Rev Cubana Invest Biomed 2003:22(2):109-16

Universidad Autonoma Metropolitana de Iztapalapa, México
Universidad Nacional Autonoma de México

DANO AL ADN Y NIVELES DE RADICALES LIBRES
EN FIBROBLASTOS DE RATONES JOVENES Y VIEJOS

Dra. Norma Ldpez Diaz-Guerrero, Dra. Maria Concepcidn Gutiérrez Ruiz, Dra. Edith Cortés Barberena,
Dr. Alejandro Zentella Dehesa y Dra. Mina Konigsberg Fainstein

RESUMEN

Se evalué el dafio al ADN en cultivos primarios de fibroblastos de pulmén provenientes de
ratones jovenes (2 meses) y viejos (13 meses), en presencia y ausencia de un reto por estrés
oxidativo y se correlacion6 este dafio con los niveles de las especies reactivas del oxigeno,
para contribuir a la comprension de la relacion que existe entre los niveles de especies
reactivas del oxigeno y el dafio al genoma con el envejecimiento celular. Este es un
fendémeno complejo que se ha tratado de explicar de diversas maneras, una es la teoria del
envejecimiento por radicales libres, la cual propone que este fendmeno se debe a la
acumulacion del dafio provocado por las especies reactivas del oxigeno a lo largo de la vida
del organismo. Sin embargo, existen otras teorias diferentes que obvian el estrés oxidativo
y tratan de explicar el envejecimiento basandose en cambios programados de la expresion
de ciertos genes.
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Los organismos vivos se encuentran evidenciado su papel en respuesta a la
constantemente expuestos a especiesestimulacion por factores de crecimiento
reactivas de oxigeno (ERO) por causa de que estan involucrados en la regulacion
agentes del medio ambiente como radiacio- proliferativa?? Sin embargo, si los niveles
nes, farmacos o incluso contaminacion, asi de moléculas oxidantes aumentan mas que
como también a fuentes endégenas del su contraparte de moléculas y sistemas
metabolismo celular como es la respiraciéon enziméticos antioxidantes, la célula se en-
mitocondrial, entre otras. Se sabe que las cuentra sometida a lo que se ha denomina-
ERO son indispensables para mantener la doestrés oxidativoComo resultado de este
homeostasis celular, para lidiar contra las incremento en las ERO pueden ocurrir mo-
infeccione$ y en los Ultimos afios se ha dificaciones en las proteinas, los lipidos y



el ADN. Cuando la concentracién de espe- en este trabajo se evalu6 el dafio al ADN
cies oxidantes causa mas dafios de los queen cultivos primarios de fibroblastos de
la célula puede reparar, sobreviene la muer- pulmén provenientes de ratones jovenes
te. Aun si existe un balance entre los (2 meses)y viejos (13 meses) en presencia
oxidantes y los antioxidantes, pueden ocu- y ausencia de un reto por estrés oxidativo y
rrir dafios puntuales que quedan sin repa- se correlaciond este dafio con los niveles
rar, pero que no alteran el metabolismo in- de especies reactivas de oxigeno.
mediato de las células. En el caso del ADN

esto puede ser de gran relevancia porque

los dafios pueden acumularse y heredarseMETODOS

a las siguientes generaciones celulares dan-

do lugar a genotipos alterados y células Cultivo celular

funcionalmente deficientés.

Se ha reportado que, comparadas con Los cultivos primarios de fibroblastos
las especies menos longevas, las masse han empleado como un buen modelo para
longevas poseen niveles de estrés estudios de envejecimientoen este caso
oxidativo mas bajo, que correlaciona con se decidi6 extraer fibroblastos de pulmén
un menor dafibAsimismo, existe unagran porque estos 6rganos se encuentran ex-
cantidad de estudios que relacionan la acu- puestos de manera constante a altas con-
mulacion de mutaciones y deleciones en el centraciones de oxigeno. Para obtener los
ADN causadas por estrés oxidativo con el cultivos se utilizaron ratones hembra de
envejecimiento, el cancery la evolucion de |a cepa CD1. Se consideraron jovenes a
enfermedades de la tercera etiatDe he-  |os 2meses de edad y viejos a los 13 meses.
cho, la teoria de Harman del envejecimiento Los fibroblastos se obtuvieron siguiendo
por radicales libréspropone que este fe- la metodologia d®oyle® Los cultivos se
nomeno se debe a la acumulacion del dafilomantuvieron en medio Eagle modificado
provocado por las ERO alo largo de la vida por Dulbecco (DMEM) suplementado con
del organismo. Sin embargo, existen otras 15 % de suero fetal bovino inactivado
teorias diferentes que obvian el estrés (Hyclone), penicilina (100 U/mL),
oxidativo y explican el envejecimiento ba- estreptomicina (100 mg/mL) y 1 % de
sandose en cambios programados de la ex-aminoacidos esenciales (Microlabis cé-
presion de ciertos genes, que también cuen-lulas se incubaron a 37 °C, 5 % de GO
tan con una gran cantidad de evidencia ex- 90 % de humedad, y se les cambi6 el medio
perimental que las apoy&'Por lo que es  cada tercer dia. Las determinaciones se rea-
claro que ain perdura la controversia so- lizaron cuando las células se encontraban
bre laimportancia del dafio oxidativo al ADN  en fase de crecimiento logaritmico.
como elemento determinante para el enve-
jecimiento celular. Reto de estrés oxidativo

De la teoria propuesta por Harman,
cabe esperar que las células provenientes  Para generar estrés oxidativo en las
de animales viejos posean mayor suscepti- células se emple6,B, porque es un agen-
bilidad a contraer y acumular dafio al ADN te oxidante natural y es precursor de algu-
al ser sometidas a estrés oxidativo, que lasnos de los radicales mas dafiinos como el
células provenientes de animales jovenes radical hidroxilo (OH-). En el caso de las
expuestos al mismo estrés. Es por ello que células que se utilizaron para cuantificar el
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dafio al ADN, se agreg6 una concentracion dida en mm, en un analizador de imagenes
de 0,3mMde KD, por 30 mina 37 °Ctanto  Sinoptics’® Los experimentos se realizaron
a los cultivos provenientes de animales j6- por triplicado en eventos independientes,
venes como de animales viejos. Mientras de los cuales se cuantificaron 50 cometas
gue para la evaluacion de los niveles de de cada condicion experimental.
radicales libres por citometria, se agregé la
misma concentracion de, @, pero los ni-
veles de ERO se determinaron 15y 30 min Mliveles de ERO por citometria de flujo
posteriores a la adicion.
El flouréforo DCFH (diacetato de
diclorodihidroflouresceina) se ha utilizado
Cuantificacion del daiio al ADN. Electroforesis ampliamente para cuantificar las ERO en
unicelular alcalina (ensayo cometa) cultivos celulares porque al oxidarse se res-
tablece la estructura electrénica de la
La electroforesis unicelular alcalina (en- fluoresceinay fluoresce a 520 nm si se exci-
sayo cometa) es una técnica que permite ta a 480 nm. La intensidad de la fluorescen-
cuantificar el dafio al genoma de manera in- cia que se observa en presencia del
dependiente en cada célula de una pobla-fluoréforo se puede correlacionar con el con-
cion, mediante la deteccién de rompimien- tenido celular de radicales libres, incluidas
tos de cadenas sencillas de ABIRaraeste  las especies reactivas de oxigeno, en espe-
ensayo se sembraron 5 ¥ t@lulas/crhen cial las derivadas del 8, como el OH*®
cajas multipozo. A las 24 h se despegaron Para detectar los niveles de radicales libres
usando tripsina 0,1-EDTA, se centrifugaron se sembraron 1 x 16élulas/cm en cajas
y el botdn se resuspendié en 40 mL de PBS. multipozo, pasadas 24 h se despegaron y
Se prepararon microgeles en portaobjetos se resuspendieron en 1 mL de PBS que con-
esmerila-dos con 3 capas de agarosa: la pri-tenia 4 mM de DCFEI Se incubaron a tem-
mera capa fue de agarosa regular 1 %, laperatura ambiente y en oscuridad por 15 min
segunda y tercera capas fueron de agarosgara cargar a las células con el fluoréforo.
de bajo punto de fusion 0,5 %. En la capa Después se centrifu-garon a 1 200 rpm por
del medio se encontraban las células. Los 5 min para eliminar el DCFEHho incorpora-
geles se despositaron en una solucién de lisisdo y se resuspen-dieron en 1 mL de PBS.
(NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM,  Inmediatamente después se cuantificd la
NaOH 0,25 M, Tritén 1 %, DMSO 10 %, flourescencia en un citémetro de flujo
pH 10) durante 2 h a 4 °C para precipitar las FacsCalibur (Beckton Dickinson) excitan-
proteinas. Posteriormente, se sumergierondo a 480 nm y analizando la intensidad de
en la solucién de electroforesis alcalina fluorescencia a 520 nm. Los resultados se
(NaOH 300 mM, NEDTA1mM, pH13)en  expresan en histogramas en los cuales el
la cual permanecieron por 20 min antes de eje de las X representa unidades arbitrarias
correr la electroforesis a 300 mVy 25 mA, de fluorescencia (UAF).
por 20 min. Una vez terminado el proceso,
los geles se enjuagaron con solucion de
neutralizacion (Tris 0,4 M, pH 7,4) 3 veces Andlisis estadistico
por 5 min, se tifieron con bromuro de etidio
(0,1 g/mL) y se cuantificé el dafio al ADN Para el andlisis estadistico de los re-
como la longitud de la cola del cometa me- sultados obtenidos por el ensayo cometa
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se utilizé la prueba no paramétrica de incremento de 120 % en el dafio causado
Kruskal-Wallis seguida del analisis de por el peréxidomientras que en las célu-
varianza de Tamhane. Mientras que la prue- las de animales jovenes el aumento fue
ba t de Student se us6 en los experimentossolo de 60 %.

de citometria. El nivel de significacion en

todos los casos fue de p< 0,05. Niveles basales de ERO

En la figura 2 se muestran los resulta-

RESULTADOS dos de citometria de flujo. En los paneles A
y B, a manera de control, se encuentran las
Daiio al ADN. Ensayo cometa células sin el fluoréforo, por lo que la in-

tensidad de la fluorescencia detectada a
Los resultados de los ensayos come- 520 nm se debe a la autofluorescencia inna-
tas realizados a las células provenientes deta de las células. Los paneles C 'y D mues-
ratones jovenes y de ratones viejos sin el tran a las células preincubadas unicamente
tratamiento de KD, muestran una diferen-  con el DCFH, sin agregar £, lo que indi-
cia estadisticamente significativa, con 30 % ca los niveles basales de ERO. Se observa
mas de dafio en las células de ratones vie-que la curva del histograma D (células de
jos. Al tratar a las células con®i,se en- ratones jovenes) estd mas desplazada ha-
contr6 que las células provenientes de ani- Cia la derecha que el histograma C (células
males viejos presentan 80 % mas dafio quede ratones viejos). Por otro lado, es eviden-
el determinado en las células que provie- te que los eventos en los histogramas no
nen de animales jovenes (fig. 1). Un punto estan distribuidos de manera homogénea
de vista mas interesante es comparar deen los 2 paneles. Esto es consistente en
manera independiente el dafio que se pro-todos los experimentos realizados, donde
duce en cada tipo celular. En el caso de lasse observa que la fluorescencia de las célu-
células de animales viejos se observé un las provenientes de ratones jovenes no se

Longitud del
cometa
m ((m)
150 =
*
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% *
50 | *
Fig. 1. Dario al ADN cuantificado por ensa-
0 yo cometa. Eldario sobre el ADN se ex-
SnHO. con03nM ¥ SinH.O. con03nM presacomo la longitud de la cola del come-
e HO. e WO ta dado en mm. Cada barra representa el
. e promedio del anélisis de 150 células tra-
[ Células de ratones jévenes B Células de ratones viejos tadas en 3 experimentos independientes.
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Fig. 2. Estrés oxidativo valorado con DCFH,, Los paneles de la izquierda corresponden a los histagramas obtenidos con las células provenientes
de ratones vigjos, mientras que los de la derecha corresponden a los histogramas de células de ratones jovenes. En los histogramas A y B se
muestran los histogramas obtenidos dnicamente con el fluordforo DCFH,, En los paneles C y D se abservan los histogramas 15 min después
de que se agregd el H,0, Las lineas continuas representan la intensidad de fluorescencia (IF) de los controles sin H,0,, lo que demuestra como
se corrid la IF en las células tratadas. Las condicionesexperimentales estan descritas en la seccidn de metodologia. £l porcentaje de cambio en
la intensidad de fluorescencia es el promedio de 4 experimentos realizados de manera independiente.

distribuye de igual manera que la fluores- ciala derecha de las curvas de los histogra-
cencia de las células de los ratones viejos. mas E y F en relacion con sus respectivos
controles, Cy D, debido ala adicion dgH
Niveles de ERQ inducidos por H,0, El promedio del aumento de la intensidad
de fluorescencia de 3 experimentos inde-
A los 15 min después de la adicién de pendientes, en el caso de las células de ra-
H._O,, se cuantific la intensidad de la fluo- tones viejos, corresponde a 37 %, mientras

272!
rescencia y se encontré un corrimiento ha- que el incremento correspondiente a las
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células de ratones jovenes es de 45 %, lomayor cantidad de ERO, de manera basal,
cual resulté no ser estadisticamente signi- en las células provenientes de animales jo-
ficativo. Secuantifico la fluorescencia a venes que de animales viejos. Esto pudiera
los 30 min desde la adicién del peréxido, deberse a una mayor actividad del metabo-
y no se encontré diferencia en los histo- lismo celular y una cadena respiratoria
gramas ni en la intensidad de la fluores- funcionalmente més activa. Cuando se agre-
cencia con respecto a los datos encon- gé HO, a los cultivos primarios, no se en-
trados a los 15 min. contré una diferencia estadisticamente sig-
nificativa en los niveles de ERO produci-
dos por el peréxido en las células prove-
nientes de animales y las de animales vie-
jos. Esto sugiere que el mecanismo de
La teoria del envejecimiento por radi- dfestoxificacién répida para este tipo de ra-
cales libreSpropone que los dafios que se dic@les en ambos tipos celulares sea muy
generan por accion de las ERO se acumu- Similar. No es posible asegurar de que ma-
lan a lo largo del tiempo, y que esto da lugar "€ra el es,tr.es OXIdatLVO esta afectando al
al deterioro conocido como envejecimien- APN Y qué tipo de dafio es el que se obser-
to. Los resultados de este trabajo muestranV&: Sin €émbargo, resulta claro que los ani-
que existe un mayor dafio basal en el ADN Males viejos son mas susceptibles al dafio
proveniente de animales viejos que en el POT peroxido que los jovenes. Retomando
ADN de animales j6venes. Sin embargo, es los resultados de los cometas, estos sugie-
dificil precisar el tipo especifico de dafio "€n que el dafio que se acumula en el
que se refleja en los ensayos cometas. Pordénomaalo largo del tiempo no son rompi-
un lado puede ser que sea el resultado demientos dlref:tos en la cadena de ADN sino
cortes o rompimientos en el ADN, o bien, dafios al nivel de la estructura de la
que se trate de dafios estructurales en lacfomatina, y se integran con los resultados
cromatina que relajan o “aflojan” la estruc- Obtenidos por citometria con respecto a los
tura general de esta. La magnitud del dafio Niveles de ERO; es posible pensar que cuan-
basal que se observa en las células de ani-do un organismo envejecido se enfrenta a
males ViejOS, lleva a pensar que el dafno que un reto de estrés OXida'[iVO, el deterioro que
se observa pueda ser una a|teracién en |ase manifiesta no se relaciona de manera di-
cromatina. Urcambio de este tipo podria recta con el dafio preexistente en el ADN,

modificar la transcripcién del material Sino con la capacidad que tiene este orga-
genético y explicar el deterioro funcio- Nismo de manejar el estrés oxidativo al que

DISCUSION

nal que se percibe en los animales vie-
jos como propone la teoria de Harman.
Por otro lado, un dafio explicado por
rompimientos en la cadena de ADN de
30 %, serd demasiado importante como
para que una célula pudiera seguir fun-
cionando de manera normal.

Los experimentos de citometria de flu-

se enfrenta, y mas aun, con los mecanis-
mos de reparacion con los que se cuenta
para poder resarcir el dafio generado por
las EROEstos resultados coinciden con los
de otros investigadorgs8quienes han pro-
puesto que mas que la acumulacién de dafio,
el fendmeno del envejecimiento esta dado por
una pérdida en los sistemas antioxidantes y

jo muestran que aparentemente existe unaen la capacidad reparativa de las células.
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SUMMARY

The ADN damage was evaluated in primary cultures of lung fibroblasts from young (2 months) and old (13
months) mice in the presence and absence of a challenge presented by oxidative stress. This damage was
correlated with the levels of the reactive oxygen species to contribute to the understanding of the relation
existing between the levels of reactive oxygen species and the damage caused by cellular aging to the
genoma. This is a complex phenomenon that has been tried to explain by different ways. One of them is
the theory of aging caused by free radicals, which proposes that this phenomenon results from the
accumulation of the damage caused by the reactive oxygen species during the orddeisHtsvever,

there are other theories that rule out the oxidative stress and try to explain aging on the basis of
programmed changes occurring in the expression of certain genes.

Subject headingsCELL AGING; DNA DAMAGE; REACTIVE OXYGEN SPECIES; FREE RADICALS;
OXIDATIVE STRESS; FIBROBLASTS; MICE.
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