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I. RESUMEN

La alta prevalencia en la sociedad actual de la obesidad y sus patologias asociadas genera
un foco de interés sobre las investigaciones en torno al tejido adiposo. Este interés se ha
visto incrementado con los recientes descubrimientos acerca de la influencia de
determinados factores ambientales en la dinamica de dicho tejido, que pueden incluso
desembocar en la aparicion de fenotipos patologicos. El punto de mira recae, por tanto, en
las células que constituyen el tejido implicado: los adipocitos. Estas células alcanzan su
fenotipo a través de un conjunto de cambios morfologicos y de expresion génica que
constituyen la diferenciacion adipogénica. Dada la implicacion en la diferenciacion celular
del sistema de fosforilacién oxidativa (OXPHQOS), una ruta metabdlica energética de las
mitocondrias, se ha decidido estudiar su papel en este mecanismo.

Para ello, se sometié a células hASC a las condiciones de diferenciacion en ausencia y en
presencia de un factor ambiental concreto: diferentes xenobioticos inhibidores del sistema
OXPHOS. Los compuestos elegidos fueron rotenona (10 nM), antimicina A (10 nM) y
oligomicina (16 nM), y cada uno se ensay0 por separado. Los resultados obtenidos
muestran que impedir el correcto funcionamiento del sistema OXPHOS durante el proceso
de diferenciacién adipogénica repercute en ella, alterandola respecto al proceso natural.

I. ABSTRACT

The high prevalence of obesity and related pathologies in current society has focused a
point over researches about the adipose tissue. This interest has been increased due to the
recent discoveries of environmental factors which can influence on adipose tissue
dynamics, and may even result in pathological phenotypes. Therefore, the target spotlight
the cells that form the implicated tissue: the adipocytes. These cells get their phenotype
through several morphological and epigenetic changes which constitute the adipogenic
differentiation process. Due to the implication in the cell differentiation process of the
oxidative phosphorylation system (OXPHQOS), an energetic metabolic mitochondria
pathway, it has been chosen to study its role in this molecular mechanism.

So that, hASC cells were exposed to differentiation conditions in absence and presence of a
specific environmental factor: different OXPHOS system xenobiotics inhibitors. The
chosen compounds were rotenone (10 nM), antimycin A (10 nM) and oligomycin (16 nM),
each one of them separately assayed. The obtained results show that disrupting OXPHOS
well-made function, during the adipogenic differentiation process, has an effect on it,
modifying natural process relation.



II. INTRODUCCION

1. Elsistema de fosforilacion oxidativa

Las mitocondrias son unos organulos intracelulares que debido a su origen procariético
(endosimbiosis de una o-proteobacteria) constan de una doble membrana [1]. Esas dos
membranas distintas y funcionales son: una membrana externa que rodea a una membrana
interna, la cual al tener méas superficie se repliega sobre si misma formando las conocidas
como crestas mitocondriales [2].

El espacio comprendido entre ambas se denomina espacio intermembrana, y el delimitado
por la membrana interna se denomina matriz mitocondrial [1], [2]. Dicha matriz alberga un
genoma circular, el DNA mitocondrial (mtDNA). Este genoma, de herencia exclusivamente
materna [1], ha sido evolutivamente reducido por transferencia de genes al nlcleo hasta
contener unicamente 37 genes. Estos genes restantes codifican 22 RNAs de transferencia
(tRNASs), 2 RNAs ribosdmicos (rRNASs) y 13 cadenas polipeptidicas [2].

Estos organulos son conocidos principalmente por su papel en la produccion de energia a
través de la fosforilacion oxidativa o sistema OXPHQOS, una ruta metabolica clave para el
metabolismo productor de energia en las células de los organismos aerébicos [2]. Esta ruta
tan importante tiene lugar en un espacio concreto de la mitocondria, las crestas de la
membrana mitocondrial interna (Figura 1) [2], donde se encuentran alojados los complejos
de la cadena respiratoria mitocondrial (o cadena transportadora de electrones) y la ATP
sintasa [3].

La cadena respiratoria mitocondrial se compone de una serie de transportadores electronicos
(Figura 1), proteinas integrales organizadas en complejos supramoleculares (CI-1V). Cada
uno de ellos es capaz de catalizar secuencialmente la transferencia electrénica a través de
una porcion de la cadena [3].

La secuencia que siguen los electrones procedentes de la oxidacién de los nutrientes de la
dieta a través de dicha cadena es: NADH deshidrogenasa (Cl), Coenzima Q, Ubiquinona-
citocromo ¢ oxidorreductasa (CllII), Citocromo c, Citocromo oxidasa (CIV) y finalmente el
oxigeno de la respiracion actia como aceptor reduciéndose a agua (Figura 1). La energia
liberada durante el transporte de electrones permite el bombeo de protones desde la matriz
mitocondrial al espacio intermembrana, generando asi un gradiente electroquimico. La
energia contenida a su vez en este gradiente es utilizada para generar calor y energia en
forma de ATP mediante el paso de protones de vuelta a la matriz a través del canal
protdnico de la ATP sintasa (también conocida como CV) [3].

Los cinco complejos que forman parte de OXPHOS estan codificados mayoritariamente por
el genoma nuclear (en el caso de CllI, la enzima Succinato deshidrogenasa, Gnicamente por
él), pero los 13 polipéptidos codificados por el mtDNA son subunidades de los cuatro
complejos restantes (Figura 1) [1]-[3].



Por tanto, debido a su localizacion, a sus particularidades geneticas y a su implicacion en la
sintesis de la cadena respiratoria mitocondrial, el mtDNA resulta crucial para la correcta
funcién de OXPHOS [2] y a la vez un condicionante para ciertas patologias. Esto ultimo se
debe a que determinadas alteraciones en el mtDNA hacen que el organismo sea propenso a
sufrir los efectos de determinados xenobioticos [1], [4].
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Figura 1. Sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHQOS) y el genoma mitocondrial humano
(mtDNA). Tomada de [2]. a) Genes codificados por el mtDNA y sus productos.
b) Disposicion de los complejos de la cadena respiratoria en la membrana interna
mitocondrial y la secuencia de transporte de los electrones. Tanto en a) como en b) se
indican las subunidades de cada complejo codificadas por el mtDNA.

Para terminar en lo que respecta a la mitocondria, aunque se ha dicho que es la méas
conocida, la funcion de OXPHOS no se limita Gnicamente a la produccion de energia a
través de la sintesis de ATP. Este sistema también juega un papel importante en otros
eventos celulares como la muerte celular programada [1], la contribucion en respuestas
frente a distintos estreses (como por ejemplo el oxidativo) [1], la intervencion en la
inmunidad innata [2], o la diferenciacion celular [5].

2. Diferenciacion adipogénica

La diferenciacion adipogénica o adipogénesis es el proceso de desarrollo en el cual una
célula mesenquimal indiferenciada termina diferenciandose en un adipocito. Este proceso
consta de una serie de estadios definidos a lo largo de los cuales se suceden los cambios de
expresion génica y de la morfologia celular que determinan el fenotipo final (Figura 2) [6].

Entre esos cambios de expresion génica se requiere la activacion de numerosos factores de
transcripcion, como el receptor y activado por el proliferador peroxisomal (PPAR-y) y la
proteina de union al CCAAT/enhancer (C/EBP) [6].



En cuanto a los cambios morfoldgicos que tienen lugar en las céluas (Figura 2), consisten
principalmente en el paso de una forma de tipo fibroblasto a una casi esférica debido a la
aparicion gradual de gotas de grasa intracelulares. Esa grasa acumulada ademas al llegar a
los dltimos estadios termina desplazando el ndcleo contra la membrana plasmatica en el
anillo del escaso citoplasma restante [6].
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Figura 2. Diferenciacion adipogénica. Tomada de [6]. Conjunto de cambios morfologicos
producidos a lo largo de la diferenciacién. Las flechas indican la posible reversion entre
estadios.

Los adipocitos resultantes de la diferenciacion son los principales constituyentes del tejido
adiposo, un tejido clave en el control del metabolismo corporal. No solo regula el balance
de energia (almacenamiento y movilizacion de triacilglicéridos), sino que tambien ejerce
como un organo endocrino (secrecion de lipidos y factores proteicos como por ejemplo las
adipoquinas) [6].

En los Gltimos afios el tejido adiposo ha despertado un alto interés por la alta prevalencia de
la obesidad y patologias asociadas (tales como diabetes, hipertension, etc.) en la sociedad
actual [7], asi como por los resultados de estudios recientes que indican que la exposicion
ante diversos factores ambientales externos pueden afectar a la capacidad de las células para
Ilevar a cabo esta diferenciacion [6].

3. OXPHOSy la diferenciacién celular

La diferenciacién celular se vincula con la funcion OXPHOS por evidencias tales como que
la induccién de la diferenciacién esta acompafiada por un incremento en el nimero de
copias de mtDNA, en los niveles de polipéptidos codificados por el mtDNA, en la tasa de
consumo de oxigeno y en el ATP intracelular [5].

Todas estas evidencias sugieren que en la diferenciacién se desencadena un proceso de
biogénesis mitocondrial y un aumento de su actividad metabolica. Esto conlleva una
transicion en la forma de produccion de energia, desde la glicolisis inicial en las células sin
diferenciar hasta la fosforilacion oxidativa, que proporciona mas energia. Por tanto, la
propia funcion de OXPHOS es también importante para la dinamica de los tejidos [5].

4. Modelo celular

Las células madre derivadas de tejido adiposo humanas (hASC) son células madre
somaticas que residen en una gran variedad de tejidos (no sélo en la médula dsea, sino
también en tejido adiposo, tendones, musculo esquelético, placenta, fluido amnidtico,
sangre del cordon umbilical, etc.). Estas células pueden diferenciarse en distintas progenies
de multiples linajes, incluyendo osteoblastos, condrocitos, hepatocitos y adipocitos [8], [9].
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Segun los criterios minimos establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(ISCT), las hASC tienen que ser adherentes al plastico cuando se cultivan en condiciones
estandar, deben expresar una serie de antigenos de superficie especificos, y deben poder
diferenciarse a osteoblastos, condroblastos y adipocitos in vitro [10].

Ademas de esa gran capacidad de diferenciacion, este tipo de células secretan factores pro-
angiogénicos, inmunomoduladores y anti-apoptéticos [11]-[13]. En cuanto a su utilizacion,
aparte de en estudios de diferenciacion como en este caso, también pueden ser empleadas
en ingenieria de tejidos y en potenciales aplicaciones terapéuticas o clinicas [14].

5. Efecto en la diferenciacion de los xenobidticos que actian sobre OXPHOS

Existe una gran cantidad de xenobidticos que interaccionan con subunidades de los
complejos del sistema OXPHOS y cuyos efectos sobre la dinamica celular siguen sin estar
del todo esclarecidos. Por tanto, como ya se ha dicho antes, estas sustancias toxicas con las
que uno puede entrar en contacto en el ambiente pueden afectar a la capacidad proliferativa
y al potencial de diferenciacion de las células y, por tanto, a la dindmica tisular, pudiendo
incluso llegar a causar la aparicion de fenotipos patoldgicos.

Asi por ejemplo, la teoria obesogénica sostiene que hay un conjunto de esos xenobioticos
(como por ejemplo las organotinas, compuestos utilizados como biocidas [15]) que al
provocar diferencias en la funcion OXPHOS promueven la diferenciacion hacia la
obesidad y otros sindromes metabolicos asociados [16].

Pero no todos los casos generan el mismo fenotipo. Como muestra de la situacion contraria
se encuentran algunos tratamientos terapéuticos, tales como antirretrovirales basados en
analogos de nucledsidos, o antibioticos ribosomales. Los primeros inhiben la y-polimerasa
mitocondrial impidiendo la replicacion del mtDNA y pueden causar lipoatrofia [17],
mientras los segundos impiden la sintesis de las proteinas codificadas por el mtDNA y
pueden disminuir la diferenciacion adipogénica [4].

En general, estos compuestos suelen afectar a la mitocondria por su condicion de origen
bacteriano. Debido a ello la mitocondria todavia conserva algunos rasgos similares a los
microorganismos patdgenos, que son el verdadero objetivo de los tratamientos (ya sean
terapéuticos o de otra indole). Un ejemplo de esto son antibi6ticos ribosomales tales como
Cloranfenicol o Linezolid, que ademas de a los ribosomas procariotas también se unen a la
subunidad mayor de los ribosomas mitocondriales impidiendo su funcion [18].

No hay que olvidar tampoco que ademés el mtDNA influye, ya que segun el haplotipo un
individuo puede estar mas predispuesto o ser mas susceptible a sufrir el efecto patoldgico,
como es el caso mencionado antes de la lipoatrofia causada por los antirretrovirales [17].

Hechos como estos resaltan dos cosas. La primera, es la relativa “facilidad” con la que uno
podria entrar en contacto con estas sustancias potencialmente toxicas, ya sea porque debido
a su uso generalizado terminan siendo contaminantes ambientales (como las organotinas) o
porque podria ser necesario consumirlas (como los tratamientos terapéuticos). La segunda,
es la importancia de conocer como afectan ciertos xenobioticos a la dinamica celular, si es
que lo hacen, ya que de lo contrario seguiran suponiendo un riesgo para la salud.



Entre los distintos xenobidticos que son actualmente objeto de estudio se encuentran los
siguientes (Figura 3):

Lonchorcarpus, este metabolito comUnmente utilizado como pesticida es un
inhibidor del complejo I. Se une irreversiblemente bloqueando el paso de los
electrones a la ubiquinona. Como resultado, aumentan los niveles celulares de ROS
y disminuyen los de ATP [19], [20].

sitio Qi del complejo Il bloqueando la transferencia de electrones entre el
citocromo b y el c. La inhibicion del complejo 111 conlleva la pérdida del potencial
de membrana mitocondrial, incrementandose la produccion de ROS y disminuyendo
los niveles celulares de ATP [20], [21].

por varias cepas distintas de Streptomyces, es un inhibidor del complejo V. Ejerce
su efecto uniéndose de forma directa en la subunidad F, de la ATP sintasa, de
manera que impide el flujo de protones a través del canal. Como consecuencia
disminuyen los niveles celulares de ATP [20], [22].
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Figura 3. Estructura quimica de los tres xenobidticos seleccionados para el estudio en este
trabajo. Adaptada de [20].



I11.PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO

1. Hipotesis inicial

En la naturaleza existen cientos de xenobi6ticos que al inhibir la actividad enzimatica de los
complejos respiratorios afectan a la funcionalidad del sistema de fosforilacion oxidativa.
Por otro lado se sabe que la funcion de dicho sistema estd implicada en el proceso de
diferenciacion adipogénica. La hipotesis de este trabajo consiste en que determinados
compuestos que inhiban la funcion mitocondrial podrian por tanto afectar también a la
adipogénesis.

2. Objetivo

El objetivo general del presente trabajo es estudiar y comparar la diferenciacion
adipogénica de las hASC tanto en ausencia como en presencia de los xenobidticos
seleccionados (rotenona, antimicina A y oligomicina) en busca de diferencias significativas
debidas al efecto de dichos compuestos quimicos.

Para ello se ha dividido en los siguientes objetivos especificos:

1. Comprobar que los xenobidticos escogidos, a las concentraciones elegidas
realmente afectan al sistema OXPHOS

2. Aprender a cultivar y diferenciar hASC a adipocitos

Diferenciar las hASC en presencia de los xenobi6ticos seleccionados

4. Estudiar el efecto de los xenobidticos sobre la diferenciacién adipogénica de las
hASC

w



IV. MATERIALES Y METODOS

1. Linea Celular

En el presente trabajo se utilizaron las células StemPRO® Human Adipose-Derived Stem
Cells de Invitrogen (células madre derivadas de tejido adiposo humanas o hASC), aisladas
de tejido adiposo humano recolectado durante procedimientos de liposuccion y
criopreservadas como cultivo primario. En el laboratorio se dispone de diferentes lineas
hASC procedentes de distintos donantes. En este trabajo se han utilizado concretamente las
hASC-2, caracterizadas genéticamente en [4].

Este tipo de células conserva la capacidad de diferenciarse a multiples fenotipos de células
maduras in vitro (como condrocitos, osteocitos, etc.), aunque el fenotipo que interesa
conseguir en este caso es el de adipocito.

2. Medios de cultivo y reactivos generales

Medios de cultivo

Los distintos medios de cultivo utilizados a lo largo del trabajo fueron preparados en el
propio laboratorio, con los siguientes componentes:

- Crecimiento y mantenimiento de las células madre:
0 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), glucosa 25 mM, Glutamax
(Gibco 61965), 90 %.
0 Suero Fetal Bovino (Sigma-Aldrich) 10 %.
0 Piruvato Sodico (Sigma-Aldrich) 1 mM.
- Diferenciacion adipogénica:
0 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), glucosa 25 mM, Glutamax
(Gibco 61965), 89 %.
Suero Fetal Bovino (Sigma-Aldrich) 10 %.
Piruvato sodico (Sigma-Aldrich) 1 mM.
Dexametasona (Sigma-Aldrich) 1 uM.
Indometacina (Sigma-Aldrich) 200 uM.
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (Sigma-Aldrich) 500 pM.
o Insulina (10 ug/ml), (Sigma-Aldrich).
- Xenobidticos de estudio:
0 Rotenona (Sigma-Aldrich) 10 nM.
0 Antimicina A (Sigma-Aldrich) 10 nM.
o Oligomicina (Sigma-Aldrich) 16 nM.

O O O O O

Reactivos generales

Todos los reactivos quimicos utilizados fueron de grado analitico o apto para biologia
molecular y cultivo celular en su caso. La mayoria de ellos proceden de las casas
comerciales Sigma-Aldrich y Thermo Fisher.



3. Instrumentacion
- Contador de células automatico Countess Automated Cell Counter® (Invitrogen™).
- Lector de microplacas NOVOstar, BMG Labtech.
- Floid Cell Imaging Station (Life Technologies).
- Oxigrafo de alta resolucion Oroboros® Oxygraph-2k.
- Campana de flujo laminar Holten LaminiAir HB 2448.
- Incubador de celulas Nuaire® DHD AutoFLow.
- Centrifuga para tubos Falcon Beckman Coulter Allegra™ X — 22, rotor Sx4250.
- Centrifuga Eppendorf MiniSpin® plus.
- Microscopio invertido con camara acoplada, modelo DMIL (Leica).
- Contenedor de congelacion “Mr.Frosty™” (ThermoScientific).

4. Cultivo y diferenciacion

Condiciones de cultivo celular

Los soportes utilizados para el cultivo de este tipo celular, el cual crece de forma adherente,
fueron placas de cultivo de 100 mm de diametro y multiplacas de 6 y 12 pocillos. Se trabajé
en campana de flujo laminar para mantener la esterilidad.

Los cultivos se mantuvieron siempre en condiciones de normoxia (20 % O,, en un
incubador de células, a 37 °C y 5 % de CO,), siendo renovado el medio de cultivo cada 2 -
3 dias, ya sea el de crecimiento o el de diferenciacion.

Procedimientos de cultivo celular

Las hASC almacenadas en nitrogeno liquido, se descongelaron y se sembraron. Para la
descongelacion se tomo el vial de células del tanque de N liquido y éstas se resuspendieron
en medio de cultivo a 37 °C. La suspension celular resultante se sembré en una placa de
cultivo adecuada y a las 24 horas se renové el medio. A partir de ese momento el medio de
cultivo fue renovado de forma periddica cada 2 - 3 dias hasta tener las células en
confluencia (inhibicién por contacto), momento en el cual se procedio a tripsinizarlas.

Para ello, se lavaron con Tampon Fosfato Salino (PBS) los restos de medio de cultivo para
evitar la inhibicion de la tripsina por el Suero Fetal Bovino (FBS) y se incubaron las placas
con la solucion de tripsina TrypLE Express (Thermo Fisher) (1,5 ml/placa) durante
5 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo, se comprobd que las células hubieran pasado a
estar en suspension observandolas con el microscopio invertido y se recogieron en un
volumen de medio de cultivo 3 veces mayor al utilizado de tripsina. Tras recogerlas en
tubos Falcon se centrifugaron para obtener el pellet celular. Una vez obtenido puede
destinarse a varios propoésitos, o mas frecuente es para sembrar nuevas placas o para
congelarlo y almacenarlo.

En el primer caso, sembrar nuevas placas supone hacer una duplicacion, es decir, las células
tripsinizadas y centrifugadas se resuspenden en el medio de cultivo utilizado y luego son
distribuidas esta vez en dos o0 méas placas de cultivo distintas segun la cantidad de células
que haya (previo contaje en el contador de células automatico). La finalidad de esto es



prolongar la linea de cultivo y aumentar la cantidad de células durante las primeras fases del
experimento. Cada una de esas duplicaciones se considera como un nuevo pase.

En cambio, si el pellet se destinaba a la congelacion celular, éste tenia que ser resuspendido
en medio de congelacion: DMEM suplementado con 20 % FBS y 10 % Dimetilsulfoxido
(DMSO), un compuesto que actia como crioprotector. Para su almacenamiento se utilizaron
criotubos resistentes al N, liquido (los cuales antes de ser introducidos en el tanque de N,
liquido se mantuvieron al menos 24 horas en el contenedor de congelacion a — 80 °C), y la
cantidad de células congeladas por vial fue de 1-10° aproximadamente.

Establecimiento de un pool de células

Los primeros dias de trabajo se dedicaron principalmente al cultivo de las hASC para poder
establecer una pequefia coleccion de células de varios pases, con la que poder trabajar
durante el desarrollo del proyecto y que sirviera de reservorio ante cualquier imprevisto que
obligase a repetir o volver a empezar.

Las células utilizadas se encontraban inicialmente en el pase 5. Conforme las placas de
cultivo se encontraban aproximadamente a un 80 % de confluencia se doblaban y hacian
nuevos pases. Finalmente se congelaron 4 criotubos de hASC en nitrogeno liquido,
correspondientes a pase 6 y pase 7.

Diferenciacién adipogénica en presencia de xenobioticos

Para llevar a cabo los experimentos, se descongel6 un criotubo correspondiente a pase 6 con
el que se sembraron dos placas de cultivo de 100 mm. Los 10 dias siguientes se dedicaron a
conseguir una cantidad adecuada de células para poder empezar las diferenciaciones
haciendo dos nuevos pases (de dos placas se pasoé a tener 3, y de 3 se duplicaron a 6). Una
vez alcanzada la confluencia en las seis placas (de pase 8), las células se tripsinizaron,
centrifugaron y resuspendieron para poder sembrar las seis placas de pocillos sobre las que
se realizaron posteriormente las diferenciaciones.

Por un lado se sembraron 3 placas de 6 pocillos, para una vez finalizada la diferenciacion
recoger por separado el sobrenadante y los pellets celulares, para testar leptina y
triglicéridos (marcadores adipogénicos) respectivamente. Por otro lado, se sembraron 3
placas de 12 pocillos, para cuantificar gotas lipidicas intracelulares mediante un colorante
lipofilico llamado Nile Red (marcador adipogénico) una vez terminada la diferenciacion.

Una vez las células alcanzaron la mayor confluencia posible se procedié a sustituir el medio
de crecimiento por el medio de diferenciacion. Para cada xenobidtico se prepar6 una placa
de seis pocillos y otra de 12 pocillos, con las siguientes distribuciones:

- En las placas de 6 pocillos, la primera fila se dejé como células control (medio de
diferenciacion) y la segunda fila se dejo en presencia del xenobiodtico que
correspondiera (medio de diferenciacion + xenobi6tico).

- En las placas de 12 pocillos, las dos primeras columnas se dejaron como células
control (medio de diferenciacion), mientras que la tercera y cuarta columna se
dejaron en presencia del xenobiotico que correspondiera (medio de diferenciacion +
xenobiotico)
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A partir de ese momento el medio de diferenciacion (con o sin xenobiotico segln los
pocillos) se fue renovando cada 48 - 72 horas durante las tres semanas siguientes (tiempo
que dura el protocolo de diferenciacion establecido) hasta la finalizacion del experimento.

Al final del experimento se contaron las células presentes en cada uno de los pocillos, con el
fin de comprobar que los distintos xenobidticos no afectaban a la viabilidad celular. Para
realizar el contaje primero fue necesario recoger los sobrenadantes y tripsinizar las células.
Se tomd una alicuota de 10 ul de las células en suspension y se mezcld con una del mismo
volumen de azul Tripan. Este colorante determina la viabilidad de los cultivos por exclusion
de captacion, ya que sblo penetra en aquellas células cuya membrana esta dafiada,
tiiéndolas de azul.

La mezcla resultante se distribuyd entre las dos cAmaras de Neubauer del portaobjetos del
contador de células automatico, y se procedié a contarlas en dicho instrumento. El contaje,
ademas de para la viabilidad celular también se utiliza para referir los resultados de los
marcadores de adipogénesis al nimero de células presentes.

Tras el contaje, el resto de células se centrifugaron. Tanto los pellets celulares obtenidos
como los sobrenadantes anteriormente recogidos se almacenaron a — 80 °C para
posteriormente medir sobre ellos parte de los marcadores de adipogénesis.

5. Determinaciones bioquimicas

Medida del consumo de oxigeno en presencia de xenobibticos

El consumo de oxigeno se midié con un oxigrafo de alta resolucion que utiliza electrodos
muy sensibles y minimiza la difusion de oxigeno. Se basa en el principio béasico de la
respirometria: una muestra celular en una camara cerrada consume el oxigeno haciendo
disminuir la concentraciéon del mismo, de manera que si se representa el descenso frente al
tiempo se obtiene la velocidad de consumo de oxigeno. El oxigrafo se encuentra acoplado a
un software avanzado (DatLab4), el cual informa simultaneamente de las velocidades de
consumo de oxigeno y la estabilidad de la sefial del mismo, y es utilizado para la
adquisicion y analisis de datos.

Para esta técnica se utilizaron células hASC sin diferenciar de pase 7 en crecimiento
exponencial. Se tripsinizaron, se centrifugaron y se contaron. El pellet celular se diluy6 en 2
ml de medio DMEM sin FBS para evitar burbujas y se introdujeron en las dos camaras de
las que dispone el oxigrafo. Estas se cerraron y se esperd a que se estabilizara el flujo de
oxigeno, obteniéndose de esa forma el valor de respiracion endégena.

Una vez llegados a ese punto se afiadié en cada camara un xenobi6tico distinto: rotenona y
antimicina A, ambas a una concentracién de 10 nM. Se esperé de nuevo a que se
estabilizara el flujo de oxigeno para obtener el valor de la respiracién inhibida. Se realiz6 un
Unico experimento para cada caso, ya que se trataba de una medida a nivel cualitativo. En
cuanto a la oligomicina, esta medida no se realizd debido a la existencia de material
bibliografico del departamento aprovechable.
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Marcadores de adipogénesis

Los marcadores elegidos han sido: la leptina, una adipoquina producida y secretada por los
adipocitos diferenciados; los triglicéridos, moléculas lipidicas generadas durante la
adipogénesis; y las gotas lipidicas, estructuras formadas durante la adipogénesis para
almacenar la grasa generada. En los tres casos la medicion, ya se colorimétrica o de
fluorescencia, se realiza con el lector de microplacas.

medida cuantitativa de dicha adipoquina, ya sea en suero, plasma o en el propio
sobrenadante de los cultivos celulares. Este ensayo utiliza un anticuerpo especifico
para la leptina humana inmovilizado en el soporte de una placa de 96 pocillos.

Tanto los estandares utilizados para la recta patron (entre 1,64 y 400 pg/ml) como
las muestras de sobrenadante se pipetean en los pocillos, y la leptina presente en
cada caso queda fijada a ellos a través del anticuerpo localizado en el fondo de cada
uno. Tras incubar overnight a 4 °C y lavar los pocillos se afiade un segundo
anticuerpo, en esta ocasion uno biotinilado anti-leptina humana, y se deja incubar
una hora, a partir de aqui a temperatura ambiente.

Una vez se elimina el anticuerpo no unido, se pipetea una solucion de estreptavidina
conjugada a la enzima HRP (peroxidasa de rabano) y se incuba 45 minutos. Los
pocillos se lavan de nuevo y finalmente se afiade el sustrato TMB
(3,3’5,5’-tetrametilbencidina), de manera que durante los 30 minutos de incubacion
se desarrolla la reaccidn colorimétrica de forma proporcional a la cantidad de leptina
unida.

La solucion stop produce el cambio de color de azul a amarillo, llevandose a cabo
posteriormente la medida de intensidad a 450 nm. Las muestras, procedentes de 3
experimentos independientes, se midieron por duplicado. Los resultados se expresan
como pg/ml.

es un ensayo in vitro para la medida cuantitativa de triglicéridos en muestras de
tejido o de cultivos celulares (preadipocitos humanos). Este ensayo utiliza la accion
sucesiva de varias enzimas. Primero, las muestras se resuspenden con la solucién de
extraccion de lipidos para conseguir la liberacion al medio de los triglicéridos a
detectar. Luego, tanto los estandares (entre 40 y 200 uM) como las muestras
procesadas se pipetean en los pocillos correspondientes de la placa de 96 pocillos.

Tras una breve incubacion de 10 minutos con la lipasa, enzima que metaboliza los
triglicéridos en glicerol y &cidos grasos, se afiade la mezcla de reaccion y se deja
incubar durante media hora a 37 °C. Esta mezcla contiene entre otras cosas la
enzima que oxida el glicerol anteriormente producido, y la sonda que gracias a ese
proceso redox posibilita la deteccion al conferir una coloracion rojiza proporcional a
la cantidad inicial de triglicéridos. Finalmente la medida de intensidad colorimetrica
se realiza por tanto a 570 nm. Las muestras, procedentes de 3 experimentos
independientes, se midieron por duplicado. Los resultados se expresan como puM.
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Nile Red, que en un ambiente hidrofobico pasa a ser fluorescente. Puede utilizarse
para determinar la acumulacion de triglicéridos en forma de gotas intracelulares
como marcador de la diferenciacion a adipocito.

- Cuantificacion de gotas lipidicas_intracelulares: mediante el colorante hidrofilico

Una vez finalizado el tiempo de la diferenciacion (3 semanas), se vacian los pocillos
de las placas de 12 pocillos y se lavan las células con 1 ml de PBS. Después, se
afiade a cada pocillo 1 ml de Nile Red diluido 1/100 con PBS. Tras una incubacion
de 15 minutos se procede a leer la placa en el fluorimetro, midiendo la fluorescencia
a 485 nm de excitacion y 572 nm de emisién. Se midieron 6 pocillos independientes
para cada condicion. Los resultados se expresan como unidades relativas de
fluorescencia (RFU).

Ademés de cuantitativamente, las gotas lipidicas pudieron visualizarse en la
estacion de imagen Floid. Para poder distinguir las células no diferenciadas, y que
por tanto no mostrarian ninguna sefial de fluorescencia, se realizd una tincion
nuclear con el flurocromo Hoechst.

6. Analisis estadisticos

Para llevar a cabo todos los anlisis estadisticos se ha utilizado el programa informatico
StatView 6.0. Para cada conjunto de datos se han calculado los valores medios y la
desviacion estandar. Mediante la prueba t de Student desapareada se han comparado y
estudiado estadisticamente los distintos parametros. Los p-valores menores a 0,05 se
consideran estadisticamente significativos (*). Las representaciones graficas se han
elaborado con el propio software del programa.
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V.RESULTADOS Y DISCUSION

1. Efecto de los xenobiéticos sobre OXPHOS

En primer lugar se determiné la concentracion adecuada con la que trabajar para cada uno
de los xenobidticos a estudiar. Debe tratarse de concentraciones muy bajas, con la intencion
de simular valores que puedan llegar a darse en sangre en los casos de exposicion a estos
contaminantes ambientales, pero que sean suficientes como para inhibir el sistema
OXPHOS.

Para ello, se llevo a cabo una revision bibliografica de varios de los estudios realizados
durante la ultima década en los que emplearon alguno de los xenobioticos seleccionados en
relacion a la diferenciacion adipogénica. Los datos recogidos se encuentran en la Tabla 1, la
cual se puede consultar en el Anexo. En ella, ademés, se encuentran recopilados otros
parametros y condiciones de ensayo (tipo celular, tiempo de exposicion al xenobiotico,
efectos, etc.) que se comentaran a lo largo de la discusion.

Por tanto, los rangos utilizados por otros laboratorios sirvieron de base para llegar a la
decision final. En el caso de la rotenona y la antimicina A, la concentracion elegida para
ambos casos fue 10 nM. En cuanto a la oligomicina, dado que ya se habia utilizado en el
laboratorio del departamento con el mismo tipo celular [4], se optd por usar la misma
concentracion, 16 nM.

Una vez establecidas las concentraciones, se decidié comprobar su efecto inhibitorio sobre
el sistema OXPHOS en nuestras células hASC no fuera a ser que se tratara de
concentraciones demasiado bajas.

El experimento consistié en un andlisis a nivel cualitativo del consumo de oxigeno por parte
de las células, en el que se comparo la respiracién endégena en ausencia de los compuestos,
y la posterior respiracion una vez afiadidos los xenobidticos.

En el caso de la rotenona y la antimicina A, el cambio producido se puede observar en la
Figura 4. En efecto, el consumo de oxigeno (linea roja) se redujo a menos de la mitad al
adicionar cada una de las drogas, al verse afectada la cadena de transporte mitocondrial.
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Figura 4. Evolucién del oxigeno consumido por las células hASC. Linea azul:
concentracion de oxigeno en la camara. Linea roja: consumo de oxigeno en la camara.
Primer segmento (01): respiracion enddgena. Segundo segmento (02): respiracion
inhibida, una vez estabilizada tras la inyeccion del xenobiotico (momento representado por
una linea vertical). A) Rotenona (rosa). B) Antimicina A (verde).

Con respecto a la oligomicina, en los trabajos previos del departamento/laboratorio ya se
habia comprobado su efecto inhibitorio a la concentracion de 16 nM en hASC [4], cuyos
resultados pueden consultarse en la Figura adicional 1, en el Anexo.

2. Efecto de los xenobidticos sobre la viabilidad celular

Tras ver que las concentraciones de xenobidticos elegidas inhibian el sistema OXPHOS, se
quiso comprobar que éstas no afectaban a la viabilidad celular de las hASC. Por ello, una
vez finalizado el periodo de tres semanas de diferenciacion, se procedi6 a contar las células
presentes en cada una de las placas, para asi también poder normalizar més adelante los
resultados de los marcadores adipogénicos frente al nimero de células vivas.

La media de los contajes realizados se muestra en la Figura 5. Como puede apreciarse, la
presencia de los xenobidticos no ha resultado toxica para las células, ya que no han
afectado, de forma significativa, a la viabilidad celular respecto a los controles sin droga.
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Figura 5. Numero de células vivas.
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3. Diferenciacion adipogénica del modelo celular

A lo largo de las tres semanas de diferenciacion in vitro se pudo observar mediante
visualizaciones al microscopio invertido que esta transcurria con éxito en las células
control, debido a la aparicién progresiva de gotas lipidicas en el citoplasma de las células.

La progresion de dicho fendmeno, el mas apreciable a simple vista de la adipogénesis,
queda reflejada en la Figura 6. En dicha figura se puede ver como, a la mitad del tiempo de
tratamiento, ya han ido formandose pequefias gotas en varias células (en algunos casos en
cantidad considerable), mientras que al final del mismo aquellas células que han respondido
al medio de diferenciacion presentan mayor presencia de ellas y de mayor tamafo.

Figura 6. hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocito durante 3 semanas. Imagenes de
microscopio invertido a 20X. A) Sin diferenciar. B) tras 10 dias de cultivo con el medio de
diferenciacion. C) tras 21 dias. Imégenes de estacion de imagen Floid. D) tras 21 dias,
tefiidas con Nile Red (gotas lipidicas en verde) y Hoechst (ntcleos en azul)

Respecto a la morfologia, aunque en general han alcanzado un tamafio mayor al de las
células sin diferenciar, no todas las células que presentan grasa acumulada han adoptado
una forma més esférica. En esos casos contienen gotas lipidicas pero siguen manteniendo
un aspecto que recuerda al fibroblasto, al ser alargadas y estrechas en vez de redondeadas.

Por lo tanto, algunos autores denominarian a estas células preadipocitos o adipocitos
inmaduros, ya que se sabe que los adipocitos maduros son redondeados y contienen una
sola gota lipidica grande rodeada de un fino anillo citoplasmatico [6].
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Considerando estos resultados, se puede afirmar que, al menos morfolégicamente, se ha
conseguido con éxito la diferenciacion adipogénica de las células hASC utilizadas. Ademas,
se midieron otros parametros de diferenciacion como la secrecion de leptina y la cantidad
de triglicéridos acumulados, cuyos resultados seran mostrados detalladamente en apartados
posteriores. Con respecto a la tasa de diferenciacion, no se calcul6 cuantitativamente pero se
pudo ver que era menor a la alcanzada (36,8 +/- 8,3 %) en otros trabajos realizados en el
departamento [4].

Los hechos que podrian haber influido en este aspecto son varios. Para poder cuadrar el
largo periodo de cultivo necesario, el protocolo de diferenciacion se empezd antes de que
las células hubieran alcanzado el porcentaje dptimo de confluencia. Este porcentaje suele
ser bastante alto, y aunque es el punto de partida entre los distintos protocolos existentes no
siempre es el mismo (por ejemplo, debe ser en torno al 80 % segun el StemPro®
Adipogenesis differentiation kit de Invitrogen™, pero segin el Poietics™ human
ADSCs — adipogenesis protocol de Lonza debe ser mayor o igual al 90 %). Por otra parte, el
medio de diferenciacion utilizado fue preparado personalmente, con los componentes
descritos en materiales y métodos, en vez de usar uno comercial. Por lo tanto, su eficacia y
por ende el porcentaje de diferenciacién obtenido puede ser menor respecto a los medios
comerciales, los cuales estan estandarizados y optimizados para ese fin.

4. Efectos sobre la diferenciacidén adipogénica de los inhibidores del sistema OXPHOS

Una vez constatada la diferenciacion de las células control, llega el momento de compararla
con las células tratadas con los xenobioticos, para ver si han experimentado una mayor,
igual o menor diferenciacion. La comparacion se realiza en base a los tres marcadores
adipogénicos elegidos.

Leptina

Esta proteina pertenece a la familia de las adipoquinas, hormonas secretadas por el tejido
adiposo [6]. Esta caracteristica le convierte en un marcador perfecto de este tipo de
diferenciacion, puesto que a mayor tasa de diferenciacion mayores niveles de leptina habra
en consecuencia, y viceversa. Ademas, esta proteina es secretada por las células, lo cual
facilita su analisis, ya que solo hace falta recoger el sobrenadante de los cultivos y realizar
un ensayo ELISA mediante el kit descrito en materiales y metodos.

En cuanto a los resultados, no se detectaron diferencias significativas con respecto a las
células control para ninguno de los tres xenobidticos utilizados. Sin embargo, el aspecto
mas a tener en cuenta de estos resultados es su poca fiabilidad. La razon es que a la hora de
realizar la medicion no se pudo respetar el protocolo debido a problemas técnicos de la
instrumentacion utilizada. Por tanto, los resultados no se muestran y el experimento deberia
ser repetido en un futuro.

En todo caso, aunque se hubieran conseguido resultados significativos o simplemente de
una fiabilidad aceptable, Unicamente se habria podido comparar con trabajos previos el
resultado de la oligomicina [4]. Respecto a los otros dos xenobioticos no hay mediciones de
esta hormona adipocitica en la bibliografia consultada.
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Los otros dos marcadores son los mas caracteristicos dado que corresponden a la funcion
determinada para el fenotipo diferenciado: la reserva energética en forma de grasa [6]. Es
por ello que son los parametros principalmente determinados en otros estudios.

Cantidad de triglicéridos

Se procedi6o a calcular de manera cuantitativa (uM), gracias al kit enziméatico de
Adipogénesis de Abcam, la cantidad de triglicéridos almacenados por las células durante el
proceso de diferenciacion. Al contrario que con la leptina, aqui fue precisa la lisis celular
para liberar el contenido.

Mientras que para la rotenona y la antimicina A no se producen variaciones significativas,
las células diferenciadas en presencia de oligomicina 16 nM generaron una mayor cantidad
de triglicéridos respecto a su control sin droga (Figura 7).

Esto concuerda con los resultados del trabajo realizado con la misma concentracién en el
departamento [4]. En dicho trabajo este mismo parametro se veia aumentado
significativamente, si bien los experimentos citados se realizaron con medio de crecimiento
en vez de diferenciacion, que es el empleado aqui.
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Figura 7. Estudio de la diferenciacion de las hASC en funcion de la cantidad de
triglicéridos acumulados (uM). Los resultados se han expresado como porcentajes, siendo
el 100 % el valor del control. ROT: rotenona; control 100 + 35,2; droga 89,3 + 30,1;
p=0,7093. AA: antimicina A, control 100 + 30,9; droga 117,2 + 18,1; p=0,4551.
OLI: oligomicina, control 100 £ 7,6; droga 132,5 + 10,3; *p=0,0118.

Nile Red

Consiste en una cuantificacion de las gotas lipidicas presentes en las células, que captan el
colorante lipofilico Nile Red, y cuya intensidad de fluorescencia puede medirse mediante un
espectrofotometro.
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En contraste con los otros dos marcadores, los tres xenobidticos presentan cambios
significativos. Mas concretamente, su presencia en los cultivos a lo largo de todo el periodo
de diferenciacion ejerce un efecto inhibitorio, con un descenso considerable en la formacion
de las gotas lipidicas. Esa disminucion se puede ver en la Figura 8.
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Figura 8. Estudio de la diferenciacion de las hASC en funcion de la sefial fluorescente del
colorante Nile Red. Los resultados se han expresado como porcentajes, siendo el 100 % el
valor del control. ROT: rotenona; control 100 + 14,2; droga 52,7 + 13,9; *p=0,0002.
AA: antimicina A, control 100 = 19,1; droga 68,7 = 12,8; *p=0,0076. OLI: oligomicina,
control 100 £ 15,3; droga 45,5 + 4,8; *p<0,0001.

La tincion fluorescente, no sélo permite la cuantificacion de las gotas, sino que ademas
también ofrece la oportunidad de visualizarlas mediante un microscopio de fluorescencia.
La Figura 9 es un ejemplo de esto, en la que se puede comprobar, gracias a las capturas
realizadas de las tinciones celulares en la estacion de imagen Floid, la menor diferenciacion
que se ha producido en los cultivos con el xenobi6tico.

Figura 9. Imagen de fluorescencia. En azul, los nucleos tefiidos con Hoechst, para
distinguir las células sin diferenciar. En verde las gotas lipidicas, debido a la tincion con
Nile Red. A) Celulas (control) diferenciadas en ausencia de oligomicina B) Celulas
diferenciadas en presencia de oligomicina.
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Tal y como se decia, en dicha figura se puede ver que entre las células diferenciadas en
presencia del xenobidtico hay menor cantidad de ellas que presente fluorescencia verde, es
decir, gotas lipidicas. Ademas, en esos casos las células son de menor tamafio y de menor
intensidad debido a la menor cantidad de gotas y al menor tamafio de éstas.

Recapitulando, en base a este marcador, los tres inhibidores de OXPHOS inhibirian
claramente la diferenciacion. Sin embargo, eso supone una discrepancia con respecto a los
marcadores anteriormente tratados que impide afirmar con rotundidad que ese sea el efecto
producido por los xenobioticos.

Andlisis en conjunto de los marcadores

Hasta ahora, se han ido analizando los resultados de cada marcador de manera individual,
pero si se quiere llegar a resolver la hipotesis planteada, se precisa una vision mas global.
Evidentemente, lo ideal seria que para un xenobiotico en concreto, el efecto producido en
sus tres marcadores fuera el mismo.

Sin embargo, entre los distintos resultados de este estudio el factor méas repetido ha sido la
falta de consistencia entre ellos, lo cual dificulta el andlisis de los mismos y la
determinacion del efecto producido por los xenobidticos. Un aspecto que probablemente ha
influido en parte en esa inconsistencia es el no tener mas repeticiones de la realizacion de
las técnicas. Esto habria aportado un mayor nimero de datos (mejora de la estadistica) y
una mayor experiencia a la hora de realizarlas (mejora de la calidad de los datos).

La discrepancia comentada se produce entre la cantidad de triglicéridos y la fluorescencia
debida al Nile Red. Estos dos marcadores deberian en principio coincidir entre si ya que
estdn midiendo parametros muy relacionados: la cantidad de grasa (triglicéridos)
almacenada en el interior de las células diferenciadas y la cantidad de gotas lipidicas (que
son los depdsitos de grasa acumulada) presente en las células diferenciadas. Sin embargo,
para los tres xenobioticos han sido diferentes entre ellos. En este aspecto en particular, no es
la primera vez que se describen diferencias entre estos dos marcadores [23].

Los unicos resultados que han coincidido han sido la falta de diferencias en los niveles de
leptina y triglicéridos de la rotenona y antimicina A. No obstante, hay que recordar que los
resultados de la leptina suscitan desconfianza. Por tanto se van a dejar al margen a lo largo
de este analisis. Ademas, estas inconsistencias no son algo Unico de este trabajo. Entre los
distintos estudios utilizados como base y bibliografia, para un mismo xenobiotico se han
descrito efectos opuestos.

Para ir dilucidando el efecto de cada xenobio6tico y comparar con los antecedentes (las
principales diferencias entre las condiciones de ensayo estan recogidas en la Tabla 1, en el
Anexo), lo mejor serd ir por partes, empezando con la oligomicina. Con respecto a este
xenobidtico, existia el precedente realizado en el propio departamento con las mismas
células y el mismo tiempo de exposicion (21 dias) [4]. En aquel estudio, los tres mismos
marcadores aqui empleados determinaron unanimemente un aumento de la diferenciacién
en presencia de la oligomicina. Aqui, en cambio, cada marcador supuso un resultado
opuesto: la cantidad de triglicéridos aumentd, y la tincion de las gotas lipidicas disminuyo.
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La diferencia en la realizacion entre un trabajo y otro es el medio sobre el que se afadi6 la
oligomicina para el cultivo de las células. Mientras aqui fue medio de diferenciacion, en el
primero fue medio de crecimiento [4]. Esto explica el claro aumento obtenido en la
diferenciacion en ese caso, puesto que se estd comparando con células sin diferenciar,
mientras que aqui el control son células diferenciadas.

En otros datos publicados, concentraciones menores de oligomicina (8 nM), produjeron un
aumento cuantitativo de los niveles de triglicéridos, pero las células (preadipocitos 3T3-L1
de ratén) no adquirian marcadores especificos de adipocitos [24]. Aunque en este caso hay
maés diferencias en cuanto a condiciones del ensayo (consultar Tabla 1 en Anexo), en un
principio podria parecer que estos resultados se corresponden mas a los aqui obtenidos, ya
que también se consigue un aumento de los triglicéridos. Sin embargo, a diferencia de lo
aqui ocurrido, en aquel caso ese aumento estuvo apoyado por un aumento de la tincion de
las gotas lipidicas [24].

En cuanto a la rotenona, la Unica variacion significativa entre parametros ha sido el
descenso en la tincién de gotas lipidicas (Nile red). Esto ya habia sido descrito para
concentraciones menores (8 nM) sobre preadipocitos 3T3-F442A de raton [25], y para
mayores (100 nM) sobre el mismo tipo de células y en presencia de un medio de
diferenciacion similar [26]. En el caso que usaron una mayor concentracion de rotenona, los
resultados parecen concordar con los aqui obtenidos, pero al igual que la dosis el tiempo de
exposicion también fue distinto (7 dias) [26].

En contraposicion a estos dos ultimos comentados, el mismo tipo celular empleado (hASCs)
en presencia de concentraciones iguales (10 nM) experimentd un aumento de la
diferenciacion adipogénica [27]. En este caso, la diferencia podria deberse al empleo de
medio de diferenciacién para preadipocitos.

Con respecto a la antimicina A, al igual que con la rotenona, el Gnico cambio significativo
es el descenso en la tincion con Nile Red, lo que supondria una disminucion de la
diferenciacion atendiendo a ese Unico marcador. Eso mismo ocurrié con preadipocitos de
raton (3T3-F442A) tratados con mayores cantidades de antimicina A (20 nM) [25], mientras
que concentraciones similares a las aqui utilizadas (10 nM) provocaron un aumento de la
adipogénesis o de alguno de sus marcadores en otros estudios [24], [27], [28].

En el primero de ellos, al igual que en el aumento de diferenciacion causado por
rotenona [27], fueron hASCs con medio de diferenciacion de preadipocitos [27]. En los
otros dos, las células fueron tratadas con un medio de diferenciacion bastante diferente al
utilizado en el resto de trabajos (ver Tabla 1 en el Anexo), aunque solo se produjo el
aumento cuantitativo de los niveles de triglicéridos [24], [28].

En definitiva, en ninguno de los tres xenobidticos estudiados se puede concretar un efecto
especifico en base a los resultados obtenidos en este trabajo, debido a la falta de consenso
entre ellos. Aun asi es evidente que afectan a la diferenciacién. No hay méas que ver el
descenso producido en la cantidad de gotas lipidicas almacenadas en las células tratadas,
hecho apoyado por las pruebas visuales que suponen las imagenes tomadas.
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En cuanto a las diferencias en resultados respecto a la literatura, las comparaciones son
dificiles porque en ningln caso coinciden todas las condiciones del ensayo (células,
concentracion del xenobiotico, medio utilizado, tiempo de exposicion al xenobidtico, etc.).
Como ya se ha dicho, esas diferencias estan recogidas en la Tabla 1 del Anexo. Lo que si se
ha podido observar es que determinadas elecciones en esas condiciones podrian influir en
los resultados finales.

Por ejemplo, en los casos en los que se utiliza el medio de diferenciacion de preadipocitos,
un estadio mas avanzado que el de las células aqui utilizadas (hASC), se obtiene un
aumento de la diferenciacion tras exponer las células a los xenobidticos. En otros casos
como el antecedente del departamento [4], en el que se emplea medio de crecimiento, esa
podria ser la causa del aumento en la diferenciacion obtenido. Una explicacion seria que
como consecuencia de la presencia del xenobidtico (inhibidor de OXPHOS) en el medio de
crecimiento, por el fallo de la cadena respiratoria y la menor tasa de respiracion se produce
hipoxia y un aumento de ROS. Estos hechos estan contrastados que pueden promover la
diferenciacion [27]. Al tener como control celulas que no se han diferenciado en absoluto al
estar también en medio de crecimiento, el resultado obtenido es que se consigue un aumento
de la diferenciacion. Por ese motivo, en el caso presente, y en los similares en los que han
empleado medios de diferenciacion muy parecidos [26], los resultados serian diferentes
(respecto a ese tipo de circunstancias en concreto) ya que el control en estos casos si que
son células diferenciadas en perfectas condiciones.

Por ultimo, no hay que olvidar en ningin momento de que estos son resultados in vitro, por
lo que podria ser diferente a lo acontecido en el organismo in vivo cuando entre en contacto
con estas sustancias.
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VI. CONCLUSIONES

Las conclusiones alcanzadas en este trabajo han sido las siguientes:

Primera: se ha comprobado que los xenobidticos estudiados, a las concentraciones elegidas,
inhiben el sistema OXPHOS.

Segunda: se ha conseguido la diferenciacion adipogénica de las hASC.

Tercera: la presencia de los xenobioticos afecta a la diferenciacion adipogénica, a raiz de las
diferencias significativas entre los marcadores.

Cuarta: no se ha podido determinar con claridad cudl es el efecto concreto que producen los
xenobidticos sobre la diferenciacion adipogenica.

VI. CONCLUSIONS

The achieved conclusions in this study have been the following:

First: it has been proved that the assayed xenobiotics, at the chosen concentrations, inhibit
OXPHOQOS system.

Second: hASC adipogenic differentiation has been reached.

Third: seeing the significant differences between markers, the xenobiotics presence affects
to the adipogenic differentiation.

Fourth: it has not been clearly possible to determine the precise effect of xenobiotics on the
adipogenic differentiation.
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