estado de senescencia o bien pueden estar generando resistencia a este estadio.

Abstract

Study of mesenchymal stem cells (MSCs) is essential to provide information
leading to new therapies for the regeneration of damaged tissues. The aim of this
study was to isolate and characterize the life cycle of cultured stem cells and
compare results between cells of early and late passages using estimates of
senescence such as life cycle graph, quantification of lactate, senescence-
associated activity of the enzyme B-galactosidase, changes in mitochondrial
membrane potential and Hoechst staining, to determine in what cell age are them.
Results in the life cycle graph showed that these have not yet reached a state of
senescence. However, their morphology and granularity showed changes with
time, whereas in the quantification of lactate was detected only lactate
concentration in cells showing later passages a value of 61.2 uM. B-GAL activity
increased in late passage cells almost 10 times more than in early passage cells,
whereas in the analysis of changes in mitochondrial membrane potential of MSCs
in early passages were worth nearly 30 fluorescence green / red while later
passages showed a fluorescence ratio of these 26. On the other side in Hoechst
staining there were no differences between the clumps in the DNA by cells of early
and late passages. Results of this study demonstrate that MSCs have not reached
the stage of senescence or could be that they are making resistance to this stage.
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Abstract

Study of mesenchymal stem cells (MSCs) is essential to provide information
leading to new therapies for the regeneration of damaged tissues. The aim of
this study was to isolate and characterize the life cycle of cultured stem cells
and compare results between cells of early and late passages using estimates
of senescence such as life cycle graph, quantification of lactate, senescence-
associated activity of the enzyme B-galactosidase, changes in mitochondrial
membrane potential and Hoechst staining, to determine in what cell age are
them. Results in the life cycle graph showed that these have not yet reached a
state of senescence. However, their morphology and granularity showed
changes with time, whereas in the quantification of lactate was detected only
lactate concentration in cells showing later passages a value of 61.2 uM. B-GAL
activity increased in late passage cells almost 10 times more than in early
passage cells, whereas in the analysis of changes in mitochondrial membrane
potential of MSCs in early passages were worth nearly 30 fluorescence green /
red while later passages showed a fluorescence ratio of these 26. On the other
side in Hoechst staining there were no differences between the clumps in the
DNA by cells of early and late passages. Results of this study demonstrate that
MSCs have not reached the stage of senescence or could be that they are
making resistance to this stage.



Resumen

El estudio de las células madre mesenquimales (mesenchymal stem cells 6
MSCs) es fundamental para poder proveer informacion que lleve a nuevas
terapias para la regeneracion de tejidos dafiados. El objetivo de este estudio
fue aislar y caracterizar el ciclo de vida de un cultivo de células madre y
comparar resultados entre células de pases tempranos y pases tardios usando
diferentes estimadores de senescencia tales como ciclo de vida: cuantificacion
de lactato, actividad de la enzima B-galactosidasa, cambios en el potencial de
membrana mitocondrial y fragmentacion nuclear. Lo anterior para determinar
en qué fase del ciclo celular se encuentran las MSCs. Los resultados de ciclo
de vida sugieren que estas aun no han llegado al estado de senescencia. Sin
embargo, su morfologia y granularidad mostraron cambios con el tiempo, y la
cuantificacion de lactato solo fue detectada en células de pases tardios
mostrando un valor de 61,2uM. Adicionalmente, la actividad B-GAL se
incrementd en las células de pases tardios casi 10 veces mas que en las
células de pases tempranos, y el andlisis de cambios de potencial de
membrana mitocondrial las MSCs de pases tempranos obtuvieron un valor de
casi 30 de fluorescencia verde/roja mientras que las de pases tardios
mostrando una relacion de estas fluorescencias de 26. No se encontraron
diferencias entre las aglutinaciones en el DNA por parte de las células de pases
tardios y tempranos. Estos resultados demuestran que las MSCs de este
estudio no han llegado al estado de senescencia o bien pueden estar
generando resistencia a este estadio.



Introduccién

La células madres mesenquimales (MSC) aisladas de tejido adiposo han sido
utiizadas muy ampliamente para el tratamiento de enfermedades vy
reconstruccion de tejidos dafiados, ya que siendo células multipotentes pueden
diferenciarse en ciertos linajes celulares como osteocitos, condrocitos,
adipocitos y miocitos, sin embargo también se ha revelado que poseen la
habilidad de generar células que no son de origen mesodérmico como
hepatocitos y neuronas. Esta capacidad de reconstruccion de tejidos se ha
demostrado que también hace parte de procesos de secrecion de factores de
crecimiento que alteran el microambiente de tejidos enfermos y heridos, lo cual
promueve la proliferacion celular en estos [1-3].

Los cultivos de MSCs guardan algunas caracteristicas similares a las de
cualquier cultivo de células somaticas cultivadas in vitro, asi, luego de un
namero determinado de divisiones celulares, las células entran en estado de
senescencia para luego detener por completo su proliferacion lo cual limita
bastante la aplicacién terapéutica que se le pueden dar a las MSCs que se
cultivan in vitro. Los procesos que se han visto involucrados en la generacion
de senescencia replicativa son de acortamiento progresivo y modificacion
estructural de telomeros, y el dafilo del DNA por muchas causas entre las
cuales destacan la acumulaciéon de inhibidor quinasa ciclo dependiente
pl6INK4a y estrés oxidativo. MSCs cultivadas in vitro con bajos contenidos de
suero y suplementadas con factores de crecimiento, se ha visto que presentan
una proliferacion relativamente rapida por 43 a 77 dias, mientras que aquellas
que son suplementadas con 10% de suero prolongaron su tiempo de
proliferacion de 74 a 104 dias lo cual se aproxima de 7 a 9 duplicaciones de
poblacion (PD) haciendo pases al 70% de confluencia [3].

El interés de estudiar las caracteristicas y los cambios fisiolégicos de las MSCs
a través del tiempo en cultivos in vitro es para conocer su capacidad replicativa
y de diferenciacion celular con el animo de usarlas en terapias para la
regeneracion de tejidos e ingenieria de tejidos; asi como conocer si existen
diferencias entre pardmetros asociados a la senescencia entre cultivos de
MSCs jovenes, viejas y senescentes para que en estudios posteriores se
pueda determinar la edad de las células (jévenes, viejas o senescentes) de
acuerdo con los resultados de los parametros evaluados en este estudio.



Marco tedrico

El concepto de envejecimiento hace referencia a los cambios que ocurren a
través tiempo en los animales, los cuales se asocian al incremento en la
vulnerabilidad de los organismos a ser afectados por enfermedades y
condiciones adversas generadas por el ambiente, disminucién de la movilidad y
agilidad, entre otros [4]. El envejecimiento atribuido a las células madre 6 SCs
(del ingles Stem Cells) consiste en el hecho de que este tipo de células son las
responsables de la regeneracion de tejidos después de alguna lesion y del
control homeostéatico que los tejidos u organos puedan llegar a tener. Sin
embargo, no se ha dilucidado si bien este fendmeno de pérdida de la
capacidad regenerativa se debe, al envejecimiento de las SC o la incapacidad
de desarrollar sus funciones por causa del ambiente proporcionado dentro de
un tejido viejo [5,6].

El envejecimiento en todo tipo de células es un proceso que suele estar
acompafado por una incidencia de eventos mutagénicos atribuida al dafio que
sufre el DNA. Estos dafios se pueden dar como consecuencia de ataques por
parte de especies reactivas de oxigeno 6 ROS (del ingles Reactive Oxygen
Species), desgaste de telomeros, errores en la replicacion, radiacion UV, entre
otros. A pesar de que existen sistemas de reparacion del DNA, estos no son
perfectos y pueden presentarse ciertas alteraciones en la integridad genémica
gue no son detectadas por dichos mecanismos de reparacién y por ende
suelen acumularse con el paso del tiempo generando células cancerigenas.
Las SC que se caracterizan por poseer un ciclo de vida duradero, pueden
acumular tantos eventos como para la generacién de tumores malignos gracias
a que las células progenitoras que cuentan con las mutaciones, pasaran dicha
caracteristica a su descendencia; es por esto que las SC se consideran un
punto critico en la generacion de cancer gracias a su longevidad, sin embargo
se sugiere que existen diferentes mecanismos que constan de proteinas
supresoras de tumores [7] los cuales detienen el ciclo celular o inducen
apoptosis, a pesar de ello, cabe destacar que la demanda de células
progenitoras es tal en todos los tejidos que las rutas de supresion tumoral
desgastan las SC generando en ellas envejecimiento [5].

El envejecimiento puede llevar a las células a la detencion del ciclo celular
siendo este un fendbmeno irreversible, generando asi lo que se conoce como
senescencia replicativa en la cual las células no pueden dividirse mas ya que
han llegado al limite de su capacidad de replicativa. Por lo tanto se ha sugerido
gue este mecanismo es programado como consecuencia del acortamiento de
telomeros y la ausencia de telomerasa la cual esta asociada a condiciones de
estres [7].

Las MSCs tienen la capacidad de diferenciarse bajo condiciones in vitro en
multiples tipos de células dependiendo del estimulo, principalmente en



osteocitos, adipocitos, condrocitos, miocitos y células neuronales [3]. Las MSCs
fueron aisladas de medula por primera vez por Friedstein hace 40 afos y
gracias a estudios posteriores se han logrado aislar de otros tejidos e incluso
usarlas como base de tratamientos terapéuticos para la regeneracion de estos,
sin embargo su potencial terapéutico estd siendo investigado para el
tratamiento de enfermedades autoinmunes [8,9]. Estas células son apropiadas
para estudios tanto de tratamientos terapéuticos como de envejecimiento
celular gracias a su potencial de diferenciacion en diferentes linajes celulares y
la facilidad con la que pueden ser aisladas, por lo cual en este estudio se
llevaron a cabo los ensayos con este tipo de células madre.

A pesar de que las MSCs tienen un gran potencial en el campo de ingenieria y
reconstruccion de tejidos, estas células en estado de vejez sufren una pérdida
de su capacidad proliferativa y de diferenciacion cuando son cultivadas in vitro
por lo que incluso se ha demostrado que pueden llegar a estado de
senescencia replicativa al igual que cualquier otra célula somatica, limitando su
potencial terapéutico. Al entrar en estado de senescencia, las MSCs muestran
una morfologia irregular y bastante grande [3,10].

En cultivos in vitro de MSCs no se ha llevado a cabo la cuantificacion de lactato
en diferentes edades para determinar si existe alguna diferencia en este
pardmetro el cual podria estar asociado al envejecimiento o senescencia. Por
otro lado, se ha reportado que la produccion de lactato por parte de las MSCs
incrementa de una manera directamente proporcional a la concentracién de
glucosa presente en el medio de cultivo y también dependiendo de las
tensiones de oxigeno que se manejan en él, ya que las dos principales rutas de
obtencién de energia quimica por parte de las células consisten en el ingreso
de una molécula de piruvato para la fermentacion lactica en condiciones de
anaerobiosis o0 bien, puede ingresar en forma de Acetil-CoA al ciclo de &cidos
tricarboxilicos. Sin embargo, existe evidencia que soporta que a altas
concentraciones de suero y glucosa como lo son 10% y 4500 mg/L
respectivamente se induce un ambiente anaerobio propicio para la produccion
de lactato [11]. Se ha reportado que la produccion de lactato es del orden de
2,48x10™" a 7,67x10™* pmol/cell’h incubando de 17 a 32 horas calculado por
modelos matematicos considerando balances de materiales [12].

Por otro lado, la actividad de la enzima pH6 B-galactosidasa (B-GAL) ha sido
asociada con la senescencia de MSCs de raton y humanas, e incluso
fibroblastos senescentes, por lo que esta establecida como marcador molecular
de envejecimiento. Aunque no se comprende muy bien la razon por la que la
actividad de B-GAL incrementa en los ultimos pases de los cultivos celulares,
se ha reportado que no existe diferencia en la actividad de esta enzima en
donadores de MSCs de diferentes edades, sin embargo se sugiere que esta
actividad esté asociada a la ruta RAS y a la disfuncion de los lisosomas [13].



Siendo entonces, el interés de estudiar las caracteristicas y los cambios
fisiolégicos de las MSCs a través del tiempo en cultivos in vitro para prolongar
su capacidad replicativa y de diferenciacion celular con el animo de usarlas en
terapias para la regeneracion de tejidos e ingenieria de tejidos, es necesario
conocer si existen diferencias entre pardmetros asociados a la senescencia
entre cultivos de MSCs jovenes, viejas y senescentes para que en estudios
posteriores se pueda determinar la edad de las células (jovenes, viejas o
senescentes) de acuerdo con los resultados de los parametros evaluados en
este estudio.

Objetivo general

e Caracterizar proceso de envejecimiento y/o senescencia de MSCs en un
cultivo celular

Objetivos especificos

e Aislar y cultivar MSCs derivadas de lipoaspirado humano.
e Caracterizar el ciclo de vida de las MCSs en un cultivo celular y verificar
Su senescencia.

Materiales y métodos
1. Aislamiento y cultivo de MSCs derivadas de tejido adiposo

Utilizando tejido adiposo proveniente de lipoaspirado de un paciente de 45
afos, previo consentimiento informado, se realizo el siguiente protocolo de
extraccion de MSCs para una muestra de 100ml de volumen de lipoaspirado:
Se elimind la sangre presente en la muestra para después realizar 3 lavados
adicionando PBS 1X suplementado con solucién de antibiéticos 1X en relaciéon
1:1. Luego se adicionaron 10ml de colagenasa tipo 1 10X. Se incubaron a 37°C
por 1 hora verificando la digestion cada 5 minutos para luego adicionar medio
DMEM suplementado con antibioticos y suero bovino fetal en relacion 1:1. La
solucion obtenida se filtr0 sobre una maya de nylon con poros de 3mm
aproximadamente, el filtrado obtenido se distribuyé en 50ml por tubo falcon. Se
realizaron 3 centrifugaciones a 400 g por 10 minutos a 10°C de cada tubo
falcon eliminando el sobrenadante después de cada centrifugacion y luego
resuspendiendo los pellets en 20ml de PBS 1X suplementado con antibiéticos
por cada falcon para volver a centrifugar. Para cada falcon se afiadieron 16mi
de medio DMEM suplementado con antibioticos y suero bovino fetal para
resuspender el pellet final. A partir de cada falcon se retiraron los 16 ml de
medio de manera que se crearon 2 placas de 75cm® cada una con 8ml de
medio con células.



Las placas de 75cm?® obtenidas a partir de lipoaspirado de una paciente de 45
afnos, se mantuvieron en 10 ml de medio DMEM con 10% de suero bovino fetal
y 1% de solucién de antibioticos 100x (penicilina 10000 U/ml, estreptomicina
10000pg/ml, anfotericina B 25ug/ml), a 37°C, humedad del 10%, dioxido de
carbono al 5% y oxigeno al 20% hasta lograr una confluencia de mas o menos
80%, luego de lo cual se procedia a la tripsinizacion que se realizdé de la
siguiente manera:

Se retir6 el medio de la placa para luego adicionar 5ml de PBS 1X. Se retir6 el
PBS y se adicionaron 2ml de tripsina 1X. Se incub6 por 5 minutos a 37°C,
luego se adicionaron 5ml de DMEM con suero fetal bovino y solucion de
antibiéticos para inocular 2ml de la solucién anterior (aproximadamente 1,6x10°
células) y se completan con DMEM con suero bovino fetal y solucion de
antibiéticos hasta 10ml. Se incuba por aproximadamente 13 dias hasta
alcanzar una confluencia del 80% para repetir el procedimiento.

2. Cuantificacion de poblaciones celulares y duplicacién de MSCs

Después de aproximadamente 13 dias de incubacién (80% de confluencia)
luego de realizado el aislamiento se tripsinizaron las MSCs para generar 2
viales con células congeladas y eliminar 6ml de cultivo, propagando los
restantes 2ml de cultivo completando a 10ml con medio y luego incubando a
las condiciones anteriormente descritas. Cuando los cultivos poseian un 80%
de confluencia se procedia a tripsinizarlo para hacer conteo celular y 2 viales
congelados por placa para obtener 2 para cada edad celular. Para calcular la
duplicacién de las células se procedi6 con la formula:

PD= Log (N/Ni) 3,33
Donde Ni es la poblacién de partida y N es la poblacion final.

Para determinar el ciclo de vida las MSCs se realiz6 una figura relacionando los
dias de incubacién con su respectivo tiempo de duplicacion celular.

2.1 Congelamiento de MSCs

Se tripsinizaron las MSCs cuando el cultivo alcanz6é una confluencia del 80%
para luego realizar el conteo celular en camara de Neu Bauer con tripan azul
con un factor de dilucién %2 para después centrifugar el cultivo a 1500 rpm por 5
minutos. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el pellet en 400 ul de
solucion de congelamiento (suero bovino fetal con 10%DMSO). Se realizaron 2
viales para congelar para cada edad celular de manera que se adicionan 200ul
de la solucion anterior a cada vial y se almacenan a -70°C. Después de
pasadas 24 horas se almacenan en nitrogeno liquido.



3. Cuantificacion de lactato

Se estandarizo la elaboracion de una curva patron usando concentraciones de
240, 120, 60 y 30uM de lactato usando un buffer hidracina sulfato 0,046M pH
9,8 y pH 9,6 leyendo a los 10, 15 y 20 minutos. A partir de cultivos de pase 1y
pase 8, correspondientes a células de pases tempranos y pases tardios
respectivamente, se tomaron 3 alicuotas de 1ml del medio de cada uno para
realizar el siguiente protocolo: de cada muestra se tomaron 20pul, se mezclaron
con 400ul de buffer hidracina sulfato 0,046M pH 9,8, se homogenizo en vortex
para luego adicionar 20ul de NAD* 120mM a la solucion, se volvid a
homogenizar en vortex y se incubo la mezcla por 10 minutos a temperatura
ambiente. Luego de esto se afiadieron 20ul de lactato deshidrogenasa de
musculo de raton (LDH, calbiochem 427217) 1,65mg/ml (495U/ml), se incubo la
solucion a temperatura ambiente por 15 minutos y se leyé a 340nm.

4. Senescencia asociada a actividad B—galactosidasa

Para este ensayo se tripsinizaron células de pase 1 y pase 8 con 2ml de
tripsina y 4ml de DMEM para inactivar la tripsina, tanto para células de pases
tempranos como para aquellas de pases tardios, seguidamente se
centrifugaron a 1500g por 2 minutos para luego conservar en congelamiento a -
80°C hasta realizar el ensayo, el conteo celular demostré que la cantidad de
células en la muestra de 3ml de MSCs de pases tardios fue de 200000 y
600000 para MSCs de pases tempranos. Este ensayo fue realizado como se
describe en Biochemical Genetics: A laboratory manual [14]. Se tomaron
0,10ml de la muestra en tubos de 12x 75mm. Luego se afiadieron 0,10ml del
sustrato 4-metilumbeliferil-B-D-galactopiranosido 0,5mM en buffer acetato de
sodio-acido acético 0,1M pH4 para incubar a 37°C por 20 minutos. la reaccién
fue después detenida adicionando 1,30ml de buffer glicina-carbonato 0,17M pH
9,8. El blanco utilizado fue constituido de solo sustrato y se procedi6 a leer a
360nm de fluorescencia. Esta reaccion se basa en el clivaje del enlace (3 del
sustrato para generar el compuesto 4-metilumbeliferona y galactosa. La 4-
metilumbeliferona la cual es fluorescente, es excitable a una longitud de onda
de 360nm. Se calculo la actividad del lisado de la siguiente manera:

Actividad del lisado= (fluorescencia de muestras o blanco) x 3/(mg de proteina
x fluorescencia de 1nmol 4-MU).

5. Cambios en el potencial de membrana mitocondrial

Se tomaron 3 placas de 25cm?, una de MSCs de pase 1y otra de pase 8; la
placa restante correspondia a MSCs de pase 1 como control. El protocolo a
seguir fue el de MitoProbe™ JC-1 assay kit for flow cytometry: para cada
muestra se resuspendio en 1ml de medio caliente, para el control se afiadié 1pl
de 50mM CCCP (el cual actia como desacoplado de la membrana
mitocondrial, permitiendo la entrada de iones H* y del tinte dentro de la



membrana mitocondrial, sin restriccion alguna) y se incub6 por 5 minutos a
37°C. Se adicionaron a las muestras 10ul de JC-1 200uM el cual es un tinte
qgue dentro del citosol se encuentra en estado monomerico y es detectable en
fluorescencia verde, mientras que cuando se encuentra en la matriz
mitocondrial se agrega para formar complejos detectables en fluorescencia
roja. Luego se incubaron a 37°C, 5% CO; por 15 minutos, seguidamente se
lavaron las MSCs con 2ml de PBS 1X y se afiadié 1ml de tripsina para luego
inactivar con 2ml de DMEM con 10% FBS. Se centrifugaron los cultivos a 800g
por 2 minutos y se descartd el sobrenadante. El andlisis en citometria de flujo
fue realizado leyendo a una longitud de onda de 488nm.

6. Tincion de Hoechst

Se procedié a eliminar el medio para lavar 2 veces con PBS 1X. Se trataron las
células en una solucién de Hoechst a una concentracion de 5ug/ml, y se
incubaron durante 30 minutos a 37°C. Luego se elimind el colorante y fueron
lavadas con PBS 1X para, al final, ser analizadas por microscopia confocal.

Resultados

1. Aislamiento de MSCs, caracterizaciéon del cultivo celular y
determinacion de las duplicaciones de poblacion

De la muestra de lipoaspirado se obtuvieron células con morfologias
fibroblastoide, delgadas y tal como se ve en la figura 1. Dichas caracteristicas
son las correspondientes a las esperadas en un cultivo de MSCs de pase 0, es
decir pases tempranos.
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Figura 1. Foto de microscopia 6ptica de luz en aumento 40X del cultivo de MSCs

aisladas de lipoaspirado. Las flechas indican MSCs de pase 0 cuya morfologia se
caracteriza por ser fibroblastoide, delgada y alargada.



2. Cuantificacion de poblaciones celulares, duplicacion de poblacion,
y ciclo de vida

El ciclo de vida se determina por la relacion de un acumulado del numero de
duplicaciones de poblacion en funcion del tiempo de cultivo. En la Figura 2 se
puede observar que las MSCs obtuvieron aproximadamente 13 duplicaciones
de poblacion por parte del cultivo de MSCs al cabo de 51 dias. Sin embargo, la
figura no presenta ninguna fase estacionaria sino mas bien lineal, por lo que se
presume, las células no alcanzaron el estado de senescencia.
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Figura 2. Gréafica de la duplicacion de poblacion al cabo de 51 dias de cultivo. En esta se
observa un comportamiento lineal por lo que se presume que las células en estas condiciones
no alcanzaron la senescencia.

3. Cuantificacion de lactato

Para la realizacion de la curva patrén de lactato se realizaron dos condiciones:
una de pH 9,6 y otra de pH 9,8; cada una se someti6 a tiempos de incubacion
de 10, 15 y 20 minutos. La figura 3 muestra los resultados de la curva con el
mejor coeficiente de correlacion obtenido, la cual se consiguié en condiciones
de pH 9,8 del buffer hidracina sulfato después de 15 minutos de incubacion ya
gue se consiguié un coeficiente de correlacion de 0,97. Los datos obtenidos
después de 10 y 20 minutos de incubacion constaron de coeficientes de
correlacion de 0,9687 y 0,969 respectivamente para este mismo pH (datos no
mostrados). Por otro lado, en la figura 4 se muestran los resultados de la curva
con el mejor coeficiente de correlaciéon para un pH de 9,6 del buffer hidracina
sulfato después de 10 minutos de incubacion contando con un coeficiente de
correlacion de 0,963; mientras que para los 15 y 20 minutos de incubacion se
obtuvieron coeficientes de 0,9626 y 0,9615 respectivamente para este mismo
pH (datos no mostrados). Se procedid a usar la curva de calibracion



correspondiente al buffer de pH 9,8 después de 15 minutos de incubacion para
calcular la concentracion de lactato en las muestras.

En la figura 5 se pueden apreciar los resultados de las concentraciones de
lactato obtenidas a partir de las replicas de los medios de MSCs en diferentes
edades celulares. Los medios de las MSCs de pases tempranos no mostraron
absorbancia alguna por lo que se presume que la produccion de lactato no fue
detectable; por otro lado la concentracion de lactato obtenida a partir del medio
de MSCs de pases tardios fue de 60uM respectivamente con una desviacion
estandar de 16,5.
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Figura 3. Gréfica de la Curva patron de lactato en condiciones de pH 9,8 de buffer hidracina
sulfato después de 15 minutos de incubacion.
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Figura 4. Gréafica de la Curva patron de lactato en condiciones de pH 9,6 de buffer hidracina
sulfato después de 10 minutos de incubacion.
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Figura 5. Gréfica de las Concentraciones de lactato tanto para MSCs de pases tempranos
como para aquellas de pases tardios.

4. Senescencia asociada a actividad de B-GAL

Los ensayos de actividad de la enzima B-galactosidasa demostraron que las
MSCs de pases tardios fue casi diez veces mayor que la actividad obtenida en
las MSCs de pases tempranos con valores de 1021896 nmol/h/mg y
130493nmol/h/mg respectivamente como lo muestra la figura 6. Como se
esperaba, la actividad B-GAL aument6 con el tiempo que se mantuvo el cultivo.
Para este analisis solo se llevo a cabo una unidad experimental, ya que consta
de un estudio preliminar por lo que no se cuenta con replicas con las que se
pueda calcular la desviacién estandar.
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Figura 6. Gréafica de la Actividad B-galactosidasa en las muestras de MSCs de pases
tempranos y tardios.



5. Cambios en el potencial de membrana mitocondrial

La figura 5 revela los cambios en el potencial de membrana de las MSCs en
diferentes estadios celular; como se muestra en la figura, se presentd un
potencial de membrana por parte de las MSCs de pases tempranos de una
relacion de 30 entre fluorescencia verde y fluorescencia roja, mientras que para
las células de pases tardios el potencial consistio de 26. Estos resultados
fueron los esperados ya que. El incremento en el potencial de membrana se ha
reportado que disminuye con el envejecimiento celular.
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Figura 7. Grafica de los Cambios en el potencial de membrana entre células de pases
temprano y tardios.

Por otro lado los resultados sobre el tamafio de las MSCs, donde las células de
pases tempranos alcanzan un tamafio de menor, que las células de pases
tardios (datos no mostrados), lo cual concuerda con los resultados de las
microscopias donde las células mostraron morfologias mas grandes e
irregulares tal y como se esperaba.

Por ultimo, en la figura 8 se muestra la granularidad celular asociada tanto a las
MSCs de pases tempranos como a las de pases tardios donde estas ultimas
mostraron un porcentaje de desviacion de la luz en 90° del 290% mientras que
las MSCs de pases tempranos mostraron este pardmetro en un 260%
aproximadamente. Estos resultados concuerdan con lo esperado ya que la
granularidad est& asociada a procesos de division mitética que aumenta con el
tiempo del cultivo.
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Figura 8. Grafica de la Granularidad correspondiente a MSCs de pases tempranos y tardios.

6. Fragmentacion nuclear

La figura 9 muestra los resultados de tincion de Hoechst que demostraron
las ausencia de Mycoplasma sp. por otro lado no existe diferencia en la
aglutinacion entre MSCs de pases tempranos Yy tardios desmostradas por la
tincion tal y como se ve en la figura 9. Se esperaba que se evidenciara una
diferencia entre dichas aglutinaciones del tinte dentro del DNA entre células
de pases tempranos y tardios.

Figura 9. A. Tincion multiple de Hoechst de MSCs de pases tempranos en microscopio confocal
olympus ix 81 a escala de 30um



Figura 9. B. Tincion multiple de Hoechst de MSCs de pases tardios en microscopio confocal
olympus ix 81 a escala de 30um.

Figura 9. C. Tinciéon de Hoechst para una MSC de pase temprano en microscopio confocal
olympus ix 81 a escala de 2um.



Figura 9. D. Tincién de Hoechst para una MSC de pase tardio en microscopio confocal olympus
ix 81 a escala de 2um.

Discusiodn

Cuantificaciéon de poblaciones celulares, duplicacién de poblacion, y ciclo
de vida

Teniendo en cuenta que los pases de hicieron cuando las MSCs se
encontraban en una confluencia del 80%, el conteo celular obtenido para este
porcentaje de confluencia correspondia a un nimero de células de 2x10°
aproximadamente, sin embargo los tiempos para alcanzar dicha confluencia
variaron dependiendo del pase que se estuviera trabajando. Segun lo reportado
por Tsutsumi y colaboradores [15] el tiempo necesario para obtener un numero
de células del orden de 10° se logra después de 25 dias de incubacién; esto se
puede deber gracias a que las MSCs estaban en un estado de vejez ya que
contrastando dichos resultados con los obtenidos por este estudio se presume,
que el cultivo con el cual hicieron el andlisis se encontraba en pase 6 ya que
aproximadamente se obtuvo un numero de células de 2x10° en el pase 6
después de 19 dias de incubacion.

Por otro lado, segun lo reportado por Wagner y colaboradores [3] la figura de
ciclo de vida de MSCs aisladas de un paciente de 44 afios y cultivadas en
medio comercial cambrex con 10% de FBS, demuestra que estas células llegan
a senescencia al cabo de alrededor de 74 dias de incubacién contando con 8
PD. Los datos recopilados por este estudio demuestran que después de 51
dias de incubacion llegando a aproximadamente 13 PD, las MSCs no han
alcanzado un estado de senescencia. Muchos factores estan asociados en el
desarrollo de la senescencia los cuales aun no son conocidos muy bien, sin
embargo se han relacionado el acortamiento de telomeros, dafios en el DNA,



acumulacion del inhibidor p16INK4a, estrés oxidativo y activacion de la proteina
de supresion tumoral p53; la razon por la que las MSCs cultivadas en este
estudio no llegan a un estado de senescencia después de un tiempo de
incubacion de 51 dias, puede sugerir que por el hecho de que son SC, tienen la
capacidad de modular el desarrollo de rutas que inducen senescencia con el fin
de permanecer en un estadio de rejuvenecimiento por la reprogramacion de su
estado fisiologico a partir de la regulacion en la expresion de Smurf2, el cual se
considera que actua también como supresor tumoral para permitir su propia
proliferacion marcando residuos de proteinas innecesarias con moléculas de
ubiquitina para que estas sean degradadas, algunos de los pardmetros que
pueden modular son el estrés oxidativo y la produccién de telomerasa los
cuales estan asociados a dafios en el DNA [7,16-18].

Cuantificacién de lactato

Las MSCs de pases tardios mostraron una produccion promedio de lactato de
61,23 uM, dato que al contrastar con los logrados por funes y colaboradores
[19] los cuales corresponden a una concentracion de 3,5mM debido a que a
pesar de que se atribuyen a datos de un cultivo primario de MSCs que
deberian constar de una produccion reducida de lactato, el hecho de que la
incubacion de este cultivo fue realizada en 1% de O, para generar un ambiente
de hipoxia, lo que atribuye al cultivo menos tensiones de oxigeno por lo que las
MSCs recurren a la fermentacién lactica para obtener energia.

La razon por la cual las cuantificaciones de lactato en células de pases tardios
y tempranos son diferentes se atribuye al hecho de que existe una lanzadera
de malato-aspartato, la cual ayuda a mantener la integridad de la membrana
mitocondrial gracias a la generacion de gradientes de iones H* por parte de
estas lanzaderas; en células senescentes se ha reportado que dichas
lanzaderas, tales como la de malato-aspartato y de glicerol-3-fosfato, no se
encuentran presentes, por lo que las células tienden a recurrir a la fermentacién
lactica para compensar la generacion de NAD" que se perdié con la inhibicion
de las lanzaderas para mantener la restriccion caldrica [20].

Senescencia asociada a actividad B-GAL

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que la actividad 3-GAL
para ambas edades de las células, fue diferente en un orden de casi 10 veces
por parte de las células de pases tardios con respecto a las de pases
tempranos. Estos resultados comparados con los obtenidos por Stenderup y
colaboradores en el 2003 [21] donde sefialan que la actividad de p-GAL
asociada a senescencia presentan diferencias en cultivos de distintos
duplicaciones de poblacion gracias a que las MSCs de los Ultimos pases
consideradas como células viejas, respondian mas rapidamente a la reaccion



que aquellas células jovenes es decir, de primeros pases, a una razén de 10
veces mas rapido (4% por PD para viejas y 0,4% para jovenes).

La senescencia asociada a actividad B-GAL, se ha sugerido que se da por
parte de los lisosomas ya que dicha enzima se encuentra presente en estos
organelos. Esta actividad ha sido reportada en fibroblastos humanos
senescentes contando con un pH de 6 para su actividad, esta mismo actividad
no ha se ha reportado en cultivos de células terminales diferenciadas ni en
células quiescentes, a pesar de ello no se conoce bien la razon por la que a
pesar de ser una enzima con una actividad optima a pH 4 cuando se trata de (-
galactosidasa lisosomal, dicha actividad en células senescentes se caracteriza
por presentar pH mas elevado al cual actua, por lo que algunos autores han
sugerido que tal vez, dicha actividad corresponde a otro tipo de B-galactosidasa
0 a la activacion de la ruta Ras [22]. Sin embargo los hallazgos reportados por
Kurz y colaboradores en el 2000 [23] sugieren que dicha actividad incrementa
con el contenido lisosomal que se encuentra asociado al incremento de
replicaciones celulares.

Cambios en el potencial de membrana mitocondrial

Segun la figura 5, la disminucion en el potencial de membrana mitocondrial se
observa en el cultivo de células de pases tardios, mostrando valores de 26, lo
cual concuerda con lo reportado por Sugrue en el 2001 [24] donde aquellas
células en estado de vejez, en incluso de senescencia presentan una
disminucién del potencial de membrana, tanto aquellas a las que se les indujo
la sobreexpresion de p53 y generaron senescencia, como aquellas que la
generaron naturalmente. Uno de los factores implicados corresponde al
decrecimiento en la permeabilidad de la membrana generado por la falta en la
respuesta del complejo de poros de transicion de permeabilidad mitocondrial
(PTPC) el cual es un complejo proteico mitocondrial que esta involucrado en la
permeabilidad de la membrana interna gracias a su selectividad.

Con respecto al tamafio celular y la granularidad los resultados demuestran
gue ambos parametros fueron mayores para las células de pases tardios que
para las de pases tempranos. Las proteinas asociadas a estas caracteristicas
son las implicadas con la fusion y fision mitocondrial, las cuales tambien
determinan el estado de senescencia de las células. Resultados encontrados
por Lee en el 2007 [25] demuestran que células en estado de senescencia
inducida por una delecion del gen que codifica para la proteina humana de
fision 1 (hFisl) muestran una granularidad del 10% mas que aquellas que no
se encuentran senescentes mientras que los tamafios de las MSCs como lo
reporto Wagner en el 2008 [3] tienden a ser mucho mas grandes dejando de
lado la morfologia fibroblastoide que las caracteriza.



Fragmentaciéon nuclear

De acuerdo a los resultados obtenidos por la tincion de Hoechst, la formacion
de heterocromatina dilucida que tanto las células de pases tardios como
tempranos no muestran mucha diferencia en cuanto a las aglutinaciones del
tinte acoplado a los surcos menores del DNA, a diferencia de lo reportado por
Funayama en el 2006 [26] el cual presenta datos donde las células
senescentes tienden a formar aglutinaciones en los puntos donde el DNA esta
mas condensado y por tanto, se encuentra mas frecuencia de surcos menores.
En dicho estudio, se revela que existe una pérdida de la proteina histonica H1
la cual esta sumamente relacionada al superenrrollamiento del DNA, sin
embargo se reporta que se genera un incremento en la produccion HMGAZ2 la
cual es una proteina no histonica que contiene dominios de union al DNA y
puede actuar como un factor de regulacioén transcripcional.

Conclusiones y recomendaciones

Los resultados revelados en este estudio demuestran que este cultivo de MSCs
aisladas de lipoaspirado se resisten a llegar a un estado de senescencia o bien
el tiempo del cultivo no ha sido el suficiente para que desarrollen estas
caracteristicas por lo que se recomienda seguir expandiendo las células por un
mes mas para determinar si existen cambios en los marcadores asociados a
senescencia.
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