potential. Life Sci 56:1845-55.

Surh, Y-J. and Lee, S. S. 1996. Capsaicin in hot chili pepper: Carcinbgen,

co-carcinogen or anticarcinogen. Food Chem Toxicol 34:313-6.

Todaro, G. J. and Green, H. 1963. Quantitative studies of the growth of mouse
embryo cells in culture and their development into established lines. J Cell Biol
17:299-313.

Van itallie, T. B. and Abraham, S. 1983. Some hazards of obesity and its
treatment. En: Recent advances in obesity research: IV Proceeding of the 414
International Congress on Obesity. Hirsch and Van itallie (Eds). John Libbey.

London Paris. pp 1-19.

58



Van, R. L. R., Bayliss, C. E. and Roncari, D. A. K. 1976. Cytological and
enzymological characterization of adult human adipocyte precursors in culture.
J Clin Invest §8:699-704

van, R. L. R. and Roncari, D. A. K. 1977. Isolation of fat cell precursor from adult
rat adipose tissue. Cell Tiss Res 181: 197-203.

Wise, L. S. and Green, H. 1978. Studies of lipoprotein lipase during the adipose
conversion of 3T3 cells. Cell 13:233-42.

Wood, J. N., Winter, J., James, |. F., Rang, H. P., Yeats, J. and Bevan, S. 1988.
Capsaicin-induced ion fluxes in dorsal root ganglion cells in culture. J Neurosci
8:3208-20.

Yamada, K. M., Yamada, S. S. and Pastan, I. 1975. The major cell surface
glycoprotein of chick embryo fibroblasts is an agglutinin. Proc Natl Acad SciUSA
73:1217-21.

Zaitsu, H. and Serrero, G. 1990. Pedersen feluin contains three adipogenic factors
with distinct biochemical characteristics. J Cell Physiol 144:485-91.

Zhong, C., Nakaue, H. S., Hu, C. Y. and Mirosh, L. W. 1995. Effect of full feed and

early feed restriction on broiler performance, abdominal fat level, cellularity, and fat
metabolism in broiler chickens. Poult Sci 74:1636-43.

59



	PORTADA
	HOJA DE FIRMAS 
	ÍNDICE
	RESUMEN
	1 INTRODUCCIÓN
	2 ANTECEDENTES
	3 OBJETIVOS
	4 MATERIALES Y MÉTODOS
	5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	6 CONCLUSIONES
	7 PERSPECTIVAS
	8 BIBLIOGRAFÍA

