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Diferenciacion in vitro de preadipocitos de tejido adiposo
bovino

In vitro differentiation of preadipocytes from bovine adipose tissue

Adriana Gonzilez Gallardo?, Alfredo Varela-Echavarriab, Armando Shimada Miyasaka?,
Ofelia Mora Izaguirre?

RESUMEN

Con objeto de obtener subcultivos seriales de preadipocitos del tejido adiposo bovino y luego tratar de diferenciarlos a
adipocitos, se compararon dos medios de cultivo. Se obtuvieron muestras de tejido adiposo subcutaneo y de omento de
animales adultos de 3 a 4 afios de edad, y de grasa perirrenal y de omento de fetos en el tiltimo tercio de la gestacion. En
el caso de células adultas, se establecieron subcultivos; sin embargo no pudieron ser diferenciadas. Para el tejido adiposo fetal,
se establecieron subcultivos y los fibroblastos perirrenales fueron capaces de diferenciarse con el medio apropiado (DMEM/
F-12 1:1; 10 pg/ml insulina; 0.25 uM dexametasona; 10 pg/ml lipoproteinas de muy baja densidad; 100 pg/ml estreptomicina;
100 Ul/ml penicilina). Estos resultados podrian servir de base para obtener un modelo que permita estudiar los mecanismos
moleculares de diferenciacion de preadipocitos en tejido adiposo bovino.

PALABRAS CLAVE: Bovinos, Diferenciacién, Adipocitos.

ABSTRACT

To study differentiation of bovine adipose tissue preadipocytes into adipocytes in bovines, two culture media were tested.
Samples were obtained of subcutaneous and omentum fat from 3-4 yr old Holstein adults, and perirenal and omentum fat from
fetuses in their last third of gestation. Although no differentiation was observed in cells obtained from adult animals’ adipose
tissue, fetal perirenal fibroblasts differentiated into adipocytes in the following medium: DMEM/F-12 1:1; 10 pg/ml insulin;
0.25 pM dexamethasone; 10 pg/ml very low-density lipoproteins; 100 pg/ml streptomycin; and 100 IU/ml penicillin. These
results could be used to develop a model to study the molecular mechanisms of preadipocyte differentiation in bovine adipose
tissue.

KEYWORDS: Bovine, Differentiation, Adipocytes.

El tejido adiposo (TA) blanco es la mayor reserva
energética en los animales; se utiliza como
reservorio de triglicéridos en periodos durante los
cuales existe un exceso de energia y se moviliza
durante periodos de privacion de ésta(l,2). Los
adipocitos representan entre una y dos terceras
partes del tejido adiposo; el resto son preadipocitos
(precursores de las células grasas), fibroblastos y
otros tipos celulares como pericitos, células
endoteliales y sanguineas(3-4.5.0), El TA aparece

White adipose tissue constitutes animals” main
energy reserve and is used as a triglyceride reservoir
in those months with energy surplus and is
mobilized in scarcity periods(1.2). Adipocytes
constitute between one and two thirds of adipose
tissue, the remainder being preadipocytes (fat cell
precursors), fibroblasts and other cell types as
pericytes, endothelial and blood cells(3:4.5,6),
Adipose tissue materializes late in embryo
development, in humans during the second and
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tarde durante el desarrollo embrionario; en humanos
empieza a desarrollarse durante el segundo y el
tercer tercio de gestacion y la mayor proliferacion
de la poblacién de adipocitos ocurre después del
nacimiento y durante la pubertad®). El TA no puede
ser detectado macroscépicamente durante la
embriogénesis, s6lo puede ser identificado cuando
ya contiene adipocitos (células completamente
diferenciadas o terminales). Debido a que no se
han encontrado marcadores especificos que puedan
ser utilizados para identificar adipoblastos o
preadipocitos in vivo, no existe mucha informacién
sobre la ontogenia de este tejido™).

La adipogénesis ocurre como consecuencia del
recambio celular normal y debido a la necesidad
de almacenar mis grasa como consecuencia de un
aumento en el consumo de calorias, y por lo tanto
de ganancia de peso(7). El crecimiento del TA se
produce por la combinaciéon de hiperplasia e
hipertrofia; la hiperplasia ocurre por la proliferacion
de los preadipocitos y su posterior diferenciacion,
y se ve incrementada en animales jovenes. La
hiperplasia es controlada por hormonas y factores
de crecimiento, como los de crecimiento similares
a insulina de tipo I y II (IGF-I e IGF-II), las
formas 4cida y bdsica del factor de crecimiento
fibroblastico (aFGF y bFGF) y el factor de necrosis
tumoral (TNF-a), entre otros(®). Las lineas celulares
adipociticas se desarrollan a partir de una rama
celular pluripotencial de origen mesodermal, que
también dard lugar a las células musculares, 6seas
y del cartilago; sin embargo los mecanismos
mediante los cuales se regula la diferenciacién de
esta rama celular mesenquimatosa a lineas
adipociticas no se conocen en detalle(7-9). El primer
paso para la diferenciacion de las células adiposas
es el cese de la proliferacion celular, la cual se
observa en cultivo después de la inhibicién por
contacto; sin embargo en experimentos en los que
se us6 una densidad muy baja con medios libres de
suero o en suspensién en metil-celulosa,
demostraron que el contacto célula-célula no es el
inico requerimiento para que ocurra la
diferenciacién celular. En cultivo, este proceso es
inducido por la adicién de hormonas pro-
diferenciantes y por una o dos divisiones celulares
extras, lo que se conoce como expansion clonal(?).

196

third gestation period and their greater proliferation
happens after birth and in puberty®). Adipose tissue
cannot be detected macroscopically during
embryogenesis, and can be identified when
adipocytes are already present (completely
differentiated cells). Owing to the fact that no
specific markers have been identified that could be
used to identify adipoblasts or preadipocytes in
vivo, practically no information on this tissue’s
ontogenesis is available(4).

Adipogenesis is a consequence of normal cell
replacement and also of the need to store more fat
in answer to an increase in calorie intake and
therefore of live weight(7). Adipose tissue increases
through a mixture of hyperplasia and hypertrophy,
the first owing to preadipocyte proliferation and
later differentiation, and increases in young animals.
Hyperplasia is controlled by hormones and growth
factors, as those similar to type I and II insulin
(IGF-I and IGF-II), acidic and basic fibroblast
growth factors (aFGF and bFGF) and tumor necrosis
factor (TNF-o), among others(®. Adipocyte cell
lines develop from a pluripotent cell branch of
mesoderm origin which also originate cartilage,
muscle and bone cells; however, mechanism which
regulate differentiation from this mesenchymal cell
branch to adipocytes are not known in detail(7-9).
The first step for adipose cell differentiation is an
end of cell proliferation, which is seen in cultures
after inhibition by contact; however, in experiments
carried out at a very low density in serum free or
methyl-cellulose in suspension media, showed that
cell-cell contact is not the only requirement for cell
differentiation. In cultures, this process is induced
through the addition of pre-difference hormones
and by one or two extra cell division, a process
known as clonal expansion(7). This process ends
with transcription factor expression of perixosome-
proliferator activated receptor y (PPARy) and
CCAAT/ o enhancer binding protein o. (C/EBPa).
Induction of both these proteins is characterized by
the expression of the differentiated phenotype(?.
Most of the knowledge related to transcription events
which regulate adipogenesis has been developed in
cell lines as 3T3-L1.

PPARYy activity is regulated by both natural ligands
(prostaglandins, fatty acids, etc.) and pharmacologic
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Este proceso cesa con la expresion de los factores
de transcripcién de los receptores de la activacion
de la proliferaciéon de peroxisomas y (PPARYy) y
CCAAT/intensificador de la proteina de unidén o
(C/EBPa). La induccién de estas dos proteinas se
caracteriza por la expresiéon del fenotipo
diferenciado(7). La mayor parte del conocimiento
generado en cuanto a los eventos transcripcionales
que regulan la adipogénesis se han desarrollado en
lineas celulares como la 3T3-L1.

La actividad del PPARy es regulada por ligandos
naturales (prostaglandinas, dcidos grasos, etc.) y
farmacolégicos (como las tiazolidinedionas, TZD).
La naturaleza de sus ligandos, junto con su
capacidad para modificar la actividad transcripcional
de mualtiples genes relevantes en la homeostasis
celular de lipidos, permite plantear que los
receptores nucleares heterodiméricos son los
reguladores fisioldgicos del metabolismo lipidico.
Los receptores nucleares heterodiméricos (clase IT)
son aquéllos que se unen al DNA con el receptor
del 4cido 9-cis retindico (RXR), y dentro de ellos
se encuentran los PPARs, el receptor tiroideo (TR),
receptor de 4cido retindico (RAR) y algunos
receptores huérfanos(?).

En el caso de bovinos, Ohyama et al(10) estimularon
con TZD a preadipocitos primarios encontrando
que este agente favorece la proliferacion y conversion
adipocitica de estas células. Pero para que este
efecto adipogénico sea observado, se requiere de
mas de tres dias de exposicién a las TZD en
preadipocitos primarios de bovino, que contrasta
con los preadipocitos 3T3-L1 que requieren un
menor tiempo (24 a 48 h) para que se active la
expresion de PPARy(1D).

Los reportes acerca de la proliferacién de los
preadipocitos de bovino son escasos y controversiales
ya que se debe tener en cuenta que las condiciones
particulares en que estas células son cultivadas
pueden determinar su tasa de proliferacion y la
subsiguiente conversion adiposa. Los factores que
afectan la capacidad de proliferaciéon de este tipo
de células de acuerdo al sitio y edad del animal
aun no han sido establecidos, pero algunos reportes
indican que puede ser atribuida a la sensibilidad a
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ligands (thiazolidinedione, TZD). The nature of its
ligands jointly with their capacity to modify
transcriptional capacity of multiple relevant genes
in lipid cell homeostasis, allows presuming that
heterodimeric nucleic receptors are the physiological
regulators of lipid metabolism. Heterodimeric
nucleic receptors (class II) are those that join DNA
to 9-cis retinoic acid’s (RXR) receptor and inside
them PPARy, thyroid receptor (TR) and retinoic
acid receptor (RAR) can be found as well as some
orphan receptors(7).

In the case of bovines, Ohyana et al(10) stimulated
through TZD primary preadipocytes, finding that
this agent favors their proliferation and adipocyte
conversion. But, to observe this effect, bovine
primary preadipocytes should be exposed to TZD
for more than 3 d, in contrast to 3T3-L1
preadipocytes which require less exposure time (24
to 48 h) for activation of PPARYy expression(11).

Reports on bovine preadipocyte proliferation are
very few and controversial because the particular
conditions in which these cells are grown could
determine the proliferation rate and its subsequent
adipose conversion. Factors which affect
proliferation capacity of these cells in accordance
with location and age of animals have not been
determined, but some reports indicate that it could
be attributed to sensibility to hormones, paracrine
factors and to the capacity to assimilate diverse
substrates.

The present study was carried out with the objective
of obtaining serial subcultures of bovine adipose
tissue fibroblasts and afterwards differentiating them
into adipocytes.

Two types of samples were taken: 1) subcutaneous
and omentum adipose tissue from 3 to 4 yr old
Holstein adults; 2) perirenal and omentum of six
Holstein fetuses in the last third of their gestation.
All samples were obtained immediately after
sacrifice in Querétaro’s municipal slaughterhouse.

Samples were kept in a basal medium (Dubelcco
modified by Eagle, DMEM) (InvitrogenT™,
Carlsbad, CA, USA) added with penicillin, 100
IU/ml (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) and
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hormonas, factores paracrinos y a la capacidad de
asimilar los diferentes sustratos del medio.

El presente trabajo se realizd con el objetivo de
obtener subcultivos seriales de fibroblastos del tejido
adiposo bovino y luego tratar de diferenciarlos a
adipocitos.

Se tomaron dos tipos de muestras: 1) tejido adiposo
subcutdneo y del omento de cinco animales adultos
Holstein de 3 a 4 afios de edad; 2) tejido adiposo
peri renal y del omento de seis fetos Holstein en
el ultimo tercio de gestaciéon. Todas las muestras
fueron obtenidas inmediatamente después del
sacrificio en el rastro municipal de la ciudad de
Querétaro.

Las muestras fueron mantenidas en un medio basal
(Medio de Dubelcco modificado por Eagle, DMEM)
(Invitrogen™, Calsbad, CA) adicionado con 100 UI/
ml de penicilina (Invitrogen™ Calsbad, CA) y 100
mg/ml de estreptomicina (Invitrogen™ Calsbad, CA)
a temperatura de refrigeracion (4 °C). Una vez en
el laboratorio y en condiciones de esterilidad, el
tejido adiposo se secciond en piezas pequeiias (2 a
5 mm aproximadamente) y se lavé cuatro veces
con PBS y antibidticos (estreptomicina 100 pg/ml
y penicilina 100 Ul/ml).

El tejido adiposo (3 + 0.1 g) se disgreg6 utilizando
1 ml de una solucién de digestiéon por cada 0.5 g
de muestra (DMEM conteniendo 20 mM HEPES
pH 7.4 (Mallincrodt Baker, Inc. Philliburg, NJ), 2
mg/ml de colagenasa tipo (Sigma® St. Louis, MO)
y 4 mg/ml de albimina sérica bovina (Sigma® St.
Louis, MO)(12). La digestion se realizé durante 60
min a 37 °C en agitacién. Al término de la
digestion, ésta se filtrd a través de gasas estériles
para eliminar el tejido no digerido. La suspension
obtenida se centrifugd 5 min a 11,000 rpm, a
temperatura ambiente.

La pastilla celular se resuspendié en medio basal
[DMEM conteniendo 4 uM de biotina (Sigma® St.
Louis, MO), 200 uM de icido ascorbico (Sigma®
St. Louis, MO.), 100 Ul/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina y 10% de suero fetal bovino
(Invitrogen™ Calsbad, CA.)]; se sembraron en cajas
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streptomycin, 100 pg/ml (InvitrogenTM, Carlsbad,
CA, USA) at 4 °C. Once in the laboratory and in
sterile conditions, the adipose tissue was cut in
small pieces (2 to 5 mm approximately) and washed
four times with PBS and antibiotics (penicillin, 100
IU/ml and streptomycin, 100 pg/ml).

Adipose tissue (3 + 0.1 g) was disintegrated using
1 ml digestion solution for each 0.5 g of sample
(DMEM containing 20 mM HEPES pH 7.4
(Mallincrodt Baker Inc., Philliburg, NJ, USA); 2
mg/ml collagenase (Sigma®, St. Louis, MO, USA)
and 4 mg/ml bovine seralbumin (BSA) (Sigma®,
St. Louis, MO, USA)(12). Digestion was carried
out for 60 min at 37 °C stirring. At digestion’s
end, the resulting solution was filtered through
sterile gauze to eliminate non digested tissue. The
resulting suspension was centrifuged at 11,000 RPM
at room temperature.

The cell tablet was re-suspended in a basal medium
(DMEM containing biotin 4 uM (Sigma®, St. Louis,
MO, USA), 200 uM ascorbic acid, 100 IU/ml
penicillin, 100 pg/ml streptomycin and 10% bovine
fetal serum (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA),
inoculated in 100 mm diameter culture dishes and
incubated at 37 °C in a 5% CO, atmosphere. Cells
were maintained in this condition up to pre-
confluence and later sub-cultured. Cells were
unstuck with trypsin 0.1% (Sigma®, St. Louis,
MO, USA) and later counted in a Neubauer chamber
to rate cell yield. Cells were sub-cultured always at
the same density (1x103 cells in each culture dish).

In an experiment carried out simultaneously,
differentiation capacity of the obtained populations
was assessed. To this end 24 well cell culture plates
were inoculated 2*104 cells/well. When cultures
reached pre-confluence (48 h), cells were treated
with two culture media with different differentiation
promoters: 1) Differentiation Medium 1: DMEM
20% bovine fetal serum, 100 nM dexamethasone
(Sigma®, St. Louis, MO, USA), 50 uM
indomethacin (Sigma®, St. Louis, MO, USA), 2
mM glutamine (Sigma®, St. Louis, MO, USA),
100 TU/ml penicillin and 100 ug/ml streptomycin
sulphate(13); 2) Differentiation Medium 2: DMEM/
F-12 1:1 (InvitrogenT™™, Carlsbad, CA, USA), 10
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de cultivo de 100 mm de didmetro y se incubaron
a 37 °C en una atmosfera de 5% de CO,. Las
células se mantuvieron en las mismas condiciones
hasta que alcanzaron la preconfluencia, y
posteriormente fueron sub-cultivados. Las células
se despegaron con tripsina 0.1% (Sigma® St. Louis,
MO) y se contaron en una cimara de Neubauer
para conocer el rendimiento celular. Las células se
sub-cultivaron siempre a la misma densidad (1x103
células en caja de cultivo de 100 mm de didmetro).

En un experimento paralelo se evalu la capacidad
de diferenciacion de las poblaciones obtenidas, y para
ello se sembraron placas de 24 pozos con 2x10%
célula/pozo. Cuando los cultivos alcanzaban
preconfluencia (48 h) las células fueron tratadas con
dos medios de cultivo con diferentes promotores de
diferenciacion: 1) medio de diferenciacién 1: DMEM,
20% de suero fetal bovino, 100 nM dexametasona
(Sigma® St. Louis, MO), 50 uM indometacina (Sigma®
St. Louis, MO), 2 mM glutamina (Sigma® St. Louis,
MO), 100 UI/ml penicilina y 100 pg/ml sulfato de
estreptomicina(13); 2) medio de diferenciacién 2:
DMEM/F-12 1:1 (Invitrogen™ Calsbad, CA), 10 ug/
ml de insulina (Sigma® St. Louis, MO), 0.25 uM de
dexametasona y 10 pg/ml de lipoproteinas de muy
baja densidad (Sigma® St. Louis, MO), estreptomicina
100 pg/ml y 100 u/ml de penicilina(12).

Los cultivos fueron mantenidos en estas condiciones
al menos ocho dias, haciéndoles cambio de medio
cada tercer dia, y con un microscopio de contraste
de fases, se observd la presencia de gotas de grasa
en el citoplasma celular.

Para determinar la expresion de PPARy al término
de la diferenciacién, se extrajo el RNA total de las
células usando el kit Rneasy (Qiagen® Austin, TX).
Se realiz6 una transcripcion reversa (RT) usando
un oligo especifico, siguiendo el protocolo de Super
Script II (Invitrogen™ Calsbad, CA). Para el PCR
se utilizaron: 3 ul ¢cDNA, 1 mM MgCl, 0.2 mM
dNTP’s, 0.2 mM de cada oligonucleétido, y 5 U
Taq DNA polimerasa (Invitrogen™ Calsbad, CA).
El programa del termociclador fue el siguiente:
desnaturalizaciéon 94 °C por 45 seg, alineacioén 55
°C por 30 seg y extensién 72 °C por 1 min 30
ciclos. Los oligonucleétidos utilizados fueron los
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pg/ml insulin (Sigma®, St. Louis, MO, USA), 0.25
uM dexamethasone, 10 ug/ml very low density
lipoprotein (Sigma®, St. Louis, MO, USA), 100
pg/ml streptomycin and 100 IU/ml penicillin(12),

Cultures were kept in these conditions for 8 d at
least, changing media every other day and fat
droplets in cell cytoplasm were looked for with a
phase contrast microscope.

To determine PPARy expression at the end of
differentiation, RNA was extracted from cells by
means of Rneasy kit (Qiagen®, Austin, TX, USA).
A reverse transcription (RT) was performed using
a specific oligo, in accordance with SuperScript II
Protocol (InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA). For
PCR the following were used: 3 ul cDNA, 1 mM
MgCl, 0.2 mM dNTP’s 0.2 mM of each
oligonucleotide and 5 U Taq DNA polymerase
(InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA). The
thermocycler program was as follows:
denaturalization at 94 °C for 45 sec, alignment at
55 °C for 30 sec and extension at 72 °C for 1 min,
30 cycles. The oligonucleotides used were those
reported by Wu et al(12) which give rise to an 511
bp amplification. The oligonucleotide sequence was
as follows: 5’-GAC TTG AAC GAC CAA GTA
ACT C-3’ (nucleotide 1,200-1,221) and 5’-CTC TGC
TAA TAC AAG TCC TTG TAG-3’ (nucleotide
1,711-1,688) of the PPARYy gene (Genbank access
No. Y12419).

At the end of the differentiation process after 13 d,
cultures were fixed and dyed in a in an Oil Red O
saturated solution (Sigma®, St. Louis, MO, USA),
which specifically bonds to triglycerides. To quantify
adipocyte conversion 1 ml of isopropyl alcohol
(Mallincrodt Caker Inc., Philliburg, NJ, USA) was
added to each well. Solubilized dye absorptivity
was determined though spectrosphotometry at 510
nm. Lipid accumulation is proportional to
absorptivity levels obtained in Oil Red O
extraction(14).

As one more differentiation indicator G3PDH
activity was determined through spectrosphotometry,
which quantifies NADH disappearance during
DHAP reduction catalyzed by G3PDH in accordance
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reportados por Wu et al(12) que dan origen a un
amplificado de 511 pares de bases. La secuencia de
los oligonucledtidos fue la siguiente: 5°-GAC TTG
AAC GAC CAA GTA ACT C-3’ (nucledtido 1,200-
1,221) y 5-CTC TGC TAA TAC AAG TCC TTG
TAG-3’ (nucleétido 1,711-1,688) del gen de PPARy
(No. de acceso Genbank Y12419).

Al término de la diferenciacion celular a los 13
dias, los cultivos fueron fijados y tefiidos en una
solucién saturada de rojo oleoso O (Sigma® St. Louis,
MO), el cual se une especificamente a triglicéridos.
Para cuantificar la conversion adipocitica se agregd 1
ml de alcohol isopropilico (Mallincrodt Baker, Inc.
Philliburg, NJ) a cada pozo; al colorante solubilizado
se le determind su absorbancia espectrofotométri-
camente a 510 nm. La acumulacién lipidica es
proporcional a los niveles de absorbancia obtenidos
de la extraccion del rojo oleoso O(14).

Como un indicador mis de diferenciacién se
determind la actividad G3PDH por un método
espectrofotométrico, el cual cuantifica la
desaparicion de NADH durante la reduccion de
DHAP catalizada por G3PDH de acuerdo a Wise
y Green(15) modificada por Castro-Mufiozledo et
al(16) Para medir la actividad enzimética, un mililitro
de la mezcla de reaccién conteniendo 100 mM de
trietanolamina/HCI pH 7.5 (Sigma® St. Louis, MO),
2.5 mM de EDTA (Mallincrodt Baker, Inc.
Philliburg, NJ.), 0.12 mM de NADH (Sigma® St.
Louis, MO), 0.2 mM de DHAP (Sigma® St. Louis,
MO), 0.1 mM de b-mercaptoetanol (BioRad,
Hercules, CA) y 5 mg de proteina del extracto
citosolico de células con 13 dias de tratamiento
con medio de diferenciacion. La mezcla de reacciéon
fue atemperada a 37 °C por 2 min antes de adicionar
el sustrato (DHAP). El cambio en la absorbancia
fue registrado a 340 nm (espectrofotémetro Hewlett
Packard 8453) a los 5 min a partir de que se
adicioné el sustrato. La actividad enzimitica se
expres6é en nM de NADH oxidado/mg de proteina/
min (nM NADH/mg de proteina/min).

Se realiz6 un andlisis de regresion para establecer
el modelo al que mejor se ajustara la proliferacion
celular en los diferentes tipos de tejidos y determinar
su comportamiento.
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with the Wise and Green(15) modified by Castro-
Muiiozledo e al(16) method. To rate enzyme activity,
one milliliter of reaction mixture containing 100mM
triethanolamine hydrochloride pH 7.5 (Sigma®, St.
Louis, MO, USA), 2.5 mM EDTA (Mallincrodt
Baker Inc., Philliburg, NJ, USA), 0.12 mM NADH
(Sigma®, St. Louis, MO, USA), 0.2 mM DHAP
(Sigma®, St. Louis, MO, USA), 0.1 mM i-
mercaptoethanol (BioRad, Hercules, CA, USA) and
5 ml of cytosolic extract of cells after a 13 d
treatment with differentiation medium. The reaction
mixture was tempered at 37 °C for 2 min before
the substrate (DHAP) was added. Absorptivity
change was recorded at 340 nm in a Hewlett-Packard
8453 spectrophotometer 5 min after substrate
addition. Enzyme activity was expressed in oxidized
NADH nM/mg of protein/min (nM NADH/mg
protein/min).

A regression analysis was carried out to establish
which model adjusted better to cell proliferation in
different types of tissue and to determine their
performance. Oil Red O results were analyzed through
SAS general model linear procedure(17). Means were
compared through minimum quadratic differences.

A preadipocyte serial subculture of all tissue samples
was carried out. Cell proliferation previous to
differentiation induction for each tissue can be seen
in Figure 1A. No differences were observed in
proliferation rates in different cultures. Equations
obtained were as follows: y=-0.12+18.35x-0.73x2
(r2=0.99, P<0.01); y=-26.03+24.69x-1.40x2
(r2=0.98, P<0.01); y=-17.66+22.49x-0.95x2
(r2=0.93, P<0.01); y y=-59.84+39.27x-2.63x2
(r2=0.97, P<0.01), for adult subcutaneous AT,
adult omentum, fetus perirenal and fetus omentum,
respectively. At this cultures’ stage, cell show
fibroblast look (Figures 1B, 1C). Neither obvious
morphologic differences between cultures were
observed or were lipid droplets detected. Before
confluence was reached, the corresponding
differentiation medium was added to each culture.

Adipocyte differentiation was observed only in fetus
perirenal tissue at approximately d 13 and only in
differentiation medium 2 (Figure 1D), presenting
profuse lipid droplets in differentiated cells.
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Los resultados del rojo oleoso O fueron analizados
mediante el procedimiento de modelos lineales
generales del SAS(17). Las medias fueron
comparadas mediante diferencias minimas
cuadraticas.

Se establecio el subcultivo serial de preadipocitos
de todas las muestras de tejido adiposo obtenidas.
En la Figura 1A se observan las curvas de la
proliferacion celular para cada uno de los tejidos,
previo a la induccién de la diferenciacién. No hubo
diferencias en las tasas de proliferacion de los
diferentes cultivos. Las ecuaciones obtenidas fueron:
y=-0.12+18.35x-0.73x2 (r2=0.99, P<0.01); y=
-26.03+24.69x-1.40x2 (r2=0.98, P<0.01); y=
-17.66+22.49x-0.95x2 (r2=0.93, P<0.01); y y=
-59.84+39.27x-2.63x2 (12=0.97, P<0.01); para
los TA subcutidneo de adulto, de omento de adulto,
peri renal de feto, y de omento de feto,
respectivamente. En este estado de los cultivos, las
células muestran apariencia de fibroblasto (Figuras
1B, 1C). No se observaron diferencias morfoldgicas
obvias entre ninguno de los cultivos y no se
detectaron gotas lipidicas. Antes de alcanzar la
confluencia, se les agreg6 a cada uno de los cultivos
el medio de diferenciacion correspondiente.

Unicamente en el cultivo de tejido perirrenal fetal,
la diferenciacion adipocitica fue observada a los 13
dias aproximadamente, y s6lo cuando se usé el
medio de diferenciacién 2 (Figura 1D), presentando
abundantes gotas lipidicas en las células
diferenciadas.

En estos cultivos, el grado de incorporaciéon de
rojo oleoso por pozo en unidades de absorbancia
(510 nm) fue 0.115, 0.169 y 0.206 para los cultivos
con medio basal, medio de diferenciacién 1 y 2,
respectivamente. El mayor valor de absorbancia
corresponde a ambos medios de diferenciacion
(P<0.01, n=6). Es decir, aunque morfoldgicamente
s6lo se vio diferenciacién con el medio de
diferenciacién 2, aparentemente con los resultados
de rojo oleoso el medio de diferenciaciéon 1 también
promovié el acimulo de grasa. Aunque, tal vez en
menor tamafio y las gotas de grasa no pudieron ser
observadas por microscopia. Estos resultados muestran
que aun cuando en el medio de diferenciaciéon no
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Figura 1. Establecimiento de subcultivos seriales de
fibroblastos de tejido adiposo fetal bovino y su
diferenciacion in vitro

Figure 1. Establishment of serial fibroblast subcultures
of fetus bovine adipose tissue and their in vitro
differentiation
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B. Phase contrast microphotograph showing confluent
preadipocytes in DMEM medium.

C. Phase contrast microphotograph showing confluent
preadipocytes in Differentiation Medium 1. Bar = 100
pm.

D. Phase contrast microphotograph showing adipocytes
in Differentiation Medium 1. Bar = 100 pum.

E. Agarose 1 % gel in which cDNA de PPARYy obtained
from fibroblasts of fetus adipose tissue is seen. From
lanes 1 to 6 PCR of omentum fibroblasts are shown and
from lanes 7 to 12 PCR of differentiated fibroblasts from
perirenal adipose tissue are shown.
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exista la presencia de lipidos, los preadipocitos de
tejido adiposo bovino son capaces de diferenciarse.
No obstante esta diferenciaciéon es menor que cuando
en el medio de cultivo se adicionan lipoproteinas.
Los procesos para la diferenciaciéon de adipocitos
se han estudiado principalmente en la linea celular
inmortalizada 3T3, obtenida de embrién de raton
suizo; sin embargo éstas no reflejan necesariamente
dicho proceso en todas las especies, por ello la
induccién de la conversion adiposa depende del
modelo de cultivo celular a utilizarse, y dentro de
esto, la sensibilidad a los agentes inductores de la
diferenciacién pueden variar entre preadipocitos de
linea celular y preadipocitos primarios y entre
especies utilizadas.

En conjunto, el estindar de medio de cultivo
adipogénico a usar estard enriquecido con suero,
insulina, dexamentasona e isobutilmetixantina, sin
embargo el uso de cada uno de ellos depende de
la especie. La hormona del crecimiento también ha
mostrado efectos in vitro sobre la proliferacion y
diferenciaciéon de preadipocitos que al parecer no
concuerdan con establecido en sistemas in vivo. Como
ya se menciond las TZD se han usado para estimular
la diferenciacion de preadipocitos de diferentes modelos
celulares, incluidos los bovinos. Es decir, no existe
un “medio de cultivo” universal para diferenciar
adipocitos, por lo que el establecimiento de un modelo
adecuado permitird realizar mis estudios sobre la
fisiologia de este proceso en cada especie. Asimismo,
estos resultados indican que diferentes sitios de tejido
adiposo de diferentes edades tienen diferentes
capacidades adipogénicas, al menos en las
condiciones in vitro de nuestro estudio.

La diferenciacién de los preadipocitos de bovino
ha sido exitosa para diferentes tipos de depositos;
sin embargo los resultados no son concluyentes.
Wu et al(12) reportaron diferentes respuestas
dependiendo del depdsito de grasa. Por ejemplo,
los preadipocitos del tejido adiposo subcutineo de
bovinos responden mejor a la estimulacién con
triglicérdos que los del omento. Sin embargo cuando
se estimul6 con indometacina (un ligando de
PPARy), la diferenciaciéon fue mayor para los
preadipocitos del omento. En ratas los preadipocitos
peri renales poseen mayor capacidad de diferenciacion
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In these cultures, the incorporation rate of Oil Red
O by well in absorptivity units (510 nm) was 0.115,
0.169 and 0.206 for cultures in basal, differentiation
1 and differentiation 2 media, respectively. The
higher absorptivity value belongs to both
differentiation media (P<0.01, n=6). That is to
say, that while morphological differentiation was
seen in medium 2, apparently through Oil Red O
results, medium 1 promoted fat accumulation,
perhaps in smaller size and fat droplets could not
be seen through the microscope. These results show
that even though lipids are not present in
differentiation media, preadipocytes of bovine
adipose tissue can differentiate. Nevertheless, this
differentiation is smaller than when lipoproteins
are added to culture media. Adipocyte differentiation
processes have been studied primarily in 3T3
immortalized cell line, obtained from Swiss rat
embryos; however, these do not necessarily reflect
what happens in other species, therefore adipose
conversion induction depends on the cell culture
model used, and inside this, sensitivity to
differentiation induction agents can vary between
cell line adipocytes and primary adipocytes and
between species.

Overall, the adipogenic culture medium standard to
be used shall be enriched with serum, insulin,
dexamethasone and isobutylmetaxanthine. However,
use of each of these components depends on the
specie being studied. Growth hormone has also shown
effects in vitro son preadipocyte proliferation and
differentiation which seem not to concur with in vivo
systems. As already mentioned, TZDs have been used
to stimulate preadipocyte differentiation in different
cell models, bovines included. That is to say that no
universal “culture medium” exists to differentiate
adipocytes, and due to this, establishing an adequate
model will allow to perform more studies on the
physiology of this process in different species. Besides,
these results indicate that different adipose tissue sites
and ages show different adipogenic capacity, at least
in the in vitro conditions of the present study.

Bovine preadipocyte differentiation has been
successful in different deposit types, however, results
are not conclusive. Wu et al12) report different
responses depending on fat deposits. For example,
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que otros dep6sitos(1®), lo que sugiere que estas células
tienen un potencial intrinseco de diferenciacion, tal
como se observd en nuestro estudio.

En humanos y borregos los preadipocitos
subcutdneos que se diferencian tienen mayor
actividad de la GPDH que los del omento(18). En
este estudio no se obtuvieron diferencias para la
actividad de la GPDH entre los medios de cultivo,
siendo la media de actividad obtenida de 270 nM
de NADH/mg de proteina/min (EEM =28.53); esta
situacion fue similar a la reportada por Moncada®®)
para cultivos primarios de adipocitos de pollo, en
donde lo que se midié fue el efecto de suero fetal
bovino o suero de pollo sobre la diferenciacion
adipocitica, y no observd diferencias entre
tratamientos, lo que se puede atribuir a los diferentes
tipos de poblaciones celulares que existen en un
cultivo primario (fibroblastos y adipocitos con
diferentes niveles de diferenciacién), lo que no
ocurre en lineas celulares en donde se alcanza
practicamente diferenciar al 100 % de las células.

Respecto a la expresion de PPARYy, esta fue positiva
s6lo para los cultivos de tejido adiposo peri renal
de feto para el medio de diferenciacion 2, tal como
se muestra en la Figura 1E, donde se observa una
banda de 511 pares de bases, lo que es similar a lo
ya reportado(10), siendo PPARY el mejor indicador
de diferenciaciéon adiposa. Se observan las bandas
correspondientes a los seis animales de estudio.

En conclusién, las células del tejido adiposo peri
renal fetal bovino son capaces de diferenciarse en
adipocitos maduros in vitro (en cultivo) mediante
la adicién de insulina, dexametasona y lipoproteinas
de muy baja densidad. Este sistema de cultivo podra
ser usado como herramienta para estudiar los
mecanismos moleculares de la diferenciacion
adipocitica en esta especie.
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subcutaneous adipose tissue preadipocytes show a
better response to triglycerides than those of the
omentum. However, when stimulated with
indomethacin (a PPARYy ligand), differentiation was
greater in omentum preadipocytes. In rats, perirenal
adipocytes show greater differentiation capacity than
other deposits(18), which suggests that these cells
have intrinsic differentiation potential, as shown in
the present study.

In humans and sheep, subcutaneous adipocytes
which differentiate show more GPDH activity than
those of omentum(18). In the present study no
differences in GPDH activity between media was
observed, being the observed activity average 270
nM NADH/mg of protein/min (SE=28.53); this is
similar to what is reported by Moncada®®) for
chicken adipocyte primary cultures, where effects
of bovine fetus serum and chicken serum on
adipocyte differentiation were studied. No
differentiation between treatments was observed,
which can be attributed to different types of cell
populations present in primary cultures (fibroblasts
and adipocytes in diverse differentiation stages),
something that does not happen in cell lines in
which differentiation reaches almost 100 % of cells.

With reference to PPARY expression, it was positive
only for fetus perirenal adipose tissue in Differen-
tiation Medium 2, as shown in Figure 1E, in which
a 511 bp band is observed, similar to what is
reported in another paper(19), being PPARg the
best indicator for adipose differentiation. The bands
corresponding to the six animals studied are shown.

In conclusion, bovine fetus perirenal adipose tissue
cells are capable of differentiating in mature
adipocytes in vitro through addition of insulin,
dexamethasone and very low density lipoproteins.
This culture system could be used to study molecular
mechanisms of adipocyte differentiation in bovines.
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