ITEA (1999), Vol. Extra 20 N.° 1

CULTIVO Y DIFERENCIACION DE PREADIPOCITOS DE CORDEROS DE LAS
RAZAS LACHA Y RAZA NAVARRA
Eguinoa P., Arana A., Soret B., Mendizabal J.A., Purroy A.
ETSIA. Universidad Publica de Navarra. Campus de Arrosadia.31006 Pamplona

INTRODUCCION

El tejido graso en los animales se desarrolla en diferentes depésitos tanto
internos (omental, mesentérico, pélvicorrenal, etc) como de la canal (subcutaneo,
intermuscular, intramuscular), proceso que se debe a dos fenémenos: la hiperplasia
(aumento del numero de adipocitos) y la hipertrofia (aumento del tamano celular)
(Ailhaud et al., 1992; Flint y Vernon, 1993). Los adipocitos no tienen capacidad de
divisién sino que proceden de células precursoras (preadipocitos) que proliferan y se
diferencian en adipocitos que almacenan lipidos en su citoplasma (Flint y Vernon,
1993).

En trabajos anteriores, Mendiz-bal et al. (1997) y Soret et al. (1998) han
encontrado la existencia de diferencias en la adiposidad entre razas y entre
depdsitos en corderos en crecimiento de las razas Lacha y Rasa Aragonesa
(actualmente Raza Navarra), constatando que la mayor cantidad de grasa de los
corderos de raza Rasa Aragonesa a los 30 dias de edad (12 kg de peso vivo) fue
debida a un mayor nimero de adipocitos, mientras que a los 90 y 120 dias (24 y 36
kg, respectivamente) al mayor tamafo de los mismos.

Con objeto de analizar el efecto de alguno de los factores que regulan la
diferenciacion de los preadipocitos ovinos, se ha utilizado en este trabajo un método
basado en el cultivo celular de preadipocitos, que posibilita la identificacion de
dichos factores, ya que esta identificacién in vivo es muy compleja. Para ello, se han
estudiado los depdsitos omental y subcutaneo de corderos de tipo lechal de las
razas Lacha y Raza Navarra, con el objeto de ayudar a esclarecer la causa de las
diferencias en la diferenciacién de los preadipocitos de distinto depésito graso.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado corderos lechales de un mes de edad de las razas Lacha y
Raza Navarra (4 animales por raza). Una vez sacrificados los animales se
recogieron muestras de grasa de forma aséptica de los depdsitos omental (epiplon
mayor) y subcutaneo (flanco de la espalda) en suero salino esteéril (0,15M NaCl,
37°C). El tejido se digerio con colagenasa para disgregar los distintos tipos celulares
que componen la fraccion estromovascular y se separaron los mismos por
centrifugacion. Las células de la fraccion estromovascular se distribuyeron en placas

de cultivo (4x10 células/mly en un medio llamado M199 que les permitia proliferar y
que contiene Earle's salts, Hepes (pH 7,3) y L-glutamina, y que fue suplementado
con acetato (2mM), antibidticos y suero fetal bovino (20% v/v). Las células se
mantuvieron en camara de cultivo a 37°C con O, : CO, (95:5 v/v). Los preadipocitos
se adhieren a la superficie de las placas durante las primeras 24 h de cultivo, tras
las cuales el medio de cultivo se cambié por medio fresco (de igual composicion).
Esta operacion se repitié cada 3 dias hasta que las células alcanzaron el estado de
confluencia, es decir, cuando toda la superficie de la placa de cultivo estuvo cubierta
por células. Cuando las células se encontraban en dicho estado, el medio de
proliferacion se reemplazé por un medio que permitia la diferenciacion celular y que
tenia como base medio DMEM-F12. Se utilizaron dos tratamientos: uno, con insulina
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(1,6 ug/ml) y triiodotironina (2 nM) ( IT; ) y el otro, conteniendo ademas un
suplemento lipidico (1%) (ITsL). La diferenciacion celular se controlé a través del
microscopio por fa aparicién de gotas de lipidos dentro de las células y mediante la
cuantificacion de la actividad de las enzimas marcadoras glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa (G3-PDH), que estima la formacion de triglicéridos (Wisse y Green,
1979), y Sintetasa de acidos Grasos (FAS), que estima la sintesis de -cidos grasos
de novo (Halestrap y Denton, 1973).

El andlisis estadistico de los datos se realizd sometiendo los resultados a un
andlisis de varianza de tres factores de variacion (tratamiento, raza y depdsito).

RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto a la identificacion de los factores que promueven la diferenciacion
de los preadipocitos, los resultados obtenidos han mostrado que los dos
tratamientos utilizados, el primero con las hormonas insulina y triiodotironina ( IT3) y
el segundo administrando ademas un suplemento lipidico ( ITsL ), promueven la
diferenciacién de las células precursoras de la fraccion estromovascular en células
adiposas, ya que ambos tratamientos favorecian la aparicién de vacuolas lipidicas
observables por andlisis microscépico. Esto ocurrié en los cultivos de los
preadipocitos de las dos razas y de los dos depositos analizados. Por otra parte, con
ambos tratamientos la actividad de las enzimas G3-PDH y FAS en las células
diferenciadas (Tabla 1) fue superior a la actividad de estas mismas enzimas
encontrada en las células no diferenciadas (9,6 nmol/placa y 4 nmol/placa para la
actividad de la G3-PDH y la FAS, respectivamente) (p<0,001). Asi mismo, en dicha
tabla se observa que existieron diferencias entre ambos tratamientos (p<0,001). Los
preadipocitos que se diferenciaron en el medio de cultivo que incluia lipidos (ITsL)
presentaron una mayor diferenciacion, cuantificada por una mayor actividad tanto de
la G3PDH como de la FAS, en ambas razas y en los dos depositos estudiados, lo
que estaria relacionado con el hecho de que el consumo de leche, con un alto
contenido en lipidos, durante la lactancia promueve el desarrollo del tejido adiposo
(Vernon, 1986).

No se han encontrado diferencias significativas entre depositos en la actividad
de las dos enzimas estudiadas (Tabla 1), a diferencia de lo observado en razas
inglesas en las que se observd una menor diferenciacién en preadipocitos
procedentes del depdsito omental que en los del depdsito subcutaneo cultivados
bajo las mismas condicicnes experimentales (Soret et al., 1999).

Finalmente, se observé un efecto significativo de la raza (p<0,05 para la
G3PDH y p<0,01 para la FAS; Tabla 1) y una interaccién significativa entre los
efectos tratamiento y raza (p=0,07 y p< 0,01; respectivamente) debido a que cuando
las condiciones del medio favorecian una mayor diferenciacion celular, es decir,
cuando el medio de cultivo se suplementaba con lipidos, la actividad enzimatica vy,
por tanto, la diferenciacion de los preadipocitos de la raza Raza Navarra fue superior
a la de la raza Lacha. Teniendo en cuenta que la raza Raza Navarra present6 una
mayor cantidad de grasa y un mayor numero de adipocitos que la raza Lacha en los
corderos de tipo lechal cuyo unico alimento consumido fue la leche de la madre, rica
en lipidos, (Soret et al., 1998), estos resultados podrian ser indicativos de que la
mayor tendencia a acumular grasa de los animales de raza Raza Navarra podria
deberse a una mayor facilidad de sus preadipocitos para diferenciarse en adipocitos
los que posteriormente sufririan una hipertrofia.
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En definitiva, en este trabajo se han conseguido establecer las condiciones
para el estudio de la diferenciacion de los preadipocitos e identificar algunos de los
factores que regulan su desarrollo, aportando un nuevo acercamiento al
conocimiento de las diferencias en el desarrollo del tejido graso en las diferentes
razas y depdsitos de los corderos.

Tabla 1.- Actividad de las enzimas Glicerol 3-P deshidrogenasa (G3PDH) y Sintetasa de Acidos
grasos (FAS) (nm/plata * error estédndar) en preadipocitos de los depdsitos omental y subcuténeo de
las razas Raza Navarra (RN) y Lacha (L) diferenciados con las distintas combinaciones de insulina) y
triiodotironina(IT3), y con suplemento lipidico(ITsL). Efecto del tipo de tratamiento (Tr) de la raza (R) y

del depdosito (D).

OMENTAL SUBCUTANEO
RN L RN L
TT R D TrxR'
G3PDH XX NS p=0,07
ITs 29,7451  202+42 18,4425 22,6 6,7
ITsL  123,4+388 48,1492  77,1+169 61,4 +252
FAS Khk  kk NS Rk
ITs 8,7 40,8 9,0 +1,1 11,1 +1,0 7,8 +0,7
ITsL 26,7465 13,5412 20,4125 11,8 +1,9

Las interacciones TrxD, RxD y TrxRxD fueron no significativas.
NS: no significativo; * p<0,05;*** p<0,001.
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