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RESUMEN 

Los adipocitos son el principal componente celular del tejido adiposo blanco. Por 

medio de moléculas señalizadoras solubles regulan numerosos procesos 

fisiológicos y fisiopatológicos que controlan el metabolismo de la glucosa, el apetito, 

respuesta inmunológica, presión sanguínea y funciones reproductivas, entre otras. 

El proceso encargado de la generación de adipocitos maduros es mejor conocido 

como adipogénesis. Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio han 

demostrado que el proceso de adipogénesis, per se, involucra una pérdida gradual 

de la capacidad reparativa de lesiones en el ADN de adipocitos provenientes de 

células troncales/estromales mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano 

(hAD-MSC). De ser persiste el daño en el ADN, se activará la Respuesta al Daño 

en el ADN (DDR). Sin embargo, de mantenerse activa por largos periodos de tiempo 

(días a meses) resulta perjudicial para la célula ya que puede inducir disfunción del 

del adipocito, senescencia y/o apoptosis. Por otra parte, el TNF-α ha sido 

estrechamente relacionado con varias fisiopatologías relacionadas con un mal 

funcionamiento del adipocito como la obesidad y la caquexia. No obstante, el 

mecanismo molecular no ha sido completamente elucidado.  

El presente trabajo, es uno de las primeros en evidenciar la activación persistente 

de la DDR por medio de 125 ng/ml de TNF-α por 24 horas (concentración similar a 

la encontrada en el tejido adiposo durante diferentes patologías). Esta activación se 

correlaciona con un incremento en los niveles intracelulares de Especies Reactivas 

de Oxigeno (ERO´s). Asimismo, se comprobó que los efectos de la activación 

persistente de la DDR van más allá de la célula directamente expuesta al TNF-α. 

Por medio de moléculas señalizadoras solubles (SASP, por sus siglas en inglés, 

Senescense-Associated Secretory Phenotype), la DDR influye en la diferenciación 

celular y procesos celulares reguladores. Con base en lo descrito, queda expuesto 

un mecanismo alternativo del TNF-α, mediante el cual, afecta no solo la 

funcionalidad del adipocito, sino también la generación de adipocitos nuevos 

(adipogénesis).  Por ello, creemos necesaria una investigación al respecto de los 
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mecanismos de daño, que el TNF-α ejerce en el adipocito sano y, seguramente, en 

muchos otros tipos celulares. 

 

ANTECEDENTES 

El adipocito  

Los adipocitos son el componente celular principal del tejido adiposo (Sherer P. et 

al., 2006; Lago F. et al., 2009). Son células especializadas en el almacenamiento 

de energía en forma de lípidos dentro de su citoplasma. Tienen la capacidad de 

recibir, procesar y responder a estímulos sistémicos (Liping L. et al., 2016; Tan C. 

et al., 2008). 

Clásicamente, el adipocito maduro exhibe una forma esférica; con un tamaño 

aproximado de 25-150 µm (Jeanson Y. et al., 2015; Large V. et al., 2004). Su núcleo 

celular se encuentra desplazado a la periferia, debido a la presencia de una gota 

lipídica unilocular que abarca el 95% de su citoplasma. Almacena lípidos en forma 

de triacilgliceroles (TG), como consecuencia de la lipogénesis.  Además, es capaz 

de liberar ácidos grasos libres (AGL) como resultado de la lipólisis (Grigoras A. et al 

2018). Contiene un número pequeño de mitocondrias y una baja tasa oxidante 

(Jeanson Y. et al 2015). Expresa un amplio espectro de genes que codifican para 

marcadores propios adipocitarios, tales como: resistina, lipoproteina lipasa (LPL), 

gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa (G3PDH) (Esteve M. et al 2013; Park A. et 

al., 2014) y la proteína de unión a ácidos grasos tipo 4 (FABP4) (Furuhashi M. et al., 

2015). Además, posee una alta capacidad de extensión y contracción, acorde al 

balance energético (Rigamonti A. et al., 2011). 

El adipocito recibe y responde a señales sistémicas, ya sea para almacenar 

nutrientes o movilizarlos dependiendo de las necesidades energéticas del 

organismo. Ante una deprivación de nutrientes, el adipocito es estimulado por 

hormonas como el glucagón o la noradrenalina. Estas hormonas facilitan la 

activación de la lipasa sensible a hormonas (HSL) y la adipo-triglicerido lipasa 
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(ATGL). Permitiendo así, la lisis de los TG y la consecuente liberación de ácidos 

grasos no esterificados y glicerol a la circulación sanguínea. Estos dos últimos 

productos servirán como fuente de energía a órganos como el hígado, páncreas, y 

al musculo (Scherer.y Scherer, 2019 ). Por otra parte, ante un exceso de nutrientes, 

el adipocito responderá a estímulos como: altos niveles de glucosa y/o insulina; 

suprimiendo la acción de la HSL y ATGL. La supresión de estas enzimas favorece 

el consumo de glucosa y la síntesis de lípidos del novo. De esta manera, se propicia 

que el exceso de energía sea almacenado en vesículas lipídicas citoplasmáticas 

(Scherer y Scherer, 2019). 

En los últimos años, se ha expandido el cooperativismo que desempeña el tejido 

adiposo, y el adipocito mismo, en la regulación del metabolismo. Esta función estará 

mediada por un amplio espectro de adipocinas (factores lipídicos y proteicos) 

secretadas por el adipocito (Lefterova, M.et al., 2009).  Algunas de estas adipocinas 

con funciones autocrinas, paracrinas y endocrinas son: leptina, adiponectina, 

visfatina, apelina, vaspina, hepcidina, quemerina, omentina y un gran número de 

citosinas (TNF-α, IL-1β, IL-6, TGFβ, VEGF, IL-13, MCP-1, entre otras), ver Tabla 1 

(Lago F. et al., 2009; Klingenspor M. et al 2008). Muchas de esas adipocinas ayudan 

a coordinar el estado metabólico a nivel sistémico. Por ejemplo, la adiponectina 

suprime la producción de glucosa a nivel hepático y reduce la fibrosis e inflamación 

en otros tejidos; y la leptina actúa sobre el centro de saciedad en el cerebro para 

reducir el consumo de comida y promueve la lipolisis (Rigamonti A. et al., 2011).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
9 

Tabla 1. Listado de algunas de las adipocinas secretadas por el adipocito blanco y 
algunos de los receptores que expresa.  
 

Adipocinas Receptores 

Adiponectina Ob (receptor de Leptina)  

Leptina RBP4 (Proteína de unión a retinol)  

Visfatina IL-6R (Receptor de IL-6)  

TNF-α (Factor de Necrosis Tumoral α) TNFR´s (Receptores de TNF-α) 

Apelina  PPARγ (Activados por proliferados de 

peroxisomas) 

Quemerina Receptor a hormonas tiroideas 

IL-6 (Interleucina 6)  Receptor a estrógenos  

TGF-β (Factor Transformante beta) Receptor a progesterona 

Prostaglandinas Receptor a Glucocorticoides 

MCP-1 (proteina quimiotactica de 

Monocitos 1) 

Receptor a Insulina 

Factor Tisular Receptor de Angiotensina II 

VEGF (Factor de Crecimiento 

Endoletial Vascular) 

Receptor a glucagón 

Omentina Receptor a Andrógenos  

Hepcidina Receptor a GLP-1 

Resistina Receptor a Colecistoquinina 

 

 
 

Los adipocitos son considerados células de “vida larga”. Se calcula que 

aproximadamente <10% de los adipocitos humanos mueren anualmente, sin 

embargo; estos son reemplazados por otros “nuevos” (Rigamonti A. et al., 2011). 

Este reemplazo se da gracias a un proceso de diferenciación y especialización de 
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células precursoras, presentes en el tejido adiposo. Dicho proceso de diferenciación 

es mejor conocido como adipogénesis (Lefterova M. et al 2009).  

 

Adipogénesis 

Los adipocitos llegan a la madurez morfológica y funcional a través de un proceso 

denominado adipogénesis. La adipogénesis es el proceso de diferenciación y 

especialización de células precursoras, con morfología fibroblastoide, hacia 

adipocitos maduros cargados de lípidos y sensibles a insulina (Lefterova M. et al 

2009) Figura 1.  

Los precursores de adipocitos pueden ser clasificados en dos grupos: Células 

troncales/estromales mesenquimales (MSC) y preadipocitos. Las MSC son células 

multipotentes, capaces de diferenciarse a distintos linajes celulares del mesodermo. 

Mientras que los preadipocitos son células unipotentes que han adquirido un 

compromiso irreversible de diferenciación adipocitaria. Sin embargo, pueden 

mantenerse como preadipocitos por periodos largos de tiempo (James M. et al., 

2009).  

Este proceso de diferenciación celular involucra dos etapas: la primera es una etapa 

de compromiso, en la cual las MSC se diferencian hacia preadipocitos; y la segunda 

es cuando esos preadipocitos continúan su diferenciación hacia adipocitos maduros 

(Tariq A. et al., 2013). Ambas etapas son reguladas por factores transcripcionales 

específicos, Figura 1. 

El abordaje in vivo de la adipogénesis ha resultado difícil;  debido a las razones que 

enseguida se enumeran: 1) la heterogeneidad del tejido adiposo, en el cual, el 

porcentaje de células precursoras es relativamente bajo, comparado con el 

porcentaje de adipocitos maduros, células endoteliales, células nerviosas y 

fibroblastos presentes en el tejido (1-10 células precursoras por millón de células); 

2) la dificultad para distinguir morfologicamente entre fibroblastos, MSC y 

preadipocitos; y 3) la incapacidad de sincronizar a las células precursoras en el 

mismo estadio del proceso. En conjunto, estos inconvenientes, dificultan el estudio 

in vivo de la adipogénesis (James M. et al., 2009). Sin embargo, esto ha sido 
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complementado por varios modelos in vitro de células precursoras; logrando un 

mejor entendimiento de la diferenciación y caracterización de los adipocitos 

(Lefterova M. et al 2009). 

Con el fin de lograr esta exitosa transformación hacia adipocitos maduros, las MSC 

sufren cambios evidentes en su morfología y expresión de genes (Tariq A. et al., 

2013). Dichos cambios serán propiciados, principalmente, por la expresión 

orquestada de factores transcripcionales; pertenecientes a la familia de proteínas 

C/EBP (del inglés, CCAAT/enhancer-binding protein) y de PPAR (del inglés, 

peroxisome proliferator activated receptor) (Tariq A. et al., 2013).  

 

 
Figura 1. Adipogénesis. Este proceso consiste en la diferenciación de MSC hacia preadipocitos, 
seguido de la diferenciación de estos mismos preadipocitos a adipocitos maduros. Este proceso 
involucra la expresión de múltiples factores transcripcionales pertenecientes a las familias de 
C/EBP y de PPAR. Dichos factores propiciaran la expresión y secreción de la maquinaria molecular 
necesaria para el metabolismo de lípidos y glucosa.   
 
 

Cascada transcripcional de la adipogénesis 

In vitro, la adipogénesis es iniciada por estimulación hormonal, a través del uso de: 

dexametasona (DEX), isobultilmetilxantina (IBMX) e insulina (Chang E. et al., 2019). 

Sin embargo, in vivo, existen una gran variedad de estímulos que promueven o 

inhiben la adipogénesis. Por ejemplo, factores como PPAR, C/EBPs, CREB, 
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KROX20/EGR2, KLF 3-5/15, EBFs, SREBP1, ARNTL, miR-143 and 519d, BMP7 la 

inducen; mientras que es inhibida por TGF-β, Pref1, GATA2/3, IRF 3/4, KLF2/6 

(Castanon N. et al., 2014) y TNF-α (William P. et al., 2007). 

Ante dichos estímulos proadipogénicos, las MSC sufren restricciones en cuanto a 

su heredabilidad y adquieren un compromiso irreversible de diferenciación hacia 

adipocitos, convirtiéndose en preadipocitos (Lefterova M. et al 2009).  

Una vez adquirido este compromiso, en el preadipocito se activan mecanismos 

moleculares necesarios para continuar con el proceso de la diferenciación. Estos 

mecanismos estarán dados por la interacción de diversos miembros de las familias 

C/EBP (C/EBPα, C/EBPβ, C/EBP δ) y PPAR (PPARα, PPARγ y PPARδ). Estos 

factores transcripcionales están encargados de la subsecuente expresión de otros 

genes involucrados en la inducción de cambios morfológicos y la producción de 

proteínas necesarias para el almacenaje de grasas (Gregoire F. et al., 2007).  Las 

familias tanto de PPAR (factores de transcripción activados por ligandos de 

receptores hormonales nucleares) como de C/EBP (factores de transcripción con 

cremallera de leucina) han sido extensamente estudiadas por su papel en el 

mantenimiento de la homeostasis de grasas y glucosa. PPARγ y PPARα son 

proteínas expresadas, preponderantemente, en el adipocito y el hepatocito (Brey et 

al., 2009; Kersten S. et al., 2000). Ha sido reportado que una sobre expresión de 

PPARγ es suficiente para inducir diferenciación adipocitaria. Caso contrario, una 

deficiencia de PPARγ resulta en un fallo del programa adipogénico y, por ende, en 

lipodistrofia (Hegele RA et al., 2002).  PPARδ es expresado en diferentes tejidos y 

órganos como adiposo, cerebro y riñón (Brey et al., 2009; Kersten S. et al., 2000). 

Por otra parte, C/EBPα, C/EBPβ, y C/EBPδ son expresadas, principalmente, en el 

tejido adiposo y han sido estrechamente relacionadas con el mantenimiento de los 

adipocitos terminalmente diferenciados, Figura 2 (Yeh WC et al., 1995).  

La activación, por parte de señales extracelulares, de los mecanismos moleculares 

involucrados en la adipogénesis resulta en una rápida expresión de C/EBPβ y 

C/EBPδ (Turner J. et al., 1999). Los niveles de expresión de esas proteínas llegan 

a un máximo y declinan en un lapso aproximado de 48 horas, sin embargo, esto 
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favorece un aumento en los niveles de expresión de C/EBPα y PPARγ que se 

mantiene durante la diferenciación.  Posteriormente, PPARγ y C/EBPα inducen su 

expresión mutua, formando una autorregulación positiva que permitirá a la célula 

sufrir una expansión clonal, hasta convertirse en adipocito inmaduro (Rosen ED. et 

al., 2002). Finalmente, se dará la expresión de la maquinaria molecular necesaria 

para la incorporación y procesamiento de lípidos. De esta manera, al adipocito 

inmaduro alcanzará la madurez funcional y morfológica (Brey C. et al 2009).  

 
Figura 2. Cascada transcripcional de la Adipogénesis. Existen diversos factores tanto inductores: 
SREBP, KLF5, KLF,15, pCREB, entre otros (verde-amarillo); como inhibidores de la adipogénesis: 
GATA2, CHOP, KLF2, IRF3/4 (rosa). Tantos los factores que inducen la adipogénesis (pro 
adipogénicos) como aquellos que la inhiben (anti adipogénicos) lo harán por medio de la 
regulación transcripcional o traduccional de los factores PPARγ y C/EBPα. De los cuales, PPARγ 
inducirá la expresión de C/EBPα y, a su vez; este regulará de manera positiva a PPARγ y otros 
factores transcripcionales como C/EBPβ y C/EBPδ para la culminación de la adipogénesis (Ali T- et 
al., 2013). 

 

Una vez alcanzada la madurez, el adipocito sufre un arresto indefinido y estable del 

ciclo celular. Este arresto del ciclo celular, en G0, es mejor conocido como estado 

post mitótico. Dicho estado favorece el funcionamiento de estas células por tiempo 

prolongado. Sin embargo, el estado post mitótico resulta perjudicial para el 
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mantenimiento de la integridad genómica, ya que favorece la acumulación de 

distintos tipos de daño del ADN. Esto es debido a que la mayoría de los mecanismos 

de reparación del ADN son dependientes del ciclo celular (Fortini P. et al., 2013). 

En los mamíferos, el mantenimiento de la integridad genómica de las células post 

mitóticas como el adipocito, es requerido para preservar su correcto funcionamiento 

y, por lo tanto, el del organismo (Fortini P. et al., 2013).  

 

Mecanismos de reparación del ADN 

Todas nuestras células han adquirido, a lo largo de la evolución, mecanismos de 

reparación del ADN. Dichos mecanismos son altamente eficientes y específicos 

para contender con varios tipos de lesiones (Srivastava N. et al., 2008); 

manteniendo así la integridad genómica (Friedberg, E.C et al., 2008) Figura 3. 

La actividad metabólica intrínseca y factores ambientales pueden causar daño al 

ADN nuclear y mitocondrial (Simonatto M. et al., 2007). Este ataque constante de 

agentes endógenos y/o exógenos que dañan la estructura del ADN, suele causar 

rompimientos de una de sus cadenas (SSB, del inglés, Single- Strand Breake) o de 

ambas (DSB, del inglés, Double-Strand Breakes). Las lesiones al ADN, de no ser 

reparadas, resultan en importantes alteraciones biológicas que favorecen el 

desarrollo de cáncer y otras patologías (Friedberg, E.C et al., 2008).  

 Estos mecanismos responderán dependiendo del tipo de daño y del estadio del 

ciclo celular en el que se encuentre la célula (Huertas P. et al., 2010). Dichos 

mecanismos pueden ser divididos con base a diversas características, sin embargo, 

hay cinco mecanismos de reparación del DNA principales en eucariontes, Figura 3. 

Los mecanismos para reparar DSB son: recombinación homóloga (HR, del inglés, 

homologous recombination) y recombinación de extremos no homólogos (NHEJ, del 

inglés, non homologous end-joining). Durante la HR, las DSB son reparadas por 

medio del intercambio de regiones complementarias de ADN entre cromátides 

hermanas, mientras que en la NHEJ los DSB son religados sin el uso de algún 

templado (Tubbs A. et al., 2017). Una de las diferencias importantes entre la HR y 

la NHEJ es el grado de fidelidad que se guarda durante la reparación. El mecanismo 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Srivastava%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18804552
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de NHEJ tiene una mayor probabilidad de error; debido a que frecuentemente lleva 

a inserciones o deleciones en el punto de lesión. Sin embargo, HR emplea un molde 

o templado de ADN (la cromátide hermana) que reduce, en buena medida, su 

probabilidad de error (Haber, J.E. et al., 2015). 

 Cabe mencionar que la funcionalidad de estos dos mecanismos cambia a través 

del ciclo celular; siendo HR el mecanismo de reparación que actúa 

preponderantemente en las fases S-G2 del ciclo celular. Mientras que NHEJ lo hace 

en G0-G1 (Haber, J.E. et al., 2015). 

Los mecanismos que reparan lesiones distintas a los DSB son:  

1) Reparación por escisión de bases (BER, del inglés, base excision repair): corrige 

lesiones tales como la desaminación, oxidación o alquilación por exposición a 

agentes exógenos químicos o físicos (metales pesados, fármacos, radiación), o a 

agentes endógenos como las ERO´s, que inducen SSB o sitios AP (sitios 

apurínicos-apirimidínicos). Esta tarea será mediada por las ADN glicosilasas 

específicas de base; enzimas encargadas del reconocimiento y, en algunos casos, 

escisión de la base mal apareada (Lindahl T. et al., 1974).  

2) Reparación por escisión de nucleótidos (NER, del inglés, nucleotide excision 

repair):  este mecanismo es el encargado de la reparación de las lesiones capaces 

de alterar la estructura helicoidal propia del ADN, como: dímeros de pirimidina, foto 

productos inducidos por UV, aductos y bases nitrogenadas modificadas por su 

interacción con agentes oxidantes endógenos como las ERO´s. A su vez, este 

mecanismo puede subdividirse en: Reparación Global del Genoma (GG-NER) y 

Reparación Acoplada a la Transcripción (TC-NER), que únicamente diferirán en el 

paso de reconocimiento de la lesión. Este reconocimiento es dependiente de la 

actividad transcripcional de la célula (Forcales S.V. et al., 2005). 

3) Reparación por mal apareamiento (MMR, del inglés, mismatch repair): este 

mecanismo reconoce y repara el mal apareamiento base-base y la inserción-

deleción de secuencias repetidas de ADN, que surgen, principalmente, como 

errores o intermediarios de la replicación o de HR. En eucariontes, este mecanismo 
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estará dado por la acción de la familia de proteínas MSH y MutL (Larrea A. et al., 

2010). 

 

 

 

 

Figura 3. Mecanismos de reparación del ADN. De manera constitutiva, todas las células poseen 
mecanismos encargados de la reparación del ADN, dependiendo del tipo de lesión y del estadio 
del ciclo celular. Estos mecanismos pueden dividirse en dos grupos: los encargados de resolver 
rompimientos de doble cadena (HR y NHEJ) y los encargados de resolver lesiones de una sola 
cadena (NER, BER y MMR) (Chatterjee et al., 2017). 

 

Como se ha descrito, los mecanismos arriba mencionados actúan en coordinación 

con la maquinaria del ciclo celular. Por ende, no resulta sorprendente que, en 

células fuera del ciclo (estado post mitótico), como los adipocitos, varios de estos 

mecanismos sean regulados negativamente a través de la diferenciación (Fortini P. 

et al 2013).  
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Capacidad de reparación del ADN a través de la adipogénesis   

Debido a que las células terminalmente diferenciadas son células fuera del ciclo 

celular o post mitoticas; no es sorprendente suponer que muchos de los 

mecanismos antes descritos se encuentren inactivos. Para una célula post mitótica, 

el mantenimiento de la integridad de todo su genoma resulta algo prescindible; 

siempre y cuando la integridad de los genes de mantenimiento se mantenga intacta 

(Lyama T. et al., 2013). En la Tabla 2, se muestra la actividad de los diversos 

mecanismos de reparación del ADN, en función de su capacidad de replicación. Por 

ejemplo, tanto en adipocitos como células musculares terminalmente diferenciadas, 

se demostró que los mecanismos de BER y NER se encuentran subregulados; en 

comparación con células que prosiguen a través del ciclo celular (Fortini P. et al., 

2007). Asimismo, para el caso específico de los adipocitos, se demostró que existe 

una sub-regulación de la vía HR que puede ser compensada por una mayor función 

de NHEJ (Meulle A. et al., 2009).  

Tabla 2. Capacidad funcional de los diferentes mecanismos de reparación del ADN en 
células ciclantes y no ciclantes. En células no ciclantes, se observa que existe una pérdida 
de la funcionalidad de la mayoría de los mecanismos de reparacion al ADN, cuando se 
comparan con células ciclantes (Modificado de Iyama T. et al., 2013). 
 

Mecanismo de 
Reparación 

Capacidad de Reparación del ADN 
Células ciclantes Células no ciclantes 

NER ++ + 

BER + + 

MMR ++ +/- 

HR ++ +/- 

NHEJ + ++ 

 
NER, reparación por escisión de nucleótidos. BER, reparación por escisión de bases. MMR, 
reparación por mal apareamiento de bases. HR, reparación por recombinación homóloga. NHEJ, 
reparación de extremos no homólogos. Capacidad de Reparación alta (++), baja (+), muy baja o 
inexistente (-). 
 
 

Esta sub-regulación de los mecanismos de reparación del ADN, a través de la 

diferenciación, presupone una pérdida de la capacidad reparativa del adipocito.  En 
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este sentido, trabajos previos realizados en nuestro grupo de trabajo, evidenciaron 

que el proceso de la adipogénesis per se, representa una pérdida gradual de la 

capacidad de reparación de lesiones oxidativas en el ADN y SSB de células hAD-

MSC (células troncales/estromales mesenquimales adultas derivadas de tejido 

adiposo humano), que fueron inducidas por el tratamiento con peróxido de 

Hidrógeno (H2O2) 100 µM. De manera, que se favorece un mayor daño oxidativo 

(sitios Fpg) basal y su acumulación en el ADN de los adipocitos maduros (Valverde 

M. et al., 2018) Figura 4. 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Perdida de la capacidad de reparación del ADN a través de la adipogénesis. Daño 
inducido por el H2O2 a lo largo de la adipogénesis. El ADN de las células hAD-MSC, que transitan 
al linaje adipocitario, es más susceptible a sufrir y acumular lesiones de tipo oxidativo (DNA-Fpg 
sites) inducido por H2O2. Asimismo, se observa que al retirar el estímulo inductor de daño (pos 
tratamiento), la capacidad de reparación disminuye a través de la diferenciación (Valverde M. et 
al., 2018). 
   

Una célula que haya acumulado una gran cantidad de daños en el ADN, o que no 

pueda repararlos eficientemente, puede entrar en uno de dos estados posibles: 

apoptosis o senescencia (Haber, J.E. et al., 2015). Dichos procesos, serán 

facilitados por medio de una compleja red de vías de señalización que actúa en 

coordinación con los mecanismos de reparación. Esta compleja red es conocida 

como la Respuesta al Daño en el ADN (DDR, del inglés, DNA Damage Response) 

(Morandel S. et al., 2012). 
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 Respuesta al Daño en el ADN (DDR) 

La DDR es iniciada por medio de una serie de modificaciones postranscripcionales, 

encargadas de la propagación de la respuesta. Inicialmente, se requiere que 

“sensores” moleculares de daño localicen distorsiones o lesiones en el ADN. Esta 

función de censado estará a cargo de cinasas como: ATM (del inglés, Ataxia 

Telangectasia Mutated), ATR (del inglés, ATM and Rad related), y  DNA-PKcs (del 

inglés, DNA-dependent Protein Kinase catalytic subunit). Dichas cinasas fosforilan, 

de manera focalizada, a múltiples sustratos cercanos al sitio de lesión.  Uno de los 

principales sustratos es la histona H2AX (ya fosforilada se denomina γH2AX). Esas 

modificaciones locales de la cromatina promueven el reclutamiento de 

amplificadores de la respuesta. Algunas de estas proteínas son: 53BP1 y MDC, los 

cuales, ayudan a amplificar estas modificaciones de la cromatina varias mega 

bases. Esto favorecerá la formación de estructuras macroscópicas llamadas focos 

de daño (foci) (Malaquin N. et al., 2015). 

Por otro lado, se inducirá un arresto del ciclo celular mediante la activación de las 

cinasas efectoras Chk2 y Chk1. De esta manera, la vía ATM/Chk2 responderá, 

preponderantemente, a los DSB, mientras que, ATR/Chk1 lo hará para SSB o 

aductos. Las vías de señalización reguladas río abajo por estas proteínas, producen 

una variedad de respuestas celulares. Estas respuestas estarán encaminadas a la 

reparación o eliminación del daño, a través del arresto del ciclo celular, reparación 

del ADN, regulación transcripcional y post transcripcional de genes encargados de 

la reparación, modificación de la estructura de la cromatina, muerte celular y/o 

senescencia, Figura 5 (Morandel S. et al., 2012). 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna-pkcs
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Figura 5. Respuesta al Daño en el ADN. La DDR es una red compleja de vías de señalización 
encargada de brindar temporalidad a los mecanismos de reparación al ADN, con el fin de reparar 
los insultos generados por agentes endógenos o exógenos. Dicho efecto lo hará por medio de la 
activación de las vías ATM/Chk2 y ATR/Chk1 que favorecerán el establecimiento de p53 para 
arrestar el ciclo celular. Sin embargo, si el daño resulta irreparable, se activarán vías apoptóticas 
mediadas por p53 (Tšuiko O. et al., 2018). 

 

El factor transcripcional nodal de la activación de las vías ATM/ATR - Chk2/Chk1 es 

p53. Este factor de transcripción induce la sobre expresión de inhibidores de cinasas 

dependientes de ciclinas (CDKs) como: p21 y p16INK4a. Estos inhibidores producen 

un arresto del ciclo en la fase G1/S, principalmente. Así, la célula entrará a un estado 

metabólicamente activo de arresto permanente del ciclo celular o mejor conocido 

como senescencia. Sin embargo, si el daño es persistente, p53 inducirá a la célula 

hacia la apoptosis mediante la activación de genes como Noxa y Puma (Morandel 

S. et al., 2012).  

Recientemente, el estudio de la cinética de fosforilación y desfosforilación de la 

histona H2AX ha propuesto clasificar a la DDR en dos: una respuesta transitoria o 

de corto tiempo y una respuesta sostenida o de largo tiempo. La respuesta 

transitoria está asociada a una rápida y efectiva reparación del daño; y a la pronta 

desfosforilación de la γH2AX a H2AX. Esta respuesta suele durar de minutos a 
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pocas horas. Mientras que la respuesta sostenida involucra la persistencia o exceso 

de los γH2AX y otras proteínas involucradas en la DDR. Este segundo tipo está 

asociado a la senescencia y suele durar de varias horas hasta días, o incluso meses 

(Siddiqui M.S. et al., 2015). A pesar de que la DDR es activada con el fin de 

preservar la integridad genómica, una activación sostenida de esta tiene 

repercusiones importantes para el funcionamiento celular; ya que favorece procesos 

de senescencia y disfunción celular, Figura 6 (Vergoni B. et al 2016; Meulle A. et 

al., 2008).  

 

 
 
 
 
 

  
 
Figura 6. Modelo de la activación transitoria y sostenida de la DDR. Dependiendo de la 
cinética de fosforilación y desfosforilación de proteínas involucradas en la DDR (γH2AX- 
H2AX); se ha propuesto clasificarla en un repuesta transitoria (minutos a pocas horas) y 
una respuesta sostenida (días a meses). Siendo esta última, correlacionada con disfunción 
celular y senescencia (modificado de Siddiqui M.S. et al., 2015). 
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Activación Sostenida de la DDR 

La baja eficiencia de reparación de DSB o SSB, por largos periodos de tiempo (días, 

semanas o meses), contribuye a la persistencia de foci γH2AX. La persistencia de 

la fosforilación de la histona H2AX y, por ende, la activación de la DDR ha sido 

implicada en diversas patologías metabólicas, como, por ejemplo: obesidad y 

diabetes (Meulle A. et al., 2008); caracterizadas por una disfunción del adipocito. 

Sin conocer a detalle los mecanismos moleculares involucrados.  

Un buen ejemplo a este respecto es el trabajo realizado por Bastien V. et al., en 

2016; en el cual se demostró que en adipocitos, de ratones C57BL6/J inducidos a 

la obesidad por una dieta rica en grasas (HFD), existía una pérdida de la 

funcionalidad metabólica. Además, argumentan que este hecho era precedido por 

una activación temprana de la DDR y se corroboro por métodos de 

inmunofluorescencia (γH2AX) y Western Blot (p53). Se observó que, a partir de 2 

semanas de persistencia de focos H2AX, existe un incremento significativo en la 

activación de estas proteínas en los animales obesos; comparado con ratones no 

obesos (NCD). Asimismo, se observó que esta activación se incrementaba hasta 

por 4 semanas. Además, se evidenció que un bajo grado de inflamación y estrés 

oxidante están involucrados en la inducción de alteraciones de la función del 

adipocito. De esta manera, queda claro que existe una correlación entre la 

activación sostenida de la DDR y la disfunción del adipocito (Vergoni B. et al 2016).    

 

Queda claro que la activación sostenida de la DDR, como cascada de señalización 

intracelular, se correlaciona con una pérdida de la funcionalidad del adipocito. Sin 

embargo, en organismos superiores compuestos por tejidos multicelulares, la DDR 

se vale de los mecanismos de comunicación intercelular para disparar una “señal 

de alarma” extracelular. Esta señal de alarma es capaz de impactar y modular varios 

procesos de células vecinas, como la activación temprana de la DDR y la 

diferenciación celular (Malaquin N et al., 2015). Conceptualmente, es posible que 

células dañadas, cuya DDR está activa, señalicen a células vecinas del compromiso 

en su material genético. De esta manera, se genera una respuesta al estrés en todo 

el tejido. Esto permitirá a las células vecinas estar preparadas para contrarrestar el 
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estímulo estresor (Malaquin N et al., 2015). La DDR funciona por medio de 

moléculas señalizadoras solubles; que en conjunto reciben el nombre de Fenotipo 

Secretorio Asociado a la Senescencia (SASP, del inglés, Senescence-Associated 

Secretory Phenotype) (Bavik, C et al., 2006). El SASP estará conformado por 

citocinas proinflamatorias (i.e., IL-6, IL-8, GROα, GRO β, MCP-1, TNFα), factores 

de crecimiento (i.e., GM-CS, G-CSF, HGF/S, IGF), metaloproteinasas (i.e., MMP-

1,-2, y -3) y proteínas de la matriz extracelular no solubles (i.e., colágeno, 

fibronectina y laminina). Aunque su composición exacta varía considerablemente 

dependiendo del tipo celular que lo secrete, Figura 7 (Bavik, C et al., 2006). 

 

 

 

Figura 7. Señal de salida de una célula dañada en 
respuesta a una activación persistente de la DDR. La 
activación de compuestos moleculares de la DDR 
lleva a la expresión y secreción del SASP. El SASP es 
capaz de impactar en diferentes procesos de células 
vecinas (Malaquin N. et al.2015). 

 

 

 

 

 

Actualmente, se propone que el daño continuo al ADN y la activación de diferentes 

vías de respuesta, están involucradas con la disfunción del adipocito (Hotamisligil 

GS et al., 2006; Furukawa S et al., 2004) Asimismo, es bien sabido que un incorrecto 

funcionamiento del adipocito es un evento clave para la aparición y mantenimiento 

de diversas patologías relacionadas con el metabolismo, enfermedades cardiacas, 

cáncer y el envejecimiento (Klöting N et al., 2014). 
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Disfunción adipocitaria  

El evento clave, involucrado en la disfunción del adipocito, es el incremento excesivo 

del volumen celular. Este proceso es mejor conocido como hipertrofia adipocitaria.  

La hipertrofia del adipocito es descrita como la presencia de una gran cantidad de 

lípidos citoplasmático (>800pL), que se correlaciona con una insensibilidad a la 

insulina y el deterioro en el metabolismo de lípidos y glucosa. Esta hipertrofia es 

producto de diferentes estímulos, como un desequilibrio energético, estímulos 

inflamatorios y/o estímulos oxidantes (Cowen S. et al., 2015; Khalid S. et al., 2010). 

No obstante, algunos autores proponen que la hipertrofia es favorecida por una baja 

capacidad de adipogénesis de novo (Arner E. et al., 2010). Además, los adipocitos 

hipertróficos sufren una desregulación en la síntesis y secreción de varias 

adipocinas, por ejemplo, IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α, resistina, leptina, adipocina y 

MCP-1 (Cowen S. et al., 2015; Klöting N. et al., 2014). 

El exceso de almacenamiento de lípidos causa alteraciones funcionales del retículo 

endoplásmico (RE) y la mitocondria, que son fundamentales para el establecimiento 

y mantenimiento de enfermedades metabólicas (Ferranti S. et al., 2009).  

El RE es responsable de la síntesis y plegamiento de proteínas, la formación de 

gotas de lípidos y la detección y regulación de colesterol. En adipocitos 

disfuncionales, se ha descrito una situación de “estrés” del RE. Dicho término se 

refiere a una condición celular presente cuando la función del organelo es 

perturbada, de manera que el correcto plegamiento y modificación de proteínas, 

creación de gotas de lípidos y/o detección de colesterol, está inhibido.  

Además de los efectos en el RE, la disfunción del adipocito se ha asociado con el 

estrés oxidativo a nivel de la mitocondria, Figura 8 (Ferranti S. et al., 2009). En estas 

circunstancias, el procesamiento del exceso de ácidos grasos por la mitocondria 

produce desacoplamiento mitocondrial y liberación de ERO´s, aunque el 

mecanismo exacto de este proceso aún permanece en debate (Fridlyand L.E. et al., 

2006). Esta producción exacerbada de ERO´s favorece la disfunción mitocondrial, 

caracterizada por una despolarización del potencial de membrana mitocondrial 
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(Fridlyand L.E. et al., 2006). Además, el estrés oxidante puede inducir daño 

oxidativo al ADN y favorecer la inestabilidad genética (Xu B. et al., 2014). 

 Asimismo, la disfunción del adipocito se caracteriza por un aumento en la liberación 

de ácidos grasos no esterificados y glicerol a la circulación. Estos son productos del 

constante catabolismo de los triacilgliceroles; que servirán como fuente de energía 

alterna para el desarrollo de patologías como el cáncer, Figura 8 (Campbell P.J. et 

al., 1994). 

 

 
 
 
Figura 8. Disfunción del adipocito debida al exceso de nutrientes. La acumulación de lípidos lleva 
a un aumento en la actividad del RE, que altera su capacidad para plegar apropiadamente las 
proteínas nacientes. La UPR (del inglés Unfolded Protein Response) puede compensar esta 
situación en cierta medida, sin embargo, si el proceso avanza provoca apoptosis. El estrés de RE 
puede producir estrés oxidante en la mitocondria, así como exceso de ácidos grasos libres (AGL). 
El estrés oxidante se produce por especies reactivas de oxígeno (ERO). La producción de TNF-α es 
estimulada por AGL, que a su vez actúan sobre JNK (del inglés c-Jun-N-terminal Kinase) para 
contribuir a la resistencia a insulina celular. (Modificado de Ferranti S. et al., 2009). 
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Un bajo grado de inflamación y estrés oxidante están estrechamente relacionados 

con alteraciones en la función del adipocito (Hotamisligil GS et al., 2006; Furukawa 

S et al., 2004). Dichos procesos han sido propuestos como los principales 

instigadores de la desregulación del metabolismo de lípidos, metabolismo de 

glucosa y resistencia a la insulina, en el adipocito (Turner P. et al 2015,). Sin 

embargo, los mecanismos no han sido del todo elucidados. 

 En este sentido, varios trabajos han evidenciado el papel multifuncional que 

desempeña el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) en la aparición y 

mantenimiento de diversas patologías metabólicas y no metabólicas. Ya que ha sido 

reportado como un potente inductor de inflamación, estrés oxidante y, de manera 

más reciente, de disfunción del adipocito.  

 

Factor de Necrosis Tumoral –α (TNF-α) 

 El TNF-α es una citocina clave en los procesos de inflamación, inmunidad, y 

homeostasis celular. Es requerido para la proliferación y activación de células NK 

(del inglés, Natural Killer), linfocitos T y B, macrófagos y células dendríticas (Balkwill 

et al.,2009). Es sintetizado como una proteína transmembrana con un peso 

molecular de 26 kDa, sin embargo; posteriormente se escinde por la proteína 

convertidora del TNF-α (TACE, del inglés, TNF- α Converting Enzyme) 

transformándola en su forma soluble de 17kDa (Gooz M et al., 2010). A pesar de 

que los macrófagos activados son la mayor fuente de TNF-α, esta proteína también 

puede ser producida por otros tipos celulares, entre ellos: fibroblastos, astrocitos, 

células de musculo liso (Wu Y. et al., 2010) y adipocitos (Castanon N. et al., 2014).  

EL TNF-α regula un gran número de procesos biológicos como repuesta 

inflamatoria, diferenciación celular, proliferación, apoptosis y metabolismo 

energético (Tamai M. et al., 2010). 

El efecto biológico ejercido por el TNF-α será a través de dos receptores triméricos 

de membrana, el TNFR1 y TNFR2, Figura 9 (Fragoso M. et al., 2014; 

https://www.nature.com/articles/6605530#auth-1
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Parameswaran N. et al., 2010). El TNFR2 es únicamente expresado en células 

endoteliales y del sistema inmunológico, donde promueve angiogénesis y 

reparación tisular (Wu Y. et al., 2010). Sin embargo, el TNFR1 es expresado de 

manera universal en todos los tipos celulares y está más relacionado con el proceso 

de apoptosis, debido a que posee un dominio de muerte, Figura 9 (Aggarwal B.B. 

et al., 2012). 

La unión del TNFR1 a su ligando, activa la vía de señalización encargada del 

reclutamiento de proteínas con dominio de muerte, asociadas a TNFR1 (TRADD, 

del inglés, TNF-R1-associated Death Domain Protein). A su vez, TRADD favorece 

el reclutamiento de TRAF (del inglés, TNF Receptor Associated factor) y FADD (del 

inglés, Fas-Associated Domain Death protein), las cuales, finalmente activaran la 

vía de apoptosis mediada por caspasas (Aggarwal B.B. et al., 2012).  

La vía de TNFR1 también puede inducir la activación y translocación nuclear del 

factor de transcripción NF-κB, el cual se encuentra secuestrado en el citoplasma por 

la proteína IκB. Sin embargo, una vez que NF-κB es liberado de IκB, a través de la 

fosforilación mediada por varias cinasas, se transloca al núcleo celular y favorece la 

expresión de proteínas relacionadas con la respuesta inmune, la inflamación y la 

supervivencia celular, Figura 9 (Wu Y. et al., 2010).  

https://www.nature.com/articles/6605530#auth-1
https://www.nature.com/articles/6605530#auth-1
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Figura 9. Vía de señalización del TNF-α. La activación del TNFR1 o TNFR2, por parte del TNF-α, 
puede inducir la apoptosis, maduración de la respuesta inmune o supervivencia celular. La 
apoptosis se induce por medio de la vía de las caspasas, mientras que la inflamación y 
supervivencia celular, lo hace por medio de la vía NF-κB y la cascada de la MEKK cinasa (Wu Y. et 
al., 2010). 

 
 

Además de su papel indiscutible en procesos inflamatorios, el TNF-α ha sido 

relacionado con diversas patologías, debido a su capacidad de generar ERO’s vía 

NADPH oxidasa, particularmente la isoforma NOX4 (Nanami O. et al., 2005). 

Asimismo, ha sido reportado como un potente inductor de DSB en el ADN (Cotillard 

A et al., 2014).  Además de que diversos trabajos lo han relacionado con la 

disfunción adipocitaria (Brey C. et al., 2009; Tubbs A. et al., 2017). En este sentido, 

se demostró tanto en un modelo 2D como 3D, de adipocitos maduros provenientes 

de la línea celular de ratón 3T3-L1, que el tratamiento con TNF-α (125ng/ml) por 24 
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horas, inducia disfunción del adipocito, Figura 10a, involucrando la secreción de 

ácidos grasos libres y glicerol, Figura 10b-c (Turner P. et al., 2018).  

  

 
Figura 10. TNF-α induce disfunción metabólica en adipocitos maduros de la línea celular 3T3-L1. 
a) disfunción metabólica de los adipocitos en un 40% (MTT). b) ácidos grasos libres y c) glicerol. 
Los ensayos fueron realizados tanto en un modelo 2D como 3D, observando comportamientos 
similares (Turner P. et al., 2018). 

 

A pesar de que todos estos resultados representan una prueba contundente del 

efecto negativo de altos niveles de TNF-α sobre la funcionalidad del adipocito, los 

mecanismos moleculares involucrados aún no están del todo resueltos. Sin 

embargo, es posible suponer que existe una estrecha relación entre el estímulo 

inflamatorio y el estrés oxidativo, que favorecen la disfunción del adipocito. 

 

 

 



 
30 

PLANTEAMIENTO DE INVESTIGACION 

El presente trabajo tiene como propósito establecer evidencia de la disfunción del 

adipocito humano recién diferenciado, a partir de células mesenquimales derivadas 

de tejido adiposo (por sus siglas en inglés, hAD-MSC), las cuales acumulan daño 

oxidativo en el ADN y SSB y una reducida capacidad reparativa, al exponerse a 

niveles de TNF-α similares a los que presentan adipocitos bajo estímulos 

obesogénicos (125 ng/ml, 24 h). El objeto del presente planteamiento es evidenciar 

si la activación sostenida de la Respuesta al Daño en el ADN (DDR) es inducida por 

el estímulo del TNF-α promoviendo la adquisición de Fenotipo Secretor Asociado a 

Senescencia (SASP), describiendo nueva evidencia de la disfunción del adipocito 

sano.  

 

HIPOTESIS 

“El TNF-α induce la disfunción del adipocito por medio de la activación sostenida 

de la respuesta al daño en el ADN” 

 

 

OBJETIVO GENERAL  

Determinar si el TNF-α induce lesiones en el ADN que conlleven a una activación 

sostenida de la DDR, favoreciendo la disfunción del adipocito. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar el efecto que tiene el TNF-α en la viabilidad de adipocitos 

provenientes de la línea celular hAD-MSC. 

2. Establecer si el TNF-α, genera ERO´s en adipocitos provenientes de la línea 

celular hAD-MSC. 

3. Evaluar la presencia de daño en el ADN de adipocitos previamente expuestos 

al TNF-α. 

4. Determinar si el TNF-α induce la activación de la DDR a través de la 

fosforilación de ATM y H2AX, en adipocitos. 

5. Evaluar si el TNF-α induce la disrupción del potencial de membrana 

mitocondrial como medida directa de disfunción celular, en adipocitos.  

6. Cuantificar niveles de adipocinas presentes en el medio de cultivo de 

adipocitos control y tratados con TNF-α. 

7. Observar si el secretoma (medio de cultivo), proveniente de adipocitos control 

y tratados con TNF-α, tiene efectos sobre la diferenciación de células 

hAMSC. 
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ESQUEMA DE TRABAJO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medio suplementado 

CULTIVO DE CÉLULAS hAD-MSC 
(Células troncales mesenquimales adultas provenientes de tejido adiposo 

humano) 
 

CONDICIÓN 

CONTROL  

CONDICIÓN TRATADA 

CON TNF-α (125ng/ml) 

1.Ensayo de viabilidad celular por cFDA 

 

3.Evaluar la presencia de daño oxidativo en el 

DNA por medio de un ensayo cometa alcalino 

2.Cuantificación de los niveles de ERO por el 

método de oxidación de la dihidrorrodamina-123  

 

4.Determinación de la activación de DDR 

mediante la fosforilación de ATM y H2AX, 

cuantificados fluorometricamente. 

5. Evaluar si el TNF-α induce una disrupción del 
potencial de membrana mitocondrial como 
medida directa de disfunción celular, en células 
hAD-MSC pretratadas con TNF-α. 
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7.Observar si el medio de 

cultivo proveniente de 

adipocitos pretratados 

con TNF-α tiene efectos 
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celular y activación de la 

DDR en células hAD-MSC, 

del día 7 

CÉLULAS hAD-MSC DEL DÍA 14 

(ADIPOCITO MADURO) 
CÉLULAS hAD-MSC DEL DÍA 7 

(PRE-ADIPOCITO) 

ANALISIS 
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6. Analizar, por medio de ELISA,  la composición 

del secretoma de adipocitos expuestos a TNF- α 
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METODOLOGIA 

 

Cultivo celular 

 

Para el presente trabajo, se emplearon células troncales mesenquimales derivadas 

de tejido adiposo humano (hAMSC) normales (ATCC® Cat. No. PCS500011™).  

Las células (en pase 4) fueron sembradas en cajas de cultivo (p100) de poliestireno, 

donde se empleó medio de cultivo “MesenPRO RS™ Medium GIBCO” (Cat. No. 

12746-012) preparado de acuerdo con las especificaciones del proveedor. Se 

mantuvieron en incubación a 37 °C con 95% de humedad y 5% de CO2. Cada 48 

horas hubo cambio de medio de cultivo hasta que alcanzaron una confluencia del 

80-85%. Posteriormente, las células fueron cosechadas como a continuación se 

describe: 1) se retiró el medio de cultivo y se realizó 2 lavados consecutivos con 

solución de fosfatos estéril (PBS al 1X), 2) se añadió 1.5 - 2 ml de tripsina-EDTA 

0.05% (Gibco, Cat. No. 25300-054) y se dejó incubar por 3 minutos, 3) se adicionó 

un volumen igual de medio de cultivo fresco, con el fin de inactivar a la tripsina. 4) 

La suspensión celular fue re suspendida y transferida a un tubo cónico de 15 ml 

para ser centrifugada a 1,200 rpm durante 5 minutos, 5) finalmente, el sobrenadante 

fue desechado y la pastilla fue re suspendida en medio de cultivo fresco. A partir de 

esta suspensión celular, se tomaron alícuotas para resembrar en cajas p35 para 

ensayos posteriores. 

 

Diferenciación celular 

 

Una vez que las células sembradas en cajas p35 alcanzaron una confluencia del 

85%, se procedió a dar el estímulo de diferenciación hacia adipocitos de la siguiente 

manera: el medio MesenPRO fue desechado. Posteriormente, se realizó un lavado 

con PBS 1X estéril y se suministró medio fresco de diferenciación “StemPro® 

Adipogenesis Differentiation Kit, Gibco” (Cat. No. A10070-01). Se mantuvieron en 

incubación a 37 °C con 95% de humedad y 5% de CO2. Cada 72 horas hubo un 
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cambio de medio fresco (StemPro®) hasta que llegaron al día de diferenciación 

deseado (día 14). Posteriormente, las células fueron cosechadas con un protocolo 

similar al descrito anteriormente para células hAMSC; con una variación en la 

concentración de la tripsina utilizada (se utiliza Tripsina-EDTA 0.25% (Gibco, Cat. 

No. 25200-056)).  

 

Ensayo de Tinción con Rojo Oleoso 

Una vez alcanzado el día de diferenciación deseado, cajas de cultivo del día 7 y 14 

(confluencia del 85%) se sometieron a la tinción con Oil Red O para evidenciar el 

grado de generación de vesículas lipídicas, que refleja el grado de diferenciación 

adipocitaria.  

La tinción con rojo de oleoso consiste en teñir las vacuolas lipídicas, presentes en 

el citoplasma de estas células, para posteriormente, cuantificar el colorante extraído, 

mediante espectrofotometría. 1)  Inicialmente, el medio de cultivo  fue desechado, 

se lavó dos veces consecutivas con PBS (1X); 2) las células fueron fijadas con 

paraformaldehído al 10% a temperatura ambiente por 30 minutos; 3) el 

paraformaldehído fue descartado y se hicieron dos lavados consecutivos con PBS; 

4) se adiciono a la caja p35 500µL de solución de trabajo de Rojo Oleoso (Oil Red 

O, Trevigen 5010-024-05), previamente preparado de acuerdo al proveedor; 5) 

después, se incubó durante 30 minutos en agitación y protegido de la luz por 30 

minutos; 6) enseguida se lavó con PBS (1X) dos veces, 7)  se adiciono 750 µL de 

isopropanol; 8) se dejó incubar por 10 minutos en agitación y en oscuridad; 9) 

finalmente, transcurrido el tiempo, se transfirió el sobrenadante de la caja a una 

celda de cuarzo (Quartz Spectrophotometer Cell Semi Micro, 9-Q-10 mm, Bio-Rad 

Labs) para medir  su absorbancia con ayuda de  un espectrofotómetro (Ultrospec 

3000, Pharmacia Biotech, Model: 80-2106-20) a 500 nm. 

 

 

Tratamiento con TNF-α, como estímulo proinflamatorio 
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Una vez que se llegó al día 14 de diferenciación, las células fueron lavadas con PBS 

1x, para eliminar remanentes celulares. Las células fueron expuestas a TNF-α a una 

concentración de 125ng/ml (reportada por Turner et al., como estímulo generador 

de disfunción de adipocitos) por 24 horas. La condición control únicamente tuvo 

cambio de medio. Transcurrido el tiempo de tratamiento, las células fueron 

sometidas a diferentes ensayos a continuación descritos. 

 

Viabilidad Celular 

 

La viabilidad celular fue evaluada por el método de cFDA-BrET (Diacetato de 

fluoresceína – Bromuro de etidio). Se realizó una mezcla de 15 µl de suspensión 

celular con 15 µl de solución de (20 µL de BrEt (0.02 g/ml) + 3 µL de cFDA (0.015 

g/ml), preparada al momento de la evaluación. De esta mezcla, se colocan 10 µl 

en un portaobjetos (Pearl Microscope Slides).  Se cubrió la muestra con un 

cubreobjetos (Pearl cover glass, 0.13-0.17 mm espesor) y posteriormente, se 

procedió a observar la preparación en un microscopio de fluorescencia (Olympus 

BX60), utilizando un filtro de doble emisión a una magnificación 20x. Una célula 

metabólicamente activa metabolizara el 5,6 carboxifluoresceina diacetato (por 

medio de esterasas), emitiendo fluorescencia en el citoplasma de color verde. Sin 

embargo, el Br-ET alcanzara el núcleo de las células con la membrana nuclear 

dañada, emitiendo fluorescencia en rojo. Con este fundamento, se realizó un conteo 

del número de células metabólicamente activas (verdes) y células muertas (rojas) 

de varios campos y expresando el resultado como porcentaje. 

 

 

 

 

Daño al ADN (Ensayo cometa alcalino pH >13) 
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 Los SSB en el ADN fueron detectados y analizados por medio del ensayo cometa 

o electroforesis celular en condiciones de alcalinidad (pH >13). El protocolo que se 

utilizo fue el desarrollado por Valverde y Rojas en 2009, el cual consiste en:   

• Preparación de laminillas  

1) Inicialmente, las células cosechadas, fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5 

minutos y el sobrenadante fue desechado; 2) al botón celular se le adicionó 

un volumen de 75 µl de agarosa de bajo punto de fusión (LMP) 0.5% por 

laminilla y se re suspendió cuidadosamente; 3) Esta suspensión celular fue 

extendida sobre laminillas previamente revestidas con 150 l de agarosa 

regular al 0.5%, ya deshidratada por calor; 4) posteriormente, se colocó un 

cubreobjetos (Cover Glass, Cat. No. 2935)  y se dejó solidificar a una 

temperatura de 4°C, por 5 minutos; 5) una vez que solidifico la segunda capa 

de agarosa se retiró el cubreobjetos gentilmente, hacia uno de los lados; 6) 

se adicionaron  otros 75 µl de LMP 0.5% sobre las 2 capas de agarosa 

anteriores y se colocó nuevamente el cubreobjetos; 7) se dejó solidificar a 

una temperatura de 4°C, por 5 minutos; y 8) finalmente, el cubreobjetos fue 

retirado y las laminillas fueron sumergidas en una solución de lisis, 

previamente preparada y mantenida a 4°C. 

• Electroforesis  

Este procedimiento se realiza en obscuridad o bajo luz amarilla. Se requiere de una 

cámara de electroforesis horizontal montada y nivelada sobre una cama de hielo 

(para evitar el sobrecalentamiento). 1)  Inicialmente, las laminillas inmersas en el 

buffer de lisis fueron posicionadas a lo largo de la cámara de electroforesis, 

manteniendo la misma dirección; 2) una vez colocadas todas las laminillas se vertió 

el buffer de corrida (pH >13), dentro de la cámara de electroforesis, hasta cubrir las 

laminillas completamente, incubando por un periodo de 20 minutos para permitir el 

desenrollamiento del ADN. 3) Posteriormente, se inició el corrimiento de la 

electroforesis  a un voltaje aproximado de 22 a 25 volts, ajustando el amperaje con 

el volumen del medio a 300 mA, y con una duración de  20 minutos; 4) una vez 

transcurrido el tiempo de electroforesis, las laminillas fueron transferidas a una 

charola para ser neutralizadas con 2 lavados de solución Tris pH 7.5; 5) 
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posteriormente, las laminillas son deshidratadas con dos incubaciones en alcohol al 

96% por 5 minutos; 6) las laminillas fueron escurridas y almacenadas hasta su 

análisis. 

• Evaluación de laminillas 

Para su evaluación: 1) las laminillas se tiñen adicionando 20 µl de bromuro de etidio 

(2g/ml) y se les colocó un cubreobjetos; 2) se colocan bajo el microscopio de 

epifluorescencia (Olympus BX60) usando una magnificación 20x, acoplado a un 

digitalizador de imágenes y a través del software KOMET 5.0 (Kinetic imaging) se 

evalúan 100 nucleoides por condición experimental (50 por replica experimental) y 

se obtienen los diversos parámetros de daño en el ADN. 

 

Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)  

El principio de esta técnica se basa en la lectura de la fluorescencia emitida por la 

oxidación de la dihidrorrodamina-123 (Calbiochen, Cat. 309825) a rodhamina, 

dependiendo de la concentración intracelular de ERO. El protocolo es el siguiente: 

1) de las células previamente cosechadas, se tomó un volumen de suspensión 

celular conteniendo 150,000 células, 2) este fue centrifugado a 1,200 rpm durante 

5 minutos, 3) el sobrenadante fue desechado y al botón celular se le adicionó180 µl 

de solución A (140mM NaCl, 5mM KCl, 0.8mM MgSO4, 1.8mM CaCl2, 5mM Glucosa 

y 15mM HEPES) + 20 µl de solución stock de dihidrorrodamina-123 (1µM), 4) la 

mezcla fue cuidadosamente resuspendida y transferida a una placa de 96 pozos 

para fluorescencia, donde se dejó incubar a 37°C por 2 minutos. 5) La placa fue 

leída usando un fluorómetro Thermo Scientific Multiskan GO (Cat. no. 51119200) 

con filtro de excitación de 505 nm. 

 

Activación de la DDR.  

Con el fin de evaluar la activación de la DDR se realizó el ensayo de citometría de 

flujo que se basó en la detección por fluorescencia de anticuerpos marcados contra 

proteínas involucradas en la vía de señalización de la DDR; la histona H2AX (Anti-

phospho-Histone H2AX, EMD Milipore Corp) y ATM (Anti-phospho-ATM, EMD 

Milipore Corp).  
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Las células ya cosechadas fueron centrifugadas a 1200 rpm, por 5 minutos. 1) el 

sobrenadante fue descartado y al botón celular se le añadió un volumen de 100 µL 

de una mezcla 1:1 de buffer de ensayo (1X) y solución de fijado; 2) la suspensión 

celular fue cuidadosamente re suspendida y se dejó reposar por 10 minutos, en 

hielo; 3) transcurrido el tiempo, las células fueron centrifugadas a 1200 rpm, por 5 

minutos. Y el sobrenadante fue desechado; 4) se adicionó un volumen de 100 µL 

de buffer de permeabilizado y se dejó reposar, en hielo, por 10 min; 5) transcurrido 

el tiempo, las células fueron centrifugadas a 1200 rpm, por 5 minutos y el 

sobrenadante fue desechado; 6) al botón celular se le agrego 90 µL de buffer de 

ensayo (1X) y 10 µL de una solución 1:1 de anticuerpos (de ATM y H2AX); 7) se 

dejó reposar por 30 minutos a temperatura ambiente, en oscuridad; 8) transcurrido 

el tiempo, se agregó 100 µL de buffer de ensayo a las células y fueron centrifugadas 

a 1200 rpm, por 5 minutos, y el sobrenadante fue desechado; y 9) finalmente, el 

botón celular fue re suspendido en 200 µL de buffer de ensayo para, posteriormente, 

ser cuantificado mediante el citómetro Muse® cell analyzer. 

 

Detección de Potencial de Membrana Mitocondrial. 

En cualquier tipo celular, la mitocondria juega un papel vital en el correcto 

funcionamiento del metabolismo celular. Ante un estrés constante, como altos 

niveles de ERO´s, la membrana mitocondrial se vuelve permeable y el gradiente 

electroquímico de la membrana mitocondrial colapsa. De esta manera, la célula es 

incapaz de llevar a cabo su metabolismo a niveles óptimos y, en el peor de los 

casos, es inducida a la apoptosis por medio de la liberación del citocromo c y la 

activación de las caspasas. Para determinar si existe una disfunción mitocondrial 

que permita suponer un mal funcionamiento del adipocito, se analizó la disrupción 

del potencial de membrana mitocondrial. Este ensayo se realizó con ayuda del 

Mitochondrial Membrane Potential Detection Kit (Catalog #280002) conforme a las 

indicaciones del proveedor (Copyright © 2004, Stratagene).  
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1) Inicialmente, se prepara la solución de trabajo Muse™ MitoPotential working 

solution en una solución de 1: 1000 con Buffer de ensayo 1X. 2) Posteriormente, las 

células son cosechadas y lavadas con PBS 1X. 3) El botón celular es incubado con 

95 µl de solución de trabajo Muse Mitopotential por 20 minutos, a 37 °C. 4) Después, 

son incubadas con 5 µl de 7 AAD por 5 minutos, a temperatura ambiente.  5) 

Finalmente, la fluorescencia es leída con ayuda de Muse™ Cell Analyzer.  

 

ELISA  
 

El tiempo de vida media del TNF-α, tanto in vivo como in vitro, es relativamente muy 

corto (aproximadamente 50 minutos). Sin embargo, se sabe que la presencia de 

TNF-α puede permanecer por largos periodos a través de su autorregulación. Con 

el fin de evaluar de manera cuantitativa la concentración de TNF-α presente en el 

medio de cultivo se realizó un ELISA. Este ensayo se realizó de acuerdo a las 

indicaciones del proveedor (Quantikine®QuicKitTM ELISA. RD Systems # KQ210) 

. Este medio fue recolectado de adipocitos maduros pretratados con 125 ng/ml de 

TNF-α, por 24 horas y adipocitos no tratados.  

a) Preparación de Placas 

1) Se agregó 50 µl de la muestra por pocillo. 

2) Se agregó 50 μL del cóctel de anticuerpos a cada pocillo y se cubrió de la 

luz.  

3) Se incubo durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador de 

microplacas 

4) Transcurrido el tiempo, se aspiró cada pocillo y se realizaron tres lavados 

5) Posteriormente, se adicionaron 100 μL de solución de sustrato a cada pocillo.  

6) Se incubo durante 20 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.  

7) Finalmente, se adiciono 50 μL de solución de bloqueo a cada pocillo. 

8) Transcurridos 30 minutos se procedió a leer la placa por medio de Thermo 

Scientific Multiskan GO (Cat. no. 51119200). 
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b) Lectura de placa  

Se determinó la densidad óptica de cada pocillo usando un lector de microplacas 

ajustado a 450 nm. Además, se realizó una corrección de longitud de onda, restando 

las lecturas a 540 nm de las lecturas a 450 nm, tal y como lo indica el proveedor.  

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los ensayos, anteriormente descritos, fueron realizados por triplicado (n=3), 

con replica experimental. Una vez que se obtuvo este número de n mínimo, se 

realizó un análisis estadístico por medio de pruebas paramétricas. Esto fue debido 

a que los datos muéstrales se comportan de manera Gaussiana. Dichos análisis 

fueron: ANOVA (One-Way ANOVA on Ranks), Prueba de Turkey y T-Student.  Estas 

pruebas se realizaron con ayuda del software GraphPad Prism 6. Con el fin de 

desestimar diferencias aleatorias, se tomó como parámetro de significancia un valor 

de *= p<0.05, ** = p<0.01 

 

RESULTADOS 

 

• Cambios morfológicos a través de la diferenciación de células hAD-

MSC 

 

Inicialmente, se evidenció la capacidad de diferenciación de las células hAD-MSC 

hacia el linaje adipocitario, a través de la adquisición de cambios morfológicos. En 

la figura 11 se observa que existe una pérdida gradual de la morfología 

fibroblastoide, típica de las hAD-MSC (día 0), para adquirir una morfológica más 

abultada y con una mayor refringencia, propia de la incorporación de ácidos grasos 

en el día 14 de la diferenciación. Estos cambios morfológicos corresponden con lo 

observado por nuestro grupo de trabajo (Valverde M. et al., 2018) y por Gibco 
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Technologies, 2014, en donde se demuestra que este mismo modelo celular, ante 

el mismo estimulo de diferenciación comienzan a expresar dos proteínas propias 

del linaje adipocitario como son la proteína humana transportadora de ácidos grasos 

de cadena larga-1 (hFATP) y la proteína de unión a ácidos grasos-4 (FABP4), 

respectivamente.  

 

Figura 11. Cambios morfológicos a través de la diferenciación adipocitaria. Ante el 
estímulo de diferenciación, las células hAD-MSC, comienzan a perder de manera gradual 
su estructura fibroblastoide típica para adquirir una morfología más abultada y con mayor 
refringencia del adipocito.  

 

Por otra parte, se observó que durante el proceso de diferenciación in vitro, ocurre 

una mayor incorporación del colorante lipofílico, rojo oleoso. Esto refleja la 

adquisición de capacidad secretora de lípidos de los adipocitos sanos (día 14), que 

aumenta gradualmente a partir del día 7 de diferenciación. Esto se determinó 

cualitativa (Figura 12A) y cuantitativamente por medio de espectrofotometría (Figura 

12B). 
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Figura 12. Tinción con Rojo oleoso.  A) A través de la diferenciación hay una mayor 
incorporación del colorante lipofílico, Oil Red O. B) Gráfica de la cuantificación 
espectrofotométrica, encontrando valores significativamente más altos de absorbancia 
en el día 7 y 14 de la diferenciación con respecto al día 0. *= p<0.05 
 

 

 

 

A 

B 
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Con base en los experimentos y observaciones antes mencionadas (cambios 

morfológicos, expresión de marcadores del linaje adipocitario e incremento en la 

incorporación de lípidos), mostramos la diferenciación adipogénica exitosa, que nos 

permite trabajar con adipocitos sanos.  

Una vez siendo capaces de partir de adipocitos maduros, evaluamos el efecto que 

causa en ellos el TNF-α. Para dicho objetivo, decidimos tomar como punto de 

partida las condiciones propuestas por Turner et al., TNF- 125 ng/ml por 24 horas, 

que induce la pérdida de función de adipocitos, provenientes de la línea celular 

murina 3T3-L1. 

 

 

• El TNF-α (125 ng/ml por 24 horas) no afecta la viabilidad celular de 
adipocitos maduros 
 

Como ya se mencionó, parte de la señalización del TNF-α involucra la activación de 

ciertas vías proapoptóticas, por medio de receptores de muerte expresados en la 

membrana de adipocitos, entre otros tipos celulares. Por ello, es importante 

determinar el efecto inducido por el TNF-α (125 ng/ml por 24 horas) en la viabilidad 

de los adipocitos sanos. Esto se realizó por medio de un ensayo de actividad 

metabólica con cFDA-BrET (Diacetato de fluoresceína – Bromuro de etidio).  Se 

observó que no hay efecto citotóxico del TNF-α con respecto a los adipocitos no 

tratados (control) Figura 13.  Esto nos permitió evaluar los parámetros de interés 

sabiendo que no hay algún proceso de muerte involucrado que interfiera en la 

interpretación de los resultados, sobre todo los de daño en el ADN. 

 

 



 
44 

 

Figura 13. El tratamiento con TNF-α (125 ng/ml por 24 horas) no modifica la viabilidad 
celular de los adipocitos al compararlo con adipocitos no tratados (control). El ensayo se 
realizó por triplicado.  La diferencia estadísticamente significativa fue considerada a partir 
de un valor de *p<0.05. 
 

 

 

• Potencial de membrana mitocondrial  

A pesar de que el TNF-α (125 ng/ml por 24 horas) no afecta la viabilidad de los 

adipocitos in vitro; se evaluó el funcionamiento de estos. Esto se realizó por 

medio de un ensayo semicuantitativo que evalúa la funcionalidad mitocondrial. 

La pérdida de la funcionalidad mitocondrial, el principal organelo encargado de 

la producción de energía conlleva a una reducción significativa en los niveles de 

ATP y, por ende, la desregulación de muchos procesos celulares.  La reducción 

de la funcionalidad mitocondrial ocurre como resultado de alguno de los 

siguientes eventos: 1) perdida del mantenimiento del potencial electroquímico 

de la membrana interna mitocondrial, 2) alteraciones en el funcionamiento de la 

cadena de transporte de electrones o 3) una reducción en el transporte de 

metabolitos importantes para la mitocondria.   Con base en esto, se evaluó si el 

TNF-α induce alguna alteración en el potencial de membrana mitocondrial que 

pudiera suponer alguna disfunción a nivel celular. Esto se realizó por medio de 

citometría de flujo (Mitochondrial Membrane Potential Detection Kit Catalog 
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#280002).  En la Figura 14 se observa un incremento del 30% de adipocitos con 

un bajo potencial de membrana mitocondrial, generado por el tratamiento con 

TNF- α.  

 

 
 
Figura 14. EL TNF-α induce un incremento en el porcentaje de adipocitos con bajo 
potencial de membrana mitocondrial. Este incremento fue determinado por citometría 
de flujo. En dicho ensayo, se utilizaron colorantes catiónicos como el 7-AAD y el 
mitopotential dye. El ensayo se realizó por triplicado y la diferencia estadísticamente 
significativa fue considerada a partir de un valor de *p<0.05 (t-Student).  
 

 

• Daño al ADN en adipocitos maduros tratados con TNF-α   

 

Posteriormente, se evaluó el efecto que tiene el TNF-α sobre la integridad genómica 

de adipocitos maduros. Para dicho fin, se usó del ensayo cometa alcalino (pH >13), 

que evidencia las lesiones de cadena sencilla, lesiones oxidativas y sitios AP 

(apirimidicos y/o apurinicos) en el ADN.  

El nivel de daño en el ADN fue expresado como un Índice de Daño General (IDG). 

Este IDG pondera la cantidad de nucleoides (número de eventos) distribuidos en 
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cinco categorías de daño (C0, CI, CII, CIII, CIV). En la figura 15a se muestra que el 

IDG de adipocitos expuestos al TNF-α por 24 horas, se incrementó un 30%, con 

respecto al IDG de adipocitos no tratados (control). Este incremento de daño en el 

ADN, también se puede apreciar como incremento en la longitud de las colas de los 

cometas y por la pérdida de compactación de la cromatina, Figura 15b. Asimismo, 

la distribución del daño en el ADN categorizado, Figura 15c, muestra que el 

tratamiento con TNF-α genera nucleoides de las categorías de mayor daño, con 

respecto a los adipocitos control.  
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Figura 15. EL tratamiento de TNF-α (125 ng/ml por 24 horas) induce daño oxidativo en el 
ADN de adipocitos sanos. Por medio de ensayo cometa alcalino (pH >13) se evidencia 
incremento en el IDG de adipocitos tratados con TNF-α con respecto a los adipocitos no 
tratados (a).  Mayor longitud en las colas de los cometas y menor compactación de la 
cromatina en adipocitos tratados con TNF  (b). Incremento en el número de nucleoides 
de categorización de mayor nivel de daño en el ADN de los adipocitos tratados con 
respecto al control (c). *= p<0.05 
 

 

• Incremento en los niveles de ERO´s inducidas por TNF-α 

Se ha documentado ampliamente que el TNF- genera EROs, la cuales tienen 

la capacidad de inducir rompimientos en el ADN. Por ello, una vez habiendo 

identificado la genotoxicidad inducida por TNF-α, quisimos determinar si estaba 

relacionada con los niveles intracelulares de ERO. Los niveles de ERO se 

determinaron mediante un ensayo de oxidación de dihidrorrodamina-123 a 

rodhamina. Esta oxidación es dependiente de ERO, por lo cual determinará de 

manera indirecta la concentración citosólica de las mismas. En la figura 16 

podemos observar que, los niveles citosólicos de ERO incrementaron en 

adipocitos tratados con TNF-α, en comparación con adipocitos control (no 

tratados).  

C) 
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Figura 16. El TNF-α incrementa los niveles de ERO en adipocitos. Se observa un incremento 
estadísticamente significativo (*p<0.05) en los niveles de ERO inducidos por el TNF-α 125 
ng/ml, comparado con adipocitos control. Los experimentos se realizaron tres veces de 
forma independiente con replicas experimentales. 
 
 

• Correlación positiva entre el daño en el ADN y ERO 

Una vez determinado que el TNF-α incrementa los niveles de ERO y el daño al ADN 

en adipocitos maduros; se evaluó si existía una correlación entre estas dos 

variables. Para ello, se determinó el coeficiente de correlación de Pearson a partir 

de los datos recabados en los ensayos anteriores, cuyo resultado se muestra en la 

figura 17. En ella, observamos que la distribución de los datos describe una 

pendiente positiva con un coeficiente de correlación de 0.87, estadísticamente 

significativo. De esta manera, es posible suponer que el TNF-α induce daño 

oxidativo al ADN por medio de la generación de ERO en adipocitos sanos 

provenientes de la línea celular, hAD-MSC.  
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Figura 17. Correlación positiva entre el IDG y los niveles intracelulares de ERO inducidos 
por TNF-α en adipocitos maduros provenientes de la línea celular hAD-MSC. * p<0.05 

 

• Activación de la DDR en adipocitos tratados con TNF-α 

 

Después, se evaluó si el daño al ADN inducido por TNF-α induce la activación de la 

respuesta al daño en el ADN (DDR). Esto se determinó por medio de citometría de 

flujo, en donde se analizó de manera cuantitativa el porcentaje de células positivas 

a la fosforilación de proteínas sensores de la DDR como: la histona γH2AX y la 

cinasa ATM. De esta manera, cuantificamos el porcentaje de activación de la DDR, 

calculado como el número de células positivas para γH2AX, pATM y el doble 

marcaje que denota rompimientos de doble cadena del ADN (DSB) resultado del 

tratamiento con TNF-α por 24 h. No obstante, es importante mencionar que, este 

incremento significativo en la actividad de la DDR corresponde, únicamente a un 

25% de nuestra población celular (Figura 18a). Asimismo, evidenciamos que este 

efecto en la DDR, principalmente se reflejó de un aumento significativo en la 

fosforilación de γH2AX. Mientras que para DSB este incremento no es significativo, 

Figura 18b.  
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Figura 18. Activación de la DDR en adipocitos tratados con TNF-α. Por medio de citometría 
de flujo se analizó de manera cuantitativa el porcentaje de activación de la DDR a través 
de la fosforilación de proteínas involucradas en la DDR como la histona γH2AX y la cinasa 
pATM (a). Observamos que el TNF-α (125 ng/ml) aumenta la activación de la DDR al 
inducir la fosforilación de ambas proteínas con respecto a su condición control (b). El 
ensayo se realizó por triplicado y la diferencia estadísticamente significativa fue 
considerada a partir de un valor de *p <0.05.  
 
 

 

a) 

b) 
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• Autorregulación de TNF-α en adipocitos maduros. 

A pesar de su potente acción, las citocinas como el TNF-α poseen un tiempo de 

vida relativamente corto (aproximadamente 50 minutos) tanto in vivo como in 

vitro. No obstante, son capaces de inducir su propia expresión durante tiempos 

prolongados. Con base en esto, se evaluó si el TNF-α induce su propia 

regulación. Esto se analizó por medio de un ensayo tipo ELISA, la figura 19, 

muestra la determinación de los niveles secretados de TNF-α en el medio de 

cultivo de los adipocitos tratados después de 24 horas que dura el tratamiento, 

en comparación con el nivel de secreción determinado en el medio de cultivo de 

adipocitos no tratados (control).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Autorregulación de TNF-α. Posterior al tratamiento con TNF-α se cuantificó mediante 

ELISA, altos niveles de adipocina secretada al medio, con respecto a la secreción de adipocitos 

control. El resultado fue expresado como Log2 de la concentración de TNF-α presente en el 

sobrenadante. El ensayo se realizó por triplicado y la diferencia estadísticamente significativa fue 

considerada a partir de un valor de *p≤0.05.  
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• El medio de cultivo proveniente de adipocitos tratados con TNF-α (MCT) 

inhibe parcialmente el proceso adipogénico 

 

Como ya se mencionó, múltiples trabajos han evidenciado que una activación 

sostenida de la DDR induce alteraciones en diversos procesos celulares como la 

diferenciación. Estas alteraciones no solo repercuten en el funcionamiento de la 

célula dañada, sino también en células vecinas (Malakin N. et al., 2015). Esta señal 

de alarma extracelular se genera por medio de moléculas solubles que en conjunto 

reciben el nombre de SASP. Debido a esto, se analizó si el secretoma de adipocitos 

tratados con TNF-α, por 24 horas (MCT), altera el proceso adipogénico de células 

hAD-MSC expuestas a este estímulo a partir del día 7 hasta el 14 de la 

diferenciación. Por medio de la tinción con rojo oleoso, se observó que las células 

expuestas al MCT incorporan una menor cantidad de dicho colorante, con respecto 

a células tratadas con un medio condicionado de adipocitos no tratados (MCC), 

Figura 20.  

 

Figura 20. Tinción con rojo oleoso de células expuestas a medio condicionado, al cabo de 

la diferenciación de 14 días. Células hAD-MSC´s en el día 7 de la diferenciación 

(preadipocitos) fueron expuestas al medio condicionado de adipocitos control (MCC) o 

tratados con TNF-α (MCT) hasta el día 14 de la diferenciación. Por medio de 
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espectrofotometría se determinó la incorporación de rojo oleoso en ambas condiciones.  

El ensayo se realizó por triplicado y la diferencia estadísticamente significativa fue considerada a 

partir de un valor de *p≤0.05.  

 
De igual manera, comparamos el efecto que tenían los medios condicionados (MCC 

y MCT) con respecto a adipocitos control. Observamos que no existe diferencia 

estadística, de la incorporación de rojo oleoso, entre las células expuestas al MCC 

y los adipocitos control. Mientras que, las células tratadas con MCT incorporan una 

cantidad significativamente menor del colorante Oil Red O, con respecto a los 

adipocitos control, Figura 20. Esto refleja una disminución en la capacidad de 

diferenciación adipogénica óptima de hAD-MSCs, ocasionada por el TNF- α 

presente en el secretoma. 

 

• El MCT induce daño en el ADN al término de la diferenciación 

adipocitaria 

 

El proceso de la diferenciación celular es promovido o inhibido por múltiples 

factores, entre ellos, el daño al ADN. Con base en esto, se evaluó si el efecto 

observado sobre la adipogénesis estaba relacionado a la genotoxicidad. Para ello, 

por medio de ensayo cometa alcalino se evidencio que el daño en el ADN de células 

expuestas al MCT, incrementa de manera significativa cuando se compara con el 

daño en el ADN en células tratadas con MCC, Figura 21a. La diferencia se debe al 

número de nucleoides en categoría IV, la de mayor grado de daño. 

Aunque este efecto fue estadísticamente significativo, el daño inducido al ADN por 

el TNF- α en adipocitos sanos fue mayor, Figura 21b,c. Por otra parte, la 

genotoxicidad inducida por el MCT no mostró significancia estadística con respecto 

a los adipocitos control.  
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Figura 21. Daño oxidativo en el ADN inducido por la exposición al medio condicionado de 
adipocitos tratados por 24 h con TNF-α (MCT). a) Distribución del daño al ADN por 
categorías. Células hAD-MSC en el día 7 de la diferenciación fueron expuestas al MCT o 
MCC hasta el día 14 de la diferenciación; b) proporción de daño genotóxico con respecto 

al inducido por TNF-. c) Se observó por medio de cometa alcalino que el MCT incrementa 
el IDG con respecto a células expuestas al MCC. El ensayo se realizó por triplicado, la 
diferencia estadísticamente significativa fue considerada a partir de un valor de *p<0.05.  
 

a) 

b) c) 
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• El MCT incrementa los DSB y la activación de la DDR en células hAD-

MSC tratadas a partir del día 7 de la adipogénesis. 

 

Se evaluó si el incremento en la genotoxicidad, producida por el MCT, tenía algún 

efecto sobre la activación de la DDR. En la Figura 22a se muestra el porcentaje de 

células con la DDR activa, considerando todas las respuestas captadas, γH2AX ++ 

pATM+ + DSB=γH2AX+/pATM+ (doble marcaje). Se observó la activación de la DDR 

estadísticamente significativa por el tratamiento con MCT en preadipocitos y 

adipocitos tratados con TNF- α; ambos con respecto a los adipocitos no tratados. 

Sin embargo, debido a la alta variabilidad en la respuesta, el incremento en la 

activación de la DDR inducido por el MCC en los preadipocitos no es 

estadísticamente significativo. 

No obstante, al analizar la activación de la DDR mediante las respuestas 

individuales, Figura 22b, es posible observar que el tratamiento con el MCT muestra 

valores mayores que el tratamiento con MCC. Principalmente, hay mayor efecto en 

el doble marcaje, DSB=γH2AX+/pATM+ y en la fosforilación de ATM (pATM); 

mientras que γH2AX muestra valores más altos sin ser significativos 

estadísticamente.  
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Figura 22. El MCT induce un incremento en la activación de la DDR y DSB (γH2AX++ pATM+). a) Las 
células hAD-MSC, tratadas con el MCT a partir del día 7 de la diferenciación, incrementaron la 
activación de la DDR con respecto a los adipocitos no tratados, en magnitud semejante a los 
adipocitos tratados con TNF-α. B) La activación de la DDR inducida por el MCT involucra la 
persistencia de DSB y pATM. ANOVA * p< 0.05. 
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DISCUSIÓN 

La disfunción del adipocito ha sido extensamente reportada como una pieza clave 

en la aparición y mantenimiento de diferentes patologías metabólicas (Cotillard A. 

et al., 2014. Esta disfunción es iniciada por una secuencia de mecanismos 

fisiopatológicos intracelulares; entre los que destaca la activación sostenida de 

diferentes vías de respuesta a estrés (Kloting N. et al., 2014).  Algunos estudios han 

demostrado que la activación temprana de una de las vías de estrés, denominada 

DDR (Respuesta al Daño en el ADN); precede a la perdida de función del adipocito. 

Sin embargo, las causas y los mecanismos que lo producen no han sido 

establecidos (Bastien V. et al., 2016; Minamino et al., 2009). 

 La DDR es una red de vías de señalización que responde al daño inducido por 

diferentes agentes genotóxicos.  Algunos de estos agentes inductores de daño son 

la radiación ionizante, la luz UV, agentes oxidantes o, incluso, productos del 

metabolismo intrínseco celular como las ERO (Malaquin N. et al.,2015, Wang H. et 

al., 2015). Así mismo, algunos estímulos inflamatorios, como el TNF- α, han sido 

asociados a la inducción de daño al ADN (Fehsel K. et al., 1991). 

El Factor de Necrosis Tumoral-α (TNF- α) es una citocina proinflamatoria que, en 

diversas patologías metabólicas como la obesidad y la diabetes mellitus; se 

encuentra en concentraciones altas y constantes en el tejido adiposo. La 

persistencia del TNF-α ha sido estrechamente relacionado con la aparición y 

mantenimiento de patologías metabólicas y no metabólicas. Esto se debe a su 

importante papel como inductor de estrés oxidante, apoptosis y daño al ADN. 

Trabajos recientes, realizados por Turner et al., han evidenciado que la presencia 

de TNF-α (125 ng/ml por 24 horas) induce la disfunción de adipocitos provenientes 

de la línea celular 3T3-L1. Sin embargo, el mecanismo no fue del todo elucidado 

(Turner P. et al., 2018). Con base en esto, resulta interesante y necesario seguir 

abordando nuevos y más detallados mecanismos moleculares, mediante los cuales, 

el TNF- α ejerce efectos perjudiciales para el adipocito y, con ello, para el organismo 
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en general. Esto con el fin de evidenciar nuevos y mejores blancos terapéuticos que 

permitan el desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas para distintas 

patologías metabólicas. El presente trabajo estuvo enfocado en dar una 

aproximación in vitro, acerca de la función que ejerce el TNF-α en la disfunción del 

adipocito; abordando su papel como inductor de estrés oxidante y daño al ADN, 

para establecer si conducen a la persistencia en la DDR.  

De manera inicial, replicamos el proceso de adipogénesis descrito por nuestro grupo 

de trabajo en 2018. Donde se demostró que, en este modelo de diferenciación 

celular, las hAD-MSC (células Troncales Estromales/Mesenquimales derivadas de 

tejido adiposo adulto), para el día 14, expresa marcadores propios del linaje 

adipocitario (hFAT-1) y el 95% de la población celular se encuentra arrestada en la 

fase G1 del ciclo celular (Valverde M. et al., 2018). De esta manera, por medio de 

microfotografías y ensayos con rojo oleoso, se corroboro que el proceso de 

diferenciación adipogénica fue exitoso, Figura 11 y 12.  Si bien, es verdad que las 

células no muestran la unilocularidad propia del adipocito blanco; es importante 

destacar que el proceso de la diferenciación in vivo requiere de todo un nicho o 

microambiente difícil de replicar en un modelo in vitro (Turner P. et al., 2018).  Este 

microambiente está caracterizado por una heterogeneidad celular que, por medio 

de factores solubles y no solubles, regula el proceso de la adipogénesis. Esta 

morfología es muy similar a la observada por otros grupos de trabajo; los cuales 

demostraron que dicho cambio morfológico de las hAD-MSC, se correlaciona con 

un incremento en la secreción de adiponectina (Martella E. et al., 2014). A pesar de 

que nuestro modelo posee ciertas limitaciones; como cualquier otro, representa una 

fuente confiable de información debido a que reduce variables propias de un modelo 

3D e in vivo. Algunos de estas variables son: la dificultad para discernir entre 

distintas poblaciones celulares, la exposición diferencial a los nutrientes y/o al 

tratamiento y la diferenciación asincrónica.  

Una vez corroborado que el proceso de diferenciación se llevó a cabo de manera 

adecuada; evaluamos el efecto que tiene el TNF-α sobre adipocitos sanos, 

provenientes de la línea celular hAD-MSC. Para dicho objetivo, se tomó como punto 
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de partida las condiciones propuestas por Turner et al., (125 ng/ml de TNF-α, por 

24 horas). Dichas condiciones asemejan a las encontradas en el tejido adiposo de 

sujetos que sufren patologías relacionadas a la disfunción del adipocito, como la 

obesidad y la diabetes (Turner P. et al., 2015).  

Un efecto bien conocido del TNF- α es la inducción de la apoptosis. Este efecto 

depende de distintos factores como el tipo celular, la concentración y tiempo de 

exposición a dicha citocina (Aggarwal B.B. et al., 2012).  Al evaluar el impacto del 

TNF- α sobre los adipocitos, se observó que no presenta algún efecto significativo 

sobre su viabilidad, Figura 13.  No obstante, a pesar de este nulo efecto, se 

comprobó al igual que el modelo de Turner et al., que existe un incremento 

significativo en el porcentaje de los adipocitos con alteraciones metabólicas, Figura 

14. Dichas alteraciones metabólicas fueron evidenciadas como alteraciones en el 

funcionamiento mitocondrial de los adipocitos. La mitocondria es, por excelencia, el 

principal organelo regulador del metabolismo celular. En células especializadas en 

el almacenamiento de energía, como el adipocito, las mitocondrias cumplen un 

papel crucial en su correcto funcionamiento. Por ende, alteraciones a nivel 

mitocondrial son característica clave de la disfunción del adipocito. Dichas 

alteraciones están dadas por: 1) perdida del mantenimiento del potencial 

electroquímico de la membrana interna mitocondrial, 2) alteraciones en el 

funcionamiento de la cadena de transporte de electrones o, 3) una reducción en el 

transporte de metabolitos importantes para la mitocondria. El método elegido para 

la evaluación de este objetivo se basa en la cuantificación del porcentaje de 

adipocitos cuyo potencial de membrana mitocondrial se ha perdido. Dicho método 

nos permite evitar artefactos propios del aislamiento mitocondrial, en un contexto de 

mayor relevancia fisiológica. Existen múltiples mecanismos responsables de alterar 

el correcto funcionamiento mitocondrial, siendo la sobreproducción de ERO (estrés 

oxidante) uno de los más reportados. Trabajos realizados por  Mariappan N et al., 

2008 lograron evidenciar que, el TNF-α induce disfunción celular en el ventrículo 

izquierdo por medio de daño mitocondrial. Este daño es atribuido a un incremento 

importante en ERO, provocado por alteraciones en la permeabilidad de membrana 

y la consecuente inhibición de la cadena de transporte de electrones. En nuestro 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mariappan%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19041937
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modelo, al analizar la producción de ERO citosólicas, se observó que sus niveles 

se incrementaron de manera significativa en los adipocitos tratados con TNF-α, con 

respecto al control, Figura 16. Sin embargo, esto puede ser tanto una causa como 

efecto de la disfunción mitocondrial anteriormente mostrada en la Figura 14. Como 

ya se mencionó, el TNF- α ha sido reportado como un potente inductor de estrés 

oxidante en diferentes tejidos. En adipocitos, el incremento de ERO está más 

asociado a una sobreexpresión de la NOX4 (NADPH oxidasa-4), la isoforma más 

expresada en este tipo celular (Wlodarczyk, M et al., 2018). Asimismo, se ha 

reportado que el TNF-α puede incrementar la expresión de la NOX4 en diferentes 

tejidos, como el adiposo (Nanami M et al., 2005). Además, al TNF-α también se le 

ha atribuido la subregulación de ciertas proteínas antioxidantes.  Las ERO son 

altamente reactivas, debido a que poseen uno o más electrones desapareados que 

pueden oxidar a otro tipo de moléculas, alterando su estructura y función. Uno de 

los principales blancos de ataque de las ERO es el ADN (Wlodarczyk, M et al., 

2018).  Al evaluar el efecto del TNF-α sobre la integridad genómica de los adipocitos, 

Figura 15, se observó que a pesar de que la adipogénesis per se, involucra una 

acumulación de rompimientos de cadena del ADN (Valverde M.et al., 2018), el TNF-

α los incrementa en un 25%, con respecto a los adipocitos no tratados (control).  

Este incremento es claramente reflejado en microfotografías, las cuales muestran 

que el tratamiento induce la descompactación y fragmentación de la cromatina. No 

obstante, existen mecanismos alternos a las ERO, por los cuales, el TNF-α puede 

inducir daño al ADN. Como podría ser la activación del TNFR1; la unión del TNF-α 

al TNFR1 favorece la escisión y activación de la caspasa 3. Esta caspasa activa a 

la DNAsa activada por caspasas (CAD), que subsecuentemente viaja al núcleo y 

degrada al ADN en pequeños fragmentos (Aggarwal B.B. et al., 2012). Sin embargo, 

esta vía está estrechamente relacionada con procesos apoptóticos, los cuales, no 

son evidenciados bajo nuestra concentración y tiempo de tratamiento.  Debido a 

esto, proponemos que existe una relación estrecha entre la sobreproducción de 

ERO y el incremento en el daño al ADN al establecer una correlación simple de 

Pearson, que arrojo un coeficiente de correlación (r) de 0.87 y una p<0.05, lo cual 

nos indica que el daño genotóxico inducido por TNF-α está influenciado por los 
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niveles de ERO. Sin embargo, es necesario mencionar que correlación no 

necesariamente conlleva a alguna causalidad. El uso de algún agente antioxidante, 

como la N-acetilcisteina, despejaría por completo cualquier especulación. Hasta 

entonces, no es posible descartar del todo, que el daño observado en la Figura 15 

es producto de otros mecanismos asociados a las vías de señalización activadas 

por TNF- α, y no a las ERO. Para ese momento, quedo claro que, la disfunción del 

adipocito inducida por TNF- α está relacionada a el daño en el ADN, posiblemente 

causado por la sobreproducción de ERO citosólicas. Sin embargo, para establecer 

un vínculo más claro entre el daño al ADN y la disfunción del adipocito, decidimos 

ir más allá contestando la siguiente pregunta ¿El daño inducido por el TNF- α es 

suficiente para activar de manera sostenida la DDR en los adipocitos?  

Ante una acumulación de daños en el ADN se produce la activación de la DDR. Esto 

con el fin de reparar, de manera pronta y eficiente, las lesiones (Tubbs A. et al., 

2017; Haber J. E. et al., 2015). Sin embargo, trabajos previos realizados por Bastien 

V. et al., han evidenciado que una activación sostenida de la DDR (de horas a 

meses) precede a la disfunción del adipocito (Bastien V. et al., 2015). De manera 

sorprendente, corroboramos que, el TNF- α induce un incremento de casi el 400% 

del porcentaje de adipocitos con la DDR activada.  Este porcentaje se calculó por 

medio de la cuantificación citofluorometrica de las proteínas: pATM y γH2AX. La 

fosforilación de estas dos proteínas es un importante paso en la activación de la 

DDR; por ello, han sido ampliamente utilizadas como marcadores de la activación 

de la DDR y daño en el ADN (N. Bhogal et al., 2009; A.J. Nakamura et al., 2010). 

Además, se evidenció que del porcentaje de adipocitos expuestos a TNF-α, cuya 

DDR está activada, un 85% corresponde a células positivas, únicamente, a γH2AX. 

Sin embargo, las células positivas para pATM y DSB=γ H2AX+pATM (doble 

marcaje) presentan una clara tendencia a incrementar, con respecto a la condición 

control, Figura 18. Este incremento significativo en la fosforilación de γH2AX sugiere 

varios escenarios. En primer lugar, se puede suponer que este incremento en 

γH2AX corresponde a un proceso de señalización temprana de la DDR. Puesto que, 

γH2AX favorece el reclutamiento de otras proteínas efectoras de la DDR. Además, 

se sabe que, en el adipocito la expresión y función de algunas proteínas 
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involucradas en la reparación del ADN se encuentra subregulada. Mientras que la 

de otras se encuentra enriquecida (Narciso L. et al., 2007), Tabla 2.  Un ejemplo de 

estas últimas es la proteína DNA PK (Meulle A. et al.,2008). Esta proteína, junto con 

ATM y ATR, son las principales proteínas encargadas de censar lesiones en el ADN 

y reclutar a otras proteínas efectoras (H.Wang et al., 2005), dependiendo del tipo de 

lesión. De esta manera, otra posible explicación de la baja presencia de pATM, 

observada en la Figura 18, corresponde a que las lesiones inducidas por TNF-α 

pueden estar siendo censadas por DNA PK o, incluso, ATR. Esto, puede ser 

corroborado por medio de la cuantificación de la expresión de estas proteínas, por 

medio de Western Blot. Otro aspecto importante a notar es que dicha activación de 

la DDR se dio de manera sostenida (24 horas). Si bien es cierto que, la activación 

de la DDR está dada con el fin de preservar la integridad genómica; una activación 

sostenida favorece procesos como senescencia y disfunción celular (Hernández-

Segura A. et al., 2018).   Debido a esto, no se puede descartar la posibilidad de que 

aquellas células, cuya DDR se mantuvo activa hasta por 24 horas, se encuentren 

en un proceso de senescencia. Dicha hipótesis puede ser confirmada por medio de 

la cuantificación de la actividad de la enzima lisosomal β-galactosidasa, una prueba 

ampliamente utilizado por la comunidad científica para evaluar la senescencia. 

Mientras que, para el caso de la disfunción celular, la DDR funciona como un 

potente regulador metabólico a través del factor de transcripción p53. Si bien, es 

cierto que la función más conocida de p53 es el arresto del ciclo celular, aunque no 

es la única (Puzio-Kuter A., 2011). Dicho factor de transcripción controla el 

metabolismo energético a través de la regulación transcripcional de diferentes sets 

de genes. Estos genes estarán encargados de la regulación del metabolismo de 

lípidos, glucosa, aminoácidos, la fosforilación oxidativa, el ciclo de Krebs y la 

producción de ERO.  De esta manera, p53 influye en los niveles de productos y 

destinos metabólicos que, de ser persistentes, repercuten directamente en el 

correcto funcionamiento celular (Puzio-Kuter A., 2011). Así, el presente trabajo es 

uno de los primeros reportes en evidenciar, de manera directa, la activación 

sostenida de la DDR mediada por TNF-α en adipocitos humanos, y su implicación.   
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El hecho de haber confirmado la activación sostenida de la DDR (por 24 horas), 

llevo a cuestionarnos si era necesaria la presencia continua del TNF- α para 

mantener esta vía activa. Esta citocina posee un tiempo de vida media de 

aproximadamente 50 minutos in vivo. Sin embargo, se sabe que puede permanecer 

en altas concentraciones en el torrente sanguíneo o en el medio de cultivo a través 

de su autorregulación (Aggarwal B.B. et al., 2012). Se sabe que la expresión de esta 

citocina es estimulada por medio de activadores de la PKC como lo son los 

lipopolisacáridos (LPS) y el TNF-α mismo. Al cuantificar la concentración de TNF- α 

presente en el medio de cultivo de los adipocitos a las 24 horas, se encontró un nivel 

significativamente superior en la condición tratada, con respecto al control. Esto 

supone que, en nuestro modelo, se llevan a cabo mecanismos encargados de la 

autorregulación del TNF- α, Figura 19. Es importante mencionar que, de manera 

basal, un adipocito sano secreta bajas concentraciones de TNF-α. No obstante, 

estas concentraciones en ningún momento se incrementan de la manera observada 

en el grupo tratado. Además, es lógico pensar que la persistencia del TNF- α en el 

medio de cultivo, no solo sea causa sino también consecuencia de la activación 

sostenida de la DDR. Dicha respuesta estimula la activación del factor 

transcripcional NFκB y, con ello, la expresión de moléculas señalizadoras solubles 

como citocinas proinflamatorias (TNF- α, IL-6, IL-1b), metaloproteinasas y factores 

de crecimiento (EGF) que en conjunto reciben el nombre de Fenotipo Secretorio 

Asociado a la Senescencia (SASP) (Coppe,J.P. et al., 2008). En vista de esto, 

resulta lógico pensar que en el medio de cultivo de los adipocitos tratados se 

encuentran altamente expresadas otras moléculas solubles que no fueron 

cuantificadas en este trabajo por cuestiones de tiempo. 

 In vivo, la adquisición del SASP permite a la célula senescente, promover procesos 

de restauración tisular, diferenciación celular, proliferación e incluso activación de la 

DDR en células adyacentes (Malaquin N. et al., 2015). Sin embargo, la presencia 

continua de moléculas proinflamatorias como el TNF-α se correlacionan con la 

aparición y desarrollo de diversas patologías metabólicas como la obesidad y la 

caquexia. Esta última se caracteriza por una perdida excesiva de función y masa 

del tejido adiposo. Sin embargo, aún no se encuentra del todo claro cómo es que 
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ocurre esto (Tamai M. et al.,2010). Trabajos realizados por Minori Tamai en 2010, 

han evidenciado que la presencia constante de TNF-α inhibe el proceso adipogénico 

en células troncales/estromales derivadas de tejido adiposo humano (Tamai M. et 

al., 2010). Al respecto, reportes previos han demostrado que este potente efecto 

inhibitorio es a través de la activación del receptor TNFR1 (Xu H. et al 1999). La 

activación de este receptor inhibe a PPARγ por medio de la activación de NFκB.  En 

contraste, la información recabada acerca de si afecta el proceso de diferenciación 

en células ya comprometidas, como los preadipocitos, es muy limitada (Tamai M. et 

al., 2010). Con base en esto, se evaluó si las altas concentraciones de TNF- α, 

mantenidas por la activación sostenida de la DDR, afectaban el proceso de la 

diferenciación y la DDR en preadipocitos, provenientes de la línea célular hAD-MSC. 

En la Figura 20, se observó que el medio proveniente de adipocitos tratados con 

TNF-α (MCT) disminuye de manera significativa la incorporación de rojo oleoso para 

el día 14 de la diferenciación.  Esta disminución fue con respecto a preadipocitos 

tratados con medio proveniente de adipocitos sanos no tratados (MCC) y a su 

control positivo de diferenciación. No obstante, lo más probable es que el TNF-α no 

esté inhibiendo del todo la diferenciación en los preadipocitos, sino tan solo 

retrasándola. Esta especulación es con base a lo observado en las microfotografías 

mostradas en la Figura 20, donde el MCC, aparentemente, incremento el número 

de células por campo. Ya que los procesos de diferenciación y proliferación celular 

pueden ser considerados mutuamente excluyentes; es decir, cuando una célula 

está en proceso de diferenciación se inhibe la proliferación, y viceversa. 

Obedeciendo a esto, parece probable que debido a que el MCT se encuentra 

enriquecido con mitógenos, como factores de crecimiento o el mismo TNF-α, el 

proceso de diferenciación haya sido pospuesto. El uso de algún marcador molecular 

de proliferación, como el ki67 puede ayudar a despejar esta duda.  

Asimismo, al evaluar si el MCT inducia SSB en los preadipocitos tratados de manera 

constante se observó que el MCT indujo un incremento significativo del IDG, para 

el día 14 de la diferenciación, cuando se comparó con preadipocitos tratados con el 

MCC, Figura 21.  Sin embargo, no hubo cambios estadísticamente significativos 

con los adipocitos maduros no tratados (control) y tratados con TNF- α.  Esto sugiere 
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que, debido a las aún altas concentraciones de TNF-α presente en el medio, el ADN 

del preadipocito pudo resultar dañado. Sin embargo, al ser una célula proliferante, 

sus mecanismos de reparación seguían en un estado funcional adecuado, 

permitiendo la reparación de los SSB para que al momento en que se realizó el 

ensayo cometa alcalino ya se encontraran parcialmente resueltos. Esta hipótesis es 

soportada por lo mostrado en la Figura 20, donde se observa que el proceso de 

diferenciación celular sufrió un retraso considerable en las células tratadas con 

MCT.  

Al analizar por medio de citometría de flujo la activación de la DDR no existe un 

incremento estadísticamente significativo en el porcentaje de células con la DDR 

activa, cuando se compara contra el MCC, pero si lo hay cuando se compara con el 

grupo de adipocitos no tratados (Control). No obstante, es evidente que existe una 

clara tendencia al alta en la condición MCT. Quizás, de aumentar el tamaño de la 

muestra, habría una disminución en la variabilidad de los datos (MCC) que nos 

permitiera vislumbrar mejor el efecto. De manera sorprendente, al analizar de 

manera individual la fosforilación de cada uno de los elementos estudiados de la 

DDR, se observó que el porcentaje de células pATM+ y DSB=pATM+/γH2AX+ (doble 

marcaje) se incrementó de manera significativa cuando se trataron con MCT, Figura 

22. Esto sugiere que posiblemente el inductor de daño, en este caso, no fue el TNF- 

α sino alguna otra molécula presente en el MCT que induce lesiones tipo DSB. De 

igual forma, es probable que los mecanismos de censado de lesiones en los 

preadipocitos varíen con respecto al de los adipocitos. Al respecto, ha sido 

reportado que células proliferantes como los fibroblastos al ser expuestos a células 

dañadas por radiación ionizante, por medio de cocultivos o medio condicionado, 

presentan pATM y 53BP1. La presencia de pATM, en determinados tipos celulares, 

funciona como un inhibidor de la diferenciación (Sokolov M. et al. 2005; Sedelnikova 

O. et al., 2007). Esto podría ser un mecanismo mediante el cual se previene que la 

inestabilidad genética en los preadipocito dañados genere células terminalmente 

diferenciadas con alteraciones genéticas deletéreas. Para prevenir esto, la DDR 

podría regular el proceso de la diferenciación mediante la activación de ATM. La 

activación de ATM resulta en el exporte nuclear del complejo ATM/NEMO hacia el 
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citoplasma, donde se une y activa a IKKα/β, llevando a la iniciación de la vía de 

señalización de NF-κB. Así, dicha vía de señalización podría actuar para inhibir a 

PPARγ e inhibir la diferenciación, hasta que el daño o estímulo estresor haya 

desparecido (Sokolov M. et al. 2005). 

 De manera complementaria, ya ha sido demostrado que las células expuestas al 

medio de cultivo de células dañadas (células bystander) adquieren foci de daño en 

el ADN, lo que sugiere la acumulación de DSB (Sokolov M. et al. 2005). A pesar de 

que el ensayo cometa alcalino principalmente evidencia rompimientos de una sola 

cadena del ADN, también detecta DSB, aunque no se pueden diferenciar entre ellos, 

lo cual no excluye la posibilidad de que el daño observado este influenciado por 

DSB. Sin embargo, por medio del ensayo cometa neutro, si es posible evaluar de 

manera exclusiva rompimientos de doble cadena. Con base en esto, se puede 

pensar que el incremento en el IDG de células tratadas con MCT se debe a que 

existe alguna influencia de DSB ya que se lograron evidenciar por medio de 

citometría de flujo, como células con doble marcaje.  De ser así, parece factible que 

en preadipocitos, el TNF-α también induce DSB o, en su defecto, que los DSB son 

producto de alguna otra molécula presente en el medio condicionado.  No obstante, 

esta hipótesis debe ser confirmada por un método de detección de alta sensibilidad 

como el cometa neutro y la determinación de un panel de diversas adipocinas.   

El presente trabajo es uno de los primeros en evidenciar, que el TNF-α induce la 

disfunción del adipocito a través de la activación sostenida de la DDR en adipocitos, 

provenientes de la línea celular, hAD-MSC. Asimismo, es claro que estos adipocitos 

dañados pueden interactuar con células adyacentes, a través del SASP. Esta 

interacción puede alterar procesos como la diferenciación y la DDR misma, sin 

embargo, la alteración puede variar dependiendo del estadio de diferenciación en el 

que se encuentren. De esta manera, en un estado fisiopatológico, este mecanismo 

podría estar comprometiendo el funcionamiento tisular in vivo y con ello, el correcto 

funcionamiento del organismo. Sin embargo, aún queda bastante por profundizar.  

Saber, de manera específica, como es que se lleva a cabo la activación de la DDR 
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en adipocitos y elucidar si responde de la misma forma ante distintos estímulos 

endógenos generadores de daño.  

 

 

CONCLUSIONES 

  

1. Una concentración de 125 ng/ml de TNF-α, por 24 horas, no afecta la 

viabilidad celular de adipocitos sanos provenientes de la línea celular 

hAD-MSC. 

2. EL TNF-α incrementa la producción de ERO en adipocitos sanos 

provenientes de la línea celular, hAD-MSC.  

3. EL TNF-α induce rompimientos de cadena sencilla (SSB) en el ADN de 

adipocitos sanos.  

4. Los niveles de ERO se correlacionan de manera positiva con la cantidad 

de SSB presentes en el ADN de adipocitos expuestos al TNF-α. 

5.  El daño en el ADN, inducido por TNF-α, activa de manera sostenida la 

respuesta al daño en el ADN (DDR). 

6. El TNF-α, a una concentración de 125 ng/ml, estimula fuertemente su 

propia expresión hasta por 24 horas, en adipocitos.  

7. El secretoma de los adipocitos expuestos al TNF-α (MCT) inhibe 

parcialmente el proceso adipogénico, en células hAD-MSC tratadas a 

partir del día 7 de la diferenciación.  

8. El secretoma de adipocitos pretratados con TNF-α (MCT) induce un 

incremento de SSB comparado con el secretoma de adipocitos no 

tratados (MCC); en células hAD-MSC tratadas a partir del día 7 de la 

diferenciación 

9. El MCT favorece la activación de la DDR en células hAD-MSC tratadas a 

partir del día 7 de la diferenciación. 
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MODELO PROPUESTO 

 

 

Figura 23. Modelo propuesto de disfunción del adipocito inducido por TNF-. De acuerdo 
con lo reportado por nuestro grupo de trabajo en 2018, el proceso de adipogénesis per 
se, involucra una pérdida gradual de la capacidad reparativa de lesiones de una sola 
cadena en el ADN (SSB). De esta manera, una célula terminalmente diferenciada como lo 
es el adipocito; ante un estímulo proinflamatorio como el TNF-α (125 ng/ml por 24 horas) 
sufre un incremento en la producción de Especies Reactivas de Oxígeno (ERO), las cuales 
incrementan aún más la genotoxicidad de los adipocitos. Debido a la persistencia del 
daño, por no ser reparado, se activará una respuesta sostenida del mecanismo de 
respuesta al daño en el ADN (DDR). Por una parte, esta respuesta sostenida de la DDR 
favorecerá procesos característicos de la disfunción celular como la disfunción 
mitocondrial y, por otro lado, la adquisición del SASP (fenotipo secretorio asociado a la 
senescencia). El SASP mantendrá sostenidamente la DDR y disminuirá la capacidad de 
diferenciación de células vecinas. 
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