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Abreviaturas

15-LOX2: Lipooxigenasa
ATM: proteina ataxia telangiectasia mutada

ATR: proteina ataxia telangiectasia relacionada con rad3
BPH: Hiperplasia benigna de prostata
c-MET: tirosina-proteina quinasa Met

CAP: Caperuza RNA

CCL3: Quimiocina ligando 3

CD44: Glicoproteina de superficie celular
CD57: Glicoproteina de superficie celular

CDK2/ciclina E: quinasa dependiente de ciclina 2

CDKA4/6/ciclina D: quinasa dependiente de ciclina 4 células

NE: Células neuroendocrinas

células NK: (del inglés Natural Killer), asesina natural o célula asesina es un linfocito

CHKZ: serinaltreonina quinasa 1
CHK2: serinaltreonina quinasa 2
CircRNA: RNA circulares

CK14: Citoqueratina 14

CK18: Citoqueratina 18

CKb5: Citoqueratina 5

CKa8: Citoqueratina 8

CS: Células senescentes

CSF: Factor estimulante de colonias 1
DGE: Perfil de expresion diferencial génica
DNA: Acido desoxirribonucleico

E2F: factor de transcripcion

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

ERO: Especies reactivas del oxigeno



FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos
GCP-2: Proteina quimio atrayente de monocitos 2
GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos

HPEC: Células epiteliales de préstata humana
HUVEC: Células umbilicales endoteliales

IGF: Factor de crecimiento similar a la insulina
IGF1: Factor de crecimiento insulinico tipo 1

IL-1a: Interleucina-1

IL-6: Interleucina-6

IL-8: Interleucina-8

IL-B: Interleucina- B

Ki-67: Marcador de proliferacién

LncRNA: RNA largo no codificante

MCP 1: Proteina quimio atrayente de monocitos 1
MCP 4: Proteina quimio atrayente de monocitos 4
MIP 1a: Proteina inflamatoria de macrofagos 1a
MIP 3a: Proteina inflamatoria de macrofagos 3a
MiRNA: MicroRNA mRNA: RNA mensajero

OIS: Senescencia inducida por oncogén

p21: inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina
p53: proteina supresora de tumores

p63: Proteina supresora de tumores

PAP: fosfatasa &cida prostatica

PF-4: Factor plaguetario 4

PGE2: Dinoprostona

piRNA: Acido ribonucleico asociado a piwi

pRB: proteina del retinoblastoma



PRC2: Complejo policomb dos pre-mRNA: Acido
ribonucleico mensajero sin madurar

PSA: antigeno especifico prostatico

RNA: Acido ribonucleico rRNA:

Acido ribonucleico ribosomal

SASP: Fenotipo Secretor asociado a la senescencia
SC: Senescencia celular

SDF-1: Factor estromal derivado 1

SIPS: Senescencia inducida por estrés prematuro
snRNA: Acido ribonucleico pequefio nuclear

SR: Senescencia replicativa

TGF-a: Factor de crecimiento epidérmico

TGF: Factor de crecimiento tumoral

tRNA: Acido ribonucleico de transferencia

TrxG: Grupo Tritorax

VEGF-A: factor de crecimiento endotelial vascular

WI-38: Fibroblastos de pulmén humano



Resumen

La célula senescente se caracteriza por encontrarse detenida en las fases iniciales
del ciclo celular, presentar resistencia ante la apoptosis y por diversas alteraciones
en la expresion génica. Poco se conoce acerca de las aberraciones transcriptomicas
ocasionadas por la senescencia en células epiteliales de préstata, existe evidencia
parcial de que estas perturbaciones podrian contribuir con la aparicion y progresion
de diversas enfermedades prostéaticas. En este trabajo se analizo el transcriptoma
de las células HPEC inducidas a senescencia por SIPS con el objetivo de determinar
cudles son las alteraciones en los patrones de expresion de diversos transcritos
como mRNA, IncRNA, circRNA y miRNA. Una vez determinados los analisis de
expresion diferencial génica se realizaron analisis de enriquecimiento de vias de
sefializacion y términos ontologicos para conocer las funciones moleculares,
bioldgicas y los componentes celulares que resultan afectados por las alteraciones
en la expresion génica. Los resultados de esos enriquecimientos mostraron
afectaciones en vias de sefalizacibn como como NRF2, TGF-3, VEGFA-VEGFR e
IFNy, ErbB, Hippo, MAPK, PI3K-Akt y Wnt. Asimismo, en las células HPEC
inducidas SIPS se confirmoé la presencia de 20 genes que ya han sido reportados
en otros modelos como parte del nlcleo de genes asociados a la senescencia. De
ellos, 9 genes presentan la mayor cantidad de interacciones proteina — proteina y
patrones de co-expresion. Ademas, se realizaron redes de interaccibn mRNA —
MiRNA y mRNA — mirRNA — CircRNA para tratar de encontrar los mecanismos de

regulacion que rigen la expresion de estos genes.

Las alteraciones presentes en el transcriptoma de HPEC provocadas por la
senescencia se asocian con procesos como carcinogenesis, metastasis, aparicion
y progresion de neoplasias, disminucion de la respuesta inmunologica y aumento

de resistencia a la apoptosis



Abstract

The senescent cell is characterized by being arrested in the cell cycle, presenting
resistance to apoptosis, and having various alterations in gene expression. Little is
known about transcriptomic aberrations caused by senescence in prostate epithelial
cells, there is partial evidence that these disturbances could contribute to the
appearance and progression of multiple prostate diseases. In this work, the HPEC
transcriptome was analyzed after SIPS induction in order to determine the alterations
in the expression patterns of various transcripts such as mRNA, INCRNA, circRNA,
and miRNA. Once the differential gene expression (DGE) analysis was determined,
enrichment analysis of signaling pathways and ontological terms were performed to
find the molecular, biological functions, and cellular components that are affected by
alterations in gene expression. The results of these enrichments showed effects on
signaling pathways such as Nrf2, TGF-3, VEGFA-VEGFR and IFNy, ErbB, Hippo,
MAPK, PI3K-Akt, and Wnt. These alterations are associated with processes such as
carcinogenesis, metastasis, neoplasms onset and progression, decreased immune
response and increased apoptotic resistance. Also, in HPEC induced to SIPS, the
presence of 20 genes that have already been reported in other models as part of the
nucleus of genes associated with senescence, was confirmed; and 9 genes of the
20 present the highest number of interactions and co-expression patterns. Besides,
MRNA-miRNA and mRNA-miRNA-circRNA interaction networks were made to try to

find the regulatory mechanisms that govern the expression of these genes.

The alterations present in the HPEC transcriptome caused by senescence are
associated with processes such as carcinogenesis, metastasis, onset and
progression of neoplasms, decreased immune response and increased resistance

to apoptosis.
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Introduccién

1.1 Envejecimiento

El envejecimiento es un fenédmeno bioldgico caracterizado por el deterioro y la
pérdida de las capacidades fisiolégicas y metabdlicas de un organismo que
inevitablemente conducen a la muerte. Este deterioro progresivo disminuye la
capacidad de respuesta del organismo a estimulos ambientales, o que provoca que
éste sea susceptible a padecimientos cronicos como sindrome metabdlico,
desoOrdenes neurodegenerativos, cancer y trastornos cardiovasculares entre otros
[1].

Se han encontrado algunos procesos asociados con el envejecimiento (Figura 1)
como el incremento del estrés oxidante, mutaciones, acortamiento de teldmeros,
disminucién de respuesta al estrés, disminucion de los sistemas de proteccion y
reparacion de dafio, etc. Sin embargo, no se comprenden del todo los mecanismos
moleculares que desencadenan el envejecimiento y que contribuyen a su
progresion, aunque algunas evidencias apuntan a que el dafio a biomoléculas
ocasionado por estrés oxidante y exposicion a xenobioticos podria desencadenar
una respuesta en la célula conocida como senescencia celular. Se sabe que la
acumulacion de células senescentes (CS) contribuye al deterioro del organismoy la

aparicion de patologias asociadas con la edad [2, 3].

Genomic instability
Telomere attrition

Stem cell
exhaustion

Cellular a‘
senescence
Mitochondrial
dysfunction

Epigenetic
alterations

Loss of
proteostasis

Deregulated
nutrient-sensing

Figura 1. Marcadores asociados al envejecimiento. Tomado de Lopez-Otin et al., 2017

13



1.2 Senescencia celular (SC)

Hace mas de cinco décadas Hayflick y colaboradores descubrieron que los cultivos
primarios de fibroblastos cesaban de replicarse después de un nuamero finito de
divisiones celulares, y a este fendmeno le llamaron senescencia celular replicativa
(SR) [4]. Afos después se descubrié que el acortamiento de los teldmeros en cada
division celular era el responsable de la detencion del ciclo celular. Sin embargo, en
afos recientes se ha observado que diferentes estimulos también pueden inducir la
entrada de la senescencia celular de manera prematura (Figura 2), es decir sin llegar
al limite maximo de las duplicaciones celulares, y por lo tanto sin acortar los
teldmeros. Algunos de estresores pueden ser los estimulos oncogénicos, en cuyo
caso se conoce como senescencia inducida por oncogén (OIS) [5]. Otra forma de
llegar al estado senescente de manera prematura es por dafio al DNA induciendo lo
que se conoce como respuesta de dafio al DNA (DDR del inglés DNA damage
response) que puede ser fomentada por distintos agentes estresores como
guimioterapéuticos, radiacion y estrés oxidante, y se denomina senescencia

prematura inducida por estrés (SIPS) [6, 7].

a
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1 %, -
Chemotherapy Replicative stress Wm
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Chromatin signalling
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changes Cell cycle arrest e® 08/ EX

o
Anti-apoptotic response OOOOO =) oo °oe®
- ° o g, ©00° o
— TR © o Oeo o

Senescence-associated Growth factors (EGF, FGFs,
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Cytokines (IL1, IL6)
Chemokines (IL8, CCL2)
ECM components and modifiers
(fibronectin, MMP2, MMP3)

Figura 2. Fenomeno de la senescencia celular. Tomado de Gonzales-Meljem et al., 2018
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Las células senescentes (CS) presentan una morfologia distinta de las células que
proliferan, poseen un gran tamafo, son alargadas y aplanadas. También se ha
observado la presencia de multiples nucleos, estructuras vacuoladas y mitocondrias
elongadas, lo que contribuye al aumento de la granularidad celular. Ademas, las CS
exhiben distintos cambios en el fenotipo como alteraciones metabdlicas,
remodelacion de la cromatina, alteracidon en la expresion y regulacion génica,
disminuciéon de la proteostasis, alteraciones de la dinamica mitocondrial y
alteraciones en la autofagia. Asi mismo, las CS son capaces de modificar el
microambiente celular en el que se encuentran gracias a la secrecion de distintos
factores que en conjunto se conocen como el fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP). Este secretoma caracteristico de las CS esta compuesto por
citocinas pro y antiinflamatorias, quimiocinas, metaloproteasas, factores de
crecimiento y otras moléculas que poseen tanto actividad paracrina como autocrina.
Todos estos elementos en conjunto generan un microambiente inflamatorio que
podria promover eventos desfavorables en la proliferacion y la migracion de células
tumorales. También se ha visto que el SASP esta asociado con otros padecimientos
relacionados con la inflamacién, como los que se observan en las enfermedades

cronico-degenerativas [8].

1.2.1 Mecanismo de establecimiento de la senescencia como respuesta al
dafio al DNA (DDR).

Aungque no todos los tipos de senescencia son ocasionados necesariamente por
dafo persistente al DNA como en OIS y RS, es un mecanismo muy importante en
SIPS. Esta respuesta al dafio persistente al DNA inicia por la fosforilacion de la
histona H2AX mediada por la proteina ataxia telangiectasia mutada (ATM), esta
fosforilacion es critica ya que se necesita para reclutar a otras proteinas de
respuesta ante ruptura de doble cadena y reparacion como la proteina ataxia
telangiectasia relacionada con rad3 (ATR) que es activada por medio de la proteina
de replicacion A. Ambas proteinas activadas se unen a sus respectivos blancos
CHK1 y CHK2 los cuales a su vez activan al factor de transcripcion p53 que detiene
el ciclo celular a través de la induccion de la expresion de la proteina p21 [9], que
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es un inhibidor de las cinasas dependientes de ciclina CDK2. Ademas, p53 puede
activar a la proteina p16 que inhibe al complejo CDK4/6/ciclina D lo que evita la
fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (pRB), e impide la liberacion del factor
de transcripcidbn E2F requerido para la expresion de genes encargados de la
progrecién del ciclo celular. Las proteinas de las vias p53/p21 y p16/pRB son usadas

como proteinas marcadoras del estado senescente [10].

Senales inductoras de Senescencia
(Estrés oxidante, radiacion,
farmacos)

= o
Wany

Figura 3. Mecanismo de establecimiento de la senescencia Modificado de Campisi et al., 2007

1.2.2 Fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP)

Aunqgue la célula senescente es incapaz de proliferar, presenta un metabolismo muy
activo que le permite sintetizar y secretar alrededor de 40 a 80 factores solubles e
insolubles que conforman al SASP. Los factores solubles pueden ser o no de
caracter proteico y su funcién principal es la de sefializacion. Ademas, estos factores
son capaces de modular el comportamiento de las células vecinas [11]. Las

interleucinas son los principales componentes solubles del SASP, dentro de las
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cuales se encuentran: IL-1a, IL-1B, IL-6 e IL-8. La produccion de citocinas
inflamatorias esta regulada por la expresion de IL-1a, lo que sugiere un mecanismo
de regulacion maestro del fendmeno de la inflamacién. Dentro de la familia de las
guimiocinas se encuentran frecuentemente sobreexpresadas MCP 1-4, MIP 1ay 3q,
eotaxina-3, GCP-2, PF-4 y SDF-1. Algunos otros componentes solubles son las
metaloproteinasas (MMP-1, 3, 10), factores de crecimiento (IGF1, IGFBP-1,3, 5,
CSF, G-CSF y GM-CSF) y prostaglandinas (PGEZ2). Entre los componentes
insolubles destaca la fibronectina, que es una glicoproteina que interactda con
diversas moléculas de la superficie celular. Algunas especies reactivas de oxigeno
y nitrdgeno se cuentan entre los componentes insolubles del SASP [12, 13]. Pese a
gue los genes y componentes del SASP son los elementos mas conservados de la
senescencia, la composicion puede variar dependiendo el tipo celular, via de
induccion o estadio de la senescencia [14, 15].

Una de las principales funciones del SASP es reclutar células del sistema
inmunologico, principalmente macrofagos y células NK para eliminar a las células
senescentes, una vez que han terminada su funcidén y evitar el crecimiento y
proliferacion de tumores [16, 17], sin embargo y de manera contraria, también
pueden promover la proliferacion, la migracion y la invasiébn de células
protumorigénicas en tejidos epiteliales especialmente de mamay prostata, asi como

la degradacion y la remodelacién de la matriz extracelular [13, 18].

El SASP también esta involucrado en la reparacion y renovacién de tejidos gracias
a los diversos factores de crecimiento secretados, ademas de limitar la fibrosis
durante la reparacién [19]. Adicionalmente, algunos componentes del SASP estan
involucrados en etapas tempranas del desarrollo embrionario contribuyendo a la
formacion de la cresta ectodérmica apical y la placa del techo neuronal en ratones

y pollos [20].

Debido al microambiente inflamatorio generado por algunos componentes del
SASP, el organismo pierde la homeostasis, lo que contribuye a la aparicion de
enfermedades relacionadas con la senescencia. Por ejemplo, la IL-6 y la MCP-1

estan involucradas en la progresion de la insuficiencia renal crénica, la IL-8 esta
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relacionada con la inflamacién del pancreas y la progresion de la diabetes. También
se ha relacionado a las metaloproteasas con la capacidad de remodelar la matriz
extracelular, lo cual favorece la migracion y proliferacion de células malignas [21,
22].

1.2.3 Senescencia celular y su relacion en patologias como cancer

Aunque las células senescentes desempefian un papel importante durante el
desarrollo, la remodelacion de tejidos y la supresion de tumores, su capacidad de
secretar componentes proinflamatorios propicia la creacion de un microambiente en
donde las células protumorigénicas pueden proliferar y crecer libremente [18]. La
inflamacion es una de las caracteristicas principales del cancer, ya que se estima
que el 20% de tumores malignos son ocasionados por inflamacién cronica. es
interesante mencionar que un gran porcentaje de los tipos de cancer son de origen
epitelial. La inestabilidad genémica y el desgaste de los telomeros, ademas de altas
tasas de proliferacion, podrian ser la causa de la elevada susceptibilidad al cancer
por parte de las células epiteliales [23].

Las citocinas IL-6 e IL-8, son capaces de propagar la senescencia entre células
vecinas y propiciar un ambiente proinflamatorio. Ambas citocinas son reguladas por
la expresion de IL-1a la cual funciona como regulador y activador maestro del SASP.
IL-6 e IL-8 a través de la estimulacion paracrina promueven el crecimiento de

tumores en prostata y vejiga [24, 25].

En 2016, Revandkar y colaboradores reportaron que el tamafio de los tumores de
préstata disminuia cuando la respuesta de senescencia aumentaba por inhibicion
de la via de sefializacion Notch, esto lo constataron midiendo el aumento de p27
como marcador de senescencia, y disminucién de Ki-67 que es un marcador de
crecimiento celular sobre-expresado en tumores [26]. Por otra parte, en 2017 Blut y
colaboradores encontraron que la terapia de privacion de andrégenos inducia
senescencia en las células cancerosas de prostata, o que contribuye a la

persistencia del cancer en este tipo de células [27].
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1.3 Morfofisiologia de la préstata

La préstata es un
organo glandular que forma parte
del aparato reproductor
masculino. Esta conformada por
la zona central, zona de 3

transicion formada por dos

[6bulos ubicados a cada lado de

la uretra prostética, zona

fibromuscular anterior, zona
uretral en el centro de la glandula 4
y zona periférica, en la cual se

ubican los elementos glandulares

ademas de ser el lugar en donde

se originan la mayor parte de 1 Anatomia zonal de la prostata (modelo de McNeal).

1. Viesicula seminal; 2. Zona central; 3. Conducto eyaculador; 4. Zona peri-
férica; 5. Uretra; 6. Esfinter preprostdtico; 7. Zona de transicion; 8. Co-
liculo seminal; 9. Estroma fibromuscular anterior; 10. Esfinter estriado.

canceres prostaticos [28].

Figura 4. Anatomia de la préstata. Tomado de
Hermabessiére, et al,. 2002

El tejido prostatico esta constituido por epitelio glandular distribuido en dos capas
histolégicamente distintas, incrustadas en el estroma fibromuscular. Las células
columnares altas forman parte de la capa luminal y tienen la capacidad de secretar
fosfatasa acida prostatica (PAP), calicreina humana-2 y antigeno especifico
prostatico (PSA), constituyentes primarios del liguido seminal. La capa luminal
secretora esta reforzada por células epiteliales cuboidales que forman la capa basal,
la membrana de esta capa esta revestida de matriz extracelular que divide a las

células basales del estroma.
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1.3.1 Epitelio prostético

El epitelio prostatico estd conformado por células basales, células intermedias,

células luminales y células neuroendocrinas.

Luminal cells
Stem cells Neuroendocrine Cells

Basal cells Intermediate cells

Figura 5. Tipos celulares que componen el tejido epitelial prostatico. Tomado de Albanese et al., 2011
1.3.2 Células Basales

Las células basales son células no diferenciadas sin actividad secretora, pero con
capacidad proliferativa, son las células progenitoras de las células luminales. Antes
de diferenciarse, este tipo celular presenta a CD44 como marcador de superficie
ademas de CK5 y CK14 componentes principales del citoesqueleto. Otras
moléculas presentes en este tipo celular son: p63, el factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y elevados niveles de
la proteina antiapoptética Bcl-2.

1.3.3 Células Intermedias

En el tejido epitelial se han identificado células que poseen marcadores especificos
de células basales y luminales que ademas se encuentran en un estado de

proliferacion activo, por lo que se piensa son células transitorias.
1.3.4 Células Luminales

La capa luminal esta formada por células dependientes de andrégenos y si son
privadas de ellos mueren por apoptosis. Se caracterizan por expresar a las

proteinas del citoesqueleto CK8 y CK18, asi como el marcador de superficie celular
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CD57. También presentan receptores androgénicos que modulan la produccion y
secrecion de PAP, PSA y 15-lipooxigenasa 2 (15-LOX2).

1.3.5 Células Neuroendocrinas

Las células neuroenddcrinas (NE) son independientes de andrégenos, sin
capacidad proliferativa, totalmente diferenciadas y no expresan receptores
androgénicos ni para el oncogén antiapoptético Bcl-2. Algunas moléculas que la
expresan son: cromogranina A, calcitonina, péptido intestinal vasoactivo (VIP),
bombasina y serotonina. Existe evidencia parcial de que las células NE juegan un
papel importante en el crecimiento y diferenciacion de la préstata, aunque se
encuentran escasamente dispersas entre la capa basal y luminal. Ademas, se les

ha asociado también con la carcinogénesis [29]
1.3.6 Diferenciacion de células prostaticas

Para mantener el equilibrio entre los procesos de proliferacion, diferenciacion y
apoptosis se generan complejas interacciones entre el epitelio y la matriz estromal.
El principal andrégeno presente en la préstata es la 5a-dihidrotestosterona (DHT)
esencial para la produccion de factores de crecimiento estromal, la liberacion de
dichos factores es mediada por la unién de DHT a receptores de andrégenos
estromales que actlan sobre las células epiteliales estimulando la secrecion de PAP

y PSA que son factores prostaticos que contribuyen al proceso de diferenciacion.

El colageno tipo IV es el constituyente principal de la matriz extracelular de la
préstata cuyos componentes son el proteoglicano sulfato de heparina y la laminina.
La formacién de dominios celulares es la principal funcién de la matriz extracelular,
accion mediada por la adhesion celular a la matriz extracelular que ocasiona
rearreglos en el citoesqueleto. El estroma prostatico produce al menos ocho familias
de factores de crecimiento que estan involucradas en la regulacién de la
proliferacion y la diferenciacion del epitelio; Entre ellos estan: el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento tumoral (TGF), el factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF), el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF). El IGF funciona como mitdgeno
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e induce la proliferacién de las células epiteliales, mientras que el EGF estimula el
crecimiento y la diferenciacion del epitelio a través del efector TGF-a. Por otra parte,
el factor de dispersion c-MET puede inhibir la proliferacion y ocasionar la
diferenciacion de las células epiteliales [30].

1.4 Senescenciay patologias de la prostata

El microambiente proinflamatorio generado por el SASP, ademas de la secrecion de
factores de crecimiento, se ha asociado a la senescencia con la aparicion y
progresion de enfermedades de la prostata como la hiperplasia benigna, la

prostatitis y el cancer de prostata, como se describe a continuacién [31, 32].
1.4.1 Hiperplasia prostéatica benigna

La hiperplasia benigna de prostata (BPH) se caracteriza por un incremento del tejido
en la zona de transicion de la prostata, lo que ocasiona la obstruccion del flujo
urinario. Esta hiperplasia es un factor de riesgo que aumenta la morbilidad en
adultos mayores y que directamente se asocia con la acumulacion de células
senescentes en el tejido epitelial. Se ha reportado el incremento de diversas
citocinas asociadas al SASP durante la BPH, incluyendo la IL-8, IL-4 e IL-1a,
ademas del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF).
Estudios in vitro y con ratones, han mostrado que la acumulacion de células
senescentes en el epitelio prostatico genera la sobreproduccion de IL-1a, y el
exceso de esta citocina genera aumento del tamafio prostatico. También se ha
encontrado una fuerte correlacion entre el aumento de las citocinas y la expresion
elevada de catepsina D, una proteina asociada con el peso de la préstata, por lo

gue se ha propuesto como marcador de senescencia en tejidos prostaticos [31].
1.4.2 Prostatitis

La prostatitis es un conjunto de enfermedades y trastornos funcionales que afectan
al area perinal y a la prostata produciendo inflamacion. La principal causa de
inflamacion en la prostata es la infiltracion de macrofagos que producen el ambiente
proinflamatorio a través de la secrecion de citocinas y quimiocinas que incluyen

CCL3, IL-7a y osteopontina. Estas citocinas son potentes mediadores capaces de

22



activar diferencialmente vias como ERK y Akt, aumentando de esta manera la

proliferacion celular y reforzando al ambiente proinflamatorio [32].
1.4.3 Cancer de prostata

La acumulacion de mutaciones en las células epiteliales por causa del
envejecimiento es uno de los principales factores para el desarrollo de tumores. La
prostata tiene un componente hormonal muy importante. Aunado a esto, el ambiente
proinflamatorio generado por las citocinas, quimiocinas y metaloproteinas
secretadas por el SASP ayuda a la progresion, crecimiento y vascularizacion de los
tumores en el tejido epitelial de préstata, principalmente de la zona periférica que es
rica en células luminales. Ademas, la secrecién de factores de crecimiento y
proliferacion que regulan a las células vecinas de manera paracrina podrian jugar un
papel importante en la tumorigénesis. Las citocinas proinflamatorias y angiogénicas
qgue se han encontrado son IL-6, IL-8, VEGF-A, MMP3 y MMP2 bien caracterizadas
como parte del SASP de fibroblastos de préstata. Se ha propuesto que estas
moléculas contribuyen a la transicion epitelio-mesénquima, la migracion y la

diferenciacion de macréfagos, generando inflamacion y angiogénesis [33].
1.5 Transcriptoma

El transcriptoma es el conjunto de moléculas de RNA codificantes y no codificantes
(también llamadas transcritos) presentes en una célula en un momento
determinado. Las moléculas de RNA que forman parte del transcriptoma incluyen al
MRNA, miRNA, piRNA, LncRNA, rRNA, circRNA, snRNA y tRNA. El estudio del
transcriptoma ha contribuido a la identificacién de diversos marcadores asociados a
distintas patologias, ademas de elucidar posibles mecanismos de regulacion en la
expresion génica, identificacion de nuevos genes, estudio de corte y empalme

alternativo, traslapamiento y fusion de transcritos [34].
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1.5.1 RNA mensajero (mMRNA)

El RNA mensajero es el &cido nucleico encargado de transferir la informacion
genética almacenada en el DNA a un ribosoma para su posterior traduccion en una
proteina. Es de caracter monocatenario y la mayoria son monocistronicos, es decir

codifican una sola cadena polipeptidica [35].

Procesamiento del mRNA. EI mRNA obtenido en la transcripcion se conoce como
MRNA primario (pre-mRNA) y antes de ejercer su funcion tiene que pasar por varias

modificaciones.
1.5.2 Adicion del CAP y Poliadenilacién

La primera modificacion post-transcripcional del mRNA es la adicion del casquete o
caperuza (CAP). La 7-metilguanosina trifosfato es un nucle6tido modificado de
guanina que se aflade mediante un enlace trifosfato 5'-5' al extremo 5' del premRNA,
esto sucede dentro del ndcleo, la adicién de este CAP dota de estabilidad al mMRNA
y s necesario para su transporte hacia el ribosoma. La poliadenilacion es cuando
posteriormente se adiciona al extremo 3' una cola de poli-A, una secuencia larga de
poliadenilato, una cadena de Unicamente adenina. Esta adicion esta mediada por
una sefial (AAUAAA) situada a 11-30 nucledtidos rio abajo del extremo 3'. La adicion
de esta cola protege al mMRNA de la degradacién y aumenta su vida media en el
citosol [36].

1.5.3 RNA largos no codificantes (IncRNA)

Los RNA largos no codificantes (INncRNA) son transcritos cuyo tamafio va de 200 pb
a 100 kb. Su procesamiento es parecido al del mMRNA, aunque carecen de marcos
abiertos de lectura. Se cree que probablemente este tipo de RNA es transcrito por
la RNA polimerasa Il y que también se encuentran poliadenilados. Los niveles de
expresion de los IncRNAs son mucho menores que el de los genes capaces de
codificar proteinas y su expresion tiene alta especificidad de tejido o tipo celular.
Aungque la funcibn de muchos IncRNAs recientemente caracterizados es aun
desconocida, algunos estudios sugieren que un rol importante de estos transcritos

en la regulacion de la expresion génica a nivel transcripcional y post-transcripcional,
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procesos de desarrollo y diferenciacion, ademas de estar involucrados en distintas
enfermedades humanas, asi como participar como reguladores del proceso de

envejecimiento [37].
1.5.4 Regulacién de la cromatina

Los IncRNAs a menudo funcionan como elementos cis y trans, actuando como
moduladores de la expresion de genes que codifican para proteinas. Los INcRNAs
son capaces de mediar modificaciones epigenéticas mediante el reclutamiento de
complejos remodeladores de la cromatina, ya que presentan sitios de union a
complejos polycomb (PRC2). Algunos otros INcRNAs son capaces de unirse a
complejos trithorax (TrxG) funcionando como puentes que estabilizan a los

complejos remoladores.
1.5.5 Regulacion Transcripcional

Los IncRNAs actian como cofactores que modifican la actividad de los factores de
transcripcion, funcionando como amplificadores que inducen la expresién de genes
adyacentes que codifican proteinas. También pueden modificar la actividad de la

RNA polimerasa Il mediante interacciones con el complejo de iniciacion [38].
1.5.6 Regulacién Post-transcripcional

Los IncRNAs son capaces de reconocer sitios complementarios de secuencias
especificas relacionadas con el procesamiento del mMRNA como la adicion de la
caperuza, corte y empalme (ayudando al ensamble del complejo de corte y

empalme) transporte, degradacion y estabilidad [38].
1.5.7 Micro RNA (miRNA)

Los microRNAs (miRNAS) son una clase de pequefios RNA monocatenarios con un
tamafio de 21 a 25 nucleétidos. Tienen una importante funcion en la regulacion de
la expresidn génica en animales y plantas debido a que son capaces de degradar o
reprimir la traduccion de mRNAs. Estan implicados en una gran variedad de
procesos biologicos y patolégicos como: desarrollo embrionario, respuesta inmune,

apoptosis, y participacion en enfermedades como cancer, entre otros [39].
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1.5.7.1 Biogénesis de miRNAs

La biogénesis de los miRNAs comienza con la transcripcion por medio de la
polimerasa Il de un miRNA primario el cual contiene una caperuza en 5'y una cola
de poli-A en 3'. Su procesamiento ocurre en el nucleo celular por un complejo
proteico llamado Microprocesador, compuesto por la nucleasa DROSHA vy la
proteina de union PASHA. Los pre-micro-RNA después son procesados a
microRNA maduros en el citoplasma mediante la interaccion con DICER, una
ribonucleasa que a su vez inicia la formacién del complejo RISC (RNA-induced
silencing complex) el cual es responsable del silenciamiento de genes ocasionado
por la expresion de miRNAs [40].

1.5.7.2 Mecanismos de accion de miRNAs

Hasta la fecha se conocen cinco mecanismos por los cuales los miRNAs regulan la
expresion génica [41].

* Inhibicién de la elongacién durante la traduccion.
» Disgregacion de los ribosomas, lo que lleva a la terminacién prematura de la

traduccion.

* Inhibicién de iniciacion de la traduccion.

» Degradacion de la proteina durante la traduccién.

+ Los miRNA también pueden regular la expresion génica mediante la
degradacion parcial o total de los mMRNA mediante la eliminacion de la

caperuza en 5’ o la cola de poli-A en 3'.
1.5.8 Andlisis de datos transcriptomicos

El analisis de expresion génica diferencial (DGE) es una técnica para analizar e
interpretar las diferencias de abundancia entre distintos transcritos contenidos en un
transcriptoma [42]. Usualmente se realiza entre listas de genes que difieren entre
dos muestras. Estos datos pueden ser obtenidos de experimentos de secuenciacion
de RNA, microarreglos o bases de datos. A causa de la gran cantidad de genes
presentes en el genoma humano (mas de 20,000) es necesario realizar multiples

correcciones estadisticas sobre estos datos. Debido a que el numero de genes
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diferencialmente expresado entre dos muestras usualmente es elevado, es
necesario ocupar un método para interpretar y entender por qué esos genes han
cambiado su patron de expresion. Este método es conocido como "andlisis de
enriquecimiento” (GSEA) [43], en el que se agrupan los genes en categorias
particulares que son enriquecidas en una muestra comparada con otra. La
agrupacion de estos genes puede estar basada en diversas fuentes como la
Enciclopedia de grupos génicos Kyoto (KEGG). La ontologia de genes (GO) es otro
método para agrupar y anotar genes. Estas ontologias son un vocabulario
estructurado de manera jerarquica [44].

Una red de co-expresién es un grupo de genes con similares patrones de expresion
en distintas muestras y condiciones. Este tipo de redes permiten reconocer
comportamientos similares entre genes desde la perspectiva de la abundancia,
ademas de identificar e inferir la funcion de esos genes en procesos biolégicos. El
uso de redes de co-expresion implica generar mediciones de correlacion, para ello
se puede utilizar el coeficiente de correlacion de Pearson. Una de las aplicaciones
de las redes de co-expresion es determinar la correlacion existente entre el aumento

en los niveles de miRNAS y la disminucién en los niveles de mRNA [45].

La hipétesis ceRNA propone un complicada e intrincada red de regulacién a nivel
postranscripcional, este tipo de redes describen como IncRNAs, mRNAS vy otros
RNAs pueden competir con miRNAS, actuando como esponjas naturales de los
mirRNA que comparten mas de un elemento de respuesta de miRNA (MRE). Estos
RNAs no codificantes (ncRNA) actian como ceRNAS para modular la expresiéon de
MRNA y regular los niveles de proteina, lo que a su vez contribuye a la aparicién y
progresion de distintas enfermedades. Diversos estudios han demostrado que los
MiRNA pueden regular la expresion de cientos de proteinas, y cada mRNA contiene

diferentes MRE por lo que pueden ser objetivo de multiples miRNA [46].
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2. Antecedentes

En el laboratorio de Bioenergética y Envejecimiento Celular de la UAM Iztapalapa
se han realizado diversos estudios sobre la senescencia prematura inducida por
estrés (SIPS). Uno de estos estudios logro la induccion de senescencia por SIPS de
células epiteliales de préstata humana y la caracterizacién del fenotipo secretor
asociado a la senescencia (SASP). La induccién de senescencia se establecié con
H202 a una concentracion de 12 um. Ademas, la adicion de medio condicionado
proveniente de HPEC bajo SIPS del dia 9 a cultivos no senescentes, mostré una

clara disminucién en la proliferacion.

En 2010, Hetzl y colaboradores caracterizaron las propiedades estructurales y
proliferativas de las enfermedades prostaticas asociadas a la senescencia. Sus
resultados mostraron que las células del estroma y los organelos de las células
luminales habian sufrido dafios morfolégicos que inducian perturbaciones en la
proporcion proliferacion/apoptosis, desencadenando un aumento en el proceso
proliferativo que ocasionaba cambios estructurales en el epitelio prostéatico
asociados al desarrollo y progresion del cancer de prostata [47]. Posteriormente este
mismo grupo caracterizd el microambiente prostatico durante la senescencia. Sus
resultados mostraron disminucion en los niveles de testosterona sérica, disminucion
de moléculas de adhesion como distroglicano, presencia de células y moléculas
inflamatorias (IL-6 e IL-8), hipertrofia estromal y desbalance hormonal. Todos estos
cambios en conjunto podrian contribuir a la aparicion y progresion de patologias

prostaticas como prostatitis e hiperplasia benigna [48].

En 2017, una investigacion encabezada por Hernandez-Segura propuso la
existencia de un nucleo de 55 genes asociados a la senescencia en humanos; estos
genes se encontraron expresados en astrocitos, queratinocitos, melanocitos y
fibroblastos bajo diferentes estimulos inductores de senescencia y diferentes
temporalidades. Mediante el analisis ontoldgico se determiné la participacion de los
genes sobre-expresados en la detencion y regulacion del ciclo celular en G1. Los
genes sub-expresados tenian una variedad mas amplia de funciones como factores

de unién a DNA y RNA, activadores transcripcionales, regulacion de procesos
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biosintéticos y modificacion del DNA [49]. Posteriormente un grupo de
investigadores analizé el transcriptoma de diversos tipos celulares inducidos a
senescencia por SIPS o por SR, identificando la proteina RRAD como un regulador
negativo de senescencia mediante la disminucién en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) [50]. Adem4s, Casella y su grupo de investigacion
encontraron la firma génica asociada a la SC presente en las células WI-38 y
HUVEC bajo diversos estimulos inductores de senescencia. Hallaron 68 transcritos,
de los cuales 50 eran mRNA y 18 IncRNA. Mediante algoritmos de aprendizaje
automético, encontraron que la cantidad minima de genes que podrian ser utilizados
para identificar a las CS eran SLCO2B1, CLSTN2, PTCHD4, LINC02154 y PURPL
gue estan involucrados en la regulacion positiva de sefalizacion y comunicacion

celular, ademas de la via de receptores nucleares [51].

Mediante analisis bioinformaticos de diversos conjuntos de datos provenientes de
experimentos de células inducidas a senescencia, Zhu y colaboradores pudieron
identificar disminuciones y alteraciones en los patrones de expresion de miRNAS,
lo anterior los llevo a la conclusion de que dichas alteraciones podrian ser la causa
de la acumulacién de proteinas en el citoplasma, caracteristica de la célula
senescente [52].
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3. Justificacion

Durante el envejecimiento se producen diversos cambios morfolégicos y
bioquimicos en la préstata que conducen a la aparicion de patologias. Estas
alteraciones se han relacionado con la acumulacion de CS en el epitelio prostatico.
Las CS a través de diversos factores de proliferacion, migracion e inflamacion
ayudan a la aparicion y progresion de enfermedades prostaticas como el cancer.

En México el cancer es la tercera causa de muerte (INEGI, 2017), siendo de origen
epitelial la mayor parte de ellos. En especial el cancer de prostata representa el
21.4% de todos los tipos de cancer. Se ha sugerido que las células luminales,
constituyentes principales del tejido epitelial son el punto de origen del cancer
prostatico y la prostatitis. Los mecanismos exactos por el que se desarrollan estas
patologias en la préstata alin no se conocen, pero la evidencia experimental sugiere
gue las CS presentes en el tejido tienen diversas aberraciones transcriptomicas que

podrian estar contribuyendo a estas alteraciones.
4. Pregunta de investigacién

¢, Cuadles son las aberraciones transcriptomicas presentes en las células epiteliales
de préstata senescentes que podrian contribuir con la aparicién y progresion de
enfermedades de la prostata?

5. Hipotesis

La senescencia inducida por estrés prematuro causa aberraciones a nivel
transcripcional que promueven la aparicion y progresion de diversas patologias

prostaticas
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6. Objetivo General
- Caracterizar el perfil transcriptomico de células epiteliales de prostata humana

inducidas a senescencia por SIPS e identificar los genes y transcritos

asociados a la senescencia.

7. Objetivos Particulares

« Evaluar los marcadores de senescencia en cultivos de células epiteliales
inducidas a senescencia por SIPS

« Determinar la presencia del nucleo de genes asociados a la senescencia
previamente reportados en diversos modelos celulares en células epiteliales
de prostata inducidas a senescencia por SIPS

* ldentificar genes y transcritos caracteristicos de la senescencia que sirvan
como posibles marcadores de diagnostico y progresion de patologias
prostaticas.

* ldentificar aberraciones transcriptomicas ocurridas durante la senescencia a

través del andlisis de redes.
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8. Materiales y métodos

8.1 Cultivo primario de células epiteliales de prostata humana (HPEC)

Se realizaron cultivos primarios de células de préstata Primary Prostate Epithelial
Cells; Normal, Human (ATCC® PCS-440-010™) en cajas petri de 10 cm con medio
de cultivo Prostate Epithelial Cell Basal Medium (ATCC® PCS-440-030™) libre de
suero fetal bovino y rojo de fenol, suplementado con Prostate Epithelial Cell Growth
Kit (ATCC® PCS-440-040™) y penicilina/estreptomicina al 1%. Pasadas 48 horas
se retir0 el medio, se realizaron dos lavados con buffer salino de fosfatos dulbeco
(DPBS) y se renovo el medio. Los pardmetros a los que se mantuvieron los cultivos
dentro de la incubadora fueron 5% de CO:2y 37°C.

8.2 Induccidn de senescencia prematura por estrés (SIPS)

Para generar la senescencia por dafio oxidante se utilizo el modelo de senescencia
prematura inducida por estrés (SIPS). Se sembraron 2.8x10° células en placas Petri
de 10 cm que fueron expuestas a una concentracion de 12 yM de H20:2 durante 2
horas en total oscuridad, se realizaron tres lavados con DPBS y posteriormente se
cambio el medio y se dejaron transcurrir 48 horas para instaurar completamente la
senescencia, los cultivos se mantuvieron bajo este estado durante 12 dias con

cambio de medio cada 48 horas.

Se tuvieron los siguientes grupos:
Células epiteliales de prostata
Células epiteliales de prostata + H202

8.3 Expresién de marcadores de senescencia

Se utilizé la técnica de Western blot para evaluar la expresion de marcadores
caracteristicos de las células senescentes como p53, GLB1, p38, yH2AX. La
extraccion de las proteinas se hizo con un kit comercial de la marca Sigma Aldrich
siguiendo las instrucciones del fabricante, mientras que la cuantificacion de proteina
total se realiz6 en el equipo Nanodrop 2000 leyendo las muestras a una longitud de
onda de 280 nm. Para cada determinacion se utilizaron 30 pg de proteinas totales,
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mismas que fueron separadas en geles de SDS-Poliacrilamida (10-12%) mediante
electroforesis, y posteriormente se transfiieron a membranas de PVDF por
electrotransferencia humeda. Una vez transferidas las proteinas, se bloqueé la
membrana durante 60 minutos con Tween-TBS 0.05%. después de bloquear la
membrana, se incubo durante 24 horas cada una con anticuerpo primario para cada
proteina arriba mencionada en TBS-Tween 20 (0.05%) a una concentracion de
1:1000. Transcurrido el tiempo las membranas se lavaron con solucion de
TBSTween 20 (0.05%) y se volvieron a incubar con anticuerpos secundarios anti-
cabra y anti-conejo para cada anticuerpo primario durante 4 horas, de nuevo se
lavaron las membranas con TBS-Tween 20 (0.05%) y se identificaron los
anticuerpos con quimioluminiscencia. Para revelar las membranas se us6 una
camara sensible a luminiscencia adaptada a un foto documentador. La intensidad

relativa de las bandas se cuantific6 mediante el software Image Studio 5.2.

8.5 Extraccion de RNA total

Se extrajo el RNA total de 8 muestras, 4 de células control y 4 de células inducidas
a SIPS al dia 12 (replicados biologicos) mediante el uso del kit RNeasy Mini Kit de
Quiagen siguiendo las indicaciones del vendedor. La cuantificacion y determinacion
de la calidad se realizd con el equipo Nanodrop 2000 cargando 1 pl de RNA,

tomando en consideracion la relacion 260/280 para determinar la pureza.

8.6 Microarreglos

Para medir los niveles de expresidon de mRNA, LncRNA y circRNA se utilizo el
microarreglo Affymetrix Clariom™ D Assay, human. Se tuvieron 8 muestras en total,
4 replicados de células control y 4 de células inducidas a SIPS al dia 12 (replicados
biol6gicos) para cada chip se utilizaron 10 pL de RNA total a una concentracion de
100 ng/ul, el RNA se diluy6é en agua grado biologia molecular libre de RNAsas e
inhibidores enzimaticos. La expresion de miRNA se cuantificé con el chip Affymetrix
GeneChip™ miRNA 4.0 Array para cada chip se utilizaron 15 uL de RNA total a una

concentracion de 100 ng/ul, el RNA se diluyé en agua grado biologia molecular libre
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de RNAsas e inhibidores enzimaticos. Todos los microarreglos fueron procesados

en el Instituto Nacional de Medicina Genémica (INMEGEN).

8.7 Andlisis de expresion diferencial
Se procesaron los archivos CEL derivados de los microarreglos para realizar un
DGE. Se utilizé el software Transcriptome Analysis Console (TAC) 4.0.2 con los

siguientes parametros.

Microarreglo Clariom™ D Assay, human Microarreglo GeneChip™ miRNA 4.0
Libreria: Clariom_D_Human version 2 Libreria; miRNA-4_0 version 1

Tipo de andlisis: Expresion (Gene) Tipo de andlisis: Expresion (Gene)
Algoritmo: Gene level SST-RMA Algoritmo: RMA + DABG (Human Only)
Gene-Level Fold Change <-20> 2 Gene-Level Fold Change<-1.50>15
Gene-Level P-value < 0.05 Gene-Level P-value < 0.05

Gene-Level Use FDR: True Gene-Level Use FDR: True
Gene-Level FDR < 0.05 Gene-Level FDR < 0.05

Limma - Método Anova: eBayes Limma - Método Anova: eBayes

8.8 Analisis de enriguecimiento

Para el analisis de enriquecimiento de vias y términos ontoldgicos se utilizo la lista
fitrada de mRNA proveniente del DGE, dicha lista se mapeo en el servidor Enrichr

https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/ que es un servidor web para analisis de

enriquecimiento. Entre las funciones de Enrichr se encuentran el enriquecimiento de
vias (Wikipathways y KEGG), analisis ontoldgicos en términos de funcion molecular,
componentes celulares y procesos biologicos. Ademas, contiene otras colecciones
de herramientas como asociacion con enfermedades basada en perfiles de
expresion (DiGeNet), determinacion de tipo celular basado en perfil de expresion
(Human Atlas Gene) y expresion proteica (Human Protein Map) [53]. Para el
enriguecimiento de vias de mirRNA se utilizé la herramienta mirPATH v.3 http://snf-

515788.vm.okeanos.grnet.gr [54].
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8.9 Analisis de redes

Para el andlisis y construccion de redes de co-expresion y competencia enddégena
(ceRNA) se utilizaron dos herramientas libres, Gene Multiple Association Network

Integration  Algorithm  (GeneMANIA) https://genemania.org/, que provee

interacciones fisicas entre proteinas contenidas en BioGRID, prediccion interaccion
proteina-proteina provenientes de 12D, co-localizacion, y STRING database

https://string-db.org/ para determinar la existencia de dominios proteicos

compartidos e informacion ontolégica [55, 56, 57]. Para el analisis y extraccion de
maddulos, que son conjuntos de proteinas con alta interconexién, se utilizé el plugin
NCmine http://apps.cytoscape.org/apps/ncmine de Cytoscape https://cytoscape.org
[58].
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9. Resultados

9.1 Expresién marcadores de senescencia

Se realiz6 un ensayo de Western Blot para determinar la expresion de proteinas
asociadas al estado senescente. Como se observa en la figura 8 se midi6 el aumento
de la expresion de marcadores clasicos como p38 que aumentd su expresion 2.38
veces (p = 0.008), p53 aumentando 1.75 ves su expresion (p < 0.00001), gamma H2Ax
que sufrio el aumento mas notable en la expresion de 15 veces (p = 0.000072), GLB1
un cambio de 6.2 veces (p = 0.0032), ademas de la disminucion de la expresion de la
proteina laminina B1 en 0.75 veces (p = 0.0037). Los resultados obtenidos (Figura 9)
nos confirman que el tratamiento durante 2 horas con H;0; a una concentracion de 12

UM es capaz de inducir senescencia en HPEC.

Senescencia
(Dia 12)

| Control |

GLBI; o
boaclecmm, g

ACtiNg | — — — — d— 42 kDa

Figura 8. Expresion de marcadores de senescencia obtenidos por Western Blot. Cada

membrana contiene dos grupos (control y experimental) con tres experimentos independientes.
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Figura 9. Analisis densitométrico de las bandas obtenidas, La grafica muestra el resultado de
tres experimentos independientes. Cada valor corresponde a la media + DE de la intensidad

relativa normalizada respecto al control, se realiz6 un andlisis de t de student para cada proteina.
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9.2 Analisis de expresion diferencial

Se utilizé el microarreglo Clariom™ D Assay, human para obtener el perfil de

expresion diferencial de mRNA, LncRNA y CircRNA con los parametros descritos

en materiales y métodos. Se obtuvo la expresién diferencial de las células

senescentes respecto al control no tratado obteniendo 3560 genes de los cuales

1618 aumentaron su expresion y 1942 la disminuyeron (Figura 10). Para obtener el

DGE de mirRNAS se analizé el microarreglo GeneChip™ miRNA 4.0, obteniendo

en total 131 transcritos diferenciados, 85 sobre-expresados y 46 sub-expresados

(Figura 11).

Differential Expressed Genes

3560]

Senescente vs Control 1618]

1942|

4 15

[ Total @ Up-Regulated [0 Down-Regulated

Figura 10. Resumen DGE Clariom™ D Assay, human, se muestran los genes

sobreexpresados en rojo y los sub-expresados en verde. Se realizaron 4 experimentos

independientes.

Differential Expressed Genes

131]

Senescente vs Control 85|
46]
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Figura 11. Resumen DGE GeneChip™ miRNA 4, se muestran los miRNA sobre-

expresados en rojo y sub-expresados en verde. Se realizaron 3 experimentos

independientes.
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Debido a que los microarreglos contienen sondas que reconocen multiples transcritos, se
realizo un filtrado para obtener anicamente la expresion diferencial de mRNA, IncCRNA 'y
MiRNA. Este filtrado también eliminé hibridaciones inespecificas. Los datos filtrados indican
gue 987 mMRNA aumentaron su expresion y que 1317 la disminuyeron (Figura 12). En el
caso de los INcRNA hay 109 genes sobre-expresados y 112 sub-expresados (Figura 13).
Mientras que para los microRNA hubo 68 genes sobre-expresados y 46 sub-expresados

(Figura 14).
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Figura 12. A) Mapa térmico de la expresion diferencial de mRNA. La sefial se transformoé

mediante logaritmo base 2. B) Grafica de volcan de la expresion diferencial de mRNA. Se

grafica el P-val < 0.05 contra las veces de cambio en el nivel de expresién frente al control

(Fold change).
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Figura 13. A) Mapa térmico de la expresion diferencial de IncRNA. La sefial se transformé

mediante logaritmo base 2. B) Grafica de volcan de la expresion diferencial de INcRNA. Se

grafica el P-val < 0.05 contra las veces de cambio en el nivel de expresion frente al control

(Fold change).
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Figura 14. A) Mapa térmico de la expresion diferencial de miRNA. La sefial se transformo

mediante logaritmo base 2. B) Grafica de volcan de la expresion diferencial de miRNA. Se

grafica el P-val < 0.05 contra las veces de cambio en el nivel de expresion frente al control

(Fold change).
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9.3 Redes de interaccién proteina — proteina

Se construyo la red de expresion diferencial e interaccion proteina — proteina de 987
MRNA sobre-expresados y 1317 mRNA sub-expresados con el plugin STRING de
Cytoscape (Figura 15). Para dar sentido a esta red se realiz6 un analisis de
enriquecimiento de vias KEGG (Figura 16). Rutas de sefalizacion como la de
receptores nucleares, Nrf2 y VEGFA resultaron afectadas, también hubo
afectaciones en rutas metabolicas como el metabolismo del folato, vitamina B12,
biosintesis de colesterol y prostaglandinas. La ontologia de los procesos biolégicos
muestra alteraciones en el desarrollo de epidermis, sefalizacion mediada por
citocinas e interferon y migracion celular (Figura 17). En términos de funcion
molecular hubo disrupciones en la actividad homodimerizadora de proteinas, union
a cadherina, union a metales, actividad de peptidasas y factores de transcripcion
(Figura 18). Las alteraciones en funciones biol6gicas y moleculares ocasionaron
disfuncién en componentes celulares como el lumen del reticulo endoplasmico, la
adhesion focal, lumen vacuolar y lisosomal (Figura 19). Profundizando en la funcién
de los genes alterados, se realiz6 la extraccion de las proteinas con mayor conexion
e interacciones, el analisis sugirié la presencia de un mdédulo funcional de 42 genes
(Figura 20). Las vias de sefalizacion con importancia dentro de la red estarian
relacionadas con la sefalizacion del sistema inmunolégico mediada por citocinas e
interferon (Figura 21). Los procesos que mas cambios sufren son la respuesta a
citocinas y estimulos quimicos que son mediados por receptores de superficie
(Figura 22). En términos de componentes biologicos, los que tienen mas
alteraciones son el espacio extracelular, las vesiculas y el citoplasma (Figura 23).
Todas estas alteraciones generaron cambios en los patrones de expresion génicay
ahora las células epiteliales de pristata se parecen mas a otros tipos celulares
segun el Human Gene Atlas (Figura 24), por lo que estas aberraciones podrian estar
dando lugar a diversas enfermedades de tipo neoplasico y contribuyendo a la

metastasis de acuerdo con DisGeNet (Figura 25).
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Con el objetivo de entender un poco mas la funcién de los genes diferencialmente
expresados, se construyeron por separado las redes de los mMRNA sobre-
expresados (Figura 25) y sub-expresados (Figura 26). El andlisis de
enriquecimiento revelé que la sobre-expresion de mRNA afect6 a varias vias de
sefializacion importantes como la via de los receptores nucleares, Nrf2, TGF-B,
VEGFA, probablemente sobre-activandolas y propiciando fendmenos como la
diferenciacion y transicion epitelio — mesénquima (Figura 27). En cuanto a las vias
afectadas por la disminucion de la expresion hubo un gran impacto en vias
metabdlicas y de absorcion de nutrientes como: metabolismo del folato, biosintesis
de colesterol, metabolismo de la vitamina B12 y la via del mevalonato, las vias de
sefalizacion afectadas fueron la respuesta a proteinas mal plegadas y sefializacion
mediada por interferon (Figura 28). En términos funcionales los genes que
aumentaron su expresion contribuyen con procesos de diferenciacion, regulacion de
la migracion y activacion de neutrofilos (Figura 29), mientras que los que
disminuyeron fueron: respuesta al interferon y citocinas, biosintesis de esteroles y
respuesta a proteinas mal plegadas (Figura 30). Las modificaciones en las funciones
biologicas tienen origen en alteraciones de los componentes celulares, la sobre-
expresion de estos genes llevo a disrupciones en el funcionamiento del
citoesqueleto, granulos y uniones celulares (Figura 31); mientras que la disminucion
de la expresion génica ocasiono alteraciones en el reticulo endoplasmico,
lisosomas, aparo de Golgi y mitocondria (Figura 32). Para conocer cuales de los
genes podrian estar dirigiendo la alteracién de estos procesos se realiz6 de nuevo
la identificacion y extraccion de modulos funcionales. Para los genes
sobreexpresados, el médulo enriquecido resulté contener 21 genes que participan
en las vias de sefalizacion de la relaxina y apelina, proteoglicanos en cancer, TGF-
B, TNF y uniones comunicantes (Figura 33); mientras que el médulo de los genes
subexpresados estd conformado por 23 genes relacionados con la sefalizacion
mediada por citocinas, modificacion post-traduccional de proteinas, transduccion de
sefiales y organizacion de la matriz extracelular (Figura 34). Las funciones
biologicas afectadas en el modulo de los genes sobre-expresados son el desarrollo

del tubo neural, osificacion, cicatrizacién, actividad peptidasa y respuesta a hipoxia
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(Figura 35) en tanto los genes a la baja en general afectaron procesos relacionados
con la sefalizacion mediada por citocinas e interferon gamma, control de la

angiogénesis y adhesion focal (Figura 36).
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Figura 15. Red de expresion diferencial e interaccion proteina-proteina. Los circulos rojos

representan genes que elevaron su expresion, mientras que los azules genes que la

disminuyeron.
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Figura 16. Analisis de enriguecimiento de vias (KEGG). El tamafio de las barras indica la

cantidad de genes.
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Figura 17. Analisis ontol6gico de procesos biolégicos.
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Figura 19. Andlisis ontologico de componentes celulares
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chart color term name
HSA-1280215

I HSA-168256
HSA-449147
I HSA-6783783
| HSA-6785807
B H54-513531
HSA-168249

N HsA-509733

Figura 21. Vias de sefializacién (KEGG) en las que participa el moédulo con mayor

importancia dentro de la red.

description
Cytokine Signaling in Immune system
Immune System
Signaling by Interleukins
Interleukin-10 signaling

Interleukin-4 and Interleukin-13 sign...

Interferon Signaling
Innate Immune System
Interferon alpha/beta signaling

FDR value

2.02E-30
8.2E-25
8.64E-25
1.13E-19
3.68E-12
2,12E-11
7.89E-9
9.31E-9

# genes
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chart color term name
GO.0034097
I  GO.0071310
GO.0071345
I GO.0019221
I " GO.0070887
I GO.0010033
GO.0002682
s Go.0007166
GO.0002376

description

response to cytokine

cellular response to organic substance
cellular response to cytokine stimulus
cytokine-mediated signaling pathway
cellular response to chemical stimulus
response to organic substance
regulation of immune system process
cell surface receptor signaling pathway
immune system process

Figura 22. Analisis ontoldgico de procesos biolégicos

FDR value
5.67E-29
1.21E-28
1.21E-28
2.12E-28
1.05E-27
6.45E-27
2.83E-24
3.26E-24
3.7E-23

# genes
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chart color term name
GO.0005615
I GO.0044421
G0O.0031982
I GO.0005576
T GO.0031410
I GO.0070062
GO.0005768
I Go.0044444
I GO.0045121
GO.0012505
I GO.0030141

description
extracellular space
extracellular region part
vesicle
extracellular region
cytoplasmic veside
extracellular exosome
endosome
cytoplasmic part
membrane raft
endomembrane system
secretory granule

FDR value

1.78E-8
1.78E-8
1.45E-7
4.56E-7
2.17E-6
3.97E-5
6.05E-5
6.05E-5
8.26E-5
8.93E-5
1464

Figura 23. Andlisis ontolégico de componentes bioldgicos
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Figura 24. Patron de expresion génica reconocido por el Human Gen Atlas
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Figura 25. Enfermedades asociadas con las aberraciones en el patron de expresion génica,
obtenidas de la base de datos DisGeNet
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Figura 26. Red de interaccion proteina — proteina de genes sub-expresado
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KEGG.
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KEGG.
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Figura 29. Analisis ontolégico de los procesos biolégicos asociadas a los mRNA sobre-

expresados.
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Figura 30. Andlisis ontoldgico de los procesos biolégicos asociadas a los mRNA sub-

expresados
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Figura 31. Andlisis ontolégico de las componentes celulares asociadas a los mRNA sobre-
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Figura 32. Andlisis ontologico de las componentes celulares asociadas a los mRNA sobre-

expresados.



chart color term name description FDR value # genes

hsa04326 Relaxin signaling pathway 1.34E-10 8
I hsa05205 Proteoglycans in cancer 1.51E-9 8
hsa04350 TGF-beta signaling pathway 1.83E-8 6
I hsaD4668 TNF signaling pathway 1.77E-6 5
I hsa04371 Apelin signaling pathway 4.3%-6 5
I hsa05418 Fluid shear stress and atherosclerosis 4,326 5
hsa04610 Complement and coagulation cascades 5.9E-4 3
P hsa04s540 Gap junction 7.46-4 3

Figura 33. Enriquecimiento de vias (KEGG) modulo principal de los genes sobre-

expresados
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chart color term name description FDR value # genes
I HSA-6783783 Interleukin-10 signaling 1.04E-20 11
I HSA-6785807 Interleukin-4 and Interleukin-13 signaling 1.98E-13 ]
P HSA-380108 Chemokine receptors bind chemokines 1.39E-7 5
D HSA-8957275 Post-translational protein phosphorylation 4,45E-6 5
P HsA-162582 Signal Transduction 1.86-4 12
HSA-1059683 Interleukin-6 signaling 0.0016 2
I HSA-168243 Innate Immune System 0.0017 7
[ HsA-1474244 Extracellular matrix organization 0.0049 4

Figura 34. Enriquecimiento de vias (KEGG) modulo principal de los genes sub-expresados
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chart color term name description FDR value # genes

G0.0035295 tube development 7.72E-12 14
I GO.0001503 ossification 2.53E-9 8
GO.0061041 regulation of wound healing 2.91E-9 7
P GO.0055024 regulation of cardiac muscle tissue development 7.18E-9 6
S G0.0052547 regulation of peptidase activity 8.59E-9 9
I GO.0001666 response to hypoxia 1.33E-8 8
GO.0071902 positive regulation of protein serine/threonine ki... 3.96E-8 8
I GO.0051098 regulation of binding 5.51E-8 8

Figura 35. Andlisis ontologico de las funciones afectadas en el modulo de genes sobre-
expresados

chart color term name description FDR value # genes
I GO.0071345 cellular response to cytokine stimulus 2.21E-20 20
I GO.0002688 regulation of leukocyte chemotaxis 4.62E-13 9
I GO.0071222 cellular response to lipopolysaccharide 3.11E-12 g
Dl GO.0045765 regulation of angiogenesis 1.43E-11 10
P Go.oo01819 positive regulation of cytokine production  8.55E-8 ]
G0.0034341 response to interferon-gamma 2.7E-8 Z
I GO.0045321 leukocyte activation 3.34E-8 11
I GO.0045785 positive regulation of cell adhesion 1.52E-7 8

Figura 36. Analisis ontolégico de las funciones afectadas en el médulo de genes sub-
expresados
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9.4 Redes de interaccion mRNA — miRNA

Se realizé el analisis de enriquecimiento de vias para los miRNA diferencialmente
expresados. Los 68 mMIRNA sobre-expresados podrian estar modificando la
actividad de las vias de sefalizacion del receptor de interaccion de la matriz
extracelular, TGF-beta, ErbB e Hippo, ademas de algunos procesos metabdlicos
como la sintesis de acidos grasos, proteoglicanos y la degradacion de lisina. Todo
esto podria estar contribuyendo con procesos como la activacion de vias de
sefalizacion en cancer de prostata (Figura 37). Entre tanto las alteraciones por la
disminucién en la expresion de 46 miRNA afectd la via de sefalizacion de MAPK,
PI3K-AKT y Wnt y procesos como la endocitosis, adhesion focal y diferenciacion
(Figura 38).

Para profundizar en el posible papel regulatorio de los miRNA, se construyeron
redes de interaccion mMRNA — miRNA de los mddulos con mayor importancia. El
moddulo con mayores interconexiones en la red general (Figura 20) presento
interacciones con 8 miRNA de los cuales 7 elevaron su expresion (Figura 39), esto
podria sugerir que la sobre-expresion de estos miRNA (Tabla 1) tendria algun efecto
regulatorio sobre las proteinas con mayor actividad durante la senescencia, pero
ademas la expresion de este nucleo de miRNA tiene una fuerte relacion con diversos
tipos de cancer (Figura 40). En cuanto al modulo principal de los genes sobre-
expresados se obtuvo una red de interaccion con 9 miRNA sobre-expresados
(Figura 41) mientras que para el médulo de los genes sub-expresado se obtuvieron

7 interacciones con miRNA (Figura 42).

Otros andlisis de enriquecimiento de vias (Wikipathways) fueron realizados para
LncRNA mostrando las alteraciones ocasionadas por la sobre-expresiéon de 109
transcritos y la sub-expresion de 112 (Figura 43) y para circRNA, revelando la
disminucién en la funcién de mdultiples vias por la sobre-expresiéon de 9 RNAs

circulares y la disminucion en la expresion de 16 de estos transcritos (Figura 44).
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# KEGG pathway p-value

Figura 37. Andlisis de vias (KEGG) en las que genes regulados por miRNA sobre-

expresados presentan alteraciones

# KEGG pathway p-value

Figura 38. Analisis de vias en las que genes regulados por miRNA sub-expresados

presentan alteraciones
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Figura 39. Red de interaccion mRNA — miRNA dentro del médulo de la red principal,
muestra interacciones con algunos elementos del médulo. Los circulos representan genes
mientras que los rombos representan miRNA.
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miRNA Fold FDR P-val
Change

hsa-miR-342-3p 1.55 0.0002
hsa-miR-26a-5p 1.76 0.0274
hsa-miR-20a-5p 2.68 0.0274
hsa-miR-1271-5p 2.25 0.0274
hsa-miR-155-5p 1.99 0.0274
hsa-miR-27b-3p 2.17 0.0448
hsa-miR-29a-3p 1.87 0.0439
hsa-miR-503-5p -1.66 0.0297

Tabla 1. Nucleo de miRNA diferencialmente expresados asociados al modulo principal de
proteinas diferencialmente expresadas.

# KEGG pathway p-value

Figura 40. Enriquecimiento de vias (KEGG) del nucleo de miRNA asociados con el médulo
principal de proteinas diferencialmente expresadas.
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Figura 41. Red de interaccion mRNA — miRNA dentro del médulo de la red de genes sobre-
expresados, muestra interacciones con algunos elementos del médulo. Los circulos

representan genes mientras que los rombos representan miRNA.
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Figura 42. Red de interaccion mRNA — miRNA dentro del médulo de la red de genes sub-
expresados, muestra interacciones con algunos elementos del médulo. Los circulos

representan genes mientras que los rombos representan miRNA.
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LncRNA-mediated mechanisms of therapeutic resistance

NcRNMNAS involved in STAT3 signaling in hepatocellular carcincoma

Zinc homeostasis

Ferroptosis

Eukaryotic Transcription Initiation

Signaling by Retinoic Acid

Cell migration and invasion through P7SNTR
Hair Follicle Develcpment: Induction (Part 1 of 3)
Higﬁo—MerIin Signaling stregulation

pathwazs Rﬁulatina HiBBo Sianaling
Signaling by PTKG6

XBP1(S) activates chaperone genes

Ebocla Virus Pathway on Host

NRF2 pathway

PAAP K Signaling Pathway

Nuclear Receptors Meta-Pathway

Figura 43. Enriquecimiento de las vias de sefializacion alteradas por la expresion diferencial
de IncRNA. Verde significa disminucion de funcion, rojo significa aumento.
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Ciliary landscaps

Rett syndrome causing genes

Metabolic reprogramming in colon cancer
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Focal Adhesion

Glucocorticoid Receptor Pathway

PPAR Alpha Pathway

Insulin processing

3lphz-linolenic (omega3) and linolsic (omegab) acid metabolism

Figura 44. Enriquecimiento de las vias de sefializacion alteradas por la expresion diferencial
de circRNA, se observa una disminucion en la regulacion de muchos procesos metabolicos

y de sefalizacion.
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9.5 Presencia de los genes asociados al nucleo de la senescencia en HPEC

Se comparoé la expresion génica de HPEC bajo SIPS con los genes previamente
reportados del nucleo génico asociados a la senescencia de Hernandez-Segura [49]
y Casella [50]. Se determiné la presencia de 20 de estos genes (Figura 45) y las
vias en las que estan involucrados de acuerdo con KEGG (Figura 46) y
Wikipathways (Figura 47). Ademas, se realizd el analisis en términos ontoldgicos
(Figuras 48, 49 y 50).

Se realiz6 un andlisis de redes mediante el uso del plugin Genemania de Cytoscape
de los genes asociados al nacleo de la senescencia presentes en HPEC, revelando
una estrecha relacion entre estos genes en términos de co-expresion ademas de
otros genes presentes en HPEC que exhiben patrones de co-expresion junto con
este nucleo (Figura 51). Para tratar de elucidar un posible mecanismo de regulacion
transcripcional se construyd una red de co-expresion mMIRNA — mMRNA,
interesantemente se encontrd que la sobre-expresion de 4 miRNA podrian regular
la expresion de 12 de los componentes del nucleo génico (Figura 52).

Para investigar un poco mas la funcion de la red de co-expresion de los
componentes del ndcleo se realizé un andlisis de extraccion de moédulos para
determinar qué elementos son los mas interconectados e importantes dentro de la
red (Figura 53). Son 9 los elementos del nlcleo que presentan mayor interaccion
con otros genes diferencialmente expresados durante la senescencia. Para tratar
de inferir un mecanismo de regulacion, se construyé una red ceRNA MRNA -
mMiRNA — circRNA (Figura 54). Esta red identific6 10 miRNA como potenciales
reguladores de genes asociados al nucleo ademas de identificar asociaciones

miRNA — circRNA que podrian estar regulando la expresion de estos genes.
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Hdez-Segura
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Figura 45. Presencia de los genes asociados al nucleo de la senescencia en HPEC bajo

SIPS, genes en verde = sub-expresados, genes en rojo = sobre-expresados.
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Figura 46. Vias de sefializacion en las que participan los genes asociados al nucleo de la

senescencia presentes en HPEC, enriquecimiento obtenido de KEGG.
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Figura 47. Vias de sefializacion en las que participan los genes asociados al nucleo de la

senescencia presentes en HPEC, enriquecimiento obtenido de Wikipathways.
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Figura 48. Andlisis ontolégico de las funciones moleculares de los genes asociados al

nacleo de la senescencia presentes en HPEC.
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Figura 49. Andlisis ontolégico de los procesos biolégicos de los genes asociados al nicleo
de la senescencia presentes en HPEC.
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Figura 50. Analisis ontolégico de los componentes celulares de los genes asociados al
nacleo de la senescencia presentes en HPEC.
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Figura 51. Red de co-expresion de genes asociados al nlcleo de la senescencia presentes

en HPEC. En negro los genes pertenecientes al nlcleo, en gris genes presentes en el perfil

de expresion diferencial que exhiben patrones de co-expresion junto con el ndcleo.
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Figura 53. Mddulo con mayor importancia dentro de la red de genes asociados al nucleo
de la senescencia presentes en HPEC. Los colores agrupan por funciones similares a los
genes.
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Figura 54. Red de competencia endogena (CeRNA). Interacciones mRNA — miRNA —

circRNA. Ovalos superiores mRNA, rectangulos medios miRNA, Ovalos inferiores circRNA.
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10. Discusién

Durante la senescencia celular se originan multiples aberraciones en la expresion
génica que se cree podrian colaborar en la patogénesis de diversas enfermedades
cronico-degenerativas. Este fendmeno ha sido estudiado en mdltiples tipos
celulares, pero poco se conoce de los mecanismos transcripcionales que gobiernan

estos procesos en células epiteliales de prostata.

En este trabajo se analizaron diversas alteraciones a nivel transcriptomico ocurridas
durante la senescencia celular inducida por estrés oxidante en células epiteliales de
préstata. Para analizar estas aberraciones transcriptomicas lo primero que se hizo
fue corroborar que las células fueron inducidas a senescencia, para tal proposito se
realizaron curvas de proliferacion y determinacién de la expresion de proteinas
asociadas con la senescencia como p38 (respuesta a estimulos estresores), p53
(detencién del ciclo celular), Laminina B1 (Componente de la envoltura nuclear),
gamma-H2AX (Histona fosforilada en respuesta a la ruptura de la doble cadena del
DNA) y GLB1 (aumento de la actividad lisosomal) por medio de Western blot. Una
vez corroborada la induccién del estado senescente se utilizaron microarreglos para
determinar el perfil de expresién diferencial de mRNA, IncRNA, circRNA y miRNA.
Los resultados obtenidos muestran que alteraciones en los patrones de expresion
de mRNA conducen a desregulaciones en vias de sefializacion como Nrf2,
TGFbeta, VEGFA-VEGFR e IFNI" que podrian estar promoviendo procesos como la
diferenciacion celular, transicibn epitelio-mesénquima, migraciéon celular,
inflamacion y angiogénesis mediada por prostaglandinas, alteraciones en el
metabolismo de farmacos, alteraciones del citoesqueleto, sintesis de
proteoglicanos, carcinogénesis, disminucibn de la respuesta inmunoldgica,
aberraciones en el metabolismo y modificacion de las proteinas. Estas
modificaciones en los patrones de expresion génica podrian estar desencadenando
procesos de desdiferenciacion — diferenciacion, pues la expresion génica y proteica
ya no son especificos de prostata, algo interesante es que parece ser que los
patrones de expresion corresponden con células de musculo liso y lengua. Todas

estas alteraciones podrian estar contribuyendo a la aparicibn de neoplasias
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benignas y malignas, carcinoma y cancer de prostata, ademas de colaborar en el

inicio y la progresion de procesos tumorales y metastasicos.

Para tratar de entender un poco mas los mecanismos y genes que contribuyen a la
desregulacion de los procesos arriba descritos se construyeron redes de interaccion
proteina — proteina y se extrajeron modulos funcionales. Un modulo funcional es un
conjunto de proteinas con un alto grado de conexién. El médulo que se extrajo de
la red de expresion diferencial de los mMRNA sobre-expresados y sub-expresados
arrojo 42 genes, esto quiere decir que esos genes interacttan entre ellos y que
posiblemente sean los genes mas importantes dentro de la red y del estado
senescente debido a su elevada interconexion. Estos 42 genes estan involucrados
en procesos inmunolégicos especialmente de sefializacion mediada por citocinas e
interferon dirigidos principalmente por componentes de la region extracelular. Un
hecho interesante de este mddulo es la presencia y aumento en la expresion de
genes asociados con resistencia anti-apoptética como Myd88 [59], SRC [60] y
CREB1 [61] lo que podria indicar que la célula senescente activa multiples vias de
resistencia anti-apoptotica y sobrevivencia. Haciendo una diseccion de la red en
genes que aumentan y disminuyen su expresion se puedo determinar mediante un
analisis de enriquecimiento de vias la participacion de los genes sobre-expresados
en vias de sefalizacion como Nrf2, se ha reportado que la sobre activacidén de esta
via podria contribuir con la iniciacion de los tumores activando parcialmente la
transicion epitelio-mesenquimal [62], aunado a esto la sobre-activacion de las vias
TGF-B y VEGFA también podria estar contribuyendo con este fenbmeno, pues se
ha reportado que ambos elementos propician la angiogénesis [63]. Por otra parte,
los genes sub-expresados estan afectado procesos metabdlicos relacionados con
el metabolismo del folato, un hecho interesante es que el folato contribuye a la
proliferacion celular y disminucion en su absorcion o disponibilidad podria reforzar
el estado senescente [64]. Otro proceso afectado por la disminucion de la expresion
génica es la sefalizacion mediada por interferén, este proceso es necesario para
reclutar células del sistema inmunoldgico y eliminar células dafiadas, por lo que esto
podria ser uno de los factores que contribuyan a la acumulacion de células

senescentes. La sobre-expresion de diversos genes esta ocasionando un proceso
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de diferenciacion, las células epiteliales de prostata se podrian estar convirtiendo en
células epidermales, esto se podria confirmar por la elevada presencia de PI3, una
proteina elevada de la piel, este proceso de diferenciacién podria ser el inicio de la
tumoracién pues también se acompafia de la activacion de fendmenos de migracién
celular. La extraccion de moddulos funcionales de las redes de genes sobre-
expresados y sub-expresados podria revelar dos fenomenos que controlarian y
dirigirian la senescencia; El primero seria la resistencia anti-apoptética, arriba se
describio la presencia de genes que dotan de resistencia ante la muerte celular, en
este modulo emergen nuevos genes que también tienen esa funcion, es el caso de
BMP4 que sobre activa las proteinas Bcl-xL y promueve la supervivencia [65], EDN1
que inhibe la apoptosis en cancer de prostata [66], SERPINEL activado por la
sobreexpresion de TGF-B [67], CTGF que induce la expresién de proteinas
antiapoptoticas [68] y THBS1 que inhibe la liberacion del citocromo c [69]. El
segundo seria la disminucion de la respuesta inmunolégica, pues disminuye la
expresion de elementos quimio atrayentes como CXCL1, CXCL2, CXCL8, CXCL10,
CXCL11, IL1B e IL6, estas citocinas son capaces de atraer neutrdfilos, linfocitos,
macrofagos y células NK, pero al disminuir su expresion la célula senescente podria
evadir a las células del sistema inmunolégico. Aunque no solamente disminuye la
capacidad quimioatrayente, pues también los receptores relacionados con la
activacion de la respuesta inmune como TLR2, TLR3, ICAM1, CD40 y CD86 se ven
disminuidos, todos estos elementos en conjunto podrian estar colaborando con la
acumulacion de células senescentes, pero ademas estas aberraciones podrian
estar ocasionadas directamente por la sobre-expresion de 6 miRNA (hsa-miR-342-
3p, hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-1271-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-
miR27b-3p, hsa-miR-29a-3p) qué podrian estar regulando tanto a los elementos del

modulo de genes sobre-expresados como los del sub-expresado.

Alteraciones en los patrones de expresion de miRNA impactan en el correcto
funcionamiento de vias de sefalizacion como TGF-B, ErbB, Hippo, MAPK, PI3K-Akt
y Whnt, provocando desregulaciones en procesos celulares como: interacciones
receptor - matriz extracelular, biosintesis de &acidos grasos, adhesion focal,

endocitosis y aumento de la capacidad de diferenciacion. Estas perturbaciones
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podrian estar ocasionando la activacion de vias de sefalizacion relacionadas con
cancer de prostata. La expresion aberrante de INcCRNA est4 asociada casi a las
mismas vias de sefalizacion anteriormente expuestas, pero ademas hay un
fendmeno interesante, disminuye la capacidad para absorber y transportar iones
metélicos como hierro y zinc ya que una gran cantidad de transportadores de iones
disminuye su expresion por regulacion mediada por el lincRNA RP11-499E18.1 que
funciona como elemento trans [70]. Las afectaciones en el metabolismo del zinc
tienen una gran repercusion en la salud de la prostata, pues es en este 6rgano
glandular en dénde se acumula la gran mayoria de este ion, disminucién en su
metabolismo y transporte esta asociado con patologias de la prostata como cancer,
prostatitis e hiperplasia benigna [71]. EI mismo RP11-499E18.1 podria estar
regulando diversos transportadores de Hierro y la expresion de Ferritina, o que lleva
a un aumento en las concentraciones de hierro que otorga a la célula senescente
resistencia ante un tipo de muerte celular programada conocida como ferroptésis
[72]. La funcién de los circRNA es poco entendida, pero se cree que su acumulacion
podria estar relacionada con la aparicion de diversas enfermedades durante el
envejecimiento, ademas se ha propuesto que estos transcriptos son capaces de
inhibir a los miRNA funcionando como esponjas [73]. En el DGE se encontré una
notable disminucion en la cantidad y expresion de este tipo de RNA, esto disminuye
la expresion de numerosos genes asociados a rutas de sefializacion y metabdlicas
como la gluconeogénesis, glucolisis, beta-oxidacibn de &acidos grasos vy
metabolismo de otros acidos grasos, impactando en el metabolismo energético de
la célula. Esta disminucién en cantidad y expresion podria correlacionarse con el
aumento de la expresion de algunos miRNA que funcionan como inhibidores de los
genes de dichas rutas afectadas, de esta manera no estarian cumpliendo su funcién
como esponjas de miRNA lo que les otorgaria un papel importante durante la

senescencia en el tejido epitelial de préstata.

Se han realizado diversas investigaciones para tratar de encontrar una firma
transcriptomica asociada a la senescencia, existen dos reportes que tratan de
cumplir con este cometido. En esta investigacion se comparé el DGE obtenido para
buscar coincidencias entre genes expresados en HPEC bajo SIPS y el nucleo
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asociado a la senescencia, se obtuvieron 20 genes que coincidian. Lo siguiente fue
realizar el analisis de enriquecimiento para tratar de inferir las funciones de este
ndcleo que al parecer tiene un alto grado de conservacion a pesar de la gran
heterogeneidad transcriptomica de la senescencia. Estos genes estan involucrados
en vias como PDGFB, EGF/EGFR y regulacién de ERBBL. Es interesante qué otro
proceso de muerte celular resulte dentro de las vias enriquecidas, en este caso es
la necroptoésis, que es un tipo de muerte celular que provoca inflamacién, los
mediadores de este proceso son CHMPS5 y STAT1 ambos con actividad
antiapoptotica [74, 75] por lo que la célula senescente también podria ser resistente

a la necroptosis.

Mediante el analisis de redes se tratd de inferir el comportamiento y funcion de este
ndcleo génico asociado a la senescencia presente en HPEC, por lo que se
construyé una red de co-expresion junto con los otros genes diferencialmente
expresados. Resulta interesante que los 20 genes compartan patrones de co
expresion ademas de co-expresarse con otros genes diferencialmente expresados
en respuesta a la senescencia, esto podria indicar la existencia de un mecanismo
de regulacion a nivel transcripcional. La primera idea que surgi6 fue la regulacion
mediada por miRNA por lo que se construy6 una red de interaccion mRNA — miRNA
revelando la interaccion de 4 miRNA sobre-expresados con 12 genes del nucleo
(hsa-miR-200b-3p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-484, hsa-miR-20a-5p). Para seguir
investigando posibles mecanismos de regulacién del nucleo génico se optd por
separar y reducir los elementos de la red de co-expresion, extrayendo los modulos
con mayor relevancia e interaccion, lo que podria indicar cuales son las proteinas
con mayor peso dentro de la red, el andlisis arroj6 la existencia de un médulo con
bastantes interacciones protagonizado por 9 genes: STAT1, CHMP5, SAM9ADL,
USP6NL, FAM129A, FAM214B, MESI1, TSPAN13, SPRX2, HIST1H1E al ser los
elementos mas importantes dentro de la red se propone que podrian ser utilizados
como marcadores del estado senescente y potenciales dianas terapéuticas. Por
altimo, para inferir el mecanismo de regulacion al que estan sometidos estos genes
y obtener una mayor cantidad de biomarcadores del estado senescente se
construy6 una red de competencia endogena con interacciones mRNA — miRNA —
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circRNA que mas que mostrar un mecanismo de regulacion pareciera que este
mecanismo dejé de funcionar correctamente y estaria mediado por circRNA que
abaten su expresion por lo que no pueden inhibir a sus miRNA blanco, ocasionando
la expresion y desregulacion de los 9 genes asociados al nucleo. Por lo que los
circRNA EXOC7, FLNA, ENO1, SCP2, LAPTM4A, RP11-875011.1 podrian ser

biomarcadores del estado senescente.

11. Conclusién

El estado senescente genera aberraciones transcriptomicas que afectan diversas
rutas metabodlicas y de sefalizacion, ocasionando la aparicion de procesos
biolégicos relacionados con estados patologicos. En este trabajo proveemos
informacion que asocia aberraciones en los patrones de expresion de mRNA,
IncRNA, circRNA y miRNA con la aparicion de patologias como hiperplasia benigna
y cancer de préstata. Estas alteraciones son mediadas por transcritos no
codificantes que ademas pueden ser usados como biomarcadores de diagndstico
temprano o marcadores para identificar células senescentes. A pesar de estas
alteraciones y de la elevada heterogeneidad transcriptomica de las CS, existe un
ndcleo de genes asociados a la senescencia lo que podria indicar un mecanismo
de regulacibn maestro del estado senescente. Dicho mecanismo podria estar

regulado por interacciones MRNA-MIiRNA y mMRNA-mMiRNA—circRNA.
12. Perspectivas

El andlisis de redes revel6 la existencia de médulos funcionales con una alta
expresion de proteinas antiapoptoticas, la evidencia sugiere que esta es una de las
razones por las cuales se acumulan las CS en 6rganos Y tejidos. Es por esta razén
gue la continuacion de este trabajo se enfocara en buscar moléculas dirigidas contra
las proteinas codificadas por estos genes de supervivencia buscando interferir con
su actividad para de esta forma inducir apoptésis de manera selectiva a las células

senescentes.
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