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Resumen

El interés por estudiar el tejido adiposo deriva de su importante papel en el
metabolismo energético, su funcién como regulador hormonal y su relacion con
enfermedades como la obesidad y diabetes. Es de utilidad saber qué compuestos
pueden modificar los mecanismos que rigen las funciones del tejido adiposo como
regulador hormonal, metabdlico, de almacenamiento energético y ayudar a resolver
los padecimientos debido a variantes en esos mecanismos. Algunos de esos
compuestos pueden tener diferentes origenes, desde compuestos sintéticos hasta
productos naturales a los que el conocimiento popular atribuye propiedades
terapéuticas pero cuyos mecanismos de accion se desconocen. Los diterpenos son
metabolitos secundarios a los que estudiandolos se les han descrito diferentes
actividades biolégicas como el efecto insecticida y contra enfermedades que tiene
lugar de forma natural en la planta que los sintetiza, ademas de otros efectos
farmacoldgicos de interés como antiulcerigenos, antiinflamatorios, antibacteriales,
entre otras, asi como efectos sobre la diferenciacion adiposa. En este trabajo
evaluamos el efecto de los diterpenos epi-polistaquina G (SPO2), polistaquina B
(SPOB) vy linerolactona (SPOL) extraidos de Salvia polystachya sobre la
diferenciacién adiposa de preadipocitos muridos 3T3-F442A. Nuestros resultados
muestran que concentraciones menores de 80 uM de estos diterpenos no
comprometen negativamente la proliferacion celular y muestran un efecto en la
disminucién de la acumulacion lipidica asi como una disminucidn en la expresion de

factores de transcripcion clave en la sintesis lipidica como PPARy y C/EBPa.



Palabras clave: Diterpenos, Adipogénesis, Tejido Adiposo, Actividad Biologica.
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Abstract

The interest in studying adipose tissue derives from its important role in energy
metabolism, its function as a hormonal regulator and its relationship with diseases
such as obesity and diabetes. It is useful to know which compounds can modify
these mechanisms and help resolve the ailings due changes in these mechanisms.
Some of these compounds may have different origins, from synthetic compounds to
natural products to which popular knowledge attributes therapeutic properties but
whose action mechanism are unknown. Diterpenes are secondary metabolites in
which different biological activities have been described such as the insecticidal
effect and against diseases that occur naturally in the plant that synthesizes them,
in addition to other pharmacological effects of interest such as antiulcerogenic, anti-
inflammatory, antibacterial, among others, as well as effects on adipose
differentiation. In this work we evaluate the effect of three diterpenes extracted from
Salvia polystachya on the adipose differentiation of murine preadipocytes 3T3-
F442A. Our results show that concentrations less than 80 uM of these diterpenes do
not negatively compromise cell proliferation and show an effect on the decrease in
lipid accumulation as well as a decrease in the expression of key transcription factors

in lipid synthesis such as PPARy and C/EBPa.

Key words: Diterpenes, Adipogénesis, Adipose Tissue, Biological Activity.
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Introduccion

La adipogénesis es el proceso en el cual células fibroblasticas se
diferencian en adipocitos que conforman el tejido adiposo y que llevan a cabo
principalmente la funcion de almacén de energia y realizan otras como secrecién
hormonal, homeostasis energética y termorregulacion. El tejido adiposo es
dinamico y responde tanto a sefiales homeostaticas como a sefiales externas y es
capaz de expandirse hasta 15 veces su tamafio original [1]. El crecimiento del
tejido adiposo involucra el aumento de tamafio de las células adiposas y la
formacion de nuevos adipocitos a partir de células precursoras no diferenciadas,
los preadipocitos. Estos son células fibroblasticas que al someterse a
determinados factores presentes en la sangre se inducen su compromiso hacia la
conversion adiposa [2]. El tejido adiposo de mamiferos se puede clasificar, de
manera general, en dos tipos: tejido adiposo café y tejido adiposo blanco, los
cuales realizan diferentes funciones [3]. La funcion principal del tejido adiposo café
es producir calor y mantener la temperatura corporal, a partir de la oxidacion de la
grasa almacenada. En tanto, el tejido adiposo blanco almacena el exceso de
energia en forma de triglicéridos con la finalidad de utilizarlos en periodos de
privacion cal6rica [4].

El almacenamiento y consumo de la energia requiere de la lipogénesis y del
uso de triglicéridos a través del proceso de lipdlisis. Ademas, el tejido adiposo
blanco también tiene funciones enddcrinas que contribuyen a la regulacion de la
homeostasis energética a través de la secrecion de varias hormonas derivadas de

tejido adiposo o adipocinas. El adipocito realiza la mayoria de las funciones del
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tejido adiposo blanco como el transporte de lipidos y glucosa, movilizacion y
sintesis de acidos grasos, regulacion de la sensibilidad a la insulina y funciones
enddcrinas. Estas células provienen de preadipocitos no diferenciados que llevan
a cabo el proceso de diferenciacidén terminal principalmente a través de un proceso
complejo llevado a cabo por una cascada transcripcional que involucra al receptor
nuclear gama activado por inductores de la proliferacion de peroxisomas
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor gama; PPAR-y) y por miembros de la
familia de proteinas de union a enhancer CCAAT (CCAAT/Enhancer Binding
Protein; C/EBP) [5]. La diferenciacion adiposa es inducida por diversos estimulos
hormonales como los glucocorticoides, adenosin monofosfato ciclico (CAMP) y la
insulina. En esta induccion esta involucrada una cascada secuencial
transcripcional que comienza con una elevada expresion transitoria de C/EBPB y
C/EBP9, que a su vez promueven la expresion de los factores de transcripcion
C/EBPa y PPAR-y involucrados en la diferenciacion adiposa terminal. Estos dos
ultimos factores cooperan para inducir la diferenciacion terminal aumentando la
expresion de genes relacionados con el desarrollo de funciones adiposas como lo
son el transportador de glucosa (GLUT 4), transportadores de acidos grasos aP2,
receptores de insulina y enzimas involucradas en la sintesis de triglicéridos (e.g.,
acidos grasos sintasa [FAS]) y con la lipdlisis (e.g., hormona sensible a lipasa
[HSL]) [6]. Mediante la evaluacion de ganancia y pérdida de funcion tanto en
estudios in vivo como in vitro se ha establecido que los factores de transcripcion
PPAR-y y C/EBP son los reguladores maestros de la diferenciacion adiposa.
PPAR-y desempefia un papel principal en el control de la adipogénesis y se ha

mostrado que es necesario y suficiente en el desarrollo de la diferenciacion
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adiposa. Se ha visto que forzando la expresiéon de PPAR-y en células
fibroblasticas no adipogénicas se induce la diferenciacion adiposa [7]. Asi como el
hecho inverso, la pérdida de funcion de PPAR-y reduce o elimina la adipogénesis
in vivo e in vitro [8] y también influye en mantener el estado diferenciado de las
células adiposas ya que una disminucion en la expresion de PPAR-y induce una
desdiferenciacion que se refleja en la disminucién de la expresidn de marcadores
moleculares de adipogénesis [9].

Aparentemente C/EBP controla la expresion PPAR-y. La expresion
transitoria de C/EBP-3 y C/EBP-0 durante etapas iniciales de la conversion
adiposa muestra que promueven la expresion de C/EBP-a y PPAR-y [5]. Forzar la
expresion de C/EBP-f promueve la diferenciacién adiposa incluso en ausencia de
inductores hormonales que normalmente son requeridos para la diferenciacion.
Aunque se sabe que la expresion de C/EBP y C/EBP aparece mas temprano
que la expresion de PPAR-y durante el proceso de diferenciacién, parece que
estos dos factores no son absolutamente necesarios para el desarrollo del tejido
adiposo blanco ya que se ha visto que ratones deficientes del gen Cebpb, aunque
tienen una reduccion apreciable de tejido adiposo blanco, células embrionarias
mesenquimales derivadas de estos ratones todavia son capaces de diferenciarse
in vitro en adipocitos aunque de manera no muy eficiente [10]. Las alteraciones en
el tejido adiposo y los procesos que realiza estan relacionadas con el origen de
padecimientos como la obesidad, la diabetes mellitus y otras enfermedades
metabdlicas. Es por ello que alcanzar un mayor entendimiento del proceso de

diferenciacion celular es necesario para desarrollar estrategias que ayuden a



plantear soluciones tanto de tratamiento como de prevencion contra esos
padecimientos.

El uso de productos de origen natural para el tratamiento de diversos
padecimientos es una actividad milenaria realizada por el hombre. Sin embargo,
es necesario entender cuales son los mecanismos por los que actuan los
compuestos presentes en dichas fuentes de productos naturales y no permanecer
en la especulacion empirica sobre el efecto de dichos compuestos. El aislamiento,
purificacion, caracterizacion y evaluacion biolégica de compuestos naturales
presentes en diferentes organismos, que forman parte de una antigua tradicion
popular del uso de dichos productos, puede ayudar a precisar los mecanismos de
la adipogénesis.

Se ha reportado que los componentes de la matriz extracelular y la
modificacidn en su expresion tienen un efecto sobre la adipogénesis en diversas
lineas celulares, lo que sugiere diferencias especificas entre diferentes depdsitos
grasos y entre especies [11].

Los diterpenos son metabolitos secundarios encontrados en organismos
terrestres y marinos formados por unidades de terpenos los cuales son compuestos
organicos derivados de isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno), estructura que contiene
5&tomos de carbono. Estos se clasifican con base en el nimero de unidades de
isopreno presentes, de tal manera que los denominados hemiterpenos estan
constituidos por una sola unidad de isopreno, esto es 5 atomos de carbono en su
estructura, los monoterpenos por 10 atomos carbono, los sesquiterpenos por 15
atomos de carbono y los diterpenos estan formados por cuatro unidades de isopreno

y tienen un esqueleto de 20 atomos de carbono [12].
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Los diterpenos epi-polistaquina G, polistaquina B y linerolactona extraidos de

Salvia polystachya han mostrado tener un efecto moderado y alto sobre la expresion

de componentes de la matriz extracelular como colagena tipo |, tipo I, tipo V y

elastina en fibroblastos dérmicos humanos [13].

\\\\\

1 OH-15u
2 OH-158

SPO2

epi-polistaquina G
PM: 390.38 g/miol

polistaquina B
PM: 358.38 g/mol

linerolactona
PM: 340.37 g/mol

Por lo anterior resulta interesante evaluar si esta relacion se presenta con

diterpenos de otras fuentes asi como en diferentes lineas celulares como 3T3-

F442A, su efecto sobre el crecimiento celular, acumulacion lipidica y sobre la

expresion de mRNA de genes involucrados en la diferenciacion adiposa como

C/EBPa y PPARY.



Materiales y métodos

Cultivo celular

Los cultivos de preadipocitos 3T3-F442A requeridos para los experimentos
realizados se mantuvieron en condiciones de proliferacion permanente, evitando
que las células devinieran confluentes, en medio L15 (Gibco) suplementado con
10% de suero de ternera (ST) (HyClone) (MB, medio basal). Los cultivos se
realimentaron cada 48 h con MB fresco y se mantuvieron a 37 °C, enuna

atmosfera humidificada de libre intercambio de gases.

Determinacion de concentraciones no toxicas de los diterpenos epi-
polistaquina G (SPO2), polistaquina B (SPOB) y linerolactona (SPOL) para
ensayos biolégicos

Se inocularon preadipocitos 3T3-F442A a una densidad de 1x10*
células/pozo en placas de cultivo de 24 pozos (Corning) en medio L15 (Gibco)
suplementado con 10% de suero de ternera (ST) (Hyclone) (MB, medio basal).
Después de 48 h los cultivos fueron alimentados con MB adicionados con 1, 10y
30 pg/ml de los diterpenos epi-polistaquina G (SPO2), polistaquina B (SPOB) y
linerolactona (SPOL) extraidos de las partes aéreas de Salvia polystachya
proporcionados por el Dr. F. Elihu Bautista Redonda del Consorcio de
Investigacién, Innovacion y Desarrollo para las Zonas Aridas (CIIDZA) [13].
Después de 48 h de tratamiento se anadieron al medio de cultivo 15 pyl de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) a 5 mg/ml disuelto en

PBS (amortiguador de sales de fosfato) a cada pozo y se incubaron 3 h a 37 °C.



Posteriormente se recuperoé el medio de cultivo y se midio su densidad optica
(D.0O.) a 590 nm usando muestras de pozos sin celulas como blancos. La
viabilidad de las células tratadas se estimo a partir del crecimiento relativo con la
siguiente formula:

D.O.control — D. 0. muestra
viabilidad relativa = X 100
D.O.control

Efecto de los diterpenos SPO2, SPOB y SPOL sobre la diferenciacién de

preadipocitos 3T3-F442A

Los preadipocitos 3T3-F442A preconfluentes fueron diferenciados en condiciones
adipogénicas como control positivo con medio adipogénico (MA; medio L15
adicionado con 10% ST, 5 ug/ml de insulina, 0.5 g/l glucosa y 1 yM de D-biotina) y
como control negativo, condiciones no adipogénicas con MB y condiciones
antiadipogénicas; MA adicionado con acido retindico (AR) 1 pM. El efecto sobre la
diferenciacién de los preadipocitos 3T3-F442A se evaluo afadiendo los diterpenos
en concentraciones no toxicas al MA. Después de ocho dias en cultivo con cambio
de medio cada 48 h se evalu6 el grado de diferenciacion adipogénica por conteo
directo en hemocitémetro, cuantificacién de la acumulacion lipidica intracelular por
tincion con rojo oleoso (Ramirez-Zacarias et al. 1992) [14] y cuantificando la
expresion génica de marcadores moleculares para PPARy y CEBPa mediante RT-

PCR.



Acumulacion lipidica

El efecto de los diterpenos sobre la adipogénesis se estim6 cuantificando la
acumulacion lipidica intracelular mediante tincion con rojo Oleoso [14]. El 100% de
acumulacion lipidica fue determinando restando los valores obtenidos bajo

condiciones no adipogénicas a los obtenidos en condiciones adipogénicas.

Analisis de RT-PCR

El ARN total de los preadipocitos 3T3-F442A tratados como se mencion6
anteriormente se extrajo con TRIzol y se usé para una llevar a cabo una reaccion
de transcriptasa reversa y obtener ADNc sintetizado a partir de 1 ug de ARN total
usando 200 U de transcriptasa reversa (M-MLV RT) y 0.5 ug de oligos dT. La PCR
fue realizada en un volumen final del 15 pl, que contiene 500 ng de la siguiente
mezcla de reaccion de transcriptasa reversa: 1.5 mM de MgClz, 0.2 mM de dNTP,
0.2 yM de cada primer y 1.25 U de Taq DNA polimerasa. Se usaron 33 ciclos
térmicos para GAPDH y 30 ciclos para PPARy y C/EBPa los cuales consistieron
en una temperatura de desnaturalizacion inicial de 95 °C por 4 min, luego 95 °C
por 30 s, 62 °C por 1 min para GAPDH y PPARy y de 60 °C por 1 min para
C/EBPaq, luego 72 °C por 1 min. Los ciclos terminaron con una extension final a 72
°C por 5 min. El nivel de la expresion del ARNm del gen constitutivo GAPDH
(Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) fue usado para comparar la expresion
de los genes PPARy y C/EBPa. Los siguientes oligonucledétidos fueron usados
como primers: GAPDH (fw: 5-GAAGGTGGTGAAGCAGGCGT-3’, rv: 5'-
ATGTGGGCCATGAGGTCCACCA-3’), PPARYy (fw: 5'-

GCATCAGGCTTCCACTATGG-3, rv: 5-ACCTGATGGCATTGTGAGAC-3’),
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C/EBPa (fw: 5-GGCAAAGCCAAGAAGTCGGTGG-3’, rv: 5'-
AGCGTGTCCAGTTCACGGCTCA-3’). El producto de esta PCR se corrié en geles

de agarosa 1.5%, cada banda fue cuantificada con el software ImagelLab (Bio-

Rad).



Resultados

Determinacion de las concentraciones no toxicas de SPO2, SPOB y SPOL
para ensayos in vitro

Para evaluar los efectos de los diterpenos SPO2, SPOB y SPOL sobre la
diferenciacién de preadipocitos 3T3-F442A se determinaron las concentraciones
de estos compuestos que no afectan la viabilidad celular de los preadipocitos. Los
diterpenos SPO2 a 76.8 uM, SPOB a 83.7 uM y SPOL a 88.1 yM redujeron al
quinto dia la viabilidad celular en un 35%, 34% y 56% respectivamente,
comparada con las células no tratadas. SPO2 a 25.6 uM, SPOB a 27.9 uM y
SPOL a 29.3 pM redujeron al quinto dia la viabilidad celular en un 20%, 19% vy
21% respectivamente, comparada con las células no tratadas (Fig. 1). A
concentraciones menores, los diterpenos no afectaron de forma apreciable la
viabilidad celular, por lo que los efectos de los diterpenos SPO2, SPOB y SPOL
sobre la diferenciacion adiposa fueron evaluados en un intervalo de

concentraciones de 60 a 80 uM.

Los diterpenos SPO2, SPOB y SPOL ejercen un efecto antiadipogénico leve
a moderado sobre preadipocitos 3T3-F442A

Para determinar si SPO2, SPOB y SPOL afectan el desarrollo del tejido
adiposo, evaluamos sus efectos sobre la adipogénesis murida. Los diterpenos,
SPO2, SPOB y SPOL agregados al medio adipogénico (MA), ejercieron efectos

antiadipogénicos de leves a moderados.
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La conversién adiposa de cultivos tratados con SPO2 a una concentracion
de 60 uM fue de 39%, mientras que a 70 uM fue de 42% y a 80 uM la conversion
adiposa observada fue de 41%, respecto al control con medio adipogénico. Al
tratar los cultivos con SPOB a una concentracion de 60 yM se observé un 33% de
conversion adiposa, a 70 yM fue de 38% y a 80 yM la conversion fue de 28%.
Para los cultivos tratados con SPOL, a una concentracién de 60 uM la conversion
adiposa fue de 33%, a 70 uM fue de 39% mientras que a 80 yM fue de 35% (Fig.
2). Observandose un efecto dosis-dependiente.

La acumulacion lipidica se midié tinendo con rojo oleoso los preadipocitos
3T3-F442A al dia 8 de tratamiento. Las micrografias muestran diferentes grados
de disminucion en la diferenciacién adiposa ejercida por los diferentes diterpenos
probados a las concentraciones mencionadas anteriormente (Fig. 3A). El
porcentaje de acumulacion lipidica observada para los cultivos tratados con el
diterpeno SPO2 a una concentracion de 60 pM fue de 65%, a 70 uM fue de 39% vy
40% a 80 yM. Para el tratamiento de los cultivos con SPOB el porcentaje de
acumulacion lipidica fue de 83% a 60 uM, a 70 uM fue de 63% y de 69 % a 80 uM.
72% de acumulacion lipidica fue observada al tratar los cultivos con SPOL a una
concentracion de 60 uyM, 61% a 70 M, y a 80 uM fue de 54% (Fig.3B).

Para entender los mecanismos moleculares que fundamentan el efecto
antiadipogénico examinamos los diterpenos SPO2, SPOB y SPOL sobre la
expresion del mRNA de los genes PPARy y C/EBPa mediante el analisis de la
reaccion de la transcriptasa reversa. La expresion del ARNm de PPARYy disminuyo
de manera similar a 60, 70 y 80 yM de SPO2. El diterpeno SPOB mostré la menor

expresion de PPARy a 80 yM mientras que SPOL lo hace a 60 uM en
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comparacion con los preadipocitos 3T3-F442A mantenidos en medio adipogénico
(MA) (Fig. 4A). La expresion de ARNm de C/EBPa disminuyo en mayor medida a
80 uM con el diterpeno SPO2. Con el diterpeno SPOB la mayor disminucion de la
expresion fue a 70 uM y con SPOL a 80 yM comparandola con la expresién

observada en el cultivo mantenido en MA y usando para la medicion la expresion

de mRNA del gen constitutivo GAPDH como comparacion (Fig. 4B).
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Discusion

En este trabajo se evalu¢ el efecto de los diterpenos SPO2, SPOB y SPOL
extraidos de Salvia polystachya sobre la diferenciacién adiposa de los
preadipocitos 3T3-F442A. Los cultivos preconfluentes de preadipocitos 3T3-F442A
se trataron con los diterpenos mencionados para luego evaluar la proporcion de
células que se diferencian a adipocitos maduros, el grado de acumulacion lipidica
por tincidn con rojo oleoso y la expresion de marcadores moleculares para mRNA
de los genes PPARYy y C/EBPaq, involucrados en la diferenciacion adipogénica,
mediante PCR de transcripcion reversa.

Los diterpenos de diferentes fuentes naturales han mostrado tener distintos
efectos [15] biolégicos adicionales a los que ejercen en los organismos en los que
son producidos [16]. Entre ellos también han mostrado efectos en la diferenciacién
adiposa [17].

Al evaluar el efecto citotdéxico de los diterpenos usados en este estudio se
encontré que el diterpeno SPOL a una concentracion mayor de 80 uM reduce la
viabilidad un 56% al quinto dia de tratamiento, mientras que los diterpenos SPO2 y
SPOB la reducen un 35% y un 34% a una concentracién de 76.8 uM y 83.7 uM,
respectivamente. Un efecto similar se observa en el caso de otros diterpenos como
el acido carndsico que muestra una menor toxicidad a concentraciones molares
menores que las aqui usadas aunque en preadipocitos 3T3-L1 y en la que a
concentraciones menores a las que se aprecia el efecto antiadipogénico se observa

un incremento en la viabilidad celular debido probablemente a un efecto antioxidante
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propio del diterpeno acido carndsico extraido de la planta Rosamarinus officinalis
[18].

Ademas, cabe notar que la diferencia del efecto ejercido por los diterpenos
sobre la viabilidad celular pudiera radicar en lo distinto que son las estructuras de
SPO2 y SPOB respecto a SPOL puesto que este ultimo tiene una lactona en su
estructura ademas de dos dobles enlaces C-C donde SPO2 Y SPOB tienen un

ciclohexano.

Utilizando los diterpenos a concentraciones no citotoxicas para los cultivos
de preadipocitos 3T3-F442A, se evalud su efecto sobre la diferenciacion adiposa.
Se encontro que los tres compuestos a diferentes concentraciones disminuyen la
conversiéon adiposa en comparacion con la acumulacién lipidica alcanzada en el
medio adipogénico. Sin embargo, ninguno de los compuestos alcanzé valores
similares a la disminucion ejercida por el acido retindico. Aunque todos los
compuestos evaluados disminuyen el grado de conversion adiposa, es diferente
entre los compuestos y entre concentraciones. El compuesto que mostré una
mayor disminucion de converson adiposa fue el diterpeno SPOB, disminuyéndola
un 72% a 80 yM. La mayor disminucién en la conversion adiposa con el diterpeno
SPO2 fue de 61% a 60 yM mientras que con el diterpeno SPOL fue de 67% a 60
MM. Otro diterpeno usado para evaluar un efecto en la diferenciacion adiposa es el
kahweol que mostré que disminuye la diferenciacion adiposa. Kim et al mostré que
este diterpeno inhibi6 la diferenciaciéon de células 3T3-L1 empleandolo a una
concentracion de 40 uM, exhibiendo una morfologia de huso parecida a los

preadipocitos [19].
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Al cuantificar la acumulacion lipidica se encontré que el diterpeno SPO2
provoco la mayor disminucion de la acumulacion lipidica, reduciéndola a un 60%
tanto a 70 como a 80 pM. La mayor disminucion obtenida por SPOB fue de 37% a
70 uM y de 47% para SPOL a 80 M.

Otro diterpeno con efectos antiadipogénicos es la tanshinona IlIA, una
quinona diterpénica aislada de Salvia miltiorrhiza, y cuyo efecto fue evaluado en
células 3T3-L1 mostré que reduce la acumulacion lipidica y de triglicéridos a una
concentracion de 10 uM durante la diferenciacion de los preadipocitos, lo que
sugiere el efecto antiadipogénico de ese diterpeno. A un nivel mecanistico, la
tanshinona IIA redujo los niveles de expresion de C/EBP-a, PPARy y FAS (fatty
acid synthase) ademas de reducir la expresion a nivel de mRNA de leptina y
resistina [20].

La expresion de ARNm de dos de los genes reguladores de la conversion
adiposa fue evaluada y se encontré que la mayor disminucion en la expresién de
PPARy, comparandola con la expresion del gen constitutivo GAPDH, es lograda
por el diterpeno SPOL a 60 yM a un valor de 0.2 mientras que la menor expresion
con SPO2 fue de 0.45 a 60 uM y de 0.37 para SPOB a 80 uM. La diferencia en
estos valores puede radicar en los diferentes grupos funcionales de la estructura
de los tres diferentes diterpenos. En todos los casos la disminucion en la
expresion fue mayor que la observada para el tratamiento con medio adipogénico
(MA) pero no similar a la lograda por el efecto del acido retindico (AR).

La expresion de C/EBPa en comparacion con la expresion del ARNm del
gen constitutivo GAPDH disminuy6 en todos los compuestos, comparandola con la

expresion observada para las células en tratamiento con medio adipogénico (MA)
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y fue similar a la obtenida por las tratadas con acido retindico (AR). Aunque la
disminucién en la expresién fue similar en todos los diterpenos usados, la menor
expresion observada fue de 0.7 con el diterpeno SPOL a 80 uM, seguida de 0.86
con el diterpeno SPOB a 70 yM y de 0.9 para SPO2 a 80 puM.

El hecho de que la expresién de PPARY sea menor que el valor de la
expresion de C/EBPa sugiere que en el momento en que se esta deteniendo el
experimento la expresion de PPARYy es baja, es decir la expresion del gen PPARy
ya tuvo lugar y permanece en niveles bajos y aun asi los diterpenos logran
disminuir mas la expresion del mRNA de ese gen, comparandola con la expresion
de mRNA de C/EBPa lo que indica, inicialmente que al momento de detener el
experimento y realizar la cuantificacion el mMRNA de C/EBPa ese gen tiene una
mayor expresion que PPARYy y que la disminucion en la expresién de C/EBPa
ejercida por los diterpenos es similar a la efectuada por el acido retindico. Lo que
sugiere que si bien no es el mismo mecanismo, al menos disminuye de forma
similar la expresion del mRNA de C/EBPa.

Esto sugiere que la manera en que los diterpenos SPO2, SPOB y SPOL
ejercen el efecto antiadipogénico observado sobre los preadipocitos 3T3-F442A es
a través de una regulacion sobre C/EBPa y minoritariamente sobre la expresion de
PPARy. Como en el caso del diterpeno tanshinona IIA donde se observa una
relacion en la disminucion de la acumulacion lipidica y una reduccion en los
niveles de expresion de C/EBP-a, PPARy y FAS (fatty acid synthase) ademas de
reducir la expresion a nivel de mRNA de leptina y resistina sobre 3T3-L1 [20].

Otro diterpeno mostro efectos antiadipogénicos similares a la atrovastatina,

probado compuesto con actividad antiadipogénica, es el caso del diterpeno de tipo
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clerodano 16a-hidroxicleroda-3, 13 (14) Z-dien-15, 16-olida aislado de Polyalthia
longifolia que a nivel molecular redujo la expresion de mRNA de PPARy, C/EBPay

FABP4 [21].
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Conclusiones

Los productos naturales son una opcion para entender los mecanismos que
tienen lugar durante la diferenciacion adiposa ya que muchos de ellos se han
utilizado de manera empirica para tratar algunos padecimientos relacionados a
disfunciones del tejido adiposo. Por ello la caracterizacion y estudio de la actividad
biologica de diferentes compuestos provenientes de productos naturales
representa una posibilidad de seguir estudiando el proceso de diferenciacion y
obtener conocimiento sobre como actuan dichos compuestos en el tratamiento de
padecimientos relacionados a la diferenciacion adiposa.

Los tres diterpenos probados no comprometen negativamente la
proliferacion celular a concentraciones menores de 80 uM.

Anadiéndolos a concentraciones cercanas a 80 uM en condiciones
preconfluentes, los diterpenos SPO2, SPOB y SPOL estudiados en este trabajo,
inhiben la adipogénesis disminuyendo la acumulacién lipidica y disminuyendo la

expresion de ARNm de PPARy y C/EBPa en preadipocitos muridos 3T3-F422A.
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Pies de figura

Fig. 1. Efecto de los diterpenos SPO2, SPOB y SPOL sobre la viabilidad de
preadipocitos 3T3-F442A. Preadipocitos 3T3-F442A fueron inoculados en placas
de 96 pozos (0.5 x10* células/pozo) en medio L15 suplementado con 10% de
suero de ternera (medio basal, MB). Luego de 2 dias, se les cambi6 el medio a MB
adicionado con diferentes concentraciones de los compuestos SPO2, SPOB y
SPOL. En los dias indicados la viabilidad celular fue determinada por MTT.

Fig. 2. Efecto de los compuestos SPO2, SPOB y SPOL sobre la adipogénesis de
preadipocitos 3T3-F442A. La diferenciaciéon adiposa de preadipocitos 3T3-F442A
fue inducida con medio adipogénico (MA) adicionado con concentraciones no
toxicas de los compuestos. Los cultivos control fueron mantenidos en medio basal
(MB) o en medio adipogénico adicionado con 1 uM de acido retindico (AR) como
condiciones de cultivo no adipogénicas. Siete dias después se determino por
conteo directo en hematocitometro el numero total de células y de células
diferenciadas y se calcul6 el porcentaje de conversion adiposa.

Fig. 3. Efecto de los compuestos SPO2, SPOB y SPOL sobre la adipogénesis de
preadipocitos 3T3-F442A. Preadipocitos 3T3-F442A tratados con los compuestos
SPO2, SPOB y SPOL a las concentraciones indicadas con cambios de medio
cada tercer dia. Los cultivos control fueron mantenidos en medio basal (MB) o en
medio adipogénico adicionado con 1 uM de acido retindico (AR) como condiciones
de cultivo no adipogénicas. Después de siete dias los cultivos fueron fijados y
tefidos con rojo oleoso (A) y la conversién adiposa fue estimada cuantificando la

acumulacion lipidica intracitoplasmica (B).
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Fig. 4. Efecto de los compuestos SPO2, SPOB y SPOL sobre la expresion de los
genes PPARy y CEBPa de preadipocitos 3T3-F442A. La expresion de los genes
se analizé mediante RT-PCR de mRNA total obtenido de preadipocitos 3T3-F442A
sometidos durante siete dias a los tratamientos descritos. Se uso la expresion de

GADPH como gen constitutivo.

23



Figuras
Figura 1.

160 - B Dia?2
[_1Dia5

(e)] o
o] o
}_I
|_|
—
H

Viabilidad celular (%)

SN
o
1

N
o
)

0 ! I I I I I I T T T T

MB MB 25 256 768 279 279 837 293 293 88.1
+

DMSO SPO2 [uM] SPOB [uM] SPOL [uM]

Tratamientos

24
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Figura 3.
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