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Resumen

La informacién genética de todo ser vivo esta constantemente bajo la agresion de
moléculas reactivas. Se ha estimado que aproximadamente 10°lesiones al ADN por célula
son producidas diariamente en el genoma de mamiferos, de las cuales, alrededor de 10*
se deben oxidacion de bases y rupturas de cadena sencilla (SSBs por sus siglas en inglés),

causadas en su mayoria por especies reactivas de oxigeno (ROS).

Para mantener la integridad y funcién adecuada del genoma, la célula requiere de
mecanismos de reparacion competentes para la respuesta al dafio en el ADN (DDR), la

cual consiste en escanear, detectar y reparar estos eventos.

Los mecanismos de reparacién del ADN, involucran proteinas especificas dependiendo de
la lesion, la fase del ciclo celular y el tipo celular. En particular, las células troncales (SC)
tienen la habilidad de auto-renovacién y el potencial de diferenciarse en diversos tipos
celulares, ademas de permanecer preferencialmente en la fase GO del ciclo celular, lo cual
minimiza la probabilidad de errores en la replicacién y reduce la tasa metabdlica que

conlleva a una produccion reducida de ROS.

Resulta interesante como el estudio de las células troncales humanas ha establecido un
panorama nuevo en el entendimiento la funcién de los mecanismos de reparacién del ADN
dada su capacidad de auto-renovacion y diferenciacién. Cabe destacar que se han
observado contrastes y diferencias importantes entre las células troncales y las células
diferenciadas con respecto a la actividad y eficiencia de los mecanismos de reparacién del

ADN.



En este trabajo se describe, cuantifica y compara la respuesta reparativa de células
troncales adultas humanas con respecto a las diferenciadas en el contexto de lesiones de
tipo oxidante en el ADN generadas por la exposicidn a un producto metabdlico mitocondrial
habitual (H202), a través de la electroforesis unicelular (ensayo cometa). Para lo anterior,
se emple6 un modelo in vitro de SC humanas adultas derivadas de tejido adiposo (hAD-
MSC), que posteriormente fueron diferenciadas a adipocitos, para evaluar las diferencias
en la remocién de dafo al ADN. Los resultados indican que ademas de generar niveles de
dafio oxidativo en el ADN menores aun después de un reto oxidante (100 uM H202/ 2 h),
las SC son capaces de remover en su totalidad estas lesiones en el genoma, mientras que
los adipocitos acumulan el dafio oxidante en el ADN, proceso que no afecta la viabilidad de
la poblacién celular. De manera importante, estos hallazgos concuerdan con lo obtenido de
la evaluacion de las lesiones de tipo 8-OxoG, que son reparadas por el mecanismo de
reparacion por escision de bases (BER). Los resultados indican que las SC humanas
adultas son mas eficientes en remover el dafio en el ADN de tipo oxidante en comparacion

con las células diferenciadas, in vitro.



Marco Teorico

Dano en el ADN

El ADN es la biomolécula donde esta contenida la informacion genética de cada célula de
un organismo Yy, dada su naturaleza, es capaz de reaccionar con una gran cantidad de
agentes lo cual puede dafnarla teniendo implicaciones importantes en el desarrollo de
diversas patologias [lyama T. et al., 2013]. Estos agentes se han clasificado en dos grandes
grupos: endégenos y exégenos. El primero, y mas frecuente, esta conformado por aquellas
especies producidas dentro de la célula por procesos metabdlicos, como son las ROS y la
especies reactivas de nitrégeno (RNS), que desencadenan reacciones de oxidacion
[Nickoloff & Hoekstra, 1998; Hedge et al., 2012; Thomson, 2012]. La produccion de estos
agentes también incrementa por algunos agentes exdégenos (por ejemplo la IR). El grupo
de agentes exdgenos esta subdividido en fisicos (IR, UVC, etc.) y quimicos (medicamentos
anticancerigenos, metales pesados, etc.) [Dizdaroglu, 2012, Martin et al. 2010] cuya accion
dependera de la naturaleza del agente. Se sabe que ~10* de los ~10° eventos que se
presentan por dia en las células de mamiferos corresponden especificamente a reacciones
de oxidacion y SSBs [Hedge et al., 2012], lo cual aunado al factor de exposicion de cada
individuo [Rodriguez-Sastre et al. 2014] y a su relacion etiolégica con diversas
enfermedades [Hedge et al., 2012; Ramos-Espinosa et al. 2012], hace que este tipo de

dafio en el ADN tenga una gran importancia bioldgica y médica.



Dano por oxidacién en el ADN.

El dafo por oxidaciéon al ADN principalmente involucra modificacion de bases nucleicas
[Berquist & Wilson, 2012], que suelen degenerar en sitios abasicos (AP) y SSBs, y en
menor proporcion existe la formacion de lesiones oxidativas atipicas, es decir, que forman
alteraciones tridimensionales en la molécula de ADN, tambien conocidas como
abultamientos en el ADN. Las ROS y las RNS, son moléculas altamente reactivas, de las
cuales las mas estudiadas son el anién superéxido (O2*), el radical hidroxilo (*"OH), el
perdxido de hidrogeno (H202), el 6xido nitrico (NO*), el anion peroxinitrito (ONOO") y el
hidrégeno en su forma iénica (H®) [Rahman et al., 2012]. De los cuales, el radical hidroxilo
tiene una gran importancia ya que reacciona con una gran cantidad de biomoléculas como
el ADN causando dano a las bases heterociclicas y a la fraccion de azucar de los
nucledétidos mediante diversos mecanismos [Krystona et al., 2011, Agnez-lima et al., 2012;
Dizdaroglu, 2012] y que ademas es producto del H202 en reacciones conocidas como “tipo

Fenton”.

Debido a sus sitios susceptibles a ataques nucleofilicos, la guanina es la base mas
vulnerable a la oxidacion y el producto mayoritario es la 8-OxoGuanina (8-0xo0G), la cual
es originada por la reaccién con *"OH y representa la principal lesién en el ADN en humanos
y que al no ser reparada genera un cambio de base durante la trascripcion y la replicacion

del ADN (G unida con T o bien G unida con U) [Berquist & Wilson, 2012].

De no ser reparadas estas modificaciones en la secuencia gendmica se pueden iniciar
procesos patolégicos importantes que contribuyen en el desarrollo y progreso de

enfermedades degenerativas, particularmente cancer y desérdenes neuroldgicos tanto



hereditarios como adquiridos incluyendo Alzheimer, Parkinson y Huntington asi como en el
envejecimiento [Hedge et al., 2012]. Es por eso que, para contender con este dafo, las
células emplean diversos mecanismos encargados de salvaguardar la integridad del
genoma mediante vias especificas para cada tipo de lesién y que actuan en coordinacion

con la maquinaria del ciclo celular [Huertas, 2010].
Mecanismos de reparacion del ADN y sus vias.

La reparacion del ADN es el proceso celular dirigido a la correccion del dafio antes de
resultar en una mutacién, aberracion cromosoémica, conducir a muerte celular o bien la
tumorigénesis. Si bien la supervivencia de una especie al paso del tiempo puede ser
optimizada por la variabilidad genética, las células de un individuo deben mantener la
estabilidad genética en todo momento para que estos eventos no conduzcan a la muerte

del mismo [Srivastava et al., 2009].

En afos recientes varios reportes han sugerido que el dafio al ADN puede inducir cambios
en eventos de plegamiento de la cadena transcrita, lo cual puede dar lugar a variantes de
MRNAs que codifican para diferentes isoformas de proteinas con el potencial de afectar la

respuesta y el destino celular [Lenzken et al., 2013].

Hay multiples tipos de dano al ADN (abultamiento por aductos, rompimiento de hebras, mal
apareamiento de bases, entrecruzamientos, sitios apurinicos o apirimidicos (AP),
modificaciones de bases, etc.), cada uno es atendido por una respuesta celular especifica
denominada mecanismos de reparacion del ADN (Figura 1). En el genoma humano se han

encontrado mas de 130 genes relacionados con estos procesos [Decordier et al., 2010].
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Figura 1. Dafio al ADN, mecanismos de reparacion y consecuencias. a. Agentes dafiinos al ADN comunes (arriba);
ejemplos de lesiénes inducidas por estos agentes (en medio); mecanismo de reparacion del ADN encargado de remover
la lesidn (abajo). b. Efectos del dafio al ADN sobre el progreso habitual del ciclo celular, conduciendo a la retencién en
las fases G1, S, G2 y M (arriba), y en el metabolismo del ADN (en medio). Consecuencias a largo plazo de dafio al ADN
(abajo), que incluyen cambios permanentes a la secuencia del ADN (mutaciones puntuales que pueden afectar un solo
gen o aberraciones cromosdmicas que pueden inclur multiples genes) y sus efectos bioldgicos. Adaptada de

[Hoeijmakers, 2001]. Cis-Pt: cisplatino y MMC: mitomicina C (ambos agentes generadores de entrecruzamientos); (6-4)PP: 6-
4 fotoproductos y CPD: dimeros de ciclobutano pirimidina. (ambos generados por radiacion UV).

Los principales mecanismos de reparacion en humanos son: reparacion por escision de
bases (BER), reparacion por escisién de nucledtidos (NER) y reparacion de errores de
apareamiento (MMR); ademas de dos mecanismos encargados de las lesiones que
involucran las dos hebras del ADN generadas principalmente por agentes exégenos como
la radiacion (UV, X, y) que son los entrecruzamientos intracatenarios (ICLs) y los
rompimientos de doble cadena (DSBs), la reparacién por unién de terminaciones no

homologas (NHEJ) y reparacién por recombinacion homologa (HRR) [Huertas, 2010] estos



ultimos se coordinan guardando una relacion intima con la fase del ciclo celular al momento

de la deteccion de la lesion.

La generacion de rompimientos de cadena sencilla, SSBs, y alteraciones estructurales de
las hebras del ADN, son causadas por diversos tipos de agentes de los cuales la mayoria
son de naturaleza oxidante, asi mismo, los mecanismos de reparacion de ADN
involucrados en su restauracion son muy eficientes con la finalidad de conservar la fidelidad

de la informacion genética.

Los mecanismos involucrados en la reparacion de rompimientos de cadena simple y
lesiones intracatenarias son: la reparacién por escision de bases (BER), reparacién por
escision de nucledtidos (NER) y reparacion de apareamientos erréoneos (MMR), de los
cuales el mecanismo encargado de reparar las bases nucleicas oxidadas (como las 8-
OxoG) en el ADN es el primero. Dado que es de nuestro particular interés evaluar la
remocion de lesiones oxidativas, como las ocasionadas por el peroxido de hidrégeno; H202.
En el presente trabajo se abordan principalmente los mecanismos de escision (BER y

NER).
Reparacion por Escision de Bases (BER)

La BER corrige lesiones a bases nucleotidicas que no distorsionan la estructura helicoidal
de la molécula de ADN, sitios AP (espacio fisico en el ADN carente de una base
nucleotidica) y SSBs. Dichas lesiones generalmente provienen de desaminacién, oxidacion
o alquilacion. Por tanto, la mayoria del dafio proviene del metabolismo celular o bien, por
exposicidn a agentes exdgenos quimicos (metales pesados, farmacos, drogas, etc.) y

fisicos (radiacion). La identificacidon de la uracilo-ADN-glicosilasa (uDG) de Escherichia coli
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en 1974 por Thomas Lindahl marcé el descubrimiento de BER. La enzima descrita en 1974
en el trabajo de Lindahl y colaboradores [Lindahl, 1974] se refiere a una enzima capaz de
cortar el enlace entre el uracilo y la desoxirribosa. En su momento, fue sugerido que el sitio
AP se procesaba por una AP-endonucleasa, una exonucleasa, una ADN-polimerasa y una
ligasa, describiendo entonces los pasos fundamentales de la BER. Las enzimas que cortan
el enlace entre la desoxirribosa y una base en el ADN, ya sea modificada o mal apareada,
se conocen como ADN-glicosilasas. Existe una gran diversidad de lesiones de tipo oxidante
(Figura 2), dentro de las cuales la producida mas abundantemente es la 8-OxoG debido a
la susceptibilidad de la guanina a reacciones de oxidaciéon. Estos productos son

reconocidos por una o algunas ADN-glicosilasas las cuales inician el proceso de BER

[Krokan & Bjgras, 2013].
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Figura 2. Estructura quimica de las lesiones a bases y sitios abasicos mas comunes. La 8-OxoG es el
producto mayoritario de una reaccion de oxidaciéon causada tanto por agentes enddégenos como exdgenos.
Adaptada de [Krokan & Bjgras, 2013].
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El proceso de BER puede ser simplificado en 5 pasos fundamentales: (1) Reconocimiento
y escision de la base del ADN dafiada, (2) incision del sitio AP resultante, (3) “limpieza” o
procesamiento de las terminaciones del ADN, (4) insercién del nucleétido apropiado al sitio
de reparacion (“gap”), y por ultimo (5) la ligacidén de la incision en el esqueleto de fosfatos.
Cada paso es ejecutado por enzimas especificas, altamente coordinadas tanto por
interacciones proteina-proteina como por la formacion de complejos. En el reconocimiento
(paso 1) y escisién de la base dafiada (paso 2) participan las glicosilasas, éstas son
clasificadas en mono- y bi-funcionales con base en su mecanismo de reaccion (Figura 3,
Tabla 1), en el caso de una glicosilasa monofuncional como la uracil-ADN-glicosilasa se
extrae solamente la base generando un sitio AP. Para la incision del sitio AP, participa la
AP endonucleasa-1 (APE1), este paso consiste en la generacion de un corte en el lado 5
del sitio abasico provocando un SSB y por ende generando una terminacion 3’-hidroxilo y
una 5’- desoxirribosa fosfato (dRP). En contraste, las ADN-glicosilasas bifuncionales tienen
asociada una actividad débil de liasa, como es el caso de la 8-oxoG ADN-glicosilasa
(OGG1), que realiza este segundo paso generando un SSB y formando terminaciones
diferentes. Por ejemplo, OGG1 y el homdlogo de la endonucleasa Ill (NTH1) tienen una
actividad B-liasa creando un “gap” con distancia de un nucleétido con terminaciones 3’-
aldehido-o,B-insaturado y $5’-hidroxilo, mientras que otras glicosilasas generaran
terminaciones diferentes que requieren ser procesadas [Almeida & Sobol, 2007, Nemeca

et al., 2010; Wilson et al., 2011; Parsons, 2013; Moorea et al. 2013].
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Figura 3. Actividad de las Glicosilasas mono- y bi-funcionales. Posterior a la actividad de la
glicosilasa el mecanismo procedera dependiendo del tipo de terminaciones generadas durante la escision.
Hay cinco pasos principales en el mecanismo de BER: (1) Escision de la base dafiada; (2) Incision del sitio
AP; (3) Modificacion de las terminaciones del ADN en el sitio de corte; (4) Llenado del “gap”; (5) Cierre de la
incisién por las ligasas. En el caso de glicosilasas monofunconales (i.e. MBD4), la base dafiada es removida
dando como resultado un sitio AP. APE1 realiza los cortes en los enlaces fosfodiester del sitio AP dejando un
extremo 3'OH y 5’dRP. Polp remueve el dRP mediante su actividad de liasa y coloca en nucleétido apropiado.
En el caso de las glicosilasas bifuncionales (i.e. OGG1) la base dafiada es removida y la glicosilasa hace la
incision en el sitio abasico dejando un extremo 3’ 4-OH pentenal fosfato (4-OH-PP) y 5’ fosfato. APE1 modifica
el extremo a 3’'OH y Polp rellena el “gap”. En la via independiente de APE1, las glicosilasas bifuncionales (i.e.
NEIL 1y 2) remueven la base dafiada y escinden el sitio abdsico via eliminacion B, 8, generando extremos 3’
y 5’ fosfato. PKNP modifica el extremo a 3'OH y Polf rellena el “gap”. En el ultimo paso, el ADN es ligado por
el complejo XRCC1/Ligllla. Adaptada de [Srivastava et al. 2009].
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El tercer paso de la BER involucra la “limpieza” o procesamiento de estas terminaciones
para que sean las apropiadas para la incorporacion del nucleétido y la ligacidén, proceso
que es realizado por enzimas especificas a la naturaleza de las terminaciones. Aquellas
que contienen fracciones 5’-dRP generadas por glicosilasas monofuncionales, o via BER
clasica, son tratadas por la ADN-polimerasa 3 (Pol B) y las terminaciones 3’aldehido-a,3-
insaturado o 3’-fosfato creadas por glicosilasas bifuncionales son procesadas por APE1 y
la fosfatasa de la polinucleétido cinasa (PNKP) respectivamente [Almeida & Sobol, 2007,

Nemeca et al., 2010; Wilson et al., 2011; Parsons, 2013; Moorea et al. 2013].

El cuarto paso en la BER es realizado por la Pol B la cual adiciona el nucledtido
correspondiente al sitio AP y finalmente, la XRCC1 (X-ray cross complementing protein -1)
y la ligasa llla sellan la hendidura en el esqueleto de fosfatos de la molécula del ADN. De
esta forma se completa la via “short-patch” del mecanismo de BER (Figura 4), mediante el
cual la mayoria de las lesiones a bases del ADN son reparadas [Almeida & Sobol, 2007,

Nemeca et al., 2010; Wilson et al., 2011; Parsons, 2013; Moorea et al. 2013].

En caso de que las terminaciones 5 del SSB en el paso 3 sean resistentes al
procesamiento, después de la insercion del nucledtido apropiado, se efectua un cambio de
polimerasa, de la Pol B a la polimerasa &/¢ (Pol é/¢), la cual inserta ~2-10 nucledtidos
adicionales al “gap” de reparacién. Esto genera una terminacion 5’ con estructura de tapa
(“5’-flap”) la cual es reconocida y escindida por la flap endonucleasa-1 (FEN-1) en
asociacion con el factor de procesamiento antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA).

Por ultimo la ADN-ligasa | (Lig I) sella la apertura remanente en el esqueleto de fosfatos
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con lo cual se completa la via “long-patch” de BER (Figura 4) [Almeida & Sobol, 2007,

Nemeca et al., 2010; Wilson et al., 2011; Parsons, 2013; Moorea et al. 2013].

El balance entre las vias “long-patch” y “short-patch” de la BER radica en la concentracion
de las enzimas y proteinas de andamiaje y la presencia de lesiones bloqueadoras de la

terminacién 5’ en el sitio de reparacion (Figura 4) [Dalhus et al. 2009].

Interesantemente se ha observado que PARP-1 es uno de los primeros factores en unirse
al intermediario SSB, una vez unido PARP-1 se activa y pasa por auto-
poli(ADP)ribosilacion. Esta activacion parece facilitar la BER dado que el tratamiento de
células con un inhibidor de PARP-1 bloquea la BER y se observa un incremento en lesiones
tipo intermediarios SSB, especialmente cuando hay una deficiencia de la enzima/cofactor

clave de la BER, XRCC1 o ADN polimerasa 3 (Polp) [Michelle et al., 2010].
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Figura 4. Mecanismo clasico de BER. La via “Short Patch” (izquierda) donde la actividad de la glicosilasa es
la iniciadora, seguida por la escisién de la cadena por APE1. Formacion del “gap” (5’dRP liasa) y finalmente
la incorporacion de nucleétidos mediada por Polf. El corte remanente es sellado por el complejo XRCC1/
Ligllla. La via “Long Patch” (derecha) es la responsable de reparar lesiones donde los extremos son
refractarios al corte de Pol . En esta via la incorporacion de nucledtidos es realizada por Pols y Pole. La
terminacién refractaria es removida como parte de un segmento mayor escindido por FEN-1 y la ligacién es
realizada por Lig |. Adaptada de [Almeida & Sobol, 2007].
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Reparacion por Escision de Nucleétidos (NER)

Este mecanismo de reparacion es uno de los mas importantes, capaz de corregir una
amplia gama de lesiones a bases que inducen la modificacion de la estructura helicoidal
propia del ADN. Los sustratos para la NER incluyen foto-lesiones inducidas por UV como
son los CPDs, 6-4PP, asi como otros abultamientos generados por diversos compuestos
quimicos oxidantes. En humanos, los defectos hereditarios en el sistema NER estan
asociados con varios desordenes autosémicos recesivos, incluyendo xeroderma
pigmentosum (XP), el cual es caracterizado por fotosensibilidad y predisposicién a cancer
de piel por exposicion a luz solar. Dentro de los 8 grupos genéticos complementarios de
XP, las mutaciones de siete (XP-A, XP-B, XP-C, XP-D, XP-E, XP-F, XP-G) confieren
defectos en la funcionalidad de la NER, debido a esto, los genes responsables han sido
clonados y los roles de sus productos proteicos en el mecanismo molecular de NER han
sido estudiadas extensamente [Staresincic et al., 2009; Waters et al., 2009; Sugasawa,

2010; Li et al., 2013; Lehmann, 2011; Melis et al., 2011].

La NER consiste en dos diferentes vias para el reconocimiento del dano al ADN. La primera,
denominada reparacioén global del genoma (GG-NER), repara lesiones a lo largo de todo el
genoma en cualquier momento. La segunda, llamada reparacion acoplada a la transcripcion
(TC-NER), remueve lesiones especificamente de la cadena de ADN transcrita en la
secuencia de los genes activos, ésta inicia cuando la ADN polimerasa (&/€) es bloqueada
por los sitios dafiados [Staresincic et al., 2009; Waters et al., 2009; Sugasawa, 2010; Li et

al., 2013; Lehmann, 2011; Melis et al., 2011].

Se sabe que TC-NER contribuye a la pronta restauracion de la actividad transcripcional

bloqueada por el dafio al ADN, previniendo entonces que se desencadene el proceso de
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apoptosis en las células afectadas. Por otra parte, la remocion de las lesiones generadas
en la secuencia de ADN no transcrita y en las regiones gendémicas transcripcionalmente
inactivas depende totalmente de GG-NER. Esta ultima es particularmente importante ya
que disminuye la incidencia del bloqueo de los complejos de replicacidon debido al dafio a
la secuencia a transcribir, y en consecuencia reduce la probabilidad de adquirir mutaciones
y aberraciones cromosémicas [Staresincic et al., 2009; Waters et al., 2009; Sugasawa,

2010; Li et al., 2013; Lehmann, 2011; Melis et al., 2011].

A pesar de las diferencias en las vias de NER para reconocer el dafo, las reacciones
sucesivas para la reparacion de las lesiones correspondientes a este mecanismo son
semejantes. Mientras que en GG-NER el reconocimiento del dafio es mediado por un
complejo que incluye a XPC en TC-NER el reconocimiento es iniciado por el bloqueo de la
ARN-polimerasa Il y CSB. Una vez realizado el reconocimiento por los factores descritos
ambas vias de NER proceden igual [Staresincic et al., 2009; Waters et al., 2009; Sugasawa,

2010; Li et al., 2013; Lehmann, 2011; Melis et al., 2011].

Estos complejos son los encargados de reclutar a TFIIH, que asi como sucede en los sitios
promotores de iniciacién de transcripcion, promueve la apertura local del duplex de ADN
en los sitios del dafio. Las actividades de ATPasa de XPB y XPD facilitan la apertura del
duplex de ADN, permitiendo al complejo de pre-incision (XPG y XPA, asi como la proteina
de replicacion A; RPA) introducirse al sitio de la lesion, lo cual es esencial para la iniciacion
del proceso de incision/escision de la secuencia dafada [Staresincic et al., 2009; Waters

et al., 2009; Sugasawa, 2010; Li et al., 2013; Lehmann, 2011; Melis et al., 2011].
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La proteina RPA consiste en 3 subunidades que con gran afinidad se unen a la secuencia
de ADN sin dafo. Esta proteina cubre apenas 30 nucleétidos (que corresponde en tamafio
a la secuencia escindida en NER) y se cree que desempefia un papel como protector de
cadenas sencillas de ADN para evitar que sean atacadas por nucleasas [Staresincic et al.,
2009; Waters et al., 2009; Sugasawa, 2010; Li et al., 2013; Lehmann, 2011; Melis et al.,

2011].

Cuando el complejo de pre-incision esta instalado adecuadamente, se efectian los SSB
por XPG y ERCC1-XPF cuyas acciones combinadas resultan en la escisién de un
fragmento de ADN de cadena sencilla de 24-32 nucledtidos, el cual incluye el sitio dafado.
Mientras que XPG realiza el corte 3’, el dimero ERCC1-XPF lo realiza en 5'. Staresincic et
al. en el 2009 proponen un mecanismo de “corte-parche-corte-parche” que implica que la
incision 5’ preceda a la 3’ [Staresincic et al., 2009; Waters et al., 2009; Sugasawa, 2010; Li

et al., 2013; Lehmann, 2011; Melis et al., 2011].

Para la sintesis de la cadena procesada se requiere de PCNA debido a su afinidad por las
ADN polimerasas por lo que es reclutada al sitio por XPG y RPA. Las polimerasas Pol 5,
Pol « y Pol € son las encargadas de la sintesis de la secuencia escindida. Finalmente el
complejo XRCC1/Ligllla. es el encargado el proceso de ligacion. A la fecha se conoce que
son 30 las proteinas que conforman el mecanismo de NER para contrarrestar los danos en
el ADN descritos previamente (Figura 5) [Staresincic et al., 2009; Waters et al., 2009;

Sugasawa, 2010; Li et al., 2013; Lehmann, 2011; Melis et al., 2011].
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Figura 5. Mecanismo de reparacion por escision de nucleotidos (NER) y sus sub-vias: GG-NER y TC-NER.
(i) XPC-RAD23B reconocen el dafio al ADN como paso inicial en GG-NER. TC-NER es iniciado por el bloqueo
de la maquinaria de transcripcion debido a la modificacién estructural de la secuencia del gen
transcripcionalmente activo. Posterior al reconocimiento de la lesion, GG-NER y TC-NER involucran
componentes proteicos afines. (ii) el complejo TFIIH es reclutado posterior al reconocimiento. Mediante la
actividad de helicasa de las subunidades XPB y XPD, TFIIH promueve la apertura del duplex de ADN alrededor
de la lesion, facilitando el reclutamiento de XPA y RPA. (iii) el complejo XPF-ERCC1 es reclutado al sitio de la
lesion mediante interaccion directa con XPA, mientras que XPG es anclado de manera especifica mediante la
interaccion con TFIIH. Dos endonucleasas, XPF-ERCC1 y XPG, son responsables de realizar la incision 5’ y
3’, respectivamente, en el area afectada. (iv) posterior a la doble incision y a la remocion del fragmento
oligonucleotidico que contiene el dafo, la ADN polimerasa comienza a rellenar el “gap” en cooperacion con
RFC y PCNA. (v) finalmente, el corte es sellado tanto por XRCC1/Ligllla. como por FEN1/Ligl. CAK: Cinasa
activadora de la ciclina dependiente de cinasa; RFC Factor de replicacion C. Adaptada de [lyama et al., 2013].
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Todas las células del organismo estan expuestas al dafio en el ADN en mayor o menor
medida dependiendo de sus requerimientos energéticos o bien de la funcidn que
desempenfian, por ejemplo, el metabolismo altamente oxidativo de las neuronas o el
musculo esquelético [Ramos-Espinosa et al., 2012], la capacidad de acumular lipidos de
los adipocitos, la alta tasa de recambio de las células de la piel y de las microvellosidades
intestinales [Harfouche & Martin, 2010] o bien, el metabolismo poco oxidativo de las células
troncales (SC) debido a su baja cantidad de mitocondrias entre otros procesos que resultan
en proteccién adicional al dafio al ADN [Reily et al., 2013]. Con base en esto, la respuesta
ante la presencia de dano en el ADN debe ser especifica para ajustarse a las demandas

de cada tipo celular bajo sus contextos especificos de exposicion.

Células Troncales: Fisiologia, reparaciéon del ADN y diferenciacién.

Fisiologia

Mucho del conocimiento respecto a las células troncales proviene de los numerosos
estudios en el sistema hematopoyético y pesar de lo exhaustivo de estos, existen aun
muchas incognitas en este campo de estudio. Una definicion genérica para las células
troncales es “poblaciones de células capaces de dividirse simétrica y asimétricamente para

auto-renovarse o diferenciarse en multiples tipos de progenie diferenciada” [Cai et al. 2004].

Una gran cantidad de SC han sido identificadas y han sido clasificados en 2 grupos
principales: las células troncales embrionarias (ESC) y las células troncales adultas. Las

primeras provienen de las capas internas del blastocisto y tienen la capacidad de
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diferenciarse en todos los tipos celulares que conforman el cuerpo humano. Las segundas
son aquellas que se encuentran en el organismo de manera posnatal y que conservan las
propiedades de troncalidad (auto-renovacién y potencial de diferenciacion) a lo largo de la
vida. Adicionalmente, las SC adultas han sido identificadas en distintos nichos en el
organismo ademas de la médula ésea) [Carlson et al. 2009]. Estas células mantienen la
homeostasis tisular a largo plazo, el proceso fisiolégico responsable de la estabilidad
interna de renovacion de érganos, incluyendo el numero constante apropiado de células,
asi como la regeneracion en respuesta al dano (pérdida de la celularidad por diversos

factores) [Reily et al., 2013].

Se han descrito diferentes grados de troncalidad, esto se refiere al potencial de
diferenciacion que tiene determinada poblacion de SC. A pesar de que la mayoria de las
células troncales adultas se encuentran en estado quiescente del ciclo celular, cuando se
dividen se obtienen tres posibles resultados. El primero consiste en que ambas células hijas
mantengan su capacidad de SC (simétrica). En el segundo, una célula hija mantiene las
propiedades de SC pero la otra adquiere propiedades mas restringidas y se considera
intermediaria (asimétrica). El ultimo resultado consiste en que ambas células sean

intermediarias (figura 7) [Carlson et al. 2009].

Si lo anterior se analiza conforme a potencial de diferenciacién, la SC primaria, también
llamada “long-term SC”, tiene un mayor potencial de diferenciarse a una mayor cantidad de
tipos celulares mientras que la secundaria, llamada “short-term SC” tienen una mayor
restriccidn en potencialidad. Siguiendo esta légica, debajo de esta cadena se encuentran
las células de amplificacion transitoria, estas estan restringidas a un solo linaje celular y

son las encargadas de generar la poblacion celular encargada de regenerar el tejido danado
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0 que requiera nuevas células. Es importante sefalar que un tejido u érgano puede tener

mas de un tipo de SC [Carlson et al. 2009].

Auto-renovacion mediada
por divisién simétrica

{ Divisién asimétrica

TIPOS INTERMEDIOS DE SC

Stem Cell

©

»

-

Division simétrica para
diferenciacién

Figura 7. Propiedades de una célula troncal. Division simétrica y asimétrica que efectuan las SC.
Adaptada de [Carlson et al. 2009].

Un tipo de célula troncal adulta esta representada por las células mesenquimales
multipotentes, éstas pueden ser aisladas de diversas fuentes; médula 6sea, musculo y
tejido adiposo. Estas células con gran plasticidad de diferenciacion, que pueden adquirir

perfiles de expresion y fenotipos funcionales de otros tejidos, incluso de endodermo o
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ectodermo [Flores-Figueroa et al. 2006], tienen una gran relevancia en el campo de la
medicina regenerativa, y se ha observado que sus indices de reparacion de dafo en el
ADN estan relacionados con la localizacion de las mismas en el organismo [Fortini et al.,

2013].

Las alteraciones genéticas en ceélulas trocales adultas han sido implicadas en el
impedimento de la capacidad de proliferacién asi como en el incremento del potencial
tumorigénico y el envejecimiento [Kenyon & Gerson, 2007]. Se ha descrito que las células
trocales ademas de los mecanismos de reparacion emplean a la quiescencia, que es el
estado celular fuera de ciclo (G0), lo cual les confiere una tasa metabdlica baja y en
conjunto disminuyen el riesgo de adquirir dafio al ADN. Adicional a esto y en contraste con
células diferenciadas las cuales tienen una mayor tasa metabdlica y realizan respiracion
mitocondrial, las células troncales generan energia principalmente por medio de procesos
anaerobios (glucdlisis anaerobia) que les confiere una ventaja cito-protectora ya que la

produccion de ROS y RNS es considerablemente baja [Reily et al., 2013].

Reparacién del ADN.

Las células troncales al igual que cualquier otro tipo celular, son susceptibles de sufrir dano
en el ADN, cuando esto ocurre la célula activa la reparacién requerida en funcién de la
lesion generada [Decordier et al., 2010]. Si la reparacién del dafio no es exitosa, diversos
procesos celulares se activan, tales como la senescencia, la apoptosis o bien, la

diferenciacion [Reily et al., 2013].

El destino de las células, después de recibir un dano al ADN, esta determinado por la

severidad del mismo, la tasa de reparacién y adicionalmente por la activacion o no de p53.
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La persistencia de dafio aunada a procesos de replicacion, puede significar en apoptosis
mediada por p53. Ademas de esta funcion, p53 funciona como supresor de genes (como
es el caso de nanog) relacionados con la pluripotencia. Dicha represién es una de las
correlaciones mas importantes entre dafio al ADN y perdida de la pluripotencia derivando
en diferenciacion celular que es una manera de evitar la acumulacién de mutaciones futuras
en una poza auto-renovable de células. La sensibilidad al dafo y la induccién de apoptosis

por p53 es muy variable entre células troncales [Reily et al., 2013].

Si el dafio escapa a la reparacion o bien es reparado deficientemente, se fijara la lesion a
manera de mutacion en la reserva de células troncales, generando inestabilidad génica. El
genoma mutado podria entonces ser propagado horizontalmente (por auto-renovacion) o
verticalmente (a la progenie mediante diferenciacion). Estas mutaciones en SC tienen la
posibilidad de ser amplificadas posteriormente por el proceso de expansién clonal y
acumular mas con el tiempo, lo que eventualmente puede degenerar en tumorigénesis

[Maynard et al., 2008; lyama et al., 2013; Reily et al., 2013].

Reparacion del ADN tras la diferenciacion celular.

Muy poco se sabe sobre los mecanismos moleculares por los cuales el proceso de
diferenciacion implica una disminucion de la capacidad de reparacion del ADN; algunos
estudios sugieren que esta relacionado al ahorro energético celular y a la optimizacion de
funciones en células especializadas [Harfouche & Martin, 2010; Frosina, 2010]. Por un lado
se ha reportado que la actividad de la NER disminuye durante la diferenciacién que sufren
células troncales humanas, sugiriendo que se debe a alteraciones sufridas durante este

proceso en el complejo TFIIH como blanco de ubiquitinacion. Analogamente, alteraciones
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en los mecanismos de reparacion BER, HRR, NHEJ y MMR han sido observadas bajo
diversos esquemas experimentales [Nouspikel & Hanawalt, 2000 & 2002; Casorelli et al.,
2007; Hildrestrand et al., 2007 & 2009; Rolseth et al., 2008; Narciso et al., 2007; Prall et al.,
2007; Sotiropoulou et al., 2010] y sugieren la disminucién de la reparacion ante el dafio al

ADN.

Maynard y colaboradores en el 2008 demostraron que las células troncales embrionarias
(ESC) presentan una reparacion del ADN mas eficiente, en comparacién con fibroblastos
en respuesta a diversos agentes: H202, UVC, IR y psoralen, evaluados para la NER.
Ensayos por microarreglos revelaron una mayor expresion de diversos genes relacionados
con la reparacion del ADN en células troncales embrionarias, entre ellos los caracteristicos
de la BER vy la reparacion de DSB comparado con células diferenciadas. En el mismo
estudio, cuando se retaron las células troncales embrionarias frente a su contraparte
diferenciada a H202, los niveles de la proteina OGG1 (la glicosilasa especifica para remover
las 8-OxoG) y APE1 se vieron incrementados. En concordancia, el nivel de las 8-oxoG
detectadas fue menor en las células troncales embrionarias que en fibroblastos debido a
una reparacion de las lesiones oxidativas mas eficiente (BER) [Reily et al., 2013; Maynard

et al., 2008].

A pesar de los grandes avances en el campo de las células troncales poco se sabe sobre
la manera en la que responden ante el dafio en el ADN especialmente en células troncales
adultas. De manera general, se habla de una reparacién del dafio al ADN mas eficiente en
las células troncales, comparada con células diferenciadas (Figura 7) en modelos murinos

o bien células troncales embrionarias de humano.
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Figura 7. Esquema global de reparacion tras la diferenciacion. Respiracion mitocondrial incrementada y
reparacion del dafio al ADN reducido después de la diferenciacion de células troncales. Las células troncales
presentan mayor capacidad de reparacion de dano al ADN y un bajo niumero de mitocondrias y dependen de
procesos glucoliticos anaerobios. La oxidacion mitocondrial es suprimida, resultando en produccion de ATP
mitocondrial y generacién de ROS reducida. Durante la diferenciacion ocurre el remodelado celular generando
el estimulo para el incremento de cantidad de mitocondrias, oxidacion y produccion de ROS. Ademas de una
disminucioén en la actividad de los principales mecanismos de reparacion como una medida de controlar el
gasto energético. Adaptada de [Reily et al., 2013].

A pesar de que el modelo propuesto por Reily et al. en el 2013 sugiere que el proceso de
diferenciacion per se modifica los patrones de reparacién del ADN y que esta relaciéon
parece ser inversamente proporcional, algunos reportes [Ramos-Espinosa et al., 2012,
Fortini et al. 2013, Harfouche & Martin, 2010] han demostrado que la diferenciacion no
siempre describe este patrén y que hay contextos en los cuales las células precursoras
empleadas manifiestan niveles superiores de apoptosis en comparacion con las
diferenciadas [P. Fortini et al. 2013, Harfouche & Martin, 2010] o bien, que depende del tipo
de agente genotdxico empleado y de los tipos celulares a comparar. Un claro ejemplo es
documentado por Ramos-Espinosa y col. en el 2012, quienes empleando un modelo de
diferenciacion de neuroblastoma humano (MSN) demuestran que las neuronas tienen una

mayor reparacion que sus progenitoras para contener el dafo por UVC, a pesar de
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presentar una mayor sensibilidad a este agente, pero una deficiencia importante para

remover el dafio generado por H202.

Diferenciacion a adipocitos

Durante el desarrollo fetal, el segundo semestre de gestacion es el periodo clave para la
adipogénesis. Es en esta etapa cuando ocurre la agregacion de células mesenquimales y
la formacion de vasos sanguineos en zonas donde después del nacimiento se acumularan
los lipidos, conocidas como “clusters adipociticos”. Posterior al nacimiento estas zonas
estan sujetas a cambios dependientes de la dieta [W. Kiess et al. 2008]. Los estimulos que
controlan la adipogénesis son controlados por la leptina, esta proteina es producida por una
gran diversidad de tejidos incluyendo musculo esquelético, estdmago, higado, glandula
pituitaria, tejido adiposo, placenta, los ovarios, etc. Su funcidén es de sefializador de la
saciedad y por ende, regulador principal de la ingesta, uso y almacenaje de grasas. Otro
regulador importante en la diferenciaciéon de adipocitos es la adiponectina, la cual es una
proteina activadora de cAMP y PPARY, y que ademas favorece la actividad de la insulina
lo cual no solo incrementa la captacion de glucosa sino también la oxidacion de acidos

grasos.

El proceso de diferenciacion a adipocitos ha sido estudiado principalmente en modelos in
vitro partiendo de lineas pre-adipociticas, principalmente de origen murino. El arresto del
crecimiento en la poblacién a diferenciar es un evento indispensable en este proceso [W.
Kiess et al. 2008]. El paso clave para la diferenciacion a adipocito partiendo de una célula

troncal derivada de tejido adiposo es la induccion de los “reguladores maestros” PPARYy2
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(peroxisome proliferator-activated receptor y) y C/EBPoa (CCAAT/enhancer binding protein

a), factores de transcripcion indispensables para la adipogénesis.

Lo anterior es logrado mediante el uso combinado de hormonas (corticoides), insulina,
isobutil-metilxantina (IBMX) e indometacina. La insulina juega un papel muy importante en
la sefalizacion para la incorporacion de acidos grasos de cadena larga a través de la
membrana citoplasmatica mediante la activacion de proteinas transporte como la proteina
transportadora de acidos grasos-1 (FATP-1), indispensables para la formacion de las
vesiculas lipidicas que caracterizan a los adipocitos. Por otra parte, la IBMX es un agente
que eleva la concentracion de cAMP, lo cual inhibe la actividad de la fosfodiesterasa y TNF-
a causando un incremento en la expresion de PPARy2 y lipoproteina lipasa (LPL),
adicionalmente inhibe la osteogénesis mediante el bloqueo de la expresion génica de Runx-
2 y OPN por medio de la activaciéon de la proteina cinasa A (PKA). Finalmente, la
indometacina es un agonista de unién directa a PPARY2, lo cual conduce a la expresion de
marcadores adipogénicos. Se han reportado otros factores como hormonas tiroideas (T3),
Asc-2-P y FGF-2 los cuales han mostrado una sinergia con los otros componentes
incrementando su actividad y optimizando el proceso de diferenciacion [Zuk, et al., 2001 &

2004, Vater et al., 2011].

En el presente trabajo es de particular interés diferenciar células troncales adultas humanas
derivadas de tejido adiposo (hAD-MSC) a adipocitos empleando el procedimiento reportado
por Zuk et al. en su publicacion del 2004 y Vater et al. en el 2011. Empleando este protocolo
de diferenciacion es posible seguir el proceso a través de la tincion de los cuerpos grasos
mediante la tincion con el colorante liposoluble, rojo oleoso, asi mismo la observacion de

cambios morfologicos (forma globular, cuerpos lipidicos intracelulares, etc.)
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Planteamiento del trabajo

Si bien el conocimiento de los mecanismos de reparacion del ADN, en relacion a la lesion
especifica que sufre el ADN y como se resuelve ha crecido en las ultimas décadas, aun hay
incognitas por explorar. Entre ellas esta conocer y describir la variacion de los patrones de
reparacion del ADN dependientes del contexto celular (tipo, origen, pluripotencialidad, etc.)

y el microambiente en el que se encuentran.

Es por ello que en el presente trabajo se plantea determinar la respuesta de la reparacién
del ADN en células troncales adultas, antes y después de su diferenciacion a adipocitos.
Para ello, es de particular interés determinar esta capacidad reparativa ante el dafio
oxidativo inducido por el peréxido de hidrégeno, ya que es un estimulo oxidante que puede

producirse fisioldgicamente en modelos tanto in vitro como in vivo.

Las células troncales humanas que se emplean son derivadas de tejido adiposo y tienen
un inmunofenotipo caracteristico que debe ser monitoreado para la certidumbre de los
resultados, puesto que con los pases estas caracteristicas pueden perderse. Asi mismo, el
mantener el inmunofenotipo caracteristico asegura la potencialidad de diferenciacién a

adipocito en una célula con el mismo bagaje genético.

Con este trabajo sera posible determinar las diferencias entre la reparacion de lesiones

oxidativas como las 8-0xoG entre células troncales y las diferenciadas a adipocito.
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Hipoétesis.

Las células diferenciadas a adipocitos, tendran una menor respuesta
reparativa al dafo en el ADN generado por H202 (un agente oxidante) con

respecto a sus progenitores troncales (hAD-MSC).

Objetivo general.

» Determinar la respuesta de la reparacion del ADN ante el dafio inducido
por H20O2 en células troncales adultas, antes y después de su

diferenciacion a adipocitos.
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Objetivos particulares.

B.

3.

Diferenciacion a adipocitos del modelo de estudio (hAD-MSC):

. Verificar el inmunofenotipo de las células troncales adultas (hAD-MSC) de acuerdo

a lo reportado y mostrar los cambios tras su diferenciacion.
Establecer las condiciones 6ptimas para la diferenciacion de las hAD-MSC a
adipocitos
Observacion de la morfologia.
Tincion de vesiculas lipidicas intracelulares durante la diferenciacidén usando rojo oleoso.
Identificacion de un arresto en el ciclo celular en G1/GO0 indicativo de la diferenciacion
adipogénica.
Observacion de posibles cambios en la expresion de marcadores de adipocitos mediante

citometria de flujo.

Evaluacion de la generacion y remocion del daino en el ADN:

Realizar una curva dosis-efecto con H202 (50, 100, 150 y 200 uM) para seleccion de
condiciones de trabajo en hAD-MSC a través de la cuantificacion de rompimientos
de cadena sencilla.

Identificar el dafo basal en el ADN y lesiones especificas del tipo 8-0x0G, en células
hAD-MSC y después de su diferenciacion a adipocitos.

Identificar el dafio inducido en el ADN por H202 y lesiones especificas del tipo 8-
0x0G, en células hAD-MSC y después de su diferenciacion a adipocitos.

Comparar la capacidad reparativa de lesiones oxidativas en el ADN entre hAD-MSC

y adipocitos.
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Materiales y métodos

A. Cultivo celular y tratamiento.

1.1.

1.2.

Cultivo. Se emplearon células troncales mesenquimales humanas derivadas
de tejido adiposo (hAD-MSC) normales (ATCC® Cat. No. PCS500011 ™),
para todos los ensayos se dispuso de un pase temprano (pase 4). Dichos
cultivos se hicieron empleando medio “MesenPRO RS™ Medium GIBCO”
(Cat. No. 12746-012) preparado de acuerdo con las especificaciones del
proveedor, se incubaron a 37°C, 5% CO2 en camara humeda (Water-
Jacketed US Autoflow Automatic CO2 Incubator, NUAIRE), los cambios de
medio se establecieron cada 48 horas y se trabajaron a una confluencia
~85%. Para las cosechas los cultivos fueron tratados con Tripsina-EDTA
0.05% (Gibco, Cat. No. 25300-054) durante 3 minutos, tiempo suficiente para
obtener una suspension total del cultivo la cual se trasladé a un tubo

conteniendo 8 mL de PBS 1x y se centrifugé a 300 x g durante 5 minutos.

Ensayo de diferenciacion celular. Se partié de cultivos de hAD-MSC con
una confluencia ~85%, pase 4. A partir de ese momento se realizé un lavado
con PBS para remover componentes del medio previo y se afiadié medio de
diferenciacion “StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit, Gibco” (Cat. No.
A10070-01). Los cambios de medio se establecieron cada 72 horas, se incub6
a 37°C, 5% COg, en oscuridad y en camara. Para las cosechas los cultivos

fueron tratados con Tripsina-EDTA 0.25% (Gibco, Cat. No. 25200-056)
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1.3.

1.4.

durante 3 minutos y con ayuda de un gendarme se obtuvo una suspension
del cultivo, la cual se trasladd a un tubo conteniendo 8 mL de PBS 1x y se

centrifugd a 300 x g durante 5 minutos.

Viabilidad celular. Fue evaluada por el método de FDA-BrET (Diacetato de
fluoresceina — Bromuro de etidio). Se colocaron 5 uL de la mezcla (20 uL de
BrEt + 3 uL de FDA, preparada al momento de la evaluacién) en un
portaobjetos (Pearl Microscope Slides), se colocé un cubreobjetos de 18 x 18
mm (Pearl cover glass, 0.13-0.17 mm espesor) y se realizé un conteo minimo
de 100 células, discriminando por fluorescencia (rojo = células muertas y
verde = células vivas). Se empled un microscopio acoplado a aditamentos de

fluorescencia (Olympus BX60) a 20x.

Tratamiento oxidante.

1. hAD-MSC: Se trabajé con una confluencia ~85%, una caja de
cultivo por condicion (2 horas de tratamiento y 24 horas
postratamiento) y por tratamiento (control, 50, 100, 100, 150, 200
uM de H202). Para establecer la concentracion optima de H202 se
efectué6 un cambio de medio 24 horas previas a la exposicion,
transcurrido este tiempo, se realizé la curva dosis-respuesta, a las
concentraciones mencionadas, junto con un cambio de medio que

permitié tener mejor precision en el manejo de las concentraciones.
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La condicion de 24 horas postratamiento involucra un cambio de
medio después de las 2 horas de exposicion, precedido de un
lavado con PBS, y la incubacion en condiciones control (37°C, 5%

COg2, en oscuridad y en camara humeda).

2. Adipocitos: Se trabajé con cultivos a una confluencia ~85%, 14 dias
de diferenciacion, cajas independientes por condicién (control, 2h T
y 24h P) y por tratamiento (control y 100 uM H202). Se realizd un
cambio de medid 24h previas al tratamiento. La concentracion
indicada de H202 se anadio junto con un cambio de medio adicional

y precedido de un lavado con PBS.

Ambos tipos celulares se cosecharon con tripsina-EDTA al estar en la
confluencia indicada; hAD-MSC (0.05%) y adipocitos (0.25%) durante 3
minutos a condiciones de incubacion, la suspensién celular obtenida se diluyo
en 8 mL de PBS, se centrifugaron las muestras a 300 x G durante 5 minutos,
al término se resuspendié en 3 mL de PBS y se realiz6 el conteo, evaluacion
de la viabilidad y la preparacion de las laminillas para la electroforesis

unicelular (ensayo cometa).
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B. Electroforesis Unicelular - Ensayo Cometa

1.5.

Identificacidn del dafio generado por exposicion a H202. Esta metodologia
tiene la capacidad de realizarse en condiciones de alcalinidad, pH>13, y es
capaz de identificar rompimientos de cadena sencilla en el ADN, sitios AP,
sitios incompletos de reparacioén, asi como entrecruzamientos en el ADN
[Valverde & Rojas, 2009]. La técnica fue empleada en un primer experimento
en condiciones alcalinas para evaluar la presencia de rompimientos de
cadena sencilla en el ADN en ambos contextos celulares y condiciones
experimentales (control, tratamiento y 24 horas postratamiento).

Para identificar 8-OxoG (para la evaluacién de BER), se emple6 a la FPG
(formamidopirimidina glicosilasa; fapyG glicosilasa) que es la enzima
glicolitica que las resuelve como SSB [Ramos-Espinosa et al, 2012]. Ambos
protocolos se siguieron de acuerdo a lo publicado por Azqueta & Collins en
el 2013. Se trabajé con dos laminillas por condicion y por tratamiento. El
tiempo de desenrrollamiento fue de 20 minutos para el protocolo alcalino
mientras que para el protocolo con la enzima se omite este paso, y es
sustituido por la incubacion con FPG durante 30 minutos a 37°C. La
electroforesis en ambos ensayos fue a 0.8V/cm durante 20 minutos. Al
término de la electroforesis se efectud la neutralizacion y finalmente la fijacion
con etanol 96%. Para el andlisis se tifieron con bromuro de etidio, evaluando

50 nucledides por laminilla empleando el software KOMET 5.0 (kinetic
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1.6.

imaging) acoplado a un microscopio de epifluorescencia (Olympus BX60) con

filtro de excitacion 515-560 nm, filtro barrera de 590 nm a 20x.

Andlisis por categorias de dafio. Se establecen 5 categorias (0-4), las
cuales dependen de la intensidad de dafo visualizado como la cola del
cometa (Figura 8, A), donde la categoria O incluye a los cometas o bien
nucledides sin dafio y la categoria 4 representa a los nucledides con el ADN
totalmente fragmentado, visualizadas como “nubes” [Ramos-Espinosa et al,
2012]. El anterior es representado graficamente tomando en cuenta todos los
valores adquiridos (100 valores por condicion y por experimento).

Adicionalmente, se puede asignar un valor numérico a cada condicidén
dependiendo de la incidencia de eventos por categoria, este valor es conocido
como “indice de dafio” (Figura 8, B) y se calcula de manera individual por
ensayo y por condicion (100 valores por indice calculado). En éste, el valor
total de nucledides en cada categoria se multiplica por el valor asignado de 0-
4. La suma de los calculos hechos representa el indice de dafio al ADN, dicho

valor se encuentra en el intervalo de 0 a 400.
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A | CategoriaQ Categoria 3

Categoria 1 categoria 4

Categoria 2

| &

indice de Dafio = (ng*0) + (n1*1) + (N2*2) + (n3*3) + (N4*4)

Figura 8. Clasificacion de categorias de dafio al ADN. A) La asignacion visual por categoria es dependiente

de la intensidad de fluorescencia en la cola y la distancia total de migracion, la categoria 4 representa a las

células con mayor dafio y que se visualizan como “nubes”. B) Algoritmo para el calculo de indice de dafio (ID)
en el ADN por condicion experimental. Donde: nn; numero de nucledides en la categoria “n”.

1.7.  Ciclo celular. Se evalué mediante el uso de un agente intercalante del ADN

(yoduro de propidio; IP) y RNAsa A para disminuir inespecificidad (Muse Cell

Cycle Kit, MCH100106). Después de la cosecha, las células se fijaron con

etanol al 70 % (aprox. 1mL), posterior a un lavado con PBS, durante minimo

48 horas. A continuacion, se centrifugaron las células 300 x G durante 5

minutos y se realizé un lavado con PBS (1 mL). Se agrego el reactivo y se

incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente,

la adquisicion se efectué empleando un citometro FACScan (BD biosystems)

de la unidad de citofluorometria del Instituto de Investigaciones Biomédicas,

UNAM. Se determiné posteriormente la fase del ciclo celular de las

poblaciones celulares de acuerdo con su contenido desoxirribonucleico
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1.8.

relacionado directamente con la intensidad de fluorescencia generada por el

IP incorporado.

Citometria de flujo. Se emplearon anticuerpos Anti CD146/MCAM-CFS Mouse
IgG1; Clone 128018, Anti CD105/Endoglin-PerCP Mouse 1gG1; Clone 166707,
Anti CD90/Thy1-APC Mouse IgG2A; Clone Thy-1A1, Anti CD45-PE Mouse 1gG1;
Clone 2D1 (Human Mesenchymal Stem Cell Multi-Color Flow Cytometry Kit,
R&D; FMCO002) y Anti hFATP-1-PE Mouse IgG2b; Clone 308420 (R&D;
IC3304P) para la verificacién del inmunofenotipo de las hAD-MSC vy su variacion
tras la diferenciacion a adipocitos. Para el control de isotipo se emplearon Mouse
IgG1-PE, Mouse IgG2A-APC, Mouse IgG1-CFS y Mouse IgG1-PerCP. Las
concentraciones empleadas corresponden con lo especificado por el proveedor
en todos los casos. El marcaje con hFATP-1 requirié de permeabilizacidén por ser
una proteina citoplasmatica asociada a la cara interna de la membrana celular.
Para dicho proceso se empled una disolucién de saponina (0.1% w/v saponina,
0.05% NaNs, en PBS) posterior al marcaje extracelular durante 10 minutos,
seguido de la incubacion correspondiente con el anticuerpo anti-hFATP-1
durante 30 min. Las adquisiciones se efectuaron en un citdmetro Attune
Azul/Rojo (BD Biosystems) de la unidad de citofluorometria del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. El analisis de los datos se efectu6 en el
programa Attune Cytometric Software utilizando el mismo gate para todos los

casos incluyendo a todas las células evaluadas y excluyendo el debris.
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1.9.

Tincion de vesiculas lipidicas por la tincién de rojo oleoso. Para este
procedimiento se sembrd un pozo por placa y por dia de evaluacion (placa de
12 pozos) con hAD-MSC, cultivos que al tener confluencia ~85% se inicio la
diferenciacion (T=0). Las tinciones correspondientes se efectuaron a los dias 10,
11, 12, 13, 14 y 15. Para la tincidn, se realizé primeramente la fijacion de las
células con paraformaldehido al 10%, posterior a dos lavados con PBS, se
afiadio el colorante y se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente. Al
término de la misma se realizaron dos lavados con PBS y se afiadieron 0.5 mL
de rojo oleoso (Oil Red O, Trevigen 5010-024-05) preparado de acuerdo al
proveedor y se incubd durante 30 minutos con agitacion suave protegido de la
luz. Transcurrido el tiempo se efectuaron dos lavados adicionales, se afiadieron
0.5 mL de PBS para la visualizacién en microscopio invertido (Olympus IX50-
S8F2). Se tomaron imagenes para cada dia evaluado. Posteriormente para su
cuantificacion, se removié el PBS y se extrajo el colorante con isopropanol (750
uL) e incubando por 10 minutos, con agitacion y protegido de la luz. Finalmente
se coloco el sobrenadante en una celda de cuarzo (Quartz Spectrophotometer
Cell Semi Micro, 9-Q-10 mm, Bio-Rad Labs) y se midi6 la absorbancia de la
muestra en un espectrofotdmetro (Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, Model:

80-2106-20) a 500 nm empleando isopropanol como blanco.
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C. Analisis.

1.10. Andlisis estadistico. El analisis estadistico se realizé con la ayuda del
software SigmaStat 3.5 y SigmaPlot 10.0. Debido a que la distribucion de los
datos no se comport6 de manera Gaussiana se emplearon pruebas no
paramétricas para dichos analisis: Kruskal-Wallis (One-Way ANOVA on

Ranks), Prueba de Dunn, Prueba de Turkey y T-Test.
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Resultados

1. Las hAD-MSC tienen un inmunofenotipo CD90+, CD105+, CD146-, CD45, hFATP-1.

Se realizd un marcaje intra y extracelular con anticuerpos acoplados a fluorocromos
dirigidos a algunas moléculas empleadas para la inmunofenotipificacion de la linea celular
hAD-MSC (mesenquimales adultas) CD105 y CD90, asi como la incorporacién de
marcadores negativos (CD146 y CD45) y el marcador correspondiente para monitorear el

progreso de la diferenciacion adipogénica (hFATP-1).

A B g

hAD-MSC 7

Media + E.E. ’g z

CD 90** (%) 99,47 £0,23 |< 4

CD 105* (%) 82,46 £ 8,38 ﬁ 3

CD 146 * (%) 0,44 £ 0,15 f
CD 45 (%) 0,250,058 | , I
hFATP-1** (%) 10,42 6,08 e 8 isc-:(lofe) € 8

Tabla R1. Inmunofenotipificacion de hAD-MSC. A) Marcadores y sus porcentajes correspondientes para
cada marcador empleado (CD146, hFATP-1, CD90, CD105, y CD45) comparado con el control isotipico. Los
datos se representan como la media y variabilidad representada como error estandar, n= *4, **3. B) Dot plot
correspondiente a la seleccion de ventana de trabajo para el analisis (mismo para todos los marcadores).

Posterior a la adquisicion se corroboré que la poblacion de hAD-MSC expresa
homogéneamente los marcadores positivos, asi como la ausencia total de expresion de los

negativos (Tabla R1). También se observo la expresion baja del marcador de diferenciacion

(hFATP-1) lo cual esta relacionado con la procedencia de las células razon por la cual para
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la caracterizacion de adipocitos se emplean pruebas complementarias ademas de la

expresion de dicho marcador.

1.1. Cambio del inmunofenotipo tras la diferenciacion a adipocitos, CD90+,
CD105+, hFATP-1" CD146-.

Se realiz6 un marcaje intra y extracelular con anticuerpos acoplados a fluorocromos para
el proceso de diferenciacion (dias 10, 11, 13 y 14), se emplearon los marcadores CD90,
CD105, hFATP-1, CD146 obteniendo un incremento progresivo de hFATP-1 del dia 10
hacia el dia 14 y que es considerablemente superior al patron de expresion de las hAD-

MSC como se observa en la figura 8.

Expresion de hFATP-1

[ wxx |
100
a0
80
70
60
50
40
30
20
10 R
0

hFATP-1

m hAD-MSC

® Adipocitos Dia 14

Porcentaje de expresion (%)

Figura 9. Incremento en la expresion de hFATP-1 al dia 14 del esquema de diferenciacion evaluando
la proporcion de la poblacién que expresa el transportador de acidos grasos hFATP-1. ***Diferencias
estadisticamente significativas; T-Test, nnabmsc= 3, nNadipocitos= 5, p<0.025. Las barras de error
corresponden al E.E. cuyo valor numérico se muestra en la tabla R2.
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Adicionalmente, se observd una conservacidn en los niveles de expresiéon de los

marcadores CD90 y CD105 (Tabla R2).

hAR:MSC
A) hAD-MSC Adipocitos | g) ‘| ;
Media * E.E. MediazE.E. | -
CD90 (%) 99,47 +0,23 | 99,35%0.23 e
Adip;:it:s

CD 105 (%) 82,46 £ 8,38 79,1219.69 C) ]

CD146 (%)*** | 0,44+0,15 2,88 +0.87

hFATP-1 (%) ***| 10,42 6,08 94,34 £ 2.28

FSC-A (106

Tabla R2. Monitoreo de expresiéon de marcadores en Adipocitos dia 14. A) Marcadores y sus porcentajes
correspondientes para cada marcador empleado (CD146, hFATP-1, CD90 y CD105) comparado con el control
isotipico. Los datos se representan como la media y variabilidad representada como error estandar.
****Diferencias estadisticamente significativas; t-Test, n=5, p<0.025. B y C) Dot plot correspondientes a la
seleccién de ventana de trabajo para el analisis de hAD-MSC y adipocitos, respectivamente.

Estos resultados indican una 6ptima diferenciacion hacia adipocitos partiendo de hAD-MSC
y que ademas ayudaron a seleccionar el dia 14 como la condicién de trabajo para los

adipocitos dada la homogeneidad en los patrones de inmunofenotipo determinados.

2. Las hAD-MSC responden eficientemente a la diferenciacion a adipocitos.

Una vez que se logré una confluencia de ~85% en el cultivo de hAD-MSC se indujo la
diferenciacion mediante el uso de medio adipogénico (StemPRO Adipogenesis), se
realizaron cambios periddicos (cada 72 h) y la tincion de granulos lipidicos por el método

de tincidén con rojo oleoso, la observacion de morfologia por microscopia y el marcaje para
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la inmunofenotipificacion. En donde se pudieron observar cambios relevantes en la
morfologia (Figura 9), estos cambios se presentaron progresivamente desde el dia 5-6 pero
fueron muy evidentes a partir del dia 11 y se acentuaron mas conforme avanzo el tiempo.
En la figura unicamente se muestran a bajo aumento las células troncales en un inicio, es
decir dia 0, se contrastan con la morfologia alcanzada el dia 14 de diferenciacién con varias
magnificaciones para evidenciar las vesiculas lipidicas y los cambios en el patron de

crecimiento del cultivo.

Por otra parte, al realizarse la tincion con rojo oleoso se observé un incremento importante
en los valores de absorbancia a 500 nm de la retencion del colorante liposoluble en los
cultivos diferenciados (dia 10 al 15) con respecto a las hAD-MSC (Figura 10), indicando de
manera cuantitativa el almacenamiento progresivo de acidos grasos en el interior de las
células. La morfologia que se observa al dia 14 de diferenciacion se presenta en la figura
11, en donde es evidente la formacion de multiples cuerpos grasos o bien vesiculas lipidicas
intracelulares que corresponden a un adipocito. Este ensayo se realizé con n=1 por dia ya
que lo que se busco fue un patrén para ayudar en la seleccion del dia de diferenciacion

optimo.
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Figura 10. Cambios morfolégicos celulares durante el esquema de diferenciaciéon. Se observa un
cambio progresivo en el cultivo destacando la presencia de cuerpos grasos (vesiculas lipidicas) en el
interior de las células. Células mesenquimales adultas derivadas de tejido adiposo hAD-MSC (A Y B) 4x.
Diferenciacion celular dia 14: 4x, 10x, 20x y 40x (C, D, E y F respectivamente).
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Figura 11. Tincién de rojo oleoso en hAD-MSC y células diferenciadas. El cultivo diferenciado se evalu6
en el intervalo de 10 -15 dias, se observa un incremento en la retencién del colorante liposoluble conforme
progresan los dias. La linea punteda representa el valor de las hAD-MSC como referencia.
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Figura 12. Tincion con rojo oleoso en adipocitos dia 14 obtenidos a partir de hAD-MSC. Se muestra el
mismo campo a diferentes aumentos (A; 10x, B; 20x y C; 40x). La intensidad de la tincién se aprecié a simple
vista (D).

Posteriormente, se efectud una evaluacion por citometria de flujo del ciclo celular de ambos
cultivos celulares (dia 14 para las células diferenciadas), en donde se observd un arresto
en la fase G1 del ciclo celular (Figura 12), que de acuerdo a lo reportado por Nouspikel &
Hanawalt en el 2002, es una caracteristica de las células totalmente diferenciadas el
presentar un estado postmitético. Esta prueba se relacioné al numero de células inicial
(estado troncal) y al dia 14 del proceso de diferenciacion con lo cual no se observoé cambio
en el numero de células en el cultivo. Ambas pruebas indican la atenuacion del proceso de

replicacion del ADN.
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Figura 13. Ciclo celular en hAD-MSC y células diferenciadas (dia 14). Se observa un porcentaje elevado
de células en la fase G1 del ciclo celular en la poblacién diferenciada, en el dia 14, sugerente de un estado

postmitdtico corresponde a adipocito. t-Test, nhap-mMsc=6, Nadipocitos=3, P<0.025.

Adicionalmente, cabe destacar que, durante el proceso de cosecha de los cultivos

diferenciados, se detecté una mayor capacidad de adhesion de las células a las cajas de

cultivo sugiriendo indirectamente un cambio en la expresion de moléculas de adhesion,

relacionado con la formacion de tejido adiposo, lo cual corresponde con lo reportado por

Kubo W. et al. 1999.
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3. Las hAD-MSC remueven eficientemente las lesiones en el ADN generadas por
H202 a concentraciones de hasta 100 4M.

3.1. Generacion y remociéon de dafio global (SSB, sitios AP y sitios de reparacién
tardia).

Después de la exposicion a peréxido de hidrogeno a concentraciones crecientes (50, 100,
150 y 200 uM) durante 2 horas, se determinaron los rompimientos de cadena sencilla
mediante la electroforesis unicelular, mostrando su migracién en el campo eléctrico
proporcional al dafio generado. Lo resultados del ensayo cometa mostraron un incremento
dosis-dependiente estadisticamente significativo (con respecto al control y las dosis) en
todas las concentraciones empleadas. El dafo se analizd mediante tres métodos
diferentes; histogramas de frecuencia de Olive Tail Moment (OTM), parametro que
representa la movilidad de los fragmentos de ADN de cadena sencilla en tres dimensiones
determinado por el software Komet 5.0 (Figura 14 A), mediante categorias de dafo
asignadas por el valor de OTM (Figura 14 B) y graficos de caja para OTM de las diferentes
condiciones experimentales (Figura 14 A’). Es muy importante destacar que si bien la
representacion grafica de las categorias es independiente de las mediciones, el algoritmo
se calcula con base en 100, por lo tanto, el valor de I.D. mostrado es el promedio de los

obtenidos por ensayo

En experimentos paralelos, se evalud la remocion de dafio al ADN con postratamiento de
24 h en condiciones de cultivo éptimas (medio MesenPRO, 37°C, 5% CO2, camara humeda,
en oscuridad) tras el lavado del tratamiento. Este experimento permite evaluar la reparacion
del ADN mediante la remocién eficiente del dafo. Los resultados indican ademas de la

dosis efectos dependientes, una reparacion del ADN eficiente y estadisticamente
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significativa con respecto al control para los tratamientos de H202 de 50 y 100 uM; no asi
para las concentraciones superiores en donde se observé una reparacién parcial del dafio

generado (Figura 14).
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Figura 14. Evaluacién de generaciéon y remocién de dafio en hAD-MSC. A) Se observa un desplazamiento
poblacional hacia valores de mas dafo (representados como frecuencia de eventos por intervalo en OTM. La
exposicion al tratamiento causa un aumento en la generacién de lesiones al ADN en todas las condiciones
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(estadisticamente significativo respecto al control y entre tratamientos: A’). Las lesiones generadas durante
el tratamiento son removidas eficientemente a las 24 horas posteriores a la exposicion (P) solamente en las
condiciones de 50 y 100 uM. B) Representacion de categorias de dafo e ID, mostrando de una manera
concentracién-dependiente el incremento en la generacién de las lesiones y su remocion eficiente solo en las
concentraciones de 50 y 100 uM, visualizado la ineficiente reparacién como permanencia de lesiones en las
concentraciones superiores de 150 y 200 uM. El I.D. representado es el promedio de los obtenidos por
ensayo. *** Diferencias estadisticamente significativas. Kruskal-Wallis p<0.001, Prueba de Dunn p<0.05, n=6.
Nota: La “P” simboliza el postratamiento mientras que la ausencia de letra en las condiciones simboliza el

tratamiento. “Indica las condiciones de remocion de dafio éptimas.

Adicionalmente, se determind la viabilidad de los cultivos para cada tratamiento mediante
la tincién dual de fluorocromos que determina el funcionamiento metabdlico lisosomal; en
donde se observaron efectos citotoxicos en las concentraciones de 150 y 200 uM de H20:2
(Tabla R3). También se observé que la viabilidad se recuperd tras el periodo de
recuperacion para todas las concentraciones. Con base en estos resultados se descarto el
trabajar con las concentraciones citotdxicas que pudieran enmascarar la eficiencia del

proceso de reparacion del ADN.

2 h Tratamiento 24h Posfratamiento

Control 50 uM 100 uM 150 uM 200y Control 50 uM 100 uM 150 uM 200 uM

hAD-MSC 100,00 96,12+2,4 8824%3,38 70,88+3,7 6491%x7,2 100,00 ?21,12+4,1 8667%1,5 81,90x1,5 726035

Tabla R3. Viabilidad celular de hAD-MSC (curva dosis-respuesta). De las concentraciones empleadas,
solamente las dos mas altas (150 uM y 200 uM) cursaron con citotoxicidad descartandolas para evitar
variables contundentes en la interpretacion de resultados. Método BrEt-FDA, los resultados se muestran
normalizados respecto al control. Promedios y error estandar, n= 6.

3.2. Evaluacién de BER en hAD-MSC (generaciéon y remocion de 8-OxoG).

Las lesiones oxidativas en el ADN, especificamente las 8-oxoG y FapyG generadas por el
tratamiento con H202 son reparadas a través del mecanismo de reparacion por escision de
bases (BER). Por ello se identifico la lesion mediante la glicosilasa FPG y se determiné su
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persistencia o remocién para indicar la funcionalidad de la reparacion por escision de bases.
Bajo este protocolo se observd la generacion y remocion de lesiones 8-oxoG, para los
tratamientos de 50 y 100 uM de H202 y una remocion parcial de las mismas a
concentraciones >100 uM lo cual se observa por los tres métodos de representacion

(Frecuencias, Categorias y Grafico de cajas) (Figuras 15).

Lo anterior se interpreta como una eficiencia de la BER para remover los dos tipos de
oxidacion de la guanina evaluados los cuales representan las lesiones por oxidacidon mas
frecuentes en el ADN. Si bien el mecanismo de reparacién remueve una proporcion
considerable de las lesiones generadas por el tratamiento a concentraciones de 150 y 200
uM su eficiencia no es la necesaria para alcanzar los niveles basales de 8-OxoG en el ADN

gendmico en estas células.
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Figura 15. Evaluacion de la respuesta reparativa de la BER para remover 8-OxoG en hAD-MSC. A) El
tratamiento con H202 genera de manera tratamiento-dependiente la formacién de la lesion especifica de
BER y que en estas células solo se remueven para las condiciones de 50 y 100 uM. A’) Estas diferencias son
estadisticamente significativas con respecto al control en el tratamiento y solamente las concentraciones
mencionadas recuperan los valores basales en el postratamiento. B) Representacién de categorias de dafo,
mostrando de una manera concentracion-dependiente, las lesiones y su remocion eficiente solo en las
concentraciones de 50 y 100 uM, visualizado la ineficiente reparacién como permanencia de lesiones en las
concentraciones superiores de 150 y 200 uM. El I.D. representado es el promedio de los obtenidos por
ensayo. *** Diferencias estadisticamente significativas. Kruskal-Wallis p<0.001, Prueba de Turkey p<0.05,

n=4. *Indica las condiciones de remocién de dafio 6ptimas.
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4. Las células diferenciadas a adipocitos tienen un dafio basal en el ADN superior
al de las hAD-MSC.

Se evalud el dafio basal de los adipocitos mediante la electroforesis unicelular alcalina
(pH>13) y mediante la digestion con FPG, para determinar 8-oxoG. También se determind
el dano inducido por el H202 100 uM durante 2 horas (T=0) y 24 horas después cultivado
en condiciones 6ptimas para determinar la respuesta reparativa. El dafio en el ADN,
después de los 14 dias de diferenciacién a adipocitos, fue mayor que en las hAD-MSC con
respecto a las hAD-MSC lo cual fue estadisticamente significativo, como se muestra en la

figura 17.

Al realizar la comparacion mediante el indice de dafo en categorias se observaron
diferencias importantes en el comportamiento de la poblacion celular ante condiciones de
cultivo control idénticas (Figura 18). El valor numérico del indice de dafio en el ADN (I.D.)
es 1.68 veces mayor en los adipocitos en comparacién con el de las hAD-MSC,
adicionalmente se observo un desplazamiento en la poblacion de los adipocitos hacia
categorias de mas dafo, estando entre las categorias 1 y 2, mientras que las células

indiferenciadas se encuentran en 1 con tendencia a 0.
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hADMSc Vs. Adipocitos (Daio basal/SSB)
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Figura 16. Los adipocitos tienen un daino basal al ADN mayor con respecto a las hAD-MSC.
***Diferencias estadisticamente significativas por Kruskal-Wallis (p<0.001) y Prueba de Dunn
(p<0.05), Nadipocitos=3, Nhap-msc=6. P: Postratamiento.
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Figura 17. Comparacién de dafo basal en el ADN, hAD-MSC Vs. Adipocitos. La poblacion de
los adipocitos se encuentra desplazada hacia las categorias de mas dafio en el ADN en
comparacion con las indiferenciadas, adicionalmente, el valor numérico del indice de dano (I.D.) es
1.68 veces mayor en los adipocitos.
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De manera analoga, se encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto a
la presencia de 8-OxoG entre ambos estados de diferenciacion, sugiriendo que la actividad
basal de BER en las células diferenciadas esta atenuada al ser comparada con lo

correspondiente en las hAD-MSC (Figura 19).

hADMSC Vs. Adipocitos (Dafo basal/8-OxoG)
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Figura 18. Los adipocitos presentan una mayor cantidad de 8-OxoG de manera basal
en comparacioén con sus progenitores indiferenciados. La actividad de BER podria estar
atenuada en estas células con respecto a las hAD-MSC. ***Diferencias estadisticamente
significativas por Kruskal-Wallis (p<0.001) y Prueba de Dunn (p<0.05), Nadipocites=3, NhaD-
msc=6. P: Postratamiento.
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El valor numérico por analisis de indice de dafo en el ADN respecto a la presencia de 8-
OxoG es 6.98 veces mayor al correspondiente en las hAD-MSC, adicional a lo anterior, la
poblacién de adipocitos se encuentra entre las categorias 1 y 2 de dafio de manera muy
similar a lo observado en la figura 20 mientras que la poblacion de las células

indiferenciadas se encuentra en su mayoria en la categoria 0 (Figura 20).
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Figura 19. Comparacion de 8-OxoG presentes de manera basal, hAD-MSC Vs. Adipocitos. El
indice de dafo de los adipocitos es 6.98 veces mayor en comparacién con las hAD-MSC. Se aprecia
el desplazamiento de la poblacién diferenciada a categorias de mayor dafo.
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5. Las células diferenciadas a adipocitos muestran una respuesta reparativa en el
ADN menor respecto a las hAD-MSC.

En contraste con la prueba anterior se realizaron ensayos de exposicion de los adipocitos
obtenidos a una concentracion de 100 uM de H202, comparandolo tanto con su control
como con las hAD-MSC, en las condiciones de tratamiento (2 horas) y 24 horas posteriores
al mismo. Los resultados muestran que el dafio global, evaluado como SSB, generado por
el tratamiento induce lesiones en los adipocitos que no pueden ser removidas aun 24 horas

posteriores al tratamiento (Figura 21).

Adicionalmente, al evaluar la generacion y remocién de 8-OxoG se observo una mayor
generacion de estas lesiones en los adipocitos y una deficiencia en la respuesta de
reparacion del ADN tras 24 horas (Figura 22), confirmando la atenuacién del mecanismo

de BER en los adipocitos al ser comparado con las hAD-MSC.
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hAD-MSC vs Adipocitos (SSB)
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Figura 20. Comparacion entre hAD-MSC y adipocitos en la generaciéon y remocion de lesiones
oxidativas en el ADN. Los adipocitos tienen una menor respuesta de reparaciéon ante lesiones
generadas por un reto genotoxico de 100 uM de H202 en comparacion con sus progenitores troncales
(hAD-MSC). ***Diferencias estadisticamente significativas por Kruskal-Wallis (p<0.001) y Prueba de
Dunn (p<0.05), nadipocites=3, Nhap-msc=6. IND: Indiferenciadas (hAD-MSC). DIF: Diferenciadas
(Adipocitos). 2h T: 2 horas de tratamiento. 24h P: 24 horas postratamiento.
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hAD-MSC vs Adipocitos (8-OxoG)
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Figura 21. Los adipocitos tienen menor capacidad de remover las 8-OxoG generadas por el
tratamiento en comparacion con las hAD-MSC. El mecanismo de BER en hAD-MSC es mas
eficiente en la remocion de 8-OxoG respecto a los adipocitos. ***Diferencias estadisticamente
significativas por método de Kruskal-Wallis (p<0.001) y Prueba de Dunn (p<0.05), Nadipocitos=3, NhAD-
msc=6. IND: Indiferenciadas (hAD-MSC). DIF: Diferenciadas (Adipocitos). 2h T: 2 horas de
tratamiento. 24h P: 24 horas postratamiento.

Se realiz6 el ensayo correspondiente de evaluacion de la viabilidad celular por el método
de BrEt-FDA, en donde se observa que el tratamiento no afecta significativamente la
viabilidad celular (Tabla R4) y que es equivalente a la respuesta obtenida por el cultivo de

hAD-MSC a la concentracion de 100 uM de perodxido de hidrégeno. Esto indica que no hay
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un proceso citotoxico importante que enmascare el resultado obtenido por el tratamiento
en la generacién y remocion del dafio en el ADN, tanto en adipocitos como en las hAD-

MSC a la concentracion de trabajo seleccionada.

2h Tratamiento 24h postratamiento

Control 100 uM Control 100 uM

hAD-MSC 100,00/ 86.6 |88,24 + 3,38 100,00/86.25 | 86,67 £1,5

Adipocitos 100,00/ 86.2 | 84,60 £2,8 | 100,00/84.1 80,92 £ 3,7

Tabla R4. Viabilidad de hAD-MSC y Adipocitos a las condiciones de trabajo. No se observan diferencias
representativas en ningun caso.

En conjunto, lo anterior muestra que los adipocitos tuvieron menor capacidad para
contender con el dafo en el ADN causado por una exposiciéon a H202 y que ademas, al
evaluar la remocion lesion-especifica de BER (8-OxoG), estas células fueron incapaces de
alcanzar los valores basales correspondientes, mientras que las hAD-MSC removieron este

dafno.
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Analisis y discusion de resultados.

Actualmente hay mucha variabilidad en los métodos de caracterizacion de las células
troncales debido a la heterogeneidad entre poblaciones dentro de un mismo organismo.
Particularmente en las hAD-MSC, esta reportado que la expresion de los marcadores
evaluados por citometria de flujo varia de manera dependiente al pase del cultivo (ATCC®
PCS500011™), por lo tanto, para asegurar los patrones de expresion y reducir variabilidad
se trabajé con un pase temprano (pase 4). Asimismo, de manera experimental, los cambios
morfoldgicos y las tinciones dependieron tanto del dia evaluado como de la confluencia
celular. Dado lo anterior, fue muy importante caracterizar tanto las hAD-MSC como los
adipocitos obtenidos mediante complementariedad de métodos: morfologia, tinciones,
marcajes mediante anticuerpos y ensayos de proliferacién, que en conjunto, proporcionaron
una descripcién clara de ambos tipos celulares y una diferencia evidente entre ellos en cada
uno de los parametros evaluados (morfologia, expresion de marcadores, tincion de cuerpos

grasos, etc.).

Las hAD-MSC mostraron una alta eficiencia de diferenciacion que alcanzé caracteristicas
estables (dentro de los dias evaluados; 10-15) en el dia 14. El primer parametro que
evidencio lo anterior, fue el incremento significativo en la expresiéon del transportador de
acidos grasos (hFATP-1) que llegd a un maximo para el dia 11 y que se mantuvo en los
dias consecutivos evaluados, este transportador se localiza en un compartimento
intracelular perinuclear y es debido a la estimulacién por insulina que ocurre su
translocacién a la membrana plasmatica y su asociacién con GLU4 [Stahl et al., 2002].

Una vez asociado a la membrana citoplasmatica, este transportador facilita la captacion y
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acumulacion de acidos grasos de cadena larga (LCFA, por sus siglas en inglés) [Garcia-

Martinez et al., 2005, Wu et al., 2006].

La expresion y translocacién de este transportador esta relacionada con la formacién de
vesiculas lipidicas en el espacio citoplasmatico durante el proceso de diferenciaciéon
adipogénica, las cuales, se evidenciaron mediante una tincién especifica de acidos grasos
empleando rojo oleoso (oil red O), el cual es un colorante con una alta solubilidad en lipidos,
caracteristica que permite marcar regiones celulares en donde se acumulen este tipo de
biomoléculas [Pefhia & Watts, 1971]. Los resultados muestran una acumulacion del
colorante que llegd a un maximo para el dia 12 y se mantuvo en los mismos valores los
dias posteriores. Las vesiculas lipidicas fueron evidentes mediante el uso de microscopio
como se muestra en la figura 13 y que confirma el caracter lipidico de lo observado antes

de la tincidn en la figura 12.

Se observo un incremento en la capacidad de adhesion del cultivo conforme el progreso de
la diferenciacion, tanto con la placa de cultivo como entre las células, lo cual corresponde
a lo reportado por Kubo Y. et al. en el 2000. Lo anterior tiene el sentido biolégico de la
formacion de cara basal y apical del tejido para desarrollar coordinadamente su funcién que
en este caso particular corresponde a la captacion de los acidos grasos para la formacion
de reservas energéticas asi como una captacion y secrecion de hormonas y factores
indispensables para la homeostasis de un tejido de esta naturaleza. Finalmente, al evaluar
el la distribucién de la poblacién en las fases del ciclo celular por la incorporacion de yoduro
de propidio (IP) y su cuantificacion por citometria de flujo, se pudo observar una disminucién
importante de células en la fase S y un incremento casi total en la fase G1/G0, esto coincide

con lo publicado en 2002 por Nouspikel y Hanawalt, en donde se menciona que las células
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post-mitéticas (como los adipocitos, neuronas, etc.) no replican su material genético. Es
importante destacar que se trabajé con todas las células provenientes del cultivo
correspondiente a la diferenciacion, esto es, no se realizo “cell-sorting”. Lo anterior se debid
a que el cultivo no presento variabilidad interna en ninguna de las evaluaciones

comportandose como una poblacion homogénea.

Por otra parte, los resultados indican una buena respuesta reparativa, para las hAD-MSC
de las lesiones generadas por el tratamiento con H202 100 uM durante 2 h y el seguimiento

tras 24 horas de recuperacion en condiciones de cultivo optimas.

El comportamiento de la BER al evaluar la 8-OxoG, lesién que es removida por la glicosilasa
bifuncional 8-oxoguanina ADN-glicosilasa (OGG1) y que identificamos mediante la
electroforesis unicelular con el uso de FPG que es el ortélogo de la OGG1 en E. Coli mostro
resultados semejantes. Es importante destacar que a través de la electroforesis unicelular
alcalina se determinan tanto SSB, los sitios de reparacion retardada o interrumpida, los
sitios apurinicos/apirimidinicos (AP), ademas de los diversos productos por oxidacion que
se generan en las bases nucleotidicas que alteran las fuerzas de enlaces en la cadena del
ADN y que no tuvieron tiempo de ser removidas por las glicosilasas, por otra parte, la
variacion del ensayo con FPG es un método de cuantificacion lesion especifica (8-OxoG)

[Rojas et al., 2009].

Al relacionar lo anterior con los resultados obtenidos en la evaluacion de la viabilidad celular
por el método de FDA-BrEt (Tabla R3), se concluye que, los resultados obtenidos de la
genotoxicidad no son enmascarados por procesos celulares como la citotoxicidad. Por lo

tanto, los datos indican que las condiciones éptimas de remocion de dafio en el ADN
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inducido por este agente oxidante, H202 en las hAD-MSC, se encuentran en el intervalo de

0a 100 uM.

Debido a la significancia estadistica obtenida de generacién y remocién de dafio en la curva
concentracion-respuesta analizada por los tres métodos empleados (frecuencias, indice de
dafno y OTM) aunado a los valores de la viabilidad en los cultivos, se decidié seleccionar
como condicion de trabajo la concentracion de 100 uM. Es importante mencionar que, no
se emplearon las concentraciones superiores (150 y 200 uM) debido al incremento en la
citotoxicidad y el gran numero de nucledides completamente fragmentados (“nubes”) a
causa del tratamiento, los cuales son factores que enmascaran tanto la respuesta

reparativa como la induccion de las lesiones.

Posteriormente, al cuantificar el dafno basal presente en los adipocitos obtenidos tras la
diferenciacion, se observd que éste es mayor en comparacion con las hAD-MSC,
aproximadamente del doble del valor de OTM, lo anterior podria explicarse como una
atenuacién de la capacidad de estas células a remover el dafio generado por fuentes
endogenas o bien que estas células estan sujetas al efecto de la produccion de ROS
elevada de acuerdo al modelo de Reily C.R. y colaboradores propuesto en el 2013. Al
evaluar la capacidad de reparacion de las 8-OxoG generadas por procesos metabdlicos
celulares implicitos en la diferenciacion a adipocito, se observd una diferencia aun mas
pronunciada, en el caso del indice de dafio de los adipocitos éste fue 6.98 veces mayor
comparado con el correspondiente para las hAD-MSC, diferencia que no se manifiesta tan
evidente a través del analisis de OTM. Complementariamente, de acuerdo a lo mostrado
en las figuras 23 y 24, el valor de dafo basal (representado en OTM) en adipocitos es

equivalente al valor de dafio con tratamiento (100 uM H20:2) de las hAD-MSC, tanto para la
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evaluacion de dafo global y de 8-OxoG empleando la glicosilasa FPG. Lo anterior nos
proporciona un punto de referencia para apreciar mejor el nivel de dafio basal que
presentan las células diferenciadas. Lo anterior, es indicativo de la atenuacién del
mecanismo de BER en los adipocitos que sigue el modelo propuesto por Reily C.R. y
colaboradores en el 2013 (Figura 9) y que concuerda con estudios recientes en otros
modelos de diferenciacion [Narciso et al., 2007; Hilderstrand et al., 2007], de manera
importante los hallazgos encontrados por Narciso L. y su grupo de trabajo sugieren una
induccion en la produccién de ROS como parte del proceso de diferenciaciéon per se en el
caso del proceso de mioblastos a miotubos, podria ser que en este modelo de
diferenciacion haya también induccion de ROS las cuales estarian elevando el dafio basal
en el ADN. Se esperaria que este tipo de dafio constante retaria a la célula a incrementar
la expresidn de componentes de la respuesta reparativa del ADN, sin embargo, los

resultados observados en las figuras 19-22 indican lo contrario.

Finalmente, al efectuar el reto genotdxico a la condiciéon de trabajo (100 uM de H2032), se
observé que los adipocitos no son capaces de remover en su totalidad las lesiones
generadas aun después de 24 horas posteriores al reto pero que esto no indujo
citotoxicidad en el cultivo (Tabla R4) al menos en el intervalo evaluado, con lo cual no solo
nos indica que el dafo cuantificado es debido al tratamiento y que no hubo
enmascaramiento del mismo, también nos sugiere que el dafio generado se podria estar
acumulando en el genoma. Aunado a esto el hallar el mismo comportamiento en cuanto a
las lesiones del tipo 8-OxoG, refuerza la propuesta de la atenuacion de los mecanismos de
reparacion en estas células, especificamente el mecanismo de BER y que se comporta

como el modelo mencionado (Figura 9).
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Conclusiones

En el presente trabajo se mostré que los adipocitos, que se obtienen a partir de un proceso
de diferenciacion partiendo de células troncales adultas humanas derivadas de tejido
adiposo, tienen una menor capacidad de remover las lesiones en el ADN de origen oxidativo
con respecto a las hAD-MSC y, que adicionalmente, tienen un dafo basal en el ADN mayor
al de las hAD-MSC lo cual sugiere una deficiencia para contender con el dafio generado de
manera endogena y que podria estar relacionado con la produccidon de especies reactivas
de oxigeno y/o con el proceso de diferenciacion. Se sugieren experimentos
complementarios para la cuantificacion de ROS asi como el uso de otros agentes oxidantes
en ambos tipos celulares, ademas de ensayos para la cuantificacion de transcritos y

proteinas relacionados con la reparacion del ADN.

De manera importante, se observé que el tratamiento no causé citotoxicidad en los
adipocitos y que al relacionarse con su deficiencia en la reparacion del dano pone en
evidencia la posible acumulacién de dano en el ADN de estas células. Si bien se sabe que
un proceso de diferenciacion incluye movimientos en la cromatina que involucran
silenciamiento de genes innecesarios y compactacion de la misma, ademas de la evidencia
reportada acerca de una disminucion del mecanismo de reparacion global del genoma de
NER (GG-NER) en células diferenciadas [Ramos-Espinoza et al., 2012], esto nos lleva a
pensar que posiblemente parte del dafio que no se pudo remover se encuentra en estos
fragmentos no transcritos del ADN, sin embargo, también se sabe que bajo ciertos
estimulos los adipocitos pueden salir del estado postmitético que los caracteriza y entrar

en division celular en donde la acumulacion de estas lesiones retomaria una importancia
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mutagénica ya que se corre el riesgo de la replicacion y transcripcion de estas secuencias
danadas y que incluso podrian favorecer el desarrollo de cancer entre otras enfermedades

degenerativas.

Finalmente, la terapia con células troncales tiene una enorme ventaja sobre los injertos
autdlogos y los trasplantes y ésta cada vez gana mas terreno dentro de la medicina
regenerativa, debido a esto, es muy importante conocer los mecanismos que salvaguardan
la integridad del genoma asi como la sensibilidad al daio que puede tener una poblacion
dada y asi tener una descripcion del comportamiento de la misma ante ciertos estimulos

que son parte de un procedimiento quirurgico.
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Perspectivas

¥’ Realizar diferenciacion a otro tipo celular (Condrocitos, Osteocitos, Neuronas, etc.)

y realizar ensayos analogos de genotoxicidad.

¥’ Realizar pruebas con un cultivo primario de adipocitos humanos (Dafo basal y reto

genotodxico) para hacer contraste de dafo en el ADN y reparacion.

¥’ Cuantificar la generacion de especies reactivas de oxigeno en los 3 tipos celulares
(hAD-MSC, células diferenciadas a partir de hAD-MSC vy cultivo primario de

adipocitos).

v’ Cuantificar la expresion de proteinas y de los mRNA relacionados a la reparacion

del ADN.

¥’ Realizar ensayos nsayos analogos con otro agente genotoxico con la finalidad de

evaluar otros mecanismos de reparacion en el mismo modelo.
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