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Resumen

Caracterizacién de una cepa de preadipocitos humanos como modelo
experimental para estudios de adipogénesis in vitro

El estudio del tejido adiposo aprovecha modelos experimentales in vitro constituidos
por cultivos primarios de preadipocitos o lineas celulares adiposas. Los primeros
representan con alta fidelidad el metabolismo del linaje adiposo in vivo, pero tienen
un tiempo de vida limitado y una decreciente capacidad adipogénica al
subcultivarse. Las segundas muestran capacidad proliferativa ilimitada pero no
necesariamente poseen todos los atributos funcionales del linaje adiposo. Las
lineas celulares adipogénicas mas empleadas son de origen murido pero tienen
diferencias genéticas y metabdlicas con las células humanas. Aunque se han
descrito lineas celulares adipogénicas humanas, hasta ahora su uso es limitado y
no hay un modelo in vitro de adipogénesis humana de uso generalizado. Aqui
caracterizamos una cepa de preadipocitos subcutaneos humanos de naturaleza
clonal, PASH-4, para explorar su utilidad como modelo in vitro de la adipogénesis
humana. Las células PASH-4 proliferaron durante 30 subcultivos consecutivos
mostrando tiempos de duplicacion de 47 h y 95 h en los subcultivos 17 y 26, y
capacidad clonogénica del 7% y 2% en los subcultivos 15 y 25, respectivamente.
Las células PASH-4 mantuvieron su capacidad adipogénica aun en el subcultivo 26,
expresando los marcadores adipogénicos tempranos C/EBPB y C/EBP& aun en
preadipocitos. Las células PASH-4 fueron diploides (46XY) al menos hasta el
subcultivo 20. Estas caracteristicas hacen de la cepa PASH-4 un modelo util para
estudios de adipogénesis humana in vitro y una poblacion de preadipocitos
humanos normales adecuada para generar una linea establecida de preadipocitos
humanos.

Palabras clave: Tejido adiposo, diferenciacion adiposa, precursores de adipocitos
humanos.



Abstract

Characterization of a strain of human preadipocytes as a experimental model
system for in vitro adipogenesis

The study of adipose tissue takes advantage of in vitro experimental models
constituted by cultures of primary preadipocytes or adipogenic cell lines. The first
ones represent with high fidelity the metabolism of the cell adipose lineage but have
a limited life span and a decreasing adipogenic capacity when subcultured. The
second ones show an ilimited proliferative capacity but they do not necessarily have
all the functional attributes of the adipose cell lineage. The most commonly used
adipose cell lines have a murine origin and present genetic and metabolic
differences with respect to the human cells. Although human adipogenic cell lines
have been described, its use is limited, and currently there is not an in vitro model
system widely used for the study of human adipogenesis. Here we characterized a
clonal cell strain of human subcutaneous preadipocytes, PASH-4, to explore its utility
as an in vitro model system for human adipogenesis. The PASH-4 cells proliferated
for 30 serial subcultures, showing population doubling times of 47 h and 95 h in the
17" and 26™ subculture, and a clonogenic capacity of 7% and 2% in the 15" and
25" subculture, respectively. The PASH-4 cells maintained their adipogenic capacity
until the 26" subculture, expressing the early adipose molecular markers C/EBPB
and C/EBPd even as preadipocytes. The PAHS-4 cells were diploid (46XY) at least
until the 20™ subculture. All these characteristics make the PASH-4 strain a useful
model for in vitro human adipogenesis studies and a population suitable of normal
human preadipocytes to generate an established cell line of human preadipocytes.

Key Words: Adipose tissue, adipocyte differentiation, human adipocyte precursor.
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1. Introduccién

El tejido adiposo, principal sitio de almacenamiento y movilizacion de energia
en eucariotes superiores, almacena triglicéridos en periodos de consumo excesivo
de energia y los moviliza durante la privacién de la misma. * Ademas, el tejido
adiposo funciona como un 6rgano enddécrino, pues secreta una gran variedad de
proteinas involucradas en la regulacion del metabolismo, la reproduccion y la
inmunidad, entre otras. Por ejemplo, la leptina es una hormona producida y
secretada por los adipocitos que actua como sefal de saciedad al interaccionar con
su receptor hipotalamico 2y participa en la regulacién del ciclo menstrual y la funcién

reproductiva. 3

El tejido adiposo es también una fuente de células troncales adultas capaces
de proliferar y diferenciarse en adipocitos maduros, asi como también en osteocitos,
condrocitos y miocitos, bajo condiciones de cultivo especificas. # °Las aplicaciones
de células troncales derivadas del tejido adiposo son amplias en la terapia génica e
ingenieria de tejidos.  Incluyendo la regeneracién de heridas agudas y crénicas, la
reconstruccion de tejido graso, cartilago y hueso, el tratamiento de la disfuncion

eréctil y de distrofias vulvares. 7

Es necesario estudiar el tejido adiposo para entender los mecanismos que
participan en el desarrollo de disfunciones como la obesidad, que esta fuertemente
asociada a desordenes que incluyen diabetes, hipertension, cancer, enfermedades

de la vesicula y arteriosclerosis. *

El estudio del tejido adiposo puede realizarse empleando modelos

experimentales in vivo, generalmente cepas isogénicas de ratas o ratones, 0

2



modelos in vitro; estos ultimos pueden ser cultivos celulares primarios o bien lineas
celulares establecidas. Los cultivos primarios estan constituidos por células
obtenidas directamente de tejidos ex vivo de un organismo especifico, por ejemplo
humano o raton, las cuales son mantenidas en condiciones de temperatura y
humedad que permiten su supervivencia, proliferacion y diferenciacion terminal. °
Los cultivos primarios de preadipocitos utilizados para estudios del tejido adiposo
se obtienen de tejido graso y sus células tienen la capacidad de proliferar y
diferenciarse en adipocitos maduros bajo estimulos especificos. ' Aunque, los
cultivos primarios reflejan con gran fidelidad el funcionamiento adiposo in vivo, !
representan un modelo de cultivo finito, pues las células que los integran senescen
y dejan de proliferar después de alcanzar alrededor de 50 duplicaciones de la
poblacion. *? Asimismo, estas células pierden su capacidad adipogénica después

de subcultivarse un niimero determinado de veces. 13

Por el contrario, las lineas celulares establecidas estan constituidas por
células transformadas espontaneamente a lo largo de sucesivos subcultivos o por
transfeccion. Estas poblaciones tienen la capacidad de proliferar indefinidamente en
cultivo y expresan algunas caracteristicas terminales del linaje celular del que se
originan. 4 Las lineas celulares 3T3-L1 ° y 3T3-F442A 16 son las mas utilizadas
para estudios in vitro del tejido adiposo. * Estas células derivaron por seleccién de
una linea de fibroblastos embrionarios de ratdn suizo inmortalizados mediante
subcultivo serial rutinario.'” 3T3-L1 fue la primera linea celular preadiposa reportada
1y es hasta ahora la mas utilizada en estudios de adipogénesis in vitro por su

facilidad de cultivo, su alto potencial adipogénico y su disponibilidad para la



comunidad cientifica. 18 1° Las células 3T3-L1, sin embargo, no se diferencian en
adipocitos cuando se implantan en ratones atimicos, como si lo hacen las células
3T3F442A, lo que indica que estas Ultimas responden a sefiales fisioldgicas y

podrian reflejar mas adecuadamente la adipogénesis in vivo. !

El uso de lineas celulares muridas como modelos in vitro para estudios de
adipogénesis humana presenta desventajas entre las que destacan las diferencias
genéticas y metabdlicas entre el tejido adiposo humano y murido. 2° Otros aspectos
de las lineas celulares muridas en comparacion con los cultivos primarios son los
bajos niveles de expresion de leptina, la variacion entre los loci gendmicos
regulados durante la adipogénesis y la imprecision del tejido de origen de las células
ya que provienen de embriones disgregados. %!

Diversas lineas celulares derivadas de tejido adiposo humano han sido
establecidas. Las células ASC52telo, 22 Chub-S7, 2 hASC-TE, ° derivan de tejido
adiposo subcutaneo y se inmortalizaron por insercion de la retrotranscriptasa de la
telomerasa humana, 22 la retrotranscriptasa y el gen E7 del virus del papiloma
humano tipo 16 23 o la retrotranscriptasa y los genes E6 y E7 del mismo virus. °> A
pesar de su origen humano, estas lineas han sido poco usadas, posiblemente
debido a su bajo potencial adipogénico y la falta de expresion de algunos
marcadores moleculares de adipogénesis.> %4 Ademas, esas células no estan
disponibles en agencias distribuidoras de cultivos celulares como la Coleccién
Europea de Cultivos Celulares (ECACC) o la Coleccién Americana de Cultivos Tipo

(ATCC).



Por lo anterior es clara la necesidad de contar con modelos experimentales
in vitro adicionales que sean adecuados para estudiar el metabolismo del tejido
adiposo humano. En nuestro laboratorio contamos con una cepa de preadipocitos
subcutdneos humanos derivados de tejido adiposo subcutaneo de un donante
masculino de 20 meses de edad, la cual mostré alto potencial proliferativo y
adipogénico en los primeros subcultivos. Del 10° subcultivo de esta poblacion se
aisloé la clona PASH-4 (Preadipocitos humanos subcutéaneos clona 4) con potencial
proliferativo y adipogénico similar a la poblacién inicial (A. Montoya-Contreras, L.A.
Salazar Olivo, resultados no publicados). En el presente estudio caracterizamos el
potencial proliferativo y adipogénico de las células PASH-4 a fin de explorar su

utilidad como modelo in vitro de la adipogénesis humana.



2. RESULTADOS

2.1 Las células PASH-4 retienen su capacidad proliferativa durante 36 subcultivos
La capacidad de proliferacion in vitro de una poblacion celular se evalia con
base en tres caracteristicas principales: capacidad para soportar multiples
subcultivos seriales, tiempo de duplicacion de la poblacién y eficiencia de clonacién.
Para determinar la esperanza de vida de las células PASH-4, sometimos dos
porciones de éstas a un protocolo de subcultivo serial con in6culo a densidad
constante y se reinocularon al cuarto dia de cultivo, como se describe en materiales
y meétodos. Bajo este protocolo las células PASH-4 soportaron 23 subcultivos
seriales a lo largo de 90 dias y mostraron proliferacion durante los primeros 17 de
estos subcultivos (Figura 1). Durante estos subcultivos, las poblaciones celulares se
duplicaron 22 veces. Dado que la capacidad de proliferacion se evalué a partir del
subcultivo 13, las células PASH-4 soportaron 36 subcultivos totales y se duplicaron

70 veces desde que fueron obtenidas en el cultivo primario.
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Figura 1. Duplicaciones acumulativas de la cepa PASH-4 en subcultivos sucesivos.

Ademas de la capacidad de subcultivo serial, el tiempo de duplicacion permite
analizar la capacidad proliferativa de una poblacion celular en cultivo. El tiempo de
duplicacién es el tiempo que tarda la poblaciéon en duplicarse en cultivo y se evalla
en la fase de crecimiento exponencial. ?° Las células PASH-4 del subcultivo 17,
inoculadas a una densidad de 5.3 x10® células/cm?, mostraron una activa
proliferacién entre los dias 2 y 6 de cultivo y alcanzaron la confluencia total hacia el
dia 10 de cultivo (Figura 2). El tiempo de duplicacion de las células PASH-4 en este
subcultivo fue de 50 = 4 h y alcanzaron la confluencia total a una densidad de

13.1x10% células/cm?. La Figura 2 muestra también que en el subcultivo 26 el tiempo



de duplicacion fue de 143 + 18 h llegaron a confluencia celular con una densidad de

1.33x104 células/cm?.
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Figura 2. Capacidad de proliferacién de las células PASH-4 de distintos subcultivos.

La eficiencia de clonacion o capacidad clonogénica es la capacidad de las
células para originar clonas o poblaciones derivadas de una sola célula fundadora
y por lo tanto genéticamente homogéneas. 26 Nosotros evaluamos esta
caracteristica en subcultivos sucesivos de las células PASH-4. Los subcultivos 15,
17,19, 21, 23y 25 tuvieron eficiencias de clonacion del 7%, 7%, 8%, 12% 2%y 2%,
respectivamente (Figura 3), y del subcultivo 26 en adelante no formaron clonas.
Este resultado muestra que la poblacion PASH-4 se mantiene vigorosa por 21

subcultivos aunque, su capacidad proliferativa disminuye a partir de este subcultivo.
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Figura 3. Eficiencia de clonacion de las células PASH-4 a lo largo de subcultivos

sucesivos.

2.2 Las células PASH-4 expresan marcadores de senescencia en subcultivos
avanzados

La senescencia celular es una forma irreversible de detencion del ciclo celular
gue se desencadena por eventos relacionados con el estrés, tales como dafio al
DNA, estrés oxidativo y disfuncion de los telédmeros. En cultivos de células humanas
la senescencia se caracteriza por pérdida de las capacidades de proliferacion y
diferenciacion en células que posean estas dos caracteristicas. 2’ La tincién
histoquimica del marcador de B-galactosidasa asociado a la senescencia (SA-B-

Gal) permite evaluar las células senescentes en cultivo. % Las células PASH-4 se



analizaron cada cinco subcultivos para determinar la presencia de células
senescentes. En los subcultivos 15, 20, 25, 30 y 35, las proporciones de células
senescentes que expresaron el marcador SA-B-Gal fueron del 1%, 25%, 27%, 45%
y 95%, respectivamente (Figura 4) lo que demostr6 aumento progresivo de la

senescencia a lo largo del subcultivo.
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Figura 4. Eficiencia de clonacion de las células PASH-4 a lo largo de subcultivos

sucesivos.

2.3 Las células PASH-4 retienen el cariotipo diploide
El cultivo de células animales puede inducir alteraciones cromosémicas. El
cariotipo consiste en el andlisis visual y la determinacién del numero de

cromosomas sirve como indicador de la estabilidad genética de las células. ?° Para
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determinar el cariotipo de la cepa PASH-4 tratamos células del 20° subcultivo en
crecimiento exponencial con colchicina y colorante de Giemsa en 13 preparaciones,
12 de las cuales (92.3%) presentaron un cariotipo normal 46XY y en la restante

45XY,-20 faltaba un cromosoma (Figura 5).
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Figura 5. Cariograma de las células PASH-4 en su 20° subcultivo.

2.4 Las células PASH-4 muestran una alta capacidad adipogénica aun en
subcultivos tardios

La capacidad de adipogénesis es el potencial de los preadipocitos para
diferenciarse en adipocitos maduros, en un proceso gradual de modificaciones
metabolicas, morfolégicas y de expresion génica. Los preadipocitos en cultivo

pueden inducirse a diferenciacion terminal con una mezcla de agentes quimicos y

11



hormonales. ! La capacidad adipogénica de las poblaciones de preadipocitos en
cultivos primarios tiende a disminuir conforme las células senescen, hasta perderla
totalmente. 3° Evaluamos la capacidad adipogénica de las células PASH-4 de
diferentes subcultivos induciendo la diferenciacion como se detalla en Materiales y
métodos. Las células PASH-4 retuvieron la capacidad de diferenciarse en adipocitos
hasta el subcultivo 26, equivalente a la 662 duplicacion acumulativa, a juzgar por la
presencia de células con numerosas inclusiones lipidicas intracitoplasmaticas
(Figura 6). Las células PASH-4 de subcultivos posteriores al 26 no formaron

adipocitos terminalmente diferenciados (datos no mostrados).
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Figura 6. Adipogénesis in vitro de las células PASH-4 en los subcultivos 15 y

23 mantenidos en las condiciones sefialadas.

También cuantificamos la acumulacion intracitoplasmatica de triglicéridos, el
rasgo mas evidente de los adipocitos terminalmente diferenciados, mediante tincion
de los cultivos con Rojo Oleoso O. 3! La Figura 7 muestra que células PASH-4 del

subcultivo 16, inducidas a diferenciacion adiposa, incrementaron la acumulacion

13



lipidica respecto al control (células del mismo subcultivo no tratadas con el medio
de induccion). La Figura 7 muestra también que células PASH-4 de subcultivos
posteriores, 20 y 23 mantuvieron e incrementaron la acumulacién lipidica respecto
a las células control y a las células inducidas del subcultivo 16. Este resultado indica

gue la cepa PASH-4 tiene un potencial adipogénico creciente hasta el subcultivo 23.
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Figura 7. Retencion de la capacidad adipogénica de las células PASH-4.
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Diversos genes estan involucrados en el proceso de la adipogénesis. Las
proteinas alfa, beta y delta de unién a secuencias CCAAT (C/EBP-q, -By -0) y el
receptor gama activado por proliferadores de peroxisomas (PPARYy), son genes que
se activan progresivamente en el curso de la adipogénesis. ' Evaluamos la
expresion de los marcadores adipogénicos tempranos C/EBP-B y C/EBP-6 en
diferentes estadios de diferenciacion de células PASH-4 de subcultivos tempranos
(subcultivo 15) y tardios (subcultivo 23). Los estadios de diferenciacién analizados
fueron preadipocitos proliferantes, preadipocitos quiescentes, células inducidas a
diferenciacion y adipocitos terminales. La Figura 8 muestra que las células PASH-4
expresan los marcadores adipogénicos C/EBP3 y C/EBPd en estadios previos a la

induccion de diferenciacion y en la diferenciacion terminal.

15° Subcultivo 23° Subcultivo

Post-inducida
Post-inducida

Proliferante
Quiescente
D

Proliferante
Quiescente

ceees [

Figura 8. Expresién de marcadores adipogénicos en células PASH-4.
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4. DISCUSION

Los preadipocitos 3T3 de ratdn son un modelo experimental ampliamente
usado para el estudio in vitro de la adipogénesis en mamiferos, pero no 6ptimo para
el estudio de la adipogénesis humana. 333 El establecimiento de modelos
adipogénicos adecuados para estudios in vitro facilitaria grandemente el estudio del
desarrollo y el metabolismo de las distintas poblaciones adiposas humanas y sus
aplicaciones en terapia génica e ingenieria de tejidos. & 3* Multiples laboratorios han
tratado de conseguir un modelo de adipogénesis humano adecuado, sin

conseguirlo. 3% 3¢

Las células PASH-4 son una poblaciéon de naturaleza clonal capaz de
soportar hasta 36 subcultivos y al menos 70 duplicaciones de la poblacion a partir
de su origen como cultivo primario. Se sabe que las células humanas diploides
normales soportan 50 + 10 duplicaciones de la poblacion en cultivo segun Hayflick.
121 os modelos de preadipocitos primarios hASCs-M, > hMSC 24 y HNPA, 3" han
logrado duplicarse 20, 24 y 71.18 veces en cultivo, respectivamente. Lo anterior nos
permite concluir que la poblacién PASH-4 tiene una alta capacidad de proliferacion

a largo plazo (70 duplicaciones).

El tiempo de duplicacion de una poblacion celular normal depende del
subcultivo en que se encuentre y se sabe que las células humanas normales se
duplican aproximadamente cada 48 h en cultivo. El tiempo de duplicacion de las
células PASH-4 del subcultivo 17 fue de 50 * 4 h, similar al tiempo de duplicacién
promedio de las células humanas normales y menor que el reportado para otras

poblaciones de preadipocitos humanos en cultivo: las células PLA, & HNPA 37 y
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hASCs-M ° se duplican cada 60 h, 59.8 + 10.4 h y 53.2 + 9.3 h respectivamente.
Aunque las células SGBS, otra cepa de preadipocitos humanos con alta capacidad
de diferenciacién * muestran un tiempo de duplicaciéon sensiblemente menor
(38.4£1 h), 13 estas células derivan de un paciente con sindrome de Simpson-
Golabi-Behmel y no representan un modelo de tejido adiposo humano normal. Por
lo tanto, podemos concluir que la cepa PASH-4 muestra menores tiempos de
duplicacion de la poblacion que otras poblaciones de preadipocitos humanos en

cultivo.

La cepa PASH-4 es una poblacion celular mayormente normal a juzgar por
su cariotipo diploide normal (46XY). La presencia de esta condicion al menos hasta
el subcultivo 20, indica estabilidad genética de la poblacion y sugiere una expresion
génica normal en condiciones in vitro. ?° Otras poblaciones de células adiposas
humanas como las células SGBS % y LS14 38, por su obtencién de tejido graso

anormal o de tumores presentan anomalias en su complemento cromosémico.

Dada su condicion cromosomica normal, las células PASH-4 mostraron
senescencia. Esta caracteristica se hizo evidente por la pérdida de las capacidades
proliferativa y adipogénica de las células y por el aumento en la expresion del
marcador SA-B-Gal a medida que las poblaciones PASH-4 son subcultivadas
(Figura 5). La senescencia también se caracteriza por cambios morfolégicos en las
células, como un aumento en el tamafo celular debido a modificaciones
estructurales, asi como cambios fenotipicos en la matriz extracelular secretada.
Las células PASH-4 presentaron cambios en el tamafio celular en distintos

subcultivos, ya que el numero requerido para la confluencia celular varié de
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13.1x10%cm? a 1.33x10%cm? en los subcultivos 17 y 26 respectivamente (Figura 2).
Otra prueba de que las células PASH-4 senescieron fue disminucién en las
proporciones de adipocitos maduros en los subcultivos 15 y 23, (Figura 6). 3 Todo
lo anterior muestra que la cepa PASH-4 a pesar de tener caracteristicas

proliferativas favorables, presenta un tiempo de vida limitado.

La cascada transcripcional desencadenada en la adipogénesis involucra la
expresion de los marcadores moleculares C/EBPB y C/EBPd durante las primeras
horas de induccién adiposa. *° Los marcadores moleculares C/EBPB y C/EBPd
activan transcripcionalmente a C/EBPa que en conjunto con PPARYy coordinan la
diferenciacion terminal de las células preadiposas. ' 1° El potencial de
diferenciacion adiposa fue evaluado mediante la expresion de los marcadores
moleculares adipogénicos C/EBP-B y -6 en subcultivos tempranos y tardios. La
poblacién PASH-4 expresé los marcadores moleculares C/EBPB y C/EBP® en todos
los estadios (Figura 8) a diferencia de la poblacion primaria HNPA 37 y de la linea
celular mirida 3T3-L1, ! que solo expresan estos marcadores moleculares después
de la inducciéon adiposa. 3° La expresiéon de los marcadores moleculares C/EBPB y
C/EBP® en el estadio preconfluente, explica que la poblacion PASH-4 esta
predispuesta a diferenciarse en adipocitos maduros. Por otra parte, la cuantificacion
de Rojo Oleoso O se utilizé para evaluar la capacidad adipogénica de la poblacién
PASH-4, la acumulacion lipidica de los adipocitos maduros aumento conforme las
células fueron subcultivadas. Sin embargo, el aumento de la acumulacién de lipidos
se vio aceleradamente disminuido después del subcultivo 23 (datos no mostrados),

esta pérdida de la capacidad adipogénica corresponde con lo sucedido a modelos
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in vitro descritos antes. Por ejemplo, las células SGBS 3y precursores de adipocitos
condicionalmente inmortalizados por la expresion del antigeno T del Virus 40 del
simio, pierden su capacidad de adipogénesis después del 5° subcultivo. 4° También,
las células PLA ¢ y SGBS '3 mantienen la capacidad adipogénica hasta su 252 y 502
duplicacion respectivamente. Sin embargo, las células PASH-4 mantienen la
capacidad de diferenciarse en adipocitos maduros hasta el 26° subcultivo
equivalente a su 662 duplicacion, lo cual establece una grande ventaja con respecto

a otros modelos de la adipogénesis humana.

En resumen, podemos concluir que la cepa PASH-4, poblacion clonal de
preadipocitos subcutaneos humanos normales con cariotipo diploide normal y alto
potencial proliferativo y adipogénico, es un modelo in vitro eficiente pero transitorio
de la adipogénesis humana. La inmortalizacion de las células PASH-4 podria dar
lugar a un nuevo modelo celular adecuado y permanente para el estudio in vitro de

la adipogénesis humana.
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5. MATERIALES Y METODOS

Células PASH-4

Una muestra de tejido adiposo subcutaneo inguinal de un paciente masculino
(20 meses de edad) sometido a cirugia correctiva de sindactilia en los dedos 3°y 4°
de la mano derecha en el Hospital del Nifio y la Mujer (San Luis Potosi, México) se
obtuvo con el consentimiento informado de los padres y de acuerdo con los
lineamientos del Comité de Etica del Hospital. Para la obtencion de preadipocitos
primarios, el tejido se disgrego por el método mecanico-enzimatico descrito por
Herrera-Herreray cols. 37 La fraccion del estroma vascular se obtuvo de lavar y picar
finamente la muestra de tejido adiposo, digerir con colagenasa tipo Il (Sigma-
Aldrich) centrifugar a baja velocidad y resuspender las células. Los preadipocitos
aislados se subcultivaron varias veces y del 10° subcultivo de esta poblacion se
aislé una clona denominada PASH- (Preadipocitos humanos subcutaneos clona 4)
gue mostré un alto potencial proliferativo y adipogénico similar al de la poblacion
parental (Montoya-Contreras A, Salazar-olivo LA, resultados no publicados). El
presente trabajo muestra la caracterizacion de la poblacion PASH-4 a partir del 13°

subcultivo serial de la poblacion inicial (~45 duplicaciones acumulativas).

Evaluacién de la capacidad proliferativa en subcultivo

El potencial proliferativo de largo plazo de las células PASH-4 se evaluo al
realizar subcultivos seriales con indculos de 3.4 x103 células/cm? en medio de cultivo
basal (MB). El cual contiene L15-Medium Leibovitz (GIBCO) suplementado con 5%
de suero fetal bovino, 5% de suero de ternera (Hyclone), Penicilina 80 U/ml y

Estreptomicina 80 pg/ml (Sigma-Aldrich). Las células se cosecharon al cuarto dia
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de cultivo de manera regular. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmosfera
humidificada de libre intercambio de gases. Para cada subcultivo las células se
cosecharon con tripsina al 0.15% (Sigma-Aldrich) y EDTA al 0.02% (J.T. Baker). Las
células se centrifugaron a 4,300 rpm por 5 min y se contaron en hematimetro. El
namero de duplicaciones acumulativas se calculé mediante la formula: PD (n/ (n-1))

=log (Nn/ Nn-1) / log2, en la que n es el subcultivo y N es el nimero de células. ?*

Determinacion del tiempo de duplicacion

El tiempo de duplicacion de las células PASH-4 en los subcultivos 17 y 26
fue determinado al inocular células a una densidad de 5.3 x10° células/cm?en MB
a 37°C en una atmosfera humidificada de libre intercambio de gases, con cambio
de MB cada tercer dia. Se realizaron conteos en hematimetro cada 24 h por 8 a 10
dias. El tiempo de duplicacion se calculé mediante la féormula: 48h/log2 (N2/N1), (Na:

primer conteo celular; N2: conteo celular 48 h después).

Capacidad clonogénica

La eficiencia de clonacion de las células PASH-4 fue evaluada en cultivos de
baja densidad (100 células/ caja de cultivo de 60 mm), inoculados y mantenidos por
15 dias en MB a 37°C en una atmésfera humidificada de libre intercambio de gases,
con cambio de MB cada tercer dia. Para realizar el experimento se utilizaron células
PASH-4 sometidas a subcultivo serial de cada dos subcultivos. Al cabo, las colonias
se fijaron con formaldehido al 3.7% por 30 min a 4°C y se tifieron con hematoxilina
de Harris (Jalmek). El criterio utilizado para la cuantificacién de colonias consistié
en considerar a una colonia como un grupo independiente de células formado por

mas de 50 células.
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Porcentaje de células senescentes

Las células PASH-4 sometidas a subcultivo serial se analizaron cada cinco
subcultivos para determinar la presencia de células senescentes. Se inocularon 2.2
x103 células/cm? en MB y se mantuvieron a 37°C en una atmosfera humidificada de
libre intercambio de gases. Al cabo de tres dias, algunas cajas de cultivo se usaron
para determinar la densidad celular mediante recuentos en hematimetro y otras para
identificar por microscopia en campo claro las células senescentes (color azul) que
expresaron B-galactosidasa. Las células PASH-4 se evaluaron con Senescence

Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich).

Cariotipo

El andlisis citogenético fue desarrollado en el 20° subcultivo. Cultivos de
células PASH-4 en fase de crecimiento exponencial se trataron con colchicina 0.1
pg/ml (Sigma-Aldrich) por 1 h. Después de ser cosechadas las células, se aplicé un
tratamiento hipoténico con KCl al 0.4% por 13 min y se fij6 usando una solucién de
metanol-acido acético glacial 3:1. Los cromosomas se fijaron por goteo de la
solucion sobre cubreobjetos previamente limpios. El procedimiento de tincion de
cromosomas se llevé a cabo incubando las muestras en solucién Giemsa (1:20)
(Sigma-Aldrich) por 5 min. Todos los cubreobjetos se escanearon y los cromosomas
en metafase se analizaron visualmente. Se tomaron micrografias en un microscopio
Zeiss de las preparaciones cromosomicas que reunieron las condiciones adecuadas
para un andlisis confiable y un ejemplo representativo fue analizado en el software

KaryoType 2 (College of Life Sciences, Sichuan University).
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Diferenciacion de preadipocitos y cuantificacién de Rojo Oleoso O

La capacidad de diferenciacion adiposa de las células PASH-4 se evaluo6 al
inocularlas a una densidad de 5.3 x102 células/cm?y mantenerlas en MB hasta llegar
a confluencia total. Posteriormente las células PASH-4 se expusieron a un medio
de induccion adiposa (MDI) por 6 dias. EI MDI consiste en Medio Leibovitz L15
(GIBCO), 5% de suero fetal bovino (Hyclone), insulina 100 nM, biotina 33 pM,
pantotenato de calcio 17 uM, cortisol 100 nM, Transferrina/triyodotironina 5 pg/ml/2
nM, dexametasona 100 nM, isobutil-metil-xantina 500 pM (Sigma-Aldrich),
rosiglitazona 1 pM (Cayman Chemical), Penicilina 40 U/ml y Estreptomicina 40
pg/ml (Sigma-Aldrich). Al cabo, las células se mantuvieron en medio de
mantenimiento (MM) por 15 dias adicionales. El medio MM consiste en L15-Medium
Leibovitz (GIBCO), 5% de suero fetal bovino, Insulina 100 nM, biotina 33 pM,
pantotenato de calcio 17 uM, cortisol 100 nM, Transferrina/triyodotironina 5 pg/mi/2
nM, Penicilina 80 U/ml y Estreptomicina 80 ug/ml (Sigma-Aldrich). Al término, la
diferenciacion adiposa fue cuantificada por la acumulacion lipidica intracelular de
Rojo Oleoso O. 4 Para ello las monocapas celulares se fijaron con formaldehido al
3.7% por 30 min a 4°C y se incubaron toda la noche con Rojo Oleoso O, éste fue
extraido con isopropanol al 100% y fue medido en un espectrofotometro SmartSpec

Plus (Bio-Rad) a 510 nm. 3!

Aislamiento de RNA, sintesis de cDNA y PCR punto final
Para el analisis de expresion de genes, RNA total de diferentes condiciones
celulares fue aislado de los subcultivos 15 y 23. Condicion proliferante (~80% de

confluencia en MB), quiescente (confluencia total en MB), post-inducida (quiescente
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con 5 a 6 dias en MDI) y terminalmente diferenciada (células quiescentes
mantenidas 6 dias en MDI y 15 dias adicionales en MM). Las células PASH-4 se
lavaron con PBS y el RNA fue aislado usando TRIzol® (Invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. EI RNA fue cuantificado en un espectrémetro Epoch
(BioTek) y su integridad fue evaluada por electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %
tefiido con bromuro de etidio. El retrotranscrito fue sintetizado de 1 pg de RNA total
en un volumen de reaccion de 25 pl, conteniendo buffer RT 4 pl, dNTPs 0.5 mM,
RNasin 25 U y M-MLV RT por 90 min a 42°C. El cDNA obtenido fue utilizado para
desarrollar la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), en un volumen de
reaccion de 15 pl. Una reaccién de PCR contiene 3 pl buffer de reaccion, cDNA300
ng, dNTPs 200 uM, MgCl> 1.5 mM, Go Tag Flexi DNA polymerase 1.25 U y primers
especificos 0.2 uM indicados en la Tabla1 para cada gen. Todos los reactivos
usados fueron de Promega. Se realizd electroforesis de los productos de
amplificacion en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio y

analizados con el sistema Gel Doc XR + (Bio-Rad).
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PIES DE FIGURA

Figura 1. Duplicaciones acumulativas de la cepa PASH-4 en subcultivos sucesivos.
Preadipocitos humanos subcutaneos PASH-4 en su 13° subcultivo se sometieron a
subcultivo serial inoculando 3.3 x10° células/cm? en MB, cosechando de manera
regular las células al cuarto dia de cultivo y reinoculando nuevos cultivos a la
densidad celular inicial. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmosfera

humidificada de libre intercambio de gases.

Figura 2. Capacidad de proliferacion de las células PASH-4 de distintos subcultivos.
Células PASH-4 en su 1% ( ) y 26° () subcultivos seriales se inocularon a una
densidad de 5.3 x10® células/cm? y se mantuvieron a 37°C en una atmésfera
humidificada de libre intercambio de gases con cambio de medio de cultivo MB cada
tercer dia. En los dias sefialados la densidad celular se determind mediante

recuento celular en hematimetro.

Figura 3. Eficiencia de clonacion de las células PASH-4 a lo largo de subcultivos
sucesivos. Células PASH-4 del subcultivo sefialado se inocularon a una densidad
de 100 células/ caja de cultivo de 60 mm y se mantuvieron por 15 dias a 37°C en
una atmosfera humidificada de libre intercambio de gases, con cambio de MB cada
cinco dias. Al cabo, las colonias se fijaron con formaldehido al 3.7% y se tifieron con

hematoxilina de Harris para su cuantificacion.

Figura 4. Senescencia de las células PASH-4 de distintos subcultivos. Células
PASH-4 de los subcultivos sefialados se inocularon a una densidad de 2.2 x10°
células/cm? y se incubaron a 37°C en una atmésfera humidificada de libre

intercambio de gases. Al tercer dia, algunas de las cajas se usaron para determinar
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la densidad celular mediante recuentos en hematimetro y otras se usaron para

determinar la expresion de [3-galactosidasa.

Figura 5. Cariograma de las células PASH-4 en su 20° subcultivo. Cultivos de
células PASH-4 en fase de crecimiento exponencial se trataron con colchicina 0.1
pg/ml por 1 h. Después los cromosomas se fijaron con una solucion de metanol-
acido acético glacial 3:1 y se tifieron con solucion Giemsa. El analisis se realiz6
usando el software KaryoType 2 (College of Life Sciences, Sichuan University). A:

microfotografia representativa, B: cariograma.

Figura 6. Adipogénesis in vitro de las células PASH-4. Células PASH-4 en los
subcultivos 15° y 23° se fotografiaron en diferentes condiciones. Condicion
proliferante (~80% de confluencia en MB), quiescente (confluencia total en MB),
post-inducida (quiescente con 6 dias en MDI) y terminalmente diferenciada (TD;
células quiescentes mantenidas por 6 dias en MDI y por 15 dias adicionales en MM).
Todos los cultivos se incubaron a 37°C en una atmoésfera humidificada de libre

intercambio de gases.

Figura 7. Retencién de la capacidad adipogénica de las células PASH-4. Cultivos
de células PASH-4 en su 16°, 20° y 23° subcultivo se mantuvieron en MB hasta
llegar a confluencia, se indujeron por 6 dias en MDI y mantuvieron por 15 dias
adicionales en MM. Al término, los cultivos se fijaron con formaldehido al 3.7% y
teflidos con Rojo Oleoso O. La acumulacién lipidica intracelular fue cuantificada al
extraer el colorante de las monocapas celulares con isopropanol al 100% y medir la

absorbancia en espectrofotdmetro SmartSpec Plus (Bio-Rad) a 510 nm.
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Figura 8. Expresion de marcadores adipogénicos en células PASH-4. El RNA total
de células PASH-4 de los subcultivos 15° y 23° se obtuvo en condicion proliferante,
quiescente, post-inducida y terminalmente diferenciada (TD). Este se analiz6 por
RT-PCR usando oligonucledtidos especificos de mRNAs de los genes C/EBP-B y

C/EBP-6, GADPH como control positivo y RT (-) como control negativo.
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Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos

Tamarfio del

RNAmM Secuencias amplicon

(pb)

Fw. CCGTGGACAAGCACAGCGACGAGTA
C/EBPB 206
Rv. CAGCTGCTTGAACAAGTTCCGCAG

Fw. CGAGCGCAACAACATCGCCGTG
C/EBPd 218
Rv. GTTACCGGCAGTCTGCTGTCC

Fw. GAAGGTGGTGAAGCAGGCGT
GAPDH 216
Rv. ATGTGGGCCATGAGGTCCACCA
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