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Resumen

La obesidad es un factor de riesgo de enfermedades coronarias, de cancer, de accidentes cerebrovasculares y
de diabetes tipo IlI. El propdsito de este trabajo es evaluar la capacidad del acido valproico, tricostatin Ay resveratrol
como agentes que reduzcan la diferenciacién de preadipocitos. Los dos primeros, inhiben la actividad de las histonas
deacetilasas tipo | y Il, mientras que el resveratrol es un activador de la enzima sirtuina | perteneciente a la familia
de las histonas deacetilasas dependientes de dinucledtidos de nicotinamida adenina. Esta reprime la actividad
trascripcional mediada por el receptor de proliferacién del peroxisoma mediante su asociacién con represores,
evidenciado en la movilizacidn de acidos grasos en células adiposas. Para el estudio se utilizé la linea celular de
preadipocitos de raton 3T3-L 1 en presencia de un céctel de diferenciacion con rosiglitazona, isobutilmetilxantina
y dexametasona. Al dia 8 de la diferenciacion, se aplicaron las dosis de los tres agentes objeto de estudio y se
llevaron a cabo observaciones cada dos dias hasta el dia 12. Se evalud la acumulaciéon de depdsitos de grasa
mediante tincidn rojo-aceite y se cuantificaron la cantidad de triglicéridos en cada tratamiento. El cido valproico,
tricostatin Ay resveratrol presentaron una disminucién en la diferenciacién del adipocito maduro, debido a que la
cantidad de triglicéridos dentro del mismo fue menor con respecto a las células tratadas con ROSI. Sin embargo, el
resveratrol presenta una mayor diferencia significativa. Nuestros resultados destacan el papel de los inhibidores de
las histonas deacetilasas y la actividad de sirtuina | en la adipogénesis que es bloqueada por los tratamientos con los
tres agentes, siendo el resveratrol el agente que presenta mayor reduccién de la diferenciacién del adipocito.

Palabras clave: 4cido valproico, adipogénesis, resveratrol, sirtuina |, rosiglitazona.

Abstract
Effect of valproic acid, trichostatin A and resveratrol in adipocyte differentiation.
Obesity is a risk factor of coronary diseases, cancer, vascular brain disorders, and diabetes type Il. The purpose
of this work is to evaluate the capacity of valproic acid, trichostatin A and resveratrol agents in the reduction
of fat accumulation in the adipocyte cell. Valproic acid and trichostatin A inhibit histone deacetilase activity
type | and I, while resveratrol is a sirtuin | activator belonging to the family of nicotinamide dinucleotids-
dependent deacetylases histones. Furthermore, Sirt| represses the activity mediated by PPARY by means
of its association with repressors, showed in the mobilization of fatty acids in adipocyte cells. For this study,
mouse preadipocytes 3T3-L 1 cell line was used and treated it in the presence of a differentiation cocktalil
containing rosiglitazone, isobutiimetilxantine and dexametasone. In the 8th day of differentiation doses of
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valproic acid, trichostatin and resveratrol were added, monitoring each two days until day |2 of differentiation.

The fat storage by oil red-O solution was evaluated assessing the triglyceride quantity in each treatment. Al

the treatments presented a reduction in the adipocyte differentiation, because the amount of triglycerides

was lower in comparison to the cells differentiated by rosiglitazone. However, the resveratrol presented a
greater meaningful difference. Overall our results highlight a role for HDAC and Sirt| activity in adipogenesis,
which can be blocked by treatment with valproic acid, trichostatin A and resveratrol, being resveratrol the
agent that presents the greatest reduction in adipocyte differentiation.

Keywords: adipogenesis, resveratrol, rosiglitazone, trichostatin A, valproic acid.

Introduccién

La obesidad es un trastorno metabdlico y nutricional
de serias consecuencias para la salud. Se reconoce el alto
riesgo que representa la obesidad en la incidencia de varias
enfermedades crénicas: hipertension arterial, enfermedad
isquémica coronaria, accidentes cerebro-vasculares,
diabetes tipo 2 y ciertas formas de cdncer, que son causa
importante de morbilidad y mortalidad en el mundo
(1). Por tal motivo, el estudio de la funcién de nuevos
factores reguladores de la diferenciacién y proliferacion
de la célula grasa es pieza fundamental para reconocer la
base molecular de las complicaciones generadas por el
adipocito y tratar de establecer planes terapéuticos.

El 4cido valproico (VPA) es un firmaco antiepiléptico
que impide la aparicién de las crisis convulsivas y es un
estabilizador del estado de dnimo para el tratamiento del
trastorno bipolar y cefaleas crénicas. VPA presenta efectos
secundarios tales como: sedacién y cambios en el peso
(2). Més del 70% de los pacientes adultos que reciben
tratamiento con VPA han aumentado de peso entre 5 al4
kg (3). Sin embargo, en el tratamiento con VPA de células
preadipocitas 3T3-L1, obtenidas a partir de fibroblastos de
raton, se ha evidenciado una reduccién de la diferenciacién
del adipocito (4). Lo que nos hace pensar que es necesario
dilucidar los mecanismos de accién de este medicamento,
pues probablemente tenga un origen multifactorial, ya sea
sobre el centro del hambre y saciedad o sobre el adipocito.

El tricostatin A (TSA) es un compuesto orgdnico que sirve
como antibiético y antifingico, que inhibe selectivamente la
clase Iy I de las histonas deacetilasas (HDAC) (5). TSA tiene
algunos usos como medicamento contra el cincer, debido a
que inhibe el ciclo celular en eucariotas durante el comienzo

de su etapa de crecimiento (6). Otro mecanismo sugerido
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es que TSA promueve la apoptosis en células cancerosas,
retardando la progresién del cdncer (7).

El papel de la actividad HDAC en la diferenciacién
del adipocito no estd bien definido. Sin embargo, trabajos
recientes han estudiado su inhibicién en la activacién
transcripcional de los genes adipogénicos in vitro,
incluidas la proteina potenciadora de unién a CCAAT
(C/EBP), el receptor de proliferacién del peroxisoma
(PPARY), y la proteina de unién regulada por elementos
esteroides SREBP (4).

El resveratrol (3,4’,5-trans-trihydroxystilbeno) (RESV)
es un compuesto polifénolico encontrado en varias fuentes
vegetales como la uva y en una gran variedad de plantas
medicinales. Este funciona como una fitolexina que protege a
las plantas contra infecciones por hongos. En los tltimos afios
el interés en esta molécula ha aumentado, debido a que puede
tener otros efectos tales como quimioprotector en algunos
modelos de cdncer, efectos positivos sobre varios aspectos
del metabolismo prolongado el tiempo de vida de todos los
modelos de metazoos probados hasta ahora, incluidos los
pequefios mamiferos (8).

También se ha observado su participacién en la
activacién de la SIRT 1. Esta enzima es un histona
deacetilasa tipo III, que cataliza una hidrolisis simple de
acetillisina en presencia de NAD*. Los miembros de la
familia de las s juegan un papel importante en los procesos
biolégicos como la movilizacién de los dcidos grasos en los
adipocitos, secrecién de la insulina, respuesta a estrés celular,
degeneracién axonal, activador de factores de transcripcién
basal, regulador de la actividad enzimdtica, recombinacién
de rADN vy apoptosis (9). En células en cultivo se ha
mostrado que puede inhibir el ciclo celular e inducir a la

apoptosis via la ruta de sefializacién MAP quinasa o por la
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inhibicién de las proteinas involucradas en la traduccién de
éstas al igual que efectos antiinflamatorios, antioxidantes y
cardioprotectores (10,11).

Estas notables propiedades han suscitado un gran
interés hacia la identificacién de proteinas en las que
actué el RESV y que conduzcan a la identificacion de las
enzimas inhibidas y activadas por el mismo. Las evidencias
de la farmacologia de los estudios de diversos compuestos,
indican que el VPA, TSA y RESV pueden desempenar
un papel importante con accién directa o indirecta sobre
el metabolismo lipidico, actuando como inhibidores de
HDAC (VPA y TSA) y como activadores de SIRT 1

(RESV), antagonistas de PPARY.
Materiales y métodos

Cultivo celular y diferenciacion

Se utiliz6 la linea celular de fibroblastos de preadipocitos
de ratén 3T3-L1 proveniente de la coleccién ATCC.
Las células son mantenidas en medio de Dulbecco’s
modificado de Eagle’s (DMEM) con suero fetal bovino
inactivado (FBS) al 10% vy penicilina/estreptomicina
al 1%, e incubadas a 37°C y 5% de CO,. El medio es
cambiado cada dos dias y los preadipocitos son mantenidos
al 95% de confluencia

Para este trabajo se utilizaron 5 tratamientos: control
negativo, células preadipocitas 3T3-L1 sin ningin
tratamiento para inducir diferenciacién; control positivo
(Rosiglitazona) células 3T3-L1 tratadas con inductores
para promover la diferenciacién, VPA, TSA y RESV.
Para la diferenciacién de 3T3-L1, dos dias después de
que las células alcanzaron una confluencia del 100%,
se agregd un cdctel para inducir la diferenciacién que
contenia dexametasona 1pM, metil isobutil xantina 0.5
mM y Rosiglitazonaglitazona a 1 pM. Luego de 48 horas
se cambid el medio de cultivo y el coctel de diferenciacion

por sélo el medio de cultivo mds Rosiglitazona 1pM.
Posteriormente se cambié el medio DMEM cada dos
dias. El VPA 1mM, TSA 5nM y RESV 50pM fueron
diluidos en Me2SO <0.1% y adicionados el dia 8 de la
diferenciacién. Finalmente se realizaron observaciones
alos 0, 2, 4, 6, 8 y 10 dias después de la aplicacion del
cctel de diferenciacién.

Tincién rojo aceite y determinacién de TGC

Las células son tefiidas con rojo aceite y cuantificadas
como lo describen Kasturi and Joshi (12). Se realizé una
extraccién de lipidos con 5 mL de isopropanol para luego

leer la absorbancia del extracto a 510 nm.

Anadlisis estadistico
Se realizé la prueba de Andlisis de Varianza (Anova)
y las diferencias fueron consideradas estadisticamente

significativas cuando el valor de la media con error estdndar

fue de p < 0.001.

Resultados

Inhibicién de la diferenciacién del adipocito

Para determinar si el VPA, TSA y RESV podian inducir
inhibicién de la diferenciacién en células 3T3-L1, las células
fueron cultivadas con céctel de diferenciacion y tratadas
con VPA 1mM, TSA 5nM y RESV 50uM; después de
11 dias en cultivo se observé menor cantidad de TGC
(TGC) en estos tratamientos con respecto al tratamiento
con Rosiglitazona que es utilizado como control positivo,
el cual mostrd una alta acumulacién de lipidos en forma de
gotas de grasa observadas con el rojo aceite, Figura 1. Estas
observaciones nos indican la accién de estos compuestos
como agentes inhibitorios de la adipogénesis.

El proceso de diferenciacién es evidenciado por la

acumulacion de TGC en el citoplasma de las células en

ROSI
Figura 1. Inhibicién de la diterenciaciéon del adipocito. Gotas de lipidos, coloracién rojo aceite dia 11 de la diterenciacion del
adipocito, Control (control -), ROSI (control +), VPA, TSA y RESV.

CONTROL
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Figura 2. Fotografias microscopia éptica (200 X) de células en cultivo usando las mismas condiciones de A. Los resultados obtenidos
nos permiten observar el efecto inhibidor del VPA, TSA y RESV sobre las células adiposas, ya que las concentraciones de TGC dentro
de las mismas son menores con respecto a las células tratadas con rosiglitazona.

cultivo, las cuales se encuentran al 100% de confluencia.
Durante las observaciones al dia 0, 2, 4, 6, 8 y 10 después
delaaplicacién del coctel de diferenciacion, se visualizaron
las células de todos los tratamientos, excepto las células
del tratamiento control, con una morfologia bien definida
caracteristica del adipocito adulto hasta el dia 9, en donde
después de la aplicaciéon de VPA, TSA y RESV se van
reduciendo la cantidad de 4cidos grasos contenidos en el

adipocito, inhibiendo el proceso adipogénico, Figura 2.

La cuantificacién de TGC muestra que el RESV es
el tratamiento que mds se acerca al control negativo en
comparacién con VPAy TSA, yaque el RESV>CONTROL
1.3 veces, mientras que TSA>CONTROL 2.8 y
VPA>CONTROL 3.6 veces, los controles positivo y
negativo se encontraron Rosiglitazona>~CONTROL 5.6
veces; no hay diferencia significativa entre VPA>TSA 1.2,
pero si entre VPA>RESV 3.0 y TSA>RESV 2.4. Respecto
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al control positivo de la diferenciacién vemos que los tres
tratamientos presentan una reduccién de Troglicéridos,
sin embargo, el RESV sigue confirmando una mayor
actividad, como lo muestran los datos, Rosiglitazona>VPA
2.5, Rosiglitazona>TSA 2.8 y Rosiglitazona>RESV 4.7,
Figura 3.

Cuantificacién de TGC en adipocitos en cultivo.
Se confirma que el tratamiento con RESV reduce
significativamente la diferenciacién del adipocito con
respecto a VPA y TSA. Las datos estdn representados como
absorbancia a 510 nm comparados con Rosiglitazona (*p
<0.001, **# p < 0.001).

Discusion
Los cambios fenotipicos notables que ocurrieron

durante la diferenciacién de los preadipocitos 3T3-L1
tratados con VPA, TSA y RESV son medidos por la
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Figura 3. Cuantificacién de Triglicéridos en adipocitos en
cultivo. Se confirma que el tratamiento con RESV reduce
significativamente la diferenciacién del adipocito con respecto
a VPAy TSA. Las datos estdn representados como absorbancia a
510 nm comparados con ROSI (*p < 0.001, **#p < 0.001).

acumulacién de TGC, que es un pardmetro indirecto de
diferenciacién celular. Se evidenci6 una reduccién de los
depésitos de TGC citoplasmdticos, por lo que la expresién
morfolégica caracteristica del adipocito estd acompanada
de alteraciones en el metabolismo lipidico celular. La
movilizacién de TGC estd asociada a un efecto lipolitico
de los tratamientos, sin embargo no es posible afirmar tal
mecanismo de accién por lo que concluimos que reduce
la diferenciacién del adipocito.

La actividad inhibitoria de HDAC tipo I y IT del VPA
y TSA, promueve la expresién de genes por inhibicién de
HDAC debido a que interfiere y evita la eliminacién de
grupos acetil de las histonas, esta modificacién permite
que el ADN reduzca su afinidad con proteinas histonas,
iniciando el proceso de transcripcion que finalmente va a
dar origen, en la mayoria de casos, a una proteina de interés
a partir de la expresién del gen blanco. Este mecanismo
sugerirfa un aumento en la actividad de los factores de
transcripcién involucrados en el proceso adipogénico
obteniendo una mayor diferenciacién de los adipocitos.
Nuestros resultados evidenciaron el efecto contrario, por
lo que es posible que los mecanismos de accién de estos
compuestos no estén asociados a una represién directa de
genes adipogénicos, incluidos la proteina C/EBP, PPARY,
y SREBP. Por lo que es necesario dilucidar de qué modo
actdan sobre el adipocito.

Un posible mecanismo de accién del RESV,

probablemente estd involucrado con la activacién de

la Sirt 1, enzima perteneciente a la familia de histonas
deacetilasas, que al parecer reprime los genes que dirigen

la diferenciacién del adipocito y almacenamiento de dcidos

grasos, controlados por el factor de transcripcién PPARY,
mediante la asociacién de su cofactor NCoR y SMRT
evidenciado en células 3T3- L1 (11).

Dado que el VPA, TSA y RESV, tienen diversos
mecanismos de accién es dificil comprender completamente
en qué forma actdan sobre la diferenciacién del adipocito,
ya sea con accidn directa o indirecta sobre la movilizacién
de lipidos. Se demostré que el tratamiento con RESV tiene
una mayor accion sobre la reduccién de la diferenciacion
casi hasta niveles nulos de acumulacién de TGC, en
comparacién con el control negativo. El tratamiento con
VPA y TSA reducen también los niveles de TGC, pero no
son tan significativos como el RESV.

Otros estudios han demostrado que el RESV también
tiene efecto lipolitico, por lo que los resultados obtenidos en
este trabajo confirman que esta fitolexina puede ser de gran
utilidad en el tratamiento de estas patologias (13-15). Conla
implementacién de nuevas tecnologias y avances en el drea de
las biociencias, los investigadores poseemos las herramientas
necesarias para la busqueda de nuevas alternativas que
permitan dilucidar los mecanismos de prevencién y
tratamiento para intentar disminuir el incremento de la
prevalencia de obesidad observado en nuestro pais y sobre

todo sus consecuencias para el futuro. N
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