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Resumen

Se estima que ocurren alrededor de 100,000 lesiones de ADN por dia en el genoma de los
mamiferos. Para contrarrestar estos dafios, las células tienen sistemas de reparacion que
detectan, sefialan y reparan el ADN. Estos procesos ocurren en un contexto de actividades
celulares como la transcripcion, replicacion, organizacion de la cromatina y progreso del
ciclo celular. EI mecanismo responsable de coordinar la reparacion con estos procesos

celulares es la respuesta al dafio del ADN (DDR).

ATM Yy ATR son las principales proteinas cinasas responsables de regular las sefales de la
DDR en respuesta a rompimientos de doble cadena (DSBs) y rompimientos de cadena
sencilla (SSBs) en el ADN respectivamente. Una respuesta temprana de la activacion de
estas cinasas es la fosforilacion de la variante de histona H2AX, que funciona como una
plataforma para el reclutamiento de modificaciones adicionales de cromatina, proteinas de
reparacion y consecucion de la sefializacién DDR. Previamente, nuestro grupo de trabajo
encontré que la adipogénesis cursa con disminucion de la capacidad de reparar lesiones
en el ADN y acumulacién de dafio oxidativo (8-o0xoG) y SSBs a través del proceso de
diferenciacion. Esta acumulacion de dafio podria dar lugar a la generacion dafios
secundarios como los DSBS, los cuales podrian significar la adquisicién de inestabilidad

génica.

Por lo tanto, el propésito del presente trabajo fue determinar el efecto que tiene la
diferenciacion sobre la acumulacion de dafio en el ADN, del tipo especifico de DSBs y con
ello la activaciéon de la DDR, utilizando un modelo de diferenciacion adipogénica humana.
Se encontréd, que la adipogénesis lleva a una acumulacion discreta de DSBs y que esta va
de la mano con un aumento gradual en la activacién de la DDR. Por otro lado, se determiné
la capacidad de reparar DSBs inducidos con etopésido como reto genotdxico, comparando
la respuesta entre las células mesenquimales humanas (MSCs) y los adipocitos derivados
de éstas. Los resultados obtenidos indican que las MSCs son capaces de reparar los DSBs
inducidos con etoposido mas eficientemente que los adipocitos. En cuanto a la activacion
de la DDR ante el reto genotoxico (etopdsido), se observé una activacion significativa de la
DDR tanto en MSCs como en adipocito, sin embargo, en las células mesenquimales la
activacion de la DDR disminuye 48h post tratamiento, mientras que en los adipocitos no fue

posible determinar disminucion en la activacion de la DDR post tratamiento.



Introduccion

Dario al ADN
La integridad del genoma es un requisito para la apropiada funcién celular y una

transmision exitosa del genoma a la progenie. Sin embargo, se estima que alrededor
de 100,000 lesiones al ADN ocurren por dia en el genoma de mamiferos como
consecuencia de errores en la replicacion, productos del metabolismo celular
(especies reactivas de oxigeno) o agentes quimicos ambientales (Hoeijmakers,
2009; Giglia-Mari, et al 2011). El dafio en el ADN se define como un cambio en la
estructura que puede ser una adicién quimica o disrupcion a una base o una ruptura

en una o en ambas cadenas del ADN (Brenstein et al 2013).

Un dafio persistente en el ADN puede inducir mutaciones, como sustituciones de
bases y pequefias inserciones/deleciones, asi como rearreglos cromosémicos. Tal
inestabilidad del genoma es un paso esencial para el desarrollo de cancer y
contribuye al envejecimiento y a enfermedades relacionadas con la edad. De igual
forma, el dafio en el ADN puede promover la muerte celular que lleva a otras

patologias que cursan con atrofia del tejido (lyama y Wilson, 2013).

Por lo tanto, las células poseen multiples vias de reparacion para preservar la
integridad del genoma cuando surge el dafio. Los mecanismos de reparacion del
ADN mas importantes presentes en células eucariontes se ilustran en la figura 1. Es
posible identificar mecanismo de reparacion especificos para un tipo de lesion

particular y se muestran algunos ejemplos especificos (Fig. 1).
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Fig. 1. Tipos de dafio sobre el ADN y especificidad de los mecanismos de reparacion. Ejemplos
de inductores de diferentes tipos de dafio sobre el ADN y los correspondientes mecanismos de
reparacion que remueven tales lesiones (Hoejimakers, 2001).

Respuesta al dafio en el ADN (DDR)
La mayoria de los mecanismos de reparacion pueden operar de forma

independiente para reparar las lesiones simples. Sin embargo, cuando las lesiones
en el ADN son persistentes 0 son demasiadas para ser procesadas por las enzimas
de reparacion disponibles, se activa una red de vias moleculares evolutivamente
conservada conocida como respuesta al dafio en el ADN (DDR) (Fig. 2) (Simonatto,
2007).

La DDR es la encargada de coordinar a la reparacion con otros procesos celulares
puestos en marcha como la transcripcion génica, la replicacion del ADN, la
organizacion de la cromatina y la progresion del ciclo celular, con el objeto de
minimizar el impacto de las lesiones en el ADN sobre la integridad del genoma. De

hecho, la reparacion del ADN, el arresto del ciclo celular, la apoptosis, la
10



remodelacion de la cromatina, la regulacion transcripcional, progresion de la
replicacion, control metabodlico y muchas otras vias celulares estan bajo la influencia
de las sefales de dafio en el ADN. Por lo tanto, se considera a la DDR como una
intrincada red de sefales moleculares cuya respuesta va a depender del tipo,

magnitud y severidad de la lesion (Khanna y Shiloh 2010).

vH2AX

// \\

- 7 ATM b ATR
P / ~

CHK2 ———————_ CHK1

L

Senales efectoras del dafio al ADN

v /)\ \\

Apoptosis «—  Arresto del ciclo celular —, Reparacion del ADN

Fig. 2. Representacion de las vias de respuesta al dafio al ADN (DDR). Los dafios al ADN vy el
estrés replicativo inducen rompimientos de cadena sencilla y doble, las cuales activan a ATM y a
ATR respectivamente. ATM y ATR son transductores de sefiales clave de las vias rio abajo en la
DDR. Una vez fosforiladas, estas cinasas llevan a la activacién de los reguladores del ciclo celular,
CHK1 y CHK2, los cuales encienden las sefiales de los puntos de control en la progresidn del ciclo
celular para generar una ventana de tiempo en la que actlden los mecanismos de reparacion.
ATM y ATR también fosforilan a H2AX y amplifican las sefales de dafo al ADN. De manera
adicional, la DDR induce la activacion del supresor de tumores p53, un sensor critico del dafio al
ADN, el cual determina el destino celular dependiendo de los niveles de dafio o de la eficiencia
de la reparacion (Tsuiko et al, 2018). ATM: Ataxia Telangiactesia-Mutated; ATR: ATM and RAD3-
related; CHK1-2: Checkpoint Kinase 1-2.
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Proteinas cinasas que regulan la DDR
El concepto de “vias de supervivencia al dafio en el ADN” (lo que hoy se podria

considerar como la DDR), surgio a finales de los afnos 80’s y comienzos de los 90’s.
Experimentalmente el concepto surgié con el descubrimiento de los puntos de
control del ciclo celular en levadura. Sin embargo, el campo de estudio de las
sefales del dafio en el ADN se consolido cuando las cinasas de Ser/Thr, ATM
(Ataxia Telangiactesia-Mutated), ATR (ATM and RAD3-related), DNA-PKcs (DNA-
dependent Protein Kinase 2) y CHK2 (Checkpoint Kinase 2) fueron descubiertas
(Arunkumar et al, 2003; Arunkumar et al 2005; Arad et al, 2008).

ATM, ATR y DNA-PKcs son proteinas cinasas que forman parte de la familia PIKK
(Phosphatidil Inositol Kinase-like Kinase) (Fig. 3). Los miembros de esta familia
“PIKK de respuesta al dafio en el ADN” fosforilan proteinas en motivos Ser/Thr-GIn
(S/T-Q) y participan en la respuesta temprana del dafio en el ADN. De hecho, las
tres cinasas son activadas por lesiones en el ADN via la accion de subunidades

reguladoras especificas.

Las cinasas ATM y ATR son consideradas las principales enzimas que orquestan
las sefiales de dafio en el ADN, mientras la DNA-PKcs es principalmente una
enzima de reparacion del ADN involucrada en la via NHEJ que repara DSBs
(Khanna y Shilo, 2010).

A $1981(P)

ATM 1 I HEAT repeats | FAT l Kinase ” 3056

B FATC

11989(P)
ATR 1 I HEAT repeats | FAT | Kinase ” 2644
s = _FATC
S2056(P) T2609(P) T3950(P)

DNA-PKes 1 HEAT repeats | rar | Kinase [|4128

FATC
Fig. 3. Organizacion de los dominios PIKK. Las cajas coloreadas representan dominios proteicos;
los nimeros representan los residuos de aminoacidos. Los principales sitios de fosforilacion
estan sefialados con una letra P encerrada en un circulo (Sibanda et al, 2017; Blacford y Jackson,
2017). PIKK: Phosphatidil Inositol Kinase-like Kinase
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Los rompimientos en la cadena del ADN como sefales para el inicio

de la DDR
Para que la reparacion y la sefalizacion del dafio ocurran, una lesion en el ADN

debe primero ser detectada. De hecho, cada proceso de reparacion es activado por
sensores de dafio en el ADN que reconocen grupos particulares de lesiones. Por
ejemplo, el heterodimero Ku es un sensor de terminaciones de doble cadena del
ADN, mientras glicosilasas altamente especializadas reconocen lesiones
especificas en las bases puricas o pirimidicas en la via de reparacion de escision
de bases (BER) (Xu, et al 2001).

Debido a que en la DDR una amplia variedad de lesiones lleva a la activacion
Unicamente de dos principales vias de sefializacion controladas por ATM y ATR, la
pregunta de qué tipo de lesiones son monitoreadas para iniciar la sefalizacién del

dafio en el ADN es algo que aun se discute.

Se sabe que la DDR no es iniciada por los sensores de dafio empleados en la
reparacion del ADN, debido a que estos responden a tipos de dafio altamente
especificos. Lo cual se entiende al considerar, el que cientos de miles de lesiones
oxidativas en las bases del ADN ocurren al dia por célula. Si la DDR fuera activada
por la presencia de este tipo de lesiones, seria un impedimento para la progresion
del ciclo celular (debido a una detencién permanente en los puntos de control del

ciclo celular) o la viabilidad celular (via la activacion del programa apoptoético).

La DDR debe tener la flexibilidad de activarse solo cuando un proceso de reparacion
dado no funcionay la lesién se vuelve persistente. Debido a esta razén, la DDR y la
reparacion no son representados dentro de un esquema lineal, debido a que son

procesos paralelos que interactian entre si (Khanna y Shilo, 2010).

La activacion inicial de las sefales de la DDR se basa en sensores especificos que
monitorean dos alteraciones de ADN clave: las DSBs por la via ATM y SSBs por la

via de ATR. De hecho, los SSBs son intermediarios de cualquier tipo de proceso de

13



reparacion que involucre la escision de una o varias bases (lo que ocurre en la
mayoria de los mecanismos de reparacion). En paralelo, los DSBs también surgen
por accién de factores enddégenos tales como la reaccién abortiva de la
topoisomerasa Il, el procesamiento de nucleétidos en horquillas de replicacion
detenidas, teldmeros disfuncionales, el paso de la horquilla de replicacion sobre

gaps de SSBs o la cercania espacial de estos (Cobb et al 2003).

El reconocimiento de SSBs o DSBs para la iniciacion de la DDR representa una
solucion para el reto de construir una red de sefalizacion que monitoree el ADN e
identifique numerosos tipos de lesiones. Sin embargo, esto implica que muchas de
las lesiones deben transformarse hacia una segunda lesion previo a la activacion
de las PIKKs. Esta propiedad provee eficiencia a la DDR, para que se active
solamente cuando la reparacion falla, sea lenta o las lesiones sean numerosas
(Khanna y Shilo, 2010).

La DDR regula la estructura de la cromatina para promover la
reparacion
Las lesiones en el ADN ocurren en varios contextos cromosémicos incluyendo el

estado compacto o laxo de la cromatina, lo cual influye la activacion de la DDR y la
eficiencia de la reparacion del ADN. Por ejemplo, en la cromatina altamente
condensada, la reparacibn de las estructuras dafiadas es mas dificil
presumiblemente debido a que a las proteinas de reparacion fisicamente les es

dificil acceder a las estructuras dafiadas (Sirbu y Cortez 2013).

Independientemente de las cinasas de la DDR, mecanismos dependientes de ATP
inducen una rapida relajacién de la cromatina alrededor de los sitios con dafio, lo
que es requerido para el reclutamiento de proteinas que monitorean los dafios. Sin
embargo, varios cambios en la cromatina dependientes de la DDR también
promueven un ambiente local apropiado para la reparacién. Estos cambios incluyen

la creacién de una plataforma de cromatina para el reclutamiento de factores de

14



reparacion y sefializacion al ADN vy la inhibicidbn de cualquier transcripcién para

prevenir una potencial interferencia con la reparacioén del ADN (Kruhlak et al 2006).

Fosforilacion de la variante de histonas H2AX para la reparacion de

DSBs
Entre los diferentes tipos de dafios que existen en el ADN, los DSBs son

considerados el tipo de lesibn mas dafiina. Un solo DSB puede inducir la muerte
celular, al igual que los DSBs son intermediarios de muchos re-arreglos del genoma.
El paso mas temprano de la sefalizacion de DSBs en células eucariontes, es
llevado a cabo por la accion combinada de la cinasa ATM y el complejo MRN
(Mrell-Rad50-NBS1). ATM es una de las proteinas tempranas que se acumulan
en sitios de DSBs y es activada por agentes inductores de DSBs. ATM es el
producto del gen mutado en ataxia-telangectasia, un desorden genético
caracterizado por una neurodegeneracion progresiva, disfuncion del sistema
inmune, hipersensibilidad a la radiacion ionizante y una marcada predisposicién al
cancer (Shiloh et al, 1995).

En células sin dafio, ATM esta en una forma inactiva dimérica o multimérica.
Posterior a un tratamiento con radiacion ionizante, la activacion de ATM se
correlaciona con la autofosforilacion, la transicién a una forma monomérica que se
localiza en la cromatina que rodea a los DSBs. Una consecuencia temprana de la
activacion de ATM en DSBs es la fosforilacion de la variante de la histona H2AX en
una serina evolutivamente conservada (S139), generando yH2AX (la versiéon
fosforilada). Complejos de MRN, MDC1 y yH2AX reclutan méas ATM para facilitar la
propagacion de yH2AX a lo largo de dominios de cromatina. YH2AX-MDC1 es una
plataforma para el reclutamiento de modificadores adicionales de la cromatina, la

sefalizacion de la DDR y proteinas de reparacion (Shiloh 2006).

La DDR vy el arresto del ciclo celular
Adicional a la promocion de la reparacién del ADN a través de la regulacion directa

de las proteinas de reparacion y cambios en la cromatina cercana a los sitios de
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ADN dafado, la DDR también facilita la reparacion a través de otros cambios
globales en el ambiente celular. Tal es el caso de la activacion de los puntos de
control en el ciclo celular para crear una ventana extendida de tiempo que permita
la remocién completa de una lesion previo a la replicacion celular (Khanna y Shilo,
2010). El monitoreo del dafio esta ligado a una intrincada cascada de transduccion
de sefiales que inducen el arresto celular. Dependiendo de la naturaleza del dafio
al ADN y de la fase del ciclo celular en la cual la lesion se presenta, el ciclo celular
puede ser arrestado en la transicion G1/S, dentro de la fase S o la transicion G2/M.
Alternativamente, cuando el nivel de dafio es muy elevado, la apoptosis es
desencadenada para proteger al organismo de dafios potencialmente peligrosos.
Esta detencion del ciclo celular dependiente de ATM y ATR es mediada por otras
proteinas cinasas blanco de las PIKKs, como Chk2 y Chkl respectivamente
(Houtgraaf et al 2006).

Aunque todos los tipos celulares dentro de un organismo estan equipados con las
mismas vias de sefializacion y los mismos mecanismos de reparacion, la habilidad
relativa o incluso la necesidad de reparar las lesiones en el ADN podria variar
dependiendo del tipo celular especifico y el estado de desarrollo, ademas de poder
cambiar a lo largo de la vida. Como consecuencia, distintos tipos celulares en
diferentes etapas del desarrollo podrian adoptar diferentes respuestas cuando

hacen frente a los dafios en el genoma.

El mantenimiento del genoma durante la diferenciacion celular
Existe una importante diferencia en las respuestas inducidas por la DDR basados

en el destino celular de las células expuestas a agentes que dafian el ADN. En este
sentido, las células que proliferan para generar células hijas con las mismas
caracteristicas de la célula madre (autorrenovacion), como en el caso de las células
troncales adultas, son sustancialmente diferentes de las células que proliferan hacia
la formacion de células en estado post mitético diferenciado.

La informacion disponible sobre la plasticidad de los mecanismos de reparacién del

ADN, sefializacion del dafio y muerte celular activos en diferentes estadios del
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programa de diferenciacion es aun algo que se investiga por sus implicaciones
clinicas y su relacién con enfermedades cronico-degenerativas (Simonatto et al
2007).

Capacidad reparativa de las células troncales
Las células troncales adultas (ASCs) son células multipotentes, con capacidad de

autorrenovacion que puede producir un limitado namero de tipos celulares. Las
ASCs estan localizadas en nichos especificos del cuerpo, proveen soporte a una
variedad de tejidos funcionales y responden a dafios fisicos (Ullah et al 2015). A
diferencia de las células troncales embrionarias, las ASCs en la mayoria de los
tejidos son principalmente quiescentes, pero retienen la capacidad de proliferar y
generar progenitores y células maduras. En ASCs las alteraciones genéticas han
sido implicadas en el impedimento de la capacidad de autorrenovacion, proliferacion
y diferenciacion, asi como el incremento del potencial tumorigénico y
envejecimiento. Por lo anterior, las ASCs emplean a los mecanismos de reparacién
del ADN de forma activa, en combinacién con la quiescencia y la baja tasa
metabdlica que reducen el riesgo de adquisicion de dafio al ADN de manera

considerable (Hyka-Nouspikel et al, 2011).

Cuando la proliferacion es requerida, las células responden al dafio en el ADN
activando a la DDR y deteniendo la progresion del ciclo celular, permitiendo asi la
reparacion del ADN a través de una ventana de tiempo generada, previo a la division
celular. Por otro lado, cuando los dafios estan muy extendidos a través del genoma
y no pueden ser reparados, la célula puede entrar a un estado de senescencia,
inducir la apoptosis o en el caso de células troncales, inducir a la diferenciacion.
Estos mecanismos protegen y aseguran la integridad gendémica de las células hijas
(Lieber 2003).

El destino de la célula después de recibir un dafio al ADN estara determinado por la
severidad de la lesion, la tasa de reparacion en ese momento y especialmente por
la duracion y el grado de activacion de la sefializacion de p53, esto es, entre mas
rapido se repare el dafio, mas débil sera la activacion de p53, previniendo entonces
la apoptosis (Sherman et al 2011).
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La capacidad de la DDR en las células indiferenciadas es especie especifico y
dependiente del estadio de desarrollo y del tipo celular al cual se diferencien. Por
ejemplo, en tejidos con tasa de proliferacion elevada como la sangre, las células
troncales hematopoyéticas (HSCs) humanas exhiben una atenuacion en la
capacidad para responder a DSBs, permitiendo la persistencia de los foci de yH2AX
y fomentando la apoptosis a través de p53 y ASPP1 (Apoptosis-Stimulating of p53
Protein 1) después de un tratamiento con rayos gama. Esta respuesta de la DDR
en HSCs humanas explica por qué el sistema hematopoyético es uno de los tejidos
con mayor sensibilidad a la radiacion. Por otra parte, realizando los mismos
experimentos en HSCs de murinos se observo una reparacion mas eficiente de los
dafios causados por radiacion a través de la via NHEJ, lo que las hace mas
resistentes a la apoptosis causada por dafios en el ADN (Milyavsky et al, 2010). Sin
embargo, debido a que estas células usan NHEJ (un mecanismo de reparacion
propenso a errores) para reparar DSBs, estas pueden sufrir inestabilidad genética,
sobre todo en exposiciones cronicas a radiacion o cualquier otro agente generador
de dafio al ADN. Por el contrario, las HSCs humanas proliferantes usan la via de
reparacion por recombinacion homodloga (HR) de alta fidelidad y por lo tanto

mantienen la integridad del genoma (Mohrin et al 2010).

La epidermis ofrece otro ejemplo de la especificidad de la DDR a un tipo celular.
Usando epidermis de raton como modelo, Sotiropoulou y colaboradores en 2010
demostraron que después de un tratamiento con radiacion ionizante en células
troncales del foliculo capilar (BSCs), estas fueron resistentes a la apoptosis,
independiente de quiescencia y no observaron diferenciacidon prematura o
senescencia celular. Adicional a lo anterior, también se demostr6 que esta
resistencia de la BSCs es una consecuencia de la alta expresion de la proteina Bcl-
2 y la rapida atenuacion de p53, la cual estuvo correlacionada con una reparacion

mas rapida del ADN a través de la via NHEJ.

Capacidad reparativa en células terminalmente diferenciadas
Mientras en las ASCs la presencia de dafios en el ADN en cualquier sitio del genoma

debe ser evitada, una célula en estado terminalmente diferenciado el control de la
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integridad de todo el genoma podria ser prescindible, mientras que la integridad de
los genes transcritos se mantenga para asegurar el adecuado funcionamiento del
tejido (Fortini et al 2013).

Varios estudios sugieren que las células cambian sus estrategias de reparacion a
través de un proceso de diferenciacion terminal. Durante la diferenciacion terminal
una extensa reprogramacion del genoma asegura que solo un selecto subgrupo de
genes sea transcrito (Forcales y Puri, 2005). En particular los genes involucrados
en la progresion del ciclo celular estan silenciados cuando una célula terminalmente
diferenciada entra en un estado post mitético. Consistentemente, una expresion
negativa de genes de reparaciéon del ADN dependiente del ciclo celular y del
genoma entero se ha reportado durante la diferenciacion. Sin embargo, el
mantenimiento y estabilidad del genoma en las células terminalmente diferenciadas
0 post mitéticas también es requerido para el mantenimiento de la homeostasis en
los tejidos (Simonatto et al 2007). De hecho, se plantea que condiciones como la
neurodegeneracion y cardiomiopatia pueden surgir como consecuencia del dafio en

células diferenciadas.

Debido a que estas células estan fuera del ciclo celular, estas tienen diferentes
alternativas para lidiar con lesiones en el ADN, por lo que no es sorprendente que
la mayoria de los mecanismos de reparacion sean regulados negativamente
durante la diferenciacion. Muy poco se sabe de los mecanismos moleculares por los
cuales el proceso de la diferenciacién implica una disminucion de la capacidad
reparativa y de los eventos moleculares implicados en la sefializacién de los dafios
al ADN (Fortini et al 2013).

En el caso de la DDR, numerosas proteinas implicadas en esta red son reguladas
negativamente durante la diferenciacién terminal. Un estudio realizado por Latella y
colaboradores en 2004, investigdé las diferencias en la DDR en un modelo de
diferenciacion de musculo esquelético entre células indiferenciadas (mioblastos) y
células diferenciadas (miotubos). Durante la diferenciacion observaron una
inactivacion funcional de genes implicados en la sefalizacion de los puntos de

control del ciclo celular, como Chkl (Checkpoint kinase 1), ATR (Ataxia-
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Telangectacia Related), BRCA1 (Breast Cancer 1), c-Jun y E2F1 (E2f transcription
factor 1). Asi mismo reportaron que el tratamiento con radiacion ionizante inhibe la
fosforilacion de p53 en miotubos (diferenciados terminalmente), llevando a la
adquisiciéon de un fenotipo resistente a la apoptosis. Lo anterior demuestra la
extensa reprogramacion que ocurre durante la diferenciacion terminal y sugiere que
las células indiferenciadas y diferenciadas poseen una salida diferente de la DDR

frente a los dafios genotdxicos que enfrentan.

Otro estudio realizado por Schneider y colaboradores en 2012 evallo la
sefalizacion de la DDR vy la radio-resistencia de astrocitos y neuronas
terminalmente diferenciados, ambos tipos celulares derivados de células troncales
neuronales (NSCs). Se encontrdé que las NSCs mostraron una activacion canénica
de la DDR durante la irradiacion con rayos X, medido a través de los foci de ATM
fosforilada y la fosforilacion de sus sustratos 53BP1 y H2AX. En el caso de
astrocitos, se observé una marcada atenuacion de la activacion de ATM y sus
sustratos rio abajo. En estas células aun se observo la presencia de yH2AX, siendo
esta fosforilada por DNA-PK. En el caso de las neuronas terminalmente
diferenciadas, estas aun mostraron la activacion de ATM en presencia de dafio
genotoxicos, la cual estuvo asociada a una reentrada al ciclo celular y una

consecuente induccion de la apoptosis.

La capacidad reparativa durante la adipogénesis
Los limitados estudios que se han realizado en neuronas postmitéticas han

demostrado que los sefializadores de la DDR se mantienen activos. Pocos tejidos,
ademas de las neuronas, permiten estudiar la actividad de la reparacion en células
de vida larga (Biton et al, 2006). Especificamente, se ha visto que los adipocitos, al
igual que las neuronas, son células con una vida larga en condiciones fisiolGgicas.
Estas células podrian renovarse en meses o0 en afos, 0 no renovarse (Medina-
Gomez y Vidal-Puig 2009). Una de las razones por las que la renovacion es tan
lenta o inexistente, se ha adjudicado a que los adipocitos son especialmente
resistentes a la apoptosis. A pesar de que los mecanismos de dicha resistencia no

estan claros, se podria explicar en parte, por los elevados niveles de Akt/proteina
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cinasa B en los adipocitos maduros. Ademas, los factores anti apoptéticos Bcl-2 y
la proteina inhibidora de apoptosis aumentan durante los procesos de adipogénesis,

aportando una resistencia a la muerte celular (Tinahones et al 2013).

En cuanto a su capacidad reparativa, un estudio realizado por nuestro grupo
(Valverde et al 2018) reportdé que durante la diferenciacion adipogénica se da el
acumulo de SSBs y 8-Ox0G, asi como la disminucion de la capacidad reparativa de

dafios oxidativos generados por peroxido de hidrégeno.

Esta acumulacion de genotoxicidad y disminucion de la capacidad reparativa de
lesiones oxidativas y de SSBs en las células terminalmente diferenciadas puede ser
la puerta de entrada para la generacion y acumulacion de otro tipo de dafios
secundarios en el ADN como los DSBs, los cuales a su vez podrian estar teniendo

un efecto en la activacion de la DDR para mantener la integridad genética.

En el presente trabajo es de particular interés conocer los cambios que ocurren en
la activacion de la DDR durante la diferenciacion adipogénica a partir de células
mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo (MSCs), con el objeto de
contribuir al entendimiento de la regulacion de la reparacion del ADN durante este
proceso de diferenciacién particular. Este trabajo, también puede proporcionar
informacion que ayude a entender procesos patolégicos asociados a la adquisicion
de inestabilidad genética que contribuye a desencadenar enfermedades crénico-
degenerativas asociadas con la obesidad.
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Planteamiento del problema
La activacion de la DDR se ha estudiado y se ha descrito principalmente dentro del

contexto de células proliferantes, en la cual la maquinaria del ciclo celular esta
integrada con las sefiales del dafio en el ADN. Sin embargo, en el caso de celulas
post mitéticas diferenciadas la informacion de la actividad de la DDR es menos
conocida (Fortini et al 2012). Se han reportado que la salida del ciclo celular durante
la diferenciacién lleva a una atenuacion de los principales mecanismos de
reparacion del ADN. Particularmente en la adipogénesis la capacidad de reparacion
de lesiones en el ADN de tipo SSBs y 8-OxoG se ve atenuada conforme progresa
el proceso de diferenciacion (Valverde et al, 2018). Esta baja en la capacidad
reparativa del ADN lleva también a la acumulacion de dafios tipo SSBs, que a su
vez pueden llevar a la generacion de DSBs. La presencia de lesiones en el ADN
como los DSBs, es un estimulo suficiente para inducir la activacion de la DDR, sin
embargo, esta activacion en células terminalmente diferenciadas como los

adipocitos es algo que aun no esté claro.

Es por ello, que este trabajo a través del uso de un modelo humano de diferenciacion
adipogénica establece como objetivo, estudiar el efecto que tiene la generacion
basal, o fisiologica de DSBs y su relacion con la activacion de la DDR, mediante la

identificacion de las proteinas ATM y de H2AX fosforiladas.

Hipotesis
Debido a que en la adipogénesis hay una acumulacién de SSBs en el ADN y una
disminucién en la capacidad reparativa de estos, se espera que también haya una

acumulacion de DSBs relacionada a la activacion de la DDR.

Objetivo general
Evaluar la acumulacion de rompimientos de doble cadena en el ADN y la activacion

de la respuesta al dafio en el ADN durante la adipogénesis partir de células
troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano (MSCs).
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Objetivos particulares

e Inducir la diferenciacion de células MSCs hacia el linaje adipogénico.

e Evidenciar la diferenciacion adipogénica a través de la acumulacion
de lipidos.

e Determinar los niveles de DSBs basales durante la adipogénesis.

e Medir la activacion basal de la DDR mediante la fosforilacion de ATM
y H2AX durante la adipogénesis.

e Evaluar la capacidad de reparacion de DSBs inducidos por etopésido
y la activacion de la DDR al inicio y al final de la adipogénesis.

e Correlacionar los DSBs con la activacion de DDR en la adipogénesis.
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Materiales y métodos

Cultivo celular
Se emplearon células mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo

normales (ATCC® Cat. No. PCS500011™). Para los ensayos se usaron células en
pases tempranos (4-7). Los cultivos fueron mantenidos en medio MesenPRO RS™
Medium GIBCO” (Cat. No. 12746-012) preparado de acuerdo con las
especificaciones del proveedor, se incubaron a 37 °C y 5% CO2en camara hiumeda
(Water Jacketed US Autoflow Automatic CO2 Incubator, NUAIRE), los cambios de
medio se establecieron cada 48 horas (Lozano-Salgado 2016) y se trabajaron a una
confluencia de 40,000 células/cm?. Para las cosechas, los cultivos fueron tratados
con Tripsina-EDTA 0.05% (Gibco, Cat No. 25300-054) incubados por 3 minutos,
posteriormente las células se centrifugaron en un tubo cénico a 1200 rpm por 5 min

para su recuperacion.

Ensayo de diferenciacion celular
Se parti6 de cultivos de MSCs con una confluencia de 40,000 células/cm? en pase

temprano. Se realiz6 un doble lavado con PBS y se afiadié medio de diferenciacion
“StemPro® Adipogénesis Differentation Kit, Gibco (Cat. No. A10070-01). Los
cambios de medio se establecieron cada 72 horas, se incubo a 37 °C, 5% CO:2 en
obscuridad. Para las cosechas, los cultivos fueron tratados con Tripsina-EDTA
0.25% (Gibco, Cat. No. 25200-056) durante 3 minutos y posteriormente la
suspension se paso a un tubo conico y se centrifugd a 1200 rpm por 5 minutos para

la recuperacion de las células.

Tincidén con rojo oleoso, evidenciar acumulacion de lipidos
Las tinciones se efectuaron en cultivos correspondientes a los dias 0, 6 y 14 del

proceso de diferenciacion adipogénica. Por cada dia de evaluacion se sembraron
cajas de cultivo con MSCs; que al llegar a una confluencia de ~85% se inici6 la
diferenciacion (dia 0). Para la tincion, se inicié con la fijacion de las células con
paraformaldehido al 10%, posteriormente se realizaron dos lavados con PBS, se
afiadio el colorante y se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente. Al término

de la misma se realizaron dos lavados con PBS y se afiadieron 0.5 mL de rojo oleoso
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(Oil Red O, Trevigen 5010-024-05) preparado de acuerdo al proveedor y se incubo
durante 30 minutos con agitacion suave protegido de la luz. Transcurrido el tiempo
se hicieron dos lavados adicionales, se afiadieron 0.5 mL de PBS para la
visualizacion en microscopio invertido (Olympus 1X50-S8F2). Se adquirieron
imagenes de diferentes campos para cada dia evaluado. Posteriormente para su
cuantificacion, se removio el PBS y se extrajo el colorante incubando con
isopropanol (750 pL) por 10 minutos, con agitacion y protegido de la luz. Finalmente
se tomaron alicuotas del sobrenadante y se colocaron en placas de ELISA para
determinar la absorbancia a 500 nm con un espectrofotometro (Multiskan™ Go,

Thermo Scientific™51119200), empleando como blanco isopropanol.

Viabilidad celular
Fue evaluada por el método de FDA-BrEt (Diacetato de fluoresceina-Bromuro de

etidio). Se colocaron 10 pL de la mezcla FDA-BrEt (20 yL de BrEt (0.02 pg/ml) + 3
ML de FDA (0.015 ug/ml) con 10 yL de la suspensién celular en PBS en un
portaobjetos. Se coloco un cubreobjetos de 18 x 18 mm y con un microscopio de
fluorescencia usando un filtro doble (UM61002, Olympus) se capté la fluorescencia
emitida en rojo por el BrEt y en verde por el FDA después de ser metabolizado por
las esterasas. Discriminando por fluorescencia, rojo = células muertas y verde =
células vivas; de varios campos de andlisis y representando los resultados

porcentualmente.

Dano en el ADN, DSBs

Ensayo cometa neutro
Las células provenientes de los cultivos celulares de interés se cosecharon en PBS

y se mezclaron con agarosa de bajo punto de fusién al 0.5% para ser distribuidas
sobre un portaobjetos previamente cubierto con una capa de agarosa regular al
0.5%, colocando un cubreobjetos y dejando solidificar a 4 °C. Posteriormente se le
agrego una tercera capa de agarosa de bajo punto de fusion al 0.5% y nuevamente
se dej6 solidificar a 4 °C. Posteriormente, estas preparaciones fueron colocadas

dentro de un vaso Koépling con solucion de lisis (2.5 M de NaCl, 100 mM de EDTA,
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10 mM de Tris, pH 10; suplementada en fresco con 10% de DMSO y 1% de Triton

X-100) y almacenado a 4 °C por al menos una hora.

Se preparo la solucion de electroforesis para cometa neutro (acido borico, 200 mM
de EDTA vy tris-base) para el desenrollamiento y la electroforesis. Se montd la
camara de electroforesis horizontal sobre una cama de hielo previamente nivelada
y se colocaron dentro las laminillas orientadas en una misma direccion, bajo
condiciones de luz amarilla. Se incubaron por 2 horas para el desenrollamiento del
ADN. Posteriormente se inici6 la electroforesis a un voltaje constante de 25 V y 300
mA por 25 minutos. Una vez terminada la electroforesis, las laminillas fueron
transferidas a otra superficie donde se les realizé un doble lavado con solucién de
neutralizacion (0.4 M Tris, pH 7.5); posteriormente fueron deshidratadas con etanol

absoluto (Rojas et al 1999) y se dejaron secar.

Para la tincion de las laminillas, se les agreg6 20 ul de bromuro de etidio (20 mg/ml).
Las preparaciones fueron visualizadas a un aumento de 20X usando un microscopio
Olympus BX-60 de epifluorescencia (515-560 nm del filtro de excitacién, 590 nm de
filtro de barrera), acoplado a un digitalizador de imagenes utilizando el software
Komet Imaging Ltd V5.0. El dafio en el ADN, DSBs fue determinado del analisis de

100 nucleoides por preparacion habiendo realizado duplicados de cada una.

El analisis estadistico se hizo con ayuda del software GraphPad Prism 7.04. Los
datos de los tres experimentos fueron sometidas a las pruebas de normalidad de
Pearson y de Shapiro-Wilk. Debido a que los datos no se comportaron de manera
Gaussiana, los datos se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis (One-Way ANOVA on Ranks).

Activacion de la Respuesta al Dafio en el ADN (DDR)

Fosforilacion de ATM y H2AX
La activacion de la DDR se determiné mediante citometria de flujo empleando el kit

DNA, Muse-Color DNA Damage. Para cada condicion experimental se usaron
aproximadamente 100,000 células. Una vez cosechadas, estas fueron lavadas dos

veces con PBS, fijadas y permeabilizadas de acuerdo con las especificaciones del
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proveedor. Posteriormente las células fueron tefiidas con anticuerpo conjugado
especifico para yH2AX (Ser139) y 50 uL de un anticuerpo conjugado especifico para
ATM fosforilado (Ser 1981) por 30 minutos. Finalmente, las células fueron
analizadas usando el citometro Muse® Cell Analyzer (Muse™ EMD Millipore Co.,
Hayward, CA, USA). Los resultados adquiridos se expresan como porcentajes de
subpoblaciones positivas a los diferentes marcajes. Para evaluar si existen
diferencias significativas, los datos seran analizados mediante una prueba
paramétrica de ANOVA.

Capacidad de reparacion de DSBs
La capacidad de reparacion de DSBs, se aborddé mediante un estudio cinético. De

tal forma que los cultivos celulares tanto de MSCs y adipocitos fueron sujetos al
tratamiento con etopdsido 50 uM durante 24 horas para inducir DSBs y la activacion
de la DDR, tomando en cuenta la literatura (Menéndez et al 2011). Asi mismo, la
recuperacion al dafio inducido se determin6 48 h post tratamiento después de ser
lavado el tratamiento e incubado los cultivos celulares en condiciones Optimas de
medio de cultivo, temperatura y % de CO:2. De tal manera que a partir de cultivos
control (basales), al término de tratamiento con etopésido y 48 h post tratamiento
de MSCs y adipocitos se determiné el porcentaje de induccion de DSBs mediante
el ensayo cometa neutro y la activacion de la DDR mediante citometria de flujo

siguiendo los protocolos previamente descritos.
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Resultados

Diferenciacion adipogénica a partir de MSCs

La adipogénesis se realiz6 a partir de la linea celular de células mesenquimales
derivadas de tejido adiposo (MSCs) (ATCC PCS-500-011), cuya identidad se ha
confirmado por nuestro grupo (Lozano-Salgado, 2016, Valverde et al., 2018). Estas
células fueron inducidas a la diferenciacion en pase 4 con medio de diferenciacion
“StemPRO Adipogenesis Diferentiation Kit, Gibco”. El proceso de diferenciacion se
siguio por 14 dias, realizando cambios de medio cada 72 h, tal como se detalla en

la metodologia.

La exitosa diferenciacién adipogénica se evidencia por cambios morfol6gicos
adquiridos durante los 14 dias del proceso. Se apreci6 en las células aumento en
su tamafio, forma y la presencia de vesiculas lipidicas (Grafica 1A). Para confirmar
la presencia de lipidos en dichas vesiculas, se realiz6 una tincion con rojo oleoso y
se encontr6 que a partir del dia 6 del proceso de diferenciacion comenzaba la

acumulacion de lipidos en la célula (Grafica 1B).

Para confirmar un aumento progresivo de esta acumulacion lipidica, se realiz6 la
cuantificacion espectrofotométrica a 500 nm de absorbancia del rojo oleoso. Se
observa el aumento progresivo de los valores de absorbancia para rojo oleoso,
siendo esto, estadisticamente significativo en el dia 6 con respecto al control (p<
0.05) lo cual documenta que en nuestro protocolo de diferenciacion existe un
almacenamiento progresivo de lipidos durante el transcurso de la adipogénesis en
14 dias (Grafica 1C).
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Grafica 1. Cambios morfoldgicos y acumulacion de lipidos durante la adipogénesis de las MSCs.
(A) Proceso de diferenciacion adipogénica en los dias 0, 7 y 14 en donde se observa un aumento
en el tamafio de las células y formas mas redondeadas conforme avanza el proceso. (B) Tincion
con rojo oleoso para evidenciar la presencia de vesiculas lipidicas. (C) Retencién del colorante por
las células bajo condiciones de adipogénesis, extraido y cuantificado a 500 nm. La grafica muestra
el error estandar de la absorbancia y un aumento significativo de la absorbancia en los dias 7y 14

(Analisis de ANOVA, p<0.05).
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Viabilidad celular
Se evaluo la viabilidad celular a través de la adipogénesis mediante el método de

FDA-BrEt, para determinar la actividad metabolica de esterasas. Se determin6 que
el protocolo de diferenciacion adipogénica transcurre con valores de viabilidad

celular superiores al 90% (Grafica 2).
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Grafica 2. Evaluacion de la viabilidad durante la adipogénesis. Mantenimiento de la viabilidad
durante la diferenciacién a partir de MSCs.

DSBs en la adipogénesis

Para evidenciar la acumulacién de DSBs durante la adipogénesis, se realizo el
ensayo cometa neutro, para cultivos correspondientes a los dias 0, 6 y 14 (Gréfica
3). El andlisis de la fragmentacion del ADN de cadena doble se realiz6 mediante el
software Komet V5.0 (Kinetic Imaging Ltd). Esto nos permite adquirir diversos
parametros que determinan la magnitud del dafio en el ADN, particularmente
seleccionamos para fines de este trabajo el porcentaje de ADN en la cola (0DNA-
DSBs), el cual en las imagenes (Grafica 3A) representa las colas de los cometas.
En las imagenes de los nucleoides representativos del comportamiento a traves de
los 14 dias de diferenciacion, es posible apreciar un incremento de la longitud de
las colas de los cometas, de forma cualitativa. Adicionalmente, la evaluacién

cuantitativa del dafio en el ADN tiene la ventaja de poder representar la distribucién
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de DSBs de células individuales a través de la adipogénesis (Grafica 3B). Bajo este
analisis se observa que conforme avanzan los dias de diferenciacion, hay una
tendencia en la distribucion del dafio de los nucleoides en la que se incrementan los
valores del %DNA-DSBs con respecto a las MSCs de las cuales inicio el proceso
sin embargo es importante mencionar que no se encontraron diferencias
significativas (analisis de ANOVA, p>0.05),.
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Grafica 3. DSBs basales a través de la adipogénesis. (A) Cometas tefiidos con bromuro
de etidio y visualizados con microscopio de epifluorescencia a una magnificacién de 10x.
Se observa un aumento en la longitud e intensidad de las colas del cometa conforme
avanza la adipogénesis. (B) Distribucién del porcentaje de DNA-DSBs a través de la
diferenciacién. La distribuciéon del dafio en el ADN de doble cadena cuantificado
mediante Komet V5.0, muestra nucleoides con un mayor porcentaje de daifo conforme
avanza la adipogénesis y disminuye el nimero de nucleoides con bajo porcentaje de
dafio.
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Activacion de la DDR durante la adipogénesis

De forma paralela a la determinacion del incremento en los DSBs durante la
diferenciacion, se determiné la activacion de la DDR a través de la adipogénesis,
monitorizando los dias 0, 6 y 14. Especificamente, la activacion de la DDR se
muestra a través de la fosforilacion de dos elementos sensores de la via de
sefalizacion, ATM y H2AX lo cual se evalud por citometria de flujo. También se
evaluo el porcentaje de células con doble marcaje que representa la presencia de
DSBs (ATMp+yH2AX= DSBs) y el porcentaje de dafio total que es la sumatoria de
la respuesta observada (Grafica 4). Los resultados obtenidos se comportan de
manera semejante a lo observado como rompimientos de doble cadena de ADN
determinado mediante el ensayo cometa neutro (Grafica 3), en donde se observa la
tendencia a un aumento gradual de los DSBs conforme avanza el proceso de la
diferenciacion adipogénica. Sin embargo, asi como en el caso de los resultados de

la grafica 3, estos no mostraron una diferencia significativa (ANOVA p>0.05).
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Activacion de la DDR durante la adipogénesis
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Grafica 4. Activacion de la DDR a través de la adipogénesis, porcentaje de respuesta fraccionada
de activadores a través de la adipogénesis. Se presenta el porcentaje a nivel basal de
fosforilacién de ATM, H2AX y los DSBs a través de la diferenciacién evaluado mediante citometria.
El andlisis estadistico de ANOVA revelo que no existen diferencias significativas entre cada uno
de los elementos de la DDR ni entre los diferentes dias de la diferenciacién (P>0.05)
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Capacidad de reparacion de los DSBs a través de la adipogénesis

Reto con etopdsido de la capacidad reparativa y activacion de la DDR

antes y despues de la diferenciacion

Dado que los DSBs y la activacion de la DDR a través de la adipogénesis es un
fendmeno que se presenta de manera discreta; planteamos el escenario de conocer
Su respuesta ante el reto genotoxico inducido con etopdsido. Dicho escenario
requiere de la induccién de DSBs en condiciones donde la viabilidad celular no sea
afectada en un porcentaje alto. Para ello, tomando en cuenta la literatura (Menéndez
et al 2011) adoptamos la concentracion de 50 uM durante 24 horas para inducir
DSBs al igual que la activacion de la DDR. Habiendo inducido las respuestas
esperadas se hizo el seguimiento de un periodo de post tratamiento retirando el
etopdsido y cambiando a medio fresco para determinar si se recuperaban los

parametros iniciales.

Viabilidad en la cinética de reparacion inducida con etopésido

Se evalud la viabilidad celular mediante el ensayo de FDA-BrEt en condiciones
control o basales para MSCs y adipocitos, al término del tratamiento con etopdsido
y 48 h post tratamiento (Gréfica 5). Los resultados al respecto muestran porcentajes
altos (85 - 95 %) de viabilidad celular (actividad metabdlica) en las tres condiciones

experimentales.
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Viabilidad durante la cinética de reparacion g yscs
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Grafica 5. Viabilidad celular en la cinética de reparacidon inducida por etopdsido. Se
muestra la viabilidad inicial, el cambio generado por el tratamiento con etopdsido 50 pM
por 24 horas y la obtenida tras el post tratamiento de 24 horas en condiciones éptimas de
cultivo.

Cinética de reparacion de DSBs inducidos por etoposido

Una vez verificado el mantenimiento de la viabilidad celular frente al tratamiento con
etopdsido (50 uM), se realizé un ensayo de la cinética de reparacion de DSBs en
células MSCs y adipocitos. La evaluacion de los DSBs se realizé mediante el ensayo
cometa neutro. El tratamiento con etopdsido increment6 los DSBs en ambos tipos
celulares, evidenciado por el aumento en la longitud e intensidad de fluorescencia
de las colas de los cometas. Asi mismo, la eficiencia de la reparacion del ADN tras
48 h de post tratamiento se observa como la disminucién de la longitud e intensidad
de fluorescencia de las colas de los cometas (Gréafica 6A). Analizando la valoraciéon
cuantitativa del dafio (%DNA-DSBSs) se hace evidente el aumento de los DSBs ante
el reto genotodxico con el etopdsido 50 uM, mostrando por un lado mayor sensibilidad
de las células MSCs con respecto a los adipocitos. A la vez que se observa una
capacidad de reparaciéon de DSBs ligeramente mas eficiente en las MSCs con
respecto a los adipocitos (Gréafica 6B). La mayor sensibilidad de la MSCs quizas es
debido al estrés replicativo que genera el etopdsido, ya que estas células tienen una

tasa de replicacion mayor que los adipocitos.
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Grafica 6. Cinética de reparacion de DSBs inducidos por etopdsido en MSCs y adipocitos. (A)
Imagenes de cometas en diferentes condiciones experimentales, mostrando incrementos en las
colas que representan DSBs que disminuyen en los posts tratamientos. (B) Niveles basales de
DSBs en MSCs y adipocitos, DSBs inducidos por etopésido y la disminucidén 48 h post tratamiento.
Se observa que ambos tipos celulares tienen la capacidad de remover los DSBs. La grafica
muestra un aumento significativo estadisticamente de DSBs entre el control y el tratamiento con
etopdsido. Diferencias significativas entre el tratamiento con etopdsido y el post tratamiento
tanto en MSCs como en adipocitos (Andlisis de ANOVA, p<0.05). No se encontraron diferencias
significativas al momento de comparar ambos tipos celulares (p>0.05), lo que seiiala que ambas
se comportaron igual frente al reto con el etopdsido.

Activacion de la respuesta al dafio en el ADN en MSCs y adipocitos

Paralelo a la evaluacion de DSBs durante la cinética de reparaciéon de MSCs y
adipocitos, se evalué la activacion de la DDR para determinar las diferencias en la
capacidad de respuesta de estas células cuando se les reta con un inductor de

DSBs como el etopdsido. La evaluacién de la DDR se hizo mediante citometria de
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flujo usando el marcaje de la fosforilacion de ATM, H2AX, el doble marcaje que
denota DSBs y el dafio total que representa la sumatoria de respuestas positivas
(Grafica 7). Se observa una activacion de la DDR de magnitud semejante para las
células MSCs vy los adipocitos. Sin embargo, esta activacion de la DDR solo es
significativa en MSCs. A pesar de no existir significancia, se observa que existe un
patrén que coincide con el comportamiento observado en los DSBs determinados

por el ensayo cometa.
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B Activacion de DDR inducida por etopésido en
adipocitos
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Grafica 7. Activacidn de la DDR en la cinética de reparacion inducida por etopdsido. Ambos
tipos celulares conservan la capacidad de activar a la DDR en respuesta al tratamiento con
etopdsido, siendo mayor y estadisticamente significativa (p<0.05) la activacion en MSCs (A) en
comparacién con los adipocitos en los cuales no se encontré significania (p<0.05) (B). Esta
activacidn disminuye de manera mas evidente en MSCs 48 horas post tratamiento.

Correlacion entre la generacion de DSBs vy la activacion de la

respuesta al dafio en el ADN en MSCs y adipocitos

Finalmente, para evaluar la relacion entre los DSBs determinados mediante el

ensayo cometa y la actividad de cada uno de los elementos de la DDR tanto para
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MSCs como para adipocitos, se realizé un analisis de correlacion. Se observa que
hay diferencia en la pendiente de ambos tipos celulares; si bien es positiva para
ambas, esta correlacion es significativa solo para células MSCs (p<0.05), mientras

que para los adipocitos no existe significancia en ningun caso.
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Correlacion DSBs vs Daiio total (adipocitos) Correlacion DSBs vs ATMp + yH2AX (adipocitos)

40+ 30+
© ©
% s %
£ 304 £
8 R=0.50 445 .
<ZE 204 o0 é [ ]
o P » o 5.9 R=045 @
; £ 20-—‘/
& 10- 7 . .
a o O °
X X °

[ ]
0 T T T T 1 15 1 T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
Dafio total ATMp + yH2AX= DSBs
Correlacién DSBs vs ATMp (adipocitos) Correlacién DSBs vs yH2AX (adipocitos)

40 40+
:@ ° © ®
£ 30 £ 30 R=0.43
Q Q
£ ® R=0.05 8 o
< Py —e < 508 ®

20 d 220
g. ° Q e * o°
] @
[an]

10-

g 2
X X

0+ T T T 1 0 X g 2

0 5 10 15 20 0 20 40 60
ATMp yH2AX

Grafica 8. Correlacion entre la actividad de la DDR y los DNA-DSBs. (A) Correlacion entre la
presencia de DSBs y los diferentes elementos de la DDR en células MSCs. (B) Correlacidn entre
las DSBs y los elementos de la DDR en adipocitos. Ambos tipos celulares presentan una relacion
positiva entre la actividad de la DDR y la presencia de DSBs, sin embargo, esta correlacion solo
es significativa en las MSCs en todos los casos (analisis de correlacién de Pearson, p<0.05).
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Discusion

Aunque todos los tipos celulares dentro de un organismo estan equipados con los
mismos sistemas de reparacion y redes de sefalizacibn para respuestas
adaptativas, la habilidad relativa y la necesidad de reparar lesiones al ADN varia
dependiendo del tipo celular, estadio de desarrollo y puede cambiar a lo largo del
tiempo de vida (Fortini et al 2013). Las evidencias sefialan que, en eucariontes, las
células tienen diferentes necesidades para lidiar con el estrés genotoxico y por lo
tanto la reparacion del ADN y la DDR puede diferir. Entre los factores mas
importantes de estas diferencias esta la dependencia que tienen los mecanismos
de reparacion y sefializacion de dafio al ADN con respecto al ciclo celular (Simonatto
2007).

En ese sentido, las células que se dividen hacia células hijas con capacidad
proliferativa son sustancialmente diferentes de las células que se dividen hacia la
formacion de células postmitéticas (Polesskaya y Rudnicki, 2002). Para estudiar
dicha plasticidad de los cambios en los mecanismos de reparacion y de la DDR, en
el presente estudio se us6é como modelo la diferenciacion adipogénica a partir de
células mesenquimales humanas derivadas de tejido adiposo (MSCs), debido a que
en trabajos previos en nuestro laboratorio han sefialado que dicho proceso trae
como consecuencia una atenuacion en los mecanismos de reparaciéon de SSBs y

dafos oxidativos.

Para estudiar los cambios en la DDR durante la adipogénesis se decidié medir la
generacion de DSBs a lo largo de la adipogénesis. Aunque las DSBs son lesiones
gue se presentan en menor frecuencia que las SSBs, estos son biologicamente mas
significativos debido al dafio que causan si no son reparados de manera eficiente;
lo anterior es importante ya que la persistencia de DSBs conduce a la activaciéon de
la DDR (Shilo, 2006). Este tipo de lesiones en el ADN, generadas a nivel basal
durante la adipogénesis se determind mediante el ensayo cometa neutro,

encontrando su acumulacion durante el proceso de diferenciacion, reflejado en el
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incremento de la longitud de las colas de los cometas. A diferencia de los SSBs en
la adipogénesis, los cuales se acumulan de manera gradual a lo largo de la
diferenciacion, los DSBs incrementaron mas entre el dia 6 y el 14 de la
diferenciacion, es decir hacia el final del proceso, cuando las células estan entrando

a un estado postmitatico.

El incremento de dafios al final de la diferenciacion se puede explicar a través de
dos factores, el primero puede ser debido al origen fisioldgico de los DSBs. Si bien
en algunos casos los DSBs se generan por agentes fisicos y quimicos externos,
una cantidad significativa se genera por estimulos endégenos propios del proceso
de adipogénesis en este caso. Los DSBs muchas veces son considerados como
dafios secundarios que se originan a partir de un dafio primario como los dafios
oxidativos y los SSBs, que por deficiencia en los mecanismos de reparacion y/o
replicacion se transforman a DSBs. Para entender lo anterior se debe de tomar en
cuenta que la mayoria de los mecanismos de reparacion depende de enzimas con
actividad de nucleasas, cuyo papel es la remocion de una o varias bases dafiadas
para permitir la actividad de polimerasas y ligasas (Khanna y Shilo, 2010). Esto trae
como consecuencia la generacion de espacios entre las bases de las cadenas del
ADN a los que se les denominan “gaps”. Una atenuacioén de la capacidad reparativa
de dafios oxidativos, como ocurre en la adipogénesis podria llevar a un aumento en
la presencia de estos gaps, que, aunado a la acumulacion de SSBs durante la
diferenciacion, podrian llevar a la formacién de un mayor nimero de DSBs, ya sea
por la replicacion de la lesion, el paso de la maquinaria de transcripcion o la

proximidad de una lesion con otra (Cannan y Penderson 2016).

El segundo factor importante que puede explicar el aumento de DSBs al final de la
adipogénesis es el remodelado de la cromatina durante este proceso. Es ya
conocido que en células troncales o en estados indiferenciados existe una mayor
presencia de eucromatina que se va perdiendo conforme avanza la diferenciacion
(Chen et al 2014). Estudios realizados por Metzger e lliakis basados en el uso de
electroforesis de campo pulsado y contabilizando los foci de yH2AX como marcador

de DSBs corroboran este comportamiento que muestran los procesos de reparacion
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lenta de DSBs que surgen en la heterocromatina. Ademas, distintos requerimientos
fueron observados para la reparacion de DSBs en heterocromatina vs eucromatina;
mientras la rapidez de los procesos de reparacion de DSBs requieren de las
proteinas: NHEJ, Ku70, Ku80, DNA-PKcs, XRCC4, DNA ligasa IV y XLF/Cernunnos,
el proceso de reparacion lento en fase GO/G1 requiere de manera adicional de ATM,
ARTEMIS, H2AX, MDC1, RNF8, RNF168, el complejo MRN y 53BP1.

Otro estudio realizado por Woodbine y colaboradores en 2010 sobre los DSBs
inducidos de manera endogena sobre la heterocromatina del ADN en fibroblastos
embrionarios de ratén muestra que los DSBs que surgen de manera enddégena por
dafio oxidativo en células no replicantes requiere de la funcién de ATM y de Artemis.
Se mostro que Artemis actio rio abajo de ATM, resultando en la acumulacién de
DSBs que albergaron pKAP-1, esencial para la modificacion de la cromatina y el
reclutamiento de los elementos de reparacién. Se propuso que la heterocromatina
actia como una barrera para la reparacion de DSBs que es mitigada por la
fosforilacion de KAP-1 dependiente de ATM. Lo anterior apoya la idea acerca de

que en adipocitos, la velocidad reparativa de DSBs podria ser menor que en MSCs.

ATM durante la adipogénesis
Uno de los objetivos mas importantes de este trabajo fue determinar la activacion

de la DDR durante la diferenciacién. Si bien hay evidencia de que en la adipogénesis
ciertos mecanismos de reparacién se veian atenuados, la actividad de la DDR a
través de este proceso no es del todo clara. En ese sentido se evalud la presencia
de ATM y de H2AX fosforilados mediante citometria, siendo que ambas marcas
indican la activacion de la DDR inducida por DSBs. Como se observa en la gréafica
4, ambas marcas estuvieron presentes y activas a traves de todo el proceso, siendo
al dia 14, al final del proceso de diferenciacién, en donde existe una mayor
activacion de la DDR. Los hallazgos son importantes, debido a que demuestra que
en adipocitos terminalmente diferenciados no solo hay un aumento en la presencia
de DSBs, sino que también se mantiene la activacion de la DDR a través de la via
ATM.
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En general se ha visto que en varios procesos de diferenciacion numerosas
proteinas implicadas en la DDR son reguladas negativamente. Un estudio de
Schneider y colaboradores en 2012 revela que astrocitos diferenciados carecen de
la activacion de la DDR a través de la via ATM. La activacion de ATM y sus factores
de DDR rio abajo estan fuertemente inhibidos a través de la represion
transcripcional, mientras en células troncales neuronales, ATM parece ser la

principal cinasa responsable en una DDR canonica.

Si bien en el caso de la diferenciacion de células troncales neuronales hacia
atrocitos ocurre un silenciamiento transcripcional de ATM, en otros modelos de
diferenciacion esto cambia, siendo otros elementos de la DDR los que son
atenuados y cuya falta de actividad es compensada a través de otros componentes
de la DDR. Regresando al trabajo realizado por Schneider et al, en astrocitos la
enzima DNA-PK, otra cinasa importante de la DDR es de hecho responsable de la
fosforilacidon de H2AX. Otro ejemplo de esto es sefialado en el trabajo de Latella y
colaboradores en 2004 en el que observaron que los miotubos (células musculares
terminalmente diferenciadas) carecen de la actividad de ATR y Chk1, sin embargo,
la rama ATM-Chk2 es completamente funcional bajo el estimulo como radiacién y
una variedad de agentes inductores de dafio. Otro trabajo realizado por Biton y
colaboradores en 2007 sefiala que en neuronas postmitéticas la respuesta a DSBs
es mediada por ATM y la supresién de la funcion de ATM atenuda la reentrada al

ciclo celular y la consecuente apoptosis.

Capacidad de reparacion y activacion de la DDR durante la

adipogénesis frente a un reto genotdxico
Para confirmar si existe una atenuacion de la capacidad reparativa de los DSBs en

la adipogénesis y si este dafio era proporcional a la activacion de la DDR, las células
fueron sometidas a un reto genotéxico con etopésido como inductor de dafio en
MSCs y adipocitos para evaluar la generacion de DSBs y la activacion de la DDR
48 h post tratamiento para la evaluacion de la capacidad reparativa. Como se
observa en la grafica 6 ambos tipos celulares, MSCs y adipocitos, son sensibles al

efecto del etopdsido en la misma magnitud, sin embargo, muestran menos
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capacidad de reparacion los adipocitos que las MSCs. Lo anterior puede explicarse
al considerar el mecanismo de accion que tiene el etopdsido sobre las células. De
manera general, el etopdsido al bloquear el ciclo celular en la fase S tardia 'y G2
temprana, causa rompimientos de una y doble cadena del ADN ya que su principal
blanco es la enzima topoisomerasa Il (enzima responsable de los cambios
topologicos del ADN). Por otro lado, el etopdsido se une al ADN de manera
covalente y formar un complejo topoisomerasa II-ADN; para que asi esta enzima no
sea capaz de sellar los rompimientos de las cadenas del ADN. Otro aspecto
importante es que induce genotoxicidad debido a que el etopdsido contiene un
grupo fendlico el cual es crucial para su actividad antitumoral, ya que al oxidarse por
la accion de algunas enzimas o de radicales genera metabolitos reactivos
(quinonas), los cuales actian como citotdxicos al interactuar con macromoléculas
de la célula (Musalli, 2001). Por lo tanto, aunque el etopdsido puede actuar como
un agente citotdxico y genotoxico para células proliferantes y postmitdicas, su
accion como inhibidor de la topoisomerasa lleva a que las proliferantes sean mas
sensibles. Sin embargo, es importante sefialar, que a pesar de que los adipocitos
generaron menos DSBs por el etoposido, su capacidad de reparacién también fue
menor con respecto a los MSCs; esto puede indicar la vulnerabilidad de los

adipocitos a la acumulacién de dafio por estimulos externos.

Activacion de la DDR en MSCs y adipocitos
A la par de la evaluacion de los DSBs durante la cinética de reparacion, también se

evaluo la activacion de la DDR. Como se esperaba, en MSCs, la reparacion de los
DSBs fue de la mano con la actividad de la DDR (Gréfica 7A). Sin embargo, algo
gue es interesante es que, en el caso de adipocitos, los valores de la DDR auln
mantienen una elevacion comparado con su control negativo y con las MSCs
(Grafica 7B). Tomando en cuenta esto, se realizo un analisis de correlacion entre
los DSBs y la activacion de la DDR, tanto para MSCs como para adipocitos (figura
8A y 8B) en los que inmediatamente se notan las diferencias en ambos tipos
celulares. Mientras que en MSCs existe una correlacion positiva que es
estadisticamente positiva, en adipocitos esta correlacion se pierde, esto por el
aumento en la actividad de la DDR aun en ausencia de dafo. Lo anterior es
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importante ya que existen trabajos previos que sefalan que el papel de la DDR en

la diferenciacion puede ir mas alla de la reparacion del ADN.

Como ejemplo de lo anterior, existen trabajos como los realizados por Bredemeyer
et al en 2008 y Sherman en 2010 que revelan el papel que tienen los DSBs y los
elementos de la DDR en la diferenciacion de las células hematopoyéticas. El
desarrollo y la funcion de la respuesta inmune adaptativa requiere la induccion
programada y una subsecuente reparacion de DSBs durante los re-arreglos de los
genes del receptor de antigenos. Las sefiales de la expresion génica inducidas por
los DSBs programados cambia a través de mecanismos dependientes e
independientes de ATM, con uno de los mecanismos dependientes de ATM
involucrando la activacion de cascadas de sefalizacion que regula la transcripcion
de genes dependientes de NF-kB. Estos programas genéticos inducidos por DSBs
involucra muchos genes que son expresados solo en linfocitos B y T codificando
proteinas que regulan procesos requeridos para una diferenciacion normal de

linfocitos y funciones de linfocitos maduros

La exposicion de células pre-B a agentes fisicos y quimicos inductores de DSBs
regulan el mismo programa genético multifuncional que las programadas por DSBs.
Por lo tanto, los DSBs fuera del loci del receptor de antigenos también activa el
programa de la DDR que regula la expresién de genes especificos de linfocitos.
Estos datos sugieren que la induccion de DSBs no fisiol6gicos, como los que
ocurren en las quimioterapias, en el linaje de las células B y en otros linajes celulares
podria tener efectos adversos en el desarrollo celular y su funcién (Oeffinger et al,
2007).

Otro ejemplo de como la DDR influencia a los programas de diferenciacion celular
se ha documentado por los trabajos de Chao et al en 2006 y de Zheng et al en 2008
en los cuales se usa el modelo de diferenciacion neuronal. Los resultados de sus
experimentos sugieren una relacion entre las sefales de la DDR mediadas por p53
a través de DSBs inducidos por factores intrinsecos y extrinsecos y la diferenciacion
neuronal a partir de células troncales neuronales. Un agente genotéxico como la

radiacion ionizante induce la expresion de p53 en células troncales neuronales
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(CTN) en la zona subventricular lo que lleva a estas células a la diferenciacion.
Consistente con el papel de p53 en la promocién de la diferenciacion neuronal
inducida por DSBs, las CTN de la zona subventricular deficientes en p53 muestran
un incremento en la proliferacién y capacidad de auto renovacién y expresion baja
de marcadores de diferenciacion del linaje glial y neuronal. Es también notable que
p21, el blanco principal de las sefiales de p53, inhibe la auto renovacion
posiblemente a través de su accion en el bloqueo de la progresion del ciclo celular.
La pérdida de p53 podria relajar los puntos de control dependientes de p21,
resultando en un incremento de la auto renovacion de las CTN y a la inhibicion de
la diferenciacion. Combinados estos datos sugieren un papel potencial de las
sefales de la DDR (dependientes de p53) iniciadas por DSBs en la supresion de la
auto renovacion de las CTN y las células precursoras en favor de la diferenciacion.

Algo importante de mencionar es que los adultos supervivientes de canceres
infantiles tratados con drogas genotdxicas exhiben una mayor incidencia tanto en
desordenes inmunolégicos como en neuroldgicos que la poblacion general. Esto
podria deberse a que agentes fisicos y quimicos que inducen DSBs regulan el
mismo programa genético multifuncional. Por lo tanto, la induccion de DSBs como
en la quimioterapia, podria tener efectos adversos en el desarrollo celular y la
funcién. Este tipo de evidencias emergentes sugiere una posible conexién entre los
desérdenes neuroldgicos y la corrupcion de los programas de diferenciacion celular

causados por el incremento en la frecuencia de DSBs (Sacchi et al, 2008).

Por ultimo, hay que sefalar que también existen evidencias de que la DDR puede
tener una influencia opuesta sobre la diferenciacién. Un ejemplo es el dado por el
sistema de diferenciacion del musculo esquelético. En los progenitores de musculo
esquelético un punto de control de la diferenciacién activado por dafio al ADN que
coordina la reparacion y la expresion de genes especificos para la diferenciacion
durante el arresto del ciclo celular fue identificado por Puri et al en 2002. Durante la
exposicién a estrés genotoxico este punto de control del ciclo celular retiene la
transcripcion de genes de diferenciacion mientras el ADN es reparado. La

fosforilacion trascendente de MyoD por el dafio al ADN activa a c-abl que inhibe la
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transcripcion dependiente de MyoD de genes del musculo y es, aparentemente el
evento clave en la coordinacion de la reparacion y diferenciacion. El mecanismo que
desencadena la inhibicion de la transcripcién de genes del musculo depende de la
fase del ciclo celular en la cual los mioblastos se arrestan en respuesta al dafio (Puri
et al 2002).

En el caso de la adipogénesis, no es claro si la DDR tiene la capacidad de activar
puntos de control que inhiban la diferenciacion, o si bien, como ocurre en células
hematopoyéticas y neuronales la generacion de DSBs fomente la diferenciacion, se
requiere de ensayos adicionales que permitan observar a detalle el papel que tiene

la DDR en la adipogénesis.

A pesar de ello, existen estudios que sefialan como algunos elementos de la
reparacion del ADN y de la DDR estan involucrados en la adipogénesis. Uno de
ellos, es un estudio realizado por Khan y colaboradores en 2017 en el que evalla el
papel que tiene SNEV (una proteina helicasa involucrada en la DDR y en la
reparacion de DSBs mediante recombinacién homologa) en la regulacion de la
adipogénesis a partir de células estromales adiposas humanas. En este trabajo se
encontré que al disminuir la actividad de SNEV se perturbaba la diferenciaciéon

adipogénica llevando a su vez a una acumulacién de dafio oxidativo en el ADN.

Otro trabajo realizado por Takagi y colaboradores revela que, por lo menos en pre-
adipocitos de raton, ATM cumple un papel en la adipogénesis. En este modelo ATM
tiene como blanco a C/EBPB, un factor de transcripcion involucrado en la
adipogénesis. ATM fosforila a C/EBPB y ambos forman un complejo con p300, una
histona acetil transferasa, lo que a su vez lleva a la regulacion transcripcional de
C/EBPa otro factor de transcripcidn crucial para la adipogénesis tanto en ratén como

en humano.

Lo anterior junto a los resultados del presente trabajo da pie a considerar un papel
importante que podria tener ATM junto a otros elementos de la DDR en la regulacion
de la adipogénesis. Se hace énfasis sobre todo en los resultados obtenidos a partir

de las correlaciones, en donde se observa que existe una correlacion entre los DSBs
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y los elementos de la DDR en MSCs, correlacion que se pierde durante la
diferenciacion hacia adipocitos, atribuyendo esta falta de correlacién a una actividad
mas elevada y sostenida de la DDR. Por lo tanto, se debe de tomar en cuenta como
una perspectiva el correlacionar la actividad de la DDR (particularmente ATM) con
la cantidad de células que se diferencian a adipocitos. En cuanto a la capacidad de
las células de responder a un agente genotoxico externo, se demostré que tanto las
MSCs como adipocitos terminalmente diferenciados son vulnerables al dafio
inducido pr el etopésido y tienen la capacidad de reparar dafios en el ADN de tipo
DSBs, por lo que aun queda por responder, si después de la activacion de la DDR
y la reparacion del ADN aun mantienen sus funciones; en el caso de MSCs, que tan
efectivamente pueden aun diferenciarse y en el caso de los adipocitos, si esto altera
sus caracteristicas metabdlicas como podria ser su funcidon secretora. Lo anterior
es de importancia dado que puede contribuir a conocer mas sobre el efecto que
tiene el daflo al ADN acumulado por adipocitos sobre algunas enfermedades

metabdlicas.

Conclusiones

* Las células MSCs se diferencian hacia el linaje adipogénico.

* Hay una tendencia hacia la acumulacién basal baja de DSBs a través de la
adipogénesis.

* En la adipogénesis hay una tendencia hacia el incremento moderado de la
activacion de la DDR.

+ Las MSCs poseen una capacidad de reparacion de DSBs mas eficiente que
los adipocitos.

* Hay una correlacion positiva entre el dafio en el ADN de DSBs y la activacion
de la DDR en células MSCs, no asi, en adipocitos diferenciados.
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