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Resumen:

La senescencia celular (SC) es un fendmeno en el que las células detienen su
proliferacion después de un numero limitado de duplicaciones o como respuesta
ante el estrés. En la SC hay cambios en la expresion génica, nula respuesta ante
estimulos apoptoéticos o mitogénicos, y el desarrollo de un secretoma denominado
“Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia” (SASP). La senescencia puede
establecerse en distintos tipos celulares, sin embargo, el modelo mas estudiado es
el de fibroblasto. Las diferencias que existen entre los diversos tipos celulares,
hacen suponer que las células epiteliales senescentes pudieran tener un

comportamiento distinto a lo descrito en los fibroblastos.

Se ha observado una asociacion entre las patologias en préstata, el estrés oxidante
y la presencia de células epiteliales senescentes, sin embargo se desconoce de qué
manera la senescencia contribuye al establecimiento y desarrollo de esas

patologias.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar los parametros de senescencia
prematura inducida por estrés (SIPS) y los componentes del SASP de células
epiteliales de prostata humana (HPEC) senescentes, asi como los efectos de este
secretoma sobre la proliferacion celular. Para lo cual se indujo SIPS en las HPEC
con 12 uM de H202, concentracién menor a lo reportado en fibroblastos de pulmén
de raton y humano (75 yM). La respuesta a estimulos mitogénicos dada por el
Factor de Crecimiento Epidermal (EGF) a HPEC senescentes fue nula. El analisis
del SASP del dia 4 después de SIPS, mostrd incrementos en la expresion de las
citocinas IL-6, IL-8, de las quimiocinas GROa/B/y (CXCL1/CXCL2/CXCL3) y del
factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos (GM-CSF); sin embargo,
para el dia 9, la concentracion de estos componentes disminuy6 y no promovio la
proliferacion en un cultivo HPEC sometido a este SASP. Por lo tanto la respuesta al
estrés para la induccidon de SIPS en las HPEC es diferente de los fibroblastos, sin
embargo, la expresion de marcadores del estado senescente p16, p21, p53y B-gal,
el comportamiento dindmico en los componentes del SASP y la respuesta nula ante

estimulos mitogénicos es similar a lo reportado en fibroblastos.



Abstract

Cellular senescence (CS) is a process where cells stop proliferating after a limited
number of duplications, or a response to stress. In CS, there are changes in gene
expression, no response to apoptotic or mitogenic stimuli, and the expression of a
secretome called "The Senescence-Associated Secretory Phenotype" (SASP). CS
can be established in different cell types; however, the most studied model is the
fibroblast. The differences between the cell types suggest that the senescent
epithelial cells could behave differently from those classical senescent parameters
described in fibroblasts.

Has been observed an association between prostatic diseases, oxidative stress and
the presence of senescent epithelial cells, but is not clear how senescence
contributes to the establishment and development of these pathologies.

The objective of this research was to evaluate senescence parameters and SASP
components of senescent human prostate epithelial cells (HPEC), as well as the
effects of this secretome on cell proliferation. SIPS was induced in HPEC with 12
MM of H202, a lower concentration than the reported in mouse and human lung
fibroblasts (75 pM). The response to mitogenic stimuli by the Epidermal Growth
Factor (EGF) to senescent HPEC was null. The SASP analysis of day 4 after SIPS,
increases in the expression of the cytokines IL-6, IL-8, chemokines GRO7a/Bly
chemokines (CXCL1/CXCL2/CXCL3) and colony stimulating factor of
granulocytes/macrophages (GM-CSF) were found; however, by day 9, the
concentration of these components decreased and did not promote proliferation in a
non-senescent HPEC culture subjected to this SASP. Therefore the stress response
for the induction of SIPS in the HPEC is different from the fibroblasts, however, the
expression of senescent markers p16, p21, p53 and B-gal, the dynamic behavior in
the components of the SASP and the null response to mitogenic stimuli is similar to

that reported in fibroblasts.
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1. INTRODUCCION

1.1 Envejecimiento
El envejecimiento es un fenbmeno que se caracteriza por la pérdida progresiva de
la integridad fisiolégica de un organismo que conduce a un deterioro en sus
funciones y que finalmente lo conduce a la muerte. Este deterioro es el principal
factor de riesgo para el desarrollo de algunas patologias humanas, incluyendo
cancer, diabetes, trastornos cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas

entre otras (LOpez-Otin et al., 2013).

Se han propuesto diversas teorias mediante las cuales se ha intentado explicar el
proceso de envejecimiento. Estas se dividen en dos categorias principales: la
primera categoria se compone de teorias que sostienen que el envejecimiento es
un evento que esta programado. La segunda categoria con teorias que sugieren la
existencia de varias fuentes generadoras de dafio siendo el envejecimiento el
resultado. Cabe mencionar que estas teorias no son mutuamente excluyentes

(Sergiev et al., 2015).

1.1.1 Caracteristicas del envejecimiento
La caracteristica mas prominente del envejecimiento es una pérdida gradual de la
funcion o degeneracién que se produce en los niveles molecular, celular, tisular y
del organismo. La degeneracion de uno o0 mas tejidos es un fenotipo

extremadamente comun y prominente relacionado con la edad (Campisi, 2013).



Los estudios en las ultimas décadas han identificado rasgos celulares y moleculares
comunes asociados con el envejecimiento que se han propuesto como
caracteristicas distintivas y que han ayudado a comprender el proceso de
envejecimiento. Estas caracteristicas son: senescencia celular, inestabilidad
gendmica, desgaste de los telédmeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de
proteostasis, desregulacion en la deteccidén de nutrientes, disfuncion mitocondrial,
agotamiento en las células madre y comunicacion celular alterada (Lopez-Otin et
al.,, 2013). Un desafio importante es analizar la interconexion entre las

caracteristicas y su contribucion al envejecimiento y patologias asociadas.

1.2 Senescencia celular (SC)
Este fendmeno fue descrito originalmente por Hayflick y Moorhead en los afios
sesenta. Después de monitorear la proliferacion de fibroblastos humanos a través
de varios pasajes en cultivo notaron que los fibroblastos tenian un nimero limitado
de duplicaciones, a lo que llamaron limite de Hayflick (Fig. 1) (Hayflick y Moorhead,

1961).

La SC es un fenbmeno que se caracteriza por una detencién estable e irreversible
de la proliferacién celular en la fase GO/G1 del ciclo. Las células senescentes
experimentan cambios en la morfologia generalmente hacia una forma plana y
agrandada (Kong et al,, 2011), ademas de una reprogramacion metabdlica
evidenciada por la implementacion de un secretoma (SASP) (Kuilman et al., 2010;

Salama et al., 2014).



Posteriormente se determind que la SC observada por Hayflick en cultivos celulares
se debia al acortamiento de los telomeros, por lo que se denomind senescencia
replicativa (SR) (Bodnar et al., 1998). Sin embargo, se sabe que también otros
estimulos pueden generar esta respuesta independientemente del desgaste
telomérico (Tabla 1). La SC que se desencadena como respuesta a dafio al ADN o
por exposicion a un agente capaz de generar estrés oxidante (radiacién, luz UV,
quimioterapias, etc.), se conoce como senescencia prematura inducida por estrés

(SIPS) (Childs et al., 2014; Lopez-Diazguerrero et al., 2006).

Fase Il
Limite de Hayflick —

SEMESCENCIA

Fase Il

Crecimiento exponencial

Duplicaciones celulares

Fase |

Dias en cultive

Figura 1. Las tres fases del cultivo celular de Hayflick. La fase | consiste en el
establecimiento del cultivo primario, la fase Il representa a las células durante el
periodo de replicacion exponencial y la fase Ill denominada “Senescencia”
representa el periodo en que cesa la replicacién celular pero el metabolismo
continda (Tomado y modificado de Shay et al., 2000).



S . . . eLas células normales tienen una vida de replicacion finita. El proceso que
enescencia RePJ-K:a-tua limita el potencial proliferativo de las células se ha denominado

SR replicativa y ocurre en después de varias divisiones celulares en
respuesta al acortamiento de los telémeros (Campisi, 1997).

*Sucede después de la exposicion de las células diploides humanas al
factores que generan estrés oxidante y con ello un potencial dafo al
ADN (radiacion UV, quimioterapias, perdxido de hidrogeno)
(Toussaint,et al., 2000) .

»Una funcién disminuida del proteosoma dada por el tratamiento con un
inhibidor especifico del proteosoma como epoxomicina induce un
fenotipo senescente (Chondrogianni y Gonos 2004).

*Respuesta provocada por la sefializacion oncogénica resultante de una
mutacidn activadora de un oncogén o la inactivacion de un gen supresor
de tumores. (Chandeck y Mooi, 2010).

Tabla 1. Distintos tipos de induccién de senescencia. Se muestra
como distintos estimulos pueden inducir la respuesta senescente.

La SC no es exclusiva de los tejidos de organismos envejecidos, es también un
mecanismo poderoso de supresion tumoral (Collado et al., 2007) mediante el cual
se impone un limite en la proliferacion. Debido a la detencion irreversible en la
proliferacion que presentan las células senescentes, se propuso a la SC como una
barrera para células potencialmente disfuncionales, transformadas o envejecidas.
Estudios recientes han mostrado que la SC también tiene roles fisiologicos en la
morfogénesis embrionaria y en procesos de reparacion y regeneracion celular

(Mufioz-Espin et al., 2013).



1.2.1 Mecanismo de establecimiento y mantenimiento de la senescencia
Como se describi6 previamente las células senescentes se detienen
irreversiblemente en la fase GO/G1 del ciclo y ya no pueden replicarse.Durante la
SR hay una pérdida gradual de ADN en los extremos cromosomicos ya que en la
fase S del ciclo celular las ADN polimerasas no sintetizan la porcion de ADN que
funciona como cebador y solamente sintetizan la cadena de manera unidireccional,
generando un fendmeno conocido como desgaste de telomeros. De esta manera,
se genera una respuesta persistente de dafio al ADN (DDR: DNA damage response)
que evita la progresién del ciclo celular (Campisi, 1997). La DDR puede ser iniciada
por cinasas como la ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) o la ATR (Ataxia
Telangiectasia and Rad3-related protein). La ATM es reclutada y activada por
proteinas que se unen a sitios del ADN donde se ha roto la doble cadena (DSBs
proteins,Double-Strand Breaks), mientras que la ATR es reclutada y activada por la
proteina RPA (Replication Protein A). Una vez activas, la ATM y la ATR activan a
sus blancos CHK2 y CHK1, respectivamente, que pueden activar a la proteina p53
que a su vez regula procesos como la reparacion del ADN, la detencion del ciclo
celular, la senescencia y la apoptosis (Riley et al., 2008; Jackson et al.,2009). Un
gen blanco de la p53 es el inhibidor del ciclo celular p21 que inhibe los complejos
CDKZ2/Ciclina E y CDK4/6/Ciclina D que son importantes para la progresion del ciclo
celular (Coqueret 2003; Chiu et al., 2012), induciendo asi la detencion de la
proliferacion.
En el caso de la SIPS el dafio generado por estrés oxidante puede activar también
la via de DDR y p53, o bien activar la via de pRB (Retinoblastoma Protein)/p16

(Muller, 2009). La proteina p16 es un inhibidor del ciclo celular particular de la fase
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G1, ya que actua inhibiendo los complejos CDK4/6/Cliclina D impidiendo la
fosforilacion de la proteina del retinoblastoma pRb, evitando asi la liberacion de E2F
y. la progresion del ciclo celular (Muller, 2009) (Fig. 2). Cabe resaltar que la
presencia de estas proteinas es utilizada para validar el establecimiento de la

senescencia.

Sefiales que inducen senescencia
( Dario al ADN, estres oxidante)

| .

SENESCENCIA
Arresto en la proliferacidn

Proliferacion celular

Figura 2. Mecanismo de establecimiento vy

mantenimiento de la senescencia (Tomado Yy

modificado de Campisi y d’ Adda di Fagagna, 2007)
La detencion de la senescencia se considera irreversible porque ningan estimulo
fisiol6égico conocido puede estimular a las células senescentes para que vuelvan a
entrar en el ciclo celular. Sin embargo, las manipulaciones biol6gicas moleculares,
por ejemplo, la inactivacién secuencial de ciertos genes supresores de tumores,

pueden hacer que las células senescentes proliferen e incluso se plantea la

existencia de circunstancias fisiolégicas hasta ahora no son reconocidas donde las



la detencion en la proliferacion de la senescencia podria ser reversible (Campisi,

2013)

1.2.2 Actividad de la B-Galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-
Gal)
Uno de los marcadores para identificar a las células senescentes es la tincion -
galactosidasa (SA- B-Gal). Esta actividad deriva de la B-galactosidasa lisosomica
acida en células senescentes y que es detectable a un pH casi neutro (pH6) porque
estd sobreexpresada a diferencia de la actividad de la enzima a pH 4 que
normalmente se encuentra en las células. La B-Galactosidasa (B-Gal) es una enzima
lisosomal que rompe el enlace O-glucosidico de la lactosa para obtener como
producto glucosa y galactosa .La actividad de la B -galactosidasa en un cultivo
senescente se determina por el ensayo desarrollado por Dimri y cols. en 1995, y
que consiste en la incubacién de células con el reactivo X-Gal (5-bromo-4cloro-3-
indolil B-D-galactosidasa) para que sea escindido por la B —galactosidasa celular
dando como resultado un producto de coloracion azul (Fig. 3B). Las células
negativas para la actividad de la B-galactosidasa suelen ser pequefas y delgadas,
lo que indica que no son senescentes en lo que respecta a la morfologia (Fig.3A)

(Cho y Hwang, 2011).



Figura 3. A) Fibroblastos de pulmé6n humano Wi-38
proliferantes. B) Wi-38 senescentes positivos al ensayo
SA- B-Gal (Cheng et al., 2005)
1.3 Fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP)
El SASP incluye una variedad de factores entre los que destacan factores de
crecimiento, interleucinas, quimiocinas y metaloproteasas. Estos factores pueden
afectar a las células circundantes mediante la activacion de receptores de la

superficie celular y vias de transduccion de sefiales (Coppé, 2010; Bianchi-Frias et

al., 2010).

La secrecion del SASP ocurre dias después de que las células comienzan a
expresar los marcadores de senescencia (como pl6, p21, p53 y B- gal) (Rodier, et
al., 2011) por lo que, primordialmente, el SASP es considerado como una respuesta

retardada al dafio genémico (Rodier et al. 2009; Rodier et al., 2011).

El SASP presenta cierta plasticidad, es decir, las moléculas que se incluyen en el
SASP varian entre los tipos de células y, en cierta medida, con el estimulo que
indujo la respuesta de senescencia (SR, SIPS; OIS o SPIIP) Sin embargo, existe
una superposicion sustancial entre los componented del SASP: las citocinas

proinflamatorias son la caracteristica mas conservada (Campisi, 2013).



1.3.1 Funciones del SASP

La combinacion especifica de factores secretados dependera del tipo de célula y
del inductor senescente, es por esto que las actividades biolégicas del SASP son
innumerables. El SASP puede estimular la proliferacion celular, debido a proteinas
como la quimiocina GROaq, osteopontina y anfiregulina, asi como estimular la
formacién de nuevos vasos sanguineos, debido a proteinas como el VEGF.
Ademas, algunos factores del SASP inducen una transicion epitelio-mesénquima en
células susceptibles. Otros como SFRP1, GROa e IL-6 pueden alterar la

proliferacion (McHugh y Gil, 2017; Campisi, 2012).

Muchos componentes del SASP promueven directa o indirectamente la inflamacion.
Estos factores incluyen a la IL-6 e IL-8, una variedad de MCPs (proteinas
quimioatrayentes de monocitos), MIPs (proteinas inflamatorias de macrofagos) y
proteinas que regulan multiples aspectos de la inflamacion, como el GM-CSF (factor
estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos). Se puede predecir que la
secrecion de estas y otras proteinas similares por las células senescentes causa
inflamacion crénica, al menos localmente y posiblemente de manera sistémica. La
inflamacion crénica, por supuesto es un contribuyente importante para casi todas
las enfermedades importantes relacionadas con la edad, tanto degenerativas como

hiperplasicas (Campisi, 2013).

1.4 Senescencia en células epiteliales
Aunque los estudios in vivo muestran que la senescencia puede afectar a una

variedad de tipos de células, los modelos celulares in vitro utilizados de forma



recurrente son muy escasos Yy generalmente se utilizan fibroblastos (por ejemplo,
IMR90 y WI-38) como ha sucedido desde los estudios iniciales de Hayflick. Por lo
tanto, la mayoria de nuestro conocimiento y los conceptos sobre la senescencia

estan acotados al tipo celular de fibroblasto.

Las células epiteliales aunque desempefian importantes funciones estructurales y
funcionales en la mayoria de los 6rganos humanos y participan en numerosas
patologias, especialmente el cancer, son poco consideradas en estudios de

senescencia.

En algunos tipos de células epiteliales humanas normales, como las células
epiteliales de mama y queratinocitos en cultivo, la SR se establece de forma muy
atipica, ya que se realiza en dos pasos (Fig. 4). Las células después de proliferar
exponencialmente en cultivo, se someten a una primera detencién del crecimiento
gue se produce después de 10 a 20 divisiones celulares. Esta primera meseta se
denomina “M0” o “senescencia temprana”. En esta meseta, las células comparten
las principales caracteristicas de la senescencia: tienen una morfologia aplanada,
la mayoria de ellas son positivas para SA-p-Gal, expresan un secretoma
inflamatorio (SASP) y estan detenidas principalmente en la fase GO/G1 del ciclo
celular. Lo mas importante de esta detencion, es que el ciclo celular no es
irreversible en todas las células. Aproximadamente una célula de cada 10% escapa
espontaneamente del estado senescente, pierde la actividad de SA-B-Gal y
continua su progresion en el ciclo celular para dar lugar a clones celulares que se
someten a otras 5-45 divisiones celulares. Estas células post-senescentes luego

experimentan una segunda meseta de crecimiento denominada “M1” o “segunda
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meseta”. En esta meseta las células muestran nuevamente los principales
marcadores (pl6, p21 y p53) de senescencia: muestran un aspecto aplanado y

agrandado, la actividad B-Gal aumenta y expresan un SASP (Abbadie et al.,2017).

Para otros tipos de células epiteliales, los estudios son escasos y a menudo es dificil
determinar, segun los datos disponibles en los articulos, si la senescencia
espontanea in vitro ocurre en uno o dos pasos. Algunos datos que se han recopilado
muestran que algunas células epiteliales normales, inmortalizadas o transformadas
gue entran en la senescencia después de un estrés como SIPS o una manipulacion
farmacolégica o (genética, desarrollan la senescencia rapidamente vy

aparentemente en un solo paso (Abbadie et al., 2017).

Emergencia

neooldsica |
Crecimiento  1aMeseta MO post-senescendia 2a Meseta M1
A Exponencial senescencia senescencia

Acumulacion de divisiones
celulares

LW

> Tiempo

SAP-Gal
Acortamiento de telomeros
P53/p21
pIEMAPK
PI16/RB

Anormalidades cromosdmicas -~

Figura 4. Esquema del establecimiento de la senescencia en células epiteliales. La SC se
establece en dos etapas en queratinocitos humanos y células epiteliales de mama.
Representacion esquematica de las curvas de crecimiento in vitro. Los rectangulos rellenos
representan eventos comunes a los queratinocitos y las células epiteliales mamarias. Los
rectangulos rayados representan eventos especificos de un tipo celular. Las lineas
discontinuas representan fases no investigadas (Tomado y modificado de Abbadie,2017)
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Gran parte de los diferentes tipos de cancer que existen relacionados con la vejez
en los seres humanos surgen de células epiteliales, conocidos como carcinomas
(Burton, 2009). Los carcinomas mas frecuentes son el de mama, colon, pulmén y
préstata. El origen de esta susceptibilidad de las células epiteliales atransformarse
en células cancerosas puede deberse a que son mas propensas a desarrollar
inestabilidad cromosdémica a diferencia de otros tipos celulares (Krtolica y Campisi,

2002).

1.5 Cancer de préstata (PCa)
La prostata humana adulta es susceptible a enfermedades relacionadas con la edad
como la hiperplasia benigna de préstata (BPH) y el cancer de préstata (PCa). El
origen del cancer de prostata puede ser epitelial o estromal. Entre una multitud de
factores ambientales y genéticos que las favorecen, el envejecimiento es el factor
de riesgo mas importante pero se desconoce hasta este momento la etiologia y la
patogénesis. Mediante cortes histoldgicos se ha observado que en la mayoria de
los tumores de prostata provenientes de organismos envejecidos existe una gran
acumulacion de células epiteliales senescentes o fibroblastos senescentes en el
estroma (Bhatia et al., 2008) que podrian contribuir al desarrollo y a la progresion
del PCa. También se han detectado células epiteliales senescentes positivas a SA-

B-gal en BPH, pero el papel de estas células en la etiologia del PCa no es claro.
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A nivel mundial el cancer de préstata es la causa mas frecuente de mortalidad por
tumores malignos; esta patologia ocupa el cuarto lugar de todas las enfermedades
cancerosas Yy es el segundo mas comun entre hombres. Aproximadamente uno de
cada siete hombres ser& diagnosticado con cancer de préstata en el transcurso de
su vida. Se estima que seis de cada diez casos se diagnostican en hombres de 65
aflos o mas. La edad promedio en la que se diagnostica es de 67 afios. El cancer
de préstata es la causa mas frecuente de mortalidad por tumores malignos con un
16% de incidencia en México. Los datos mas recientes publicados por el Instituto
Nacional de Cancerologia (INCan) indican una tasa de mortalidad de 13
defunciones por cada 100,000 hombres (IMSS, 2017). Se ha correlacionado la edad
avanzada como factor de riesgo dominante para desarrollar el carcinoma de

prostata.

Actualmente existe evidencia de que los fibroblastos senescentes de préstata que
residen en el tejido envejecido pueden secretar factores de crecimiento solubles
capaces de alterar el microambiente (Bavik, 2006) promoviendo el crecimiento y la
progresion tumoral de células epiteliales humanas en la préstata (Lehmann et al.,
2008). No obstante, los fibroblastos senescentes que secretan estas moléculas no
son las Unicas células capaces de modular el microambiente prostatico y promover
la carcinogénesis, las células epiteliales prostaticas senescentes también podrian

comportarse de esta manera (Coppé et al., 2008).

Se ha descrito la participacion de la interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) en el
desarrollo del cancer de préstata. La IL-6 actla estimulando el crecimiento en

células benignas y tumorales de prostata. Ademas se ha observado que los niveles
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de IL-6 y sus receptores aumentan durante la carcinogénesis de la proOstata
(Azevedo et al., 2011). La IL-8 es una citocina proinflamatoria secretada durante el
PCay se vincula con la progresion, también la IL-8 se correlaciona con el potencial

metastasico de las células cancerosas (Neveu et al., 2014).

1.6 Fisiologia de la prostata
La prostata es una glandula formada por un epitelio glandular incrustado en el
estroma fibromuscular (Figura 5 A). El epitelio prostatico se compone de dos capas:
una luminal y otra basal (Fig 5 B). La capa luminal secretora formada por células
columnares altas que producen antigeno especifico prostatico (PSA), fosfatasa
acida prostatica (PAP) y calicreina humana-2 que son secretadas como parte del
liguido seminal. Esta capa de células estd apuntalada por una capa basal de células
epiteliales cuboidales que a su vez esta revestida por una membrana basal que
consiste en una matriz extracelular que forma una division entre las células basales

y el estroma (Long et al., 2005).

A)

Capa luminal

" B eeE

] Capa basal

Figura 5. A) Representacion de una seccion transversal de la prostata que muestra
epitelio glandular incrustado en un estroma fibromuscular. B) Representacion
esquemética de las dos capas epiteliales histolégicas distintas, que demuestran la
migracion de las células de las capas basal a luminal durante la diferenciacion.
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Se han identificado tres tipos celulares principales en el epitelio prostatico, las
células basales y luminales asi como una poblacion de células neuroendocrinas
(NE). Todos los tipos celulares antes mencionados tienen su origen en una célula
madre las cuales se someten a un proceso de diferenciacion (Figura 6) hasta la
obtencién de una célula luminal secretora terminalmente diferenciada, el proceso
de diferenciacion puede ser identificado mediante cambios en la expresion de CK

en las diferentes subpoblaciones.

Célula luminal terminal
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CKs, 18
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PAP
p27
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Figura 6. Proceso de diferenciacion celular en la préstata A) Evolucion
de los fenotipos epiteliales desde una célula madre basal hasta una
célula luminal secretora terminalmente diferenciada. B) Subpoblaciones
de células luminales terminalmente diferenciadas. C) Fenotipos
intermedios y su expresion de CK (Tomado y modificado de Long et al.,
2005)
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1.6.1. Células NE
Las células NE se localizan entre las capas basal y luminal. Se consideran células
no proliferativas debido a que estan diferenciadas terminalmente, ademas no
expresan el receptor de andrégenos ni el oncogén antiapoptético Bcl-2. El papel
exacto y la funcién de estas células no estan dilucidado por completo, pero se cree
gue pueden desempefiar un papel en el crecimiento y la diferenciacion de la préostata
en desarrollo. Las células NE se caracterizan por la expresion de cromogranina A,
y otros marcadores como serotonina, bombasina, VIP (péptido intestinal vasoactivo)

y calcitonina (Sciarra et al., 2003).

1.6.2 Células basales
La capa basal confiere el compartimento proliferativo de la préstata. Formada por
células independientes de andrégenos que expresan citoqueratinas (CK) de
elevado peso molecular, CK5 y CK14 y el marcador de superficie celular CD44.
Otros marcadores incluyen CK10, 11, 15 y 17, p63 (un homodlogo de p53), la
integrina a2, la proteina antiapoptotica Bcl-2, P-cadherina, la fosfoproteina nuclear
pp32, GST-1r (glutation S-transferasa-1r), c-MET, el receptor de membrana para
HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) y EGF (factor de crecimiento

epidérmico) (Long et al., 2005).

1.6.3 Células luminales
La capa luminal consiste en células que dependen de androgenos. Expresan CK de
bajo peso molecular y se caracterizan por expresar CK8, CK18 y el marcador de
superficie celular CD57. El receptor de androgenos también esta presente,
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mediando la produccién y secrecién de PSA y PAP. Las células luminales no

expresan niveles detectables de Bcl-2 (Long et al., 2005).

1.6.4 Células intermedias
Se ha observado que algunas células en la capa basal expresan marcadores
luminales, mientras que los marcadores basales se veian en la capa luminal. Estos
hallazgos, sugieren de manera importante que el epitelio prostatico esta formado
por poblaciones heterogéneas de células (Xue et al., 1998). Ademas el estroma
prostatico es capaz de producir normalmente al menos ocho familias de factores de
crecimiento. De estos, se sabe que cinco familias estan involucradas en la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion del epitelio, incluyendo EGF (factor de
crecimiento epidermal), FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) e IGF (factor de
crecimiento similar a la insulina) que estimulan el crecimiento del epitelio (Oliver et

al., 2004).

1.7 Estrés oxidante en céancer de préstata como inductor de
senescencia en la prostata
Los procesos asociados con la proliferacion, la apoptosis y la senescencia pueden
ser el resultado de la activacion de las vias de sefializacion en respuesta a cambios
intracelulares en los niveles de las especies reactivas de oxigeno (EROs). Por lo
tanto, la produccion excesiva de estas especies, la insuficiencia en el sistema de
defensa antioxidante de una ceélula normal, o ambos, pueden incrementar la

posibilidad de llevar a la célula a la muerte por apoptosis, a la implementacion de la

17



senescencia 0 a tener un dafo suficiente para desarrollar patologias como el

cancer (Minelli et al., 2009).

Factores tanto intrinsecos como del entorno celular pueden conducir a una mayor
produccion de las EROs en la préstata. El aumento de los niveles de EROs puede
conducir a una disfuncion de la prostata que a su vez genere mayor produccion de
EROs. Ante esta situacion, los sistemas de defensa antioxidante enzimatico y no
enzimatico contrarrestan y regulan los niveles de los radicales para mantener la

homeostasis fisioldgica.

La reduccion del nivel de EROs por debajo del punto homeostético puede
interrumpir la proliferacion y el sistema de defensa, mientras que la acumulacién
excesiva de las ERO en la préstata pueden alterar su funcionamiento normal por
aumento de dafio en las biomoléculas como el ADN nuclear y mitocondrial. Esta
situacion puede generar una variedad de respuestas fisiologicas en las células como

el desarrollo de la respuesta senescente (Khandrika et al., 2009) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismos de produccion de las ROS y respuesta generada en células de
prostata. Se muestra un incremento en la produccién y acumulacion de las ROS en
prostata con la edad, ademas se indican los factores que intervienen en su produccion
asi como los distintos efectos que este incremento tiene en las células. Tomado y
modificado de Khandrika et al., 2009
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1.8 Senescencia Prematura Inducida por Estrés (SIPS) como modelo de
estudio
Para estudiar los mecanismos moleculares de la senescencia celular, los modelos
de cultivo celular son herramientas Gtiles. En particular el modelo de la senescencia
prematura inducida por estrés (SIPS) puede contribuir a la identificacion de
mecanismos implicados en este proceso. La SIPS se puede definir como el efecto
a largo plazo del estrés sub-citotoxico sobre las células proliferativas y algunas

postmitoticas, con la aparicion de los parametros caracteristicos de la senescencia
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celular (Toussaint et al., 2000; Dumont et al., 2000). El término "prematura” se
refiere a la aparicion de la senescencia durante las primeras duplicaciones celulares
en comparacion con el nimero méaximo de duplicaciones celulares que usualmente
sucede durante la SR. La SIPS puede inducirse mediante el tratamiento de células
primarias (pero también inmortalizadas o transformadas) con una concentracion no
letal de una multitud de estresores, como el peroxido de hidrégeno que aumentan

los niveles de EROs con potencial para generar un dafio al ADN (Ott et al., 2018).
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2. ANTECEDENTES

En el laboratorio de Bioenergética y Envejecimiento Celular de la UAM-I se han
realizado distintos estudios sobre senescencia celular tanto replicativa (SR) como
de SIPS. En una de las investigaciones, tras inducir la senescencia prematura por
estrés oxidante en fibroblastos primarios de pulmén humano WI-38, los medios
condicionados que contenian SASP, se colectaron y se afiadieron a cultivos de
células epiteliales de adenocarcinoma mamario MCF-7, y posteriormente se
observo que la proliferacion aumenté significativamente. Tras el andlisis del SASP
del medio condicionado, se encontr6 que contenia niveles elevados de las
interleucinas IL-8 e IL-6 que promovieron la proliferacion celular (Barajas-Gomez et

al., 2017).

En 2002, Untergasser y colaboradores observaron que después de varios pasajes
de un cultivo de HPEC, aumentd la expresién de marcadores de senescencia como
el inhibidor de ciclo celular p16 (Fig. 8) y la actividad enzimatica $-gal asi como
cambios en su morfologia mostrando un aspecto aplanado, indicando asi el

estableciendo de la SR.
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Figura 8. Células epiteliales de prostata después de varios
pasajes en cultivo. Muestran un incremento en la expresion del
inhibidor de ciclo celular p16, asi como cambios en la morfologia
(Untergasser et al., 2002).
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En 2008, Coppé y colaboradores estudiaron la actividad secretora de las células
epiteliales de prostata humanas (HPEC) senescentes por irradiacion con rayos X.
Se analizaron los factores secretados por estas células utilizando matrices de
anticuerpos (membranas con anticuerpos dirigidos a diferentes citocinas, basados
en el principio de un ensayo de Elisa) y se determiné que las moléculas contenidas
del SASP de fibroblastos y células epiteliales senescentes se superponian de
manera significativa (Fig. 9).
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Figura 9. Factores secretados por las células epiteliales de prostata (PreC)
con induccién de senescencia mediante radiacion X (XRA). Las sefiales mas
altas que la linea de base se muestran en amarillo; Las sefiales por debajo de
la linea de base se muestran en azul. Un asterisco (*) indica los factores en el
SASP que se conservan entre los fibroblastos y todas las células epiteliales.
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3. JUSTIFICACION

Se ha observado que diversos tipos celulares pueden alcanzar la senescencia
celular en respuesta al limite de divisiones o ante el estrés y el dafio al ADN. A
pesar de que se ha visto que la senescencia celular esta relacionada con patologias
asociadas al envejecimiento como el cancer, que en su mayoria son de origen
epitelial (GLOBOCAN, 2018; Cancer Research UK, 2018) son pocos los estudios
que se han realizado en células epiteliales senescentes, limitando asi los
conocimientos acerca de su participacion en el proceso carcinogénico. De manera
particular, se ha visto que el estrés oxidante en enfermedades prostéaticas puede
inducir una respuesta de senescencia celular generando un SASP que puede alterar
y generar procesos inflamatorios y de proliferacion del tejido prostatico. Sin
embargo, a pesar de su relevancia, no existen estudios de los pardmetros de
senescencia de células epiteliales de préstata por SIPS con H20:2 y de los
componentes del SASP que aporten informacion para conocer el posible efecto
sobre las células circundantes no senescentes. Por otro lado, durante senescencia
en fibroblastos se sabe que existe cese de la proliferacién celular adn ante estimulos
mitogénicos (Campisi, 2013), sin embargo se desconoce si este fenébmeno ocurre

también en células epiteliales de préstata durante la senescencia.

Debido a que se ha visto que el factor de estrés oxidante es inherente al desarrollo
de patologias y que existe gran acumulacion de células senescentes en los tumores
de prostata, es importante generar un modelo de senescencia con células epiteliales
de prostata humana por SIPS que nos permita conocer los parametros

caracteristicos de la senescencia de este tipo celular, para verificar si tienenun
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comportamiento similar con el establecimiento de la senescencia en fibroblastos,
asi como evaluar los componentes del SASP que pudieran contribuir a la
comprension de las relaciones que se generan entre las células senescentes

epiteliales y su microambiente.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual sera el comportamiento de los parametros de senescencia y el contenido del

SASP de células epiteliales de préstata humana con SIPS?

5. HIPOTESIS

En patologias prostaticas existe una asociacion entre el estrés oxidante y la
presencia de células epiteliales senescentes, sin embargo no existen estudios sobre
el comportamiento de estas células y se desconoce si presentan los parametros ya
descritos en estudios clasicos con fibroblastos, considerando que son dos tipos
celulares diferentes. Un modelo in vitro de células epiteliales de préstata HPEC
inducidas a senescencia por H202 (SIPS) permitird identificar los marcadores de
este estado y el fenotipo secretor caracteristico para comprender las relaciones

entre las células senescentes y su microambiente.
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6. OBJETIVO GENERAL
Evaluar los parametros de la senescencia por SIPS y los componentes del SASP

de células epiteliales senescentes de préstata humana.

7. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinar la concentracion de peréxido de hidrogeno que genere un

fenotipo senescente.

2. Evaluar la expresion de los parametros de la senescencia celular.

3. Caracterizar los componentes del fenotipo secretor asociado a la

senescencia (SASP).

4. Evaluar la respuesta proliferativa ante estimulos mitogénicos de células

senescentes.

5. Evaluar el efecto proliferativo del SASP sobre células no senescentes.

8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Cultivos primarios de células epiteliales de préstata
Los experimentos evaluados se realizaron utilizando cultivos primarios de células
epiteliales de prostata: Primary Prostate Epithelial Cells; Normal, Human (ATCC®
PCS-440-010™). El medio de cultivo utilizado fue Prostate Epithelial Cell Basal
Medium (ATCC® PCS-440-030™) suplementado con Prostate Epithelial Cell

Growth Kit (ATCC® PCS-440-040™) y 1% de penicilina/estreptomicina.
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8.2 Induccidén de senescencia prematura por estrés (SIPS)
Se utilizé6 como modelo de estudio a la senescencia prematura inducida por estrés
(SIPS) para simular la senescencia por dafio oxidante. Para conocer la
concentracion adecuada de H20:2 para la induccién de SIPS, se realizaron curvas
de proliferaciéon celular para evaluar el efecto de diferentes concentraciones en los
cultivos primarios. Se sembraron 5x103 cél/ cm? por pozo en una placa de 24 pozos.
Las células se trataron con las siguientes concentraciones de H202: 12, 25y 50 uM
durante dos horas. El H20:2 fue disuelto en el medio de cultivo. Pasadas las dos
horas se retir6 el medio que contenia H20:2 y las células se lavaron con DPBS y
finalmente se afiadié medio de cultivo sin H202 (LOpez-Diazguerrero et al., 2006).
8.3 Parametros se senescencia celular
Los siguientes parametros de senescencia se evaluaron en los dias 1, 4, 8 y 12
después de la induccion de senescencia con Hz20:.

8.3.1 Proliferacién celular

La proliferacion celular se determin6 contando células viables mediante la técnica
de exclusion por azul de tripano. El conteo celular se realiz6 tomando una alicuota
de 20 uL de células resuspendidas en medio de cultivo que se mezclo con 20 L
del colorante azul de tripano. La mezcla fue resuspendida nuevamente y se tomo
una alicuota de 10 pL, la cual se colocé en una camara de Neubauer y se observo
al microscopio de contraste de fases para contar el nimero de células viables. Se

contaron 4 cuadrantes y se calcul6 la media x.

El nUmero total de células se calculé mediante la ecuacion:
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N= (%) (V) = (2)  (10%)
Dénde: N = Numero total de células.
V = Volumen total de la suspension de células (mL).

8.3.2 Ensayo SA- B-Galactosidasa
Para evaluar la senescencia celular, se utilizé la determinacion cuantitativa de la
presencia de la enzima [B-galactosidasa que es un marcador que se encuentra
sobreexpresada en células senescentes.
A cada pozo de una placa de 24 pozos, se le agregaron 300 pL de solucion fijadora
(formaldehido al 3%) durante 15 min. y posteriormente se retird la solucién y se
realizaron 3 lavados con DPBS. Se agregaron 300 pL de solucion X-gal que
contenia 100 mM de KzFe(CN)s, 100 mM de KsFe(CN)e3 H20, 1 M MgClz, 5 M de
NaCl, buffer de CeéHsO7/ NazHPO4 0.2M y 50 mg/mL de X-gal. El pH se ajusto a 6.
Las células se mantuvieron en incubaciéon a 37°C durante toda la noche.
Al dia siguiente se eligieron 3 campos de manera aleatoria y se contaron 100 células
en cada uno utilizando un microscopio de contraste de fases. El total de células

tefidas y no tefidas correspondieron al 100%.

8.4 Expresion de marcadores del establecimiento de la senescencia
Utilizando inmunocitoquimicas se evaluo la expresion de proteinas implicadas en el
establecimiento de la senescencia (p53, p21, pl16 y p-galactosidasa).

Las células se sembraron en cubreobjetos a una densidad de 5x103 cél/ cm?y se

les realizé SIPS. Las células se lavaron con DPBS, se fijaron con formaldehido al
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3% durante 15 min., y después se lavaron nuevamente con DPBS- Tween y se les
agregaron 100 pl del bloqueador universal de proteinas en solucion 1:10 durante 15
min. Posteriormente las células se lavaron con DPBS-tween, se les afiadieron 100
uL del anticuerpo anti-p16-conejo en dilucién 1:100 y se incubaron durante 1 hora.
Pasada la hora, las células se lavaron en 2 ocasiones con DPBS-Tween y se
repitieron los pasos anteriores para los anticuerpos anti-p21-ratén en dilucion 1:200,
anti-p53-raton en diluciéon 1:200 y anti-GLB-conejo en diluciéon 1:200. Después se
incubaron con los anticuerpos secundarios especificos, para lo cual se retir6 el
anticuerpo primario. Para el caso del anticuerpo secundario Alexa Fluor® 594 anti-
ratén, primero se lavaron las células 2 veces con DPBS-Tween, y se afiadié 100 pl
a una dilucion de 1:500 del anticuerpo secundario y se incubd durante 1 hora,
pasado ese tiempo se retird el anticuerpo secundario y se hicieron 3 lavados con
DPBS-Tween. Para el caso del anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 anti-conejo,
se hizo una dilucion 1:500 y se siguieron los pasos descritos anteriormente.
Posteriormente a las muestras se afiadid solucibn de montaje con DAPI (4,6-
diamino-2-fenilindol) y se les colocé un portaobjetos. Las preparaciones se
observaron en un microscopio confocal Carl Zeiss modelo LSM 780 NLO. Las

preparaciones se realizaron en los dias 4 y 9 después de SIPS.

8.5 Andlisis del fenotipo secretor asociado a la senescencia(SASP)
Para el analisis del SASP, las células se sembraron 5x103 cél/ cm? en cajas petri
para cultivo celular de 35%x10 mm. Las determinaciones se realizaron el dia 4 para

el control y para SIPS los dias 4 y 9 después de la induccion. Cuando las células
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llegaron al dia de la determinacion, el medio condicionado se colect6é en tubos de
15 mL y se guardd a -80°C para su andlisis posterior. Las células se despegaron
con Tripsina-EDTA para células primarias (ATCC® PCS-999-003™) y se contaron

como se describi6é previamente, para la normalizacion de los datos de SASP.

Para realizar las determinaciones, se descongelaron los medios condicionados y se
concentraron 7 veces para llegar a un volumen final de 1 mL, el cual fue analizado
siguiendo el protocolo del kit comercial RayBio® Human CytokineAntibodyArray, de
la siguiente manera: las membranas contenidas en el kit se bloquearon con buffer
de blogueo (proveniente del kit) durante media hora; posteriormente, se incubaron
con 1 mL de muestra y se agitaron por 2 h. Pasado ese tiempo, la muestra fue
removida y se realizaron cinco lavados con los buffers de lavado contenidos en el
kit. Después se incubd por 2 h con 1 mL del cocktail de anticuerpos conjugados con
biotina contenidos en el kit. Posteriormente se realizaron otros 5 lavados para
remover los anticuerpos que no se unieron y se incubé por 2 h mas con
estreptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HRP-streptavidin) y se realizaron
otros 5 lavados. Para llevar a cabo la deteccion de la sefial, se afiadio 1 mL del
buffer de deteccion incluido en el kit durante 2 min y las membranas se revelaron
usando el fotodocumentador Gel logic 1500 (Kodak, EUA). Para realizar el analisis
de las citocinas presentes, se utilizé el software FIJI. Los datos se normalizaron
empleando el nimero de células, para poder realizar comparaciones entre los

grupos
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8.6 Respuesta a estimulos mitogénicos

Primero se realizé una curva de proliferacion celular para evaluar el efecto del EGF
a distintas concentraciones, ya que se ha reportado previamente que este factor
tiene marcados efectos mitogénicos en HPEC (El Sheikh et al., 2004).

Para lo cual el EGF se disolvié en albumina al 0.5% y se agregé al medio de cultivo
para obtener las distintas concentraciones. Luego en placas de 48 pozos se sembré
una densidad 3x103 cél/lcm? y se afiadieron 500 ul de medio con las distintas
concentraciones: 1, 10, 100 y 1000 ng/mL del factor y se realizd el conteo celular
descrito previamente a las 24, 48 y 72 horas para determinar el efecto.

En los cultivos de células se expusieron a tratamientos agudos (una exposicion al
mitdégeno durante 72 horas) del EGF.

Posteriormente se eligid la concentracion de 1000 ng/mL debido a que dicha
concentracion mostro el mayor efecto en la proliferacion como resultado del
experimento anterior y se afiadio a cultivos en proliferacion y a cultivos senescentes.
En placas de 24 pozos se sembr6 una densidad de 3x103 cél/ cm?. A los grupos
correspondientes se les realiz6 la induccién de senescencia por SIPS como se
describe previamente, y en el dia 9 cuando la senescencia se afiadié a los grupos
correspondientes el EGF a una concentracién de 1000 ng/mL disuelto en medio y
se cuantifico la proliferacion mediante la técnica de exclusién por azul de tripano
como se describio en parrafos anteriores.

Para evaluar si la proliferacion en cultivos celulares estaba dada o no por células
senescentes se realiz6 una inmunocitoquimica con un doble marcaje con

anticuerpos dirigidos a Ki-67 y GLB. Utilizando inmunocitoquimicas se evalué la

30



expresion de proteinas implicadas en el establecimiento de la senescencia (p53,
p21, p16 y B-galactosidasa).

Las células se sembraron en cubreobjetos a una densidad de 5x103 cél/ cm?y se
les dio el tratamiento correspondiente. Posteriormente se lavaron con DPBS y fijaron
con formaldehido al 3% durante 15 min. y después se lavaron nuevamente con
DPBS- tween y se agreg6 100 pl del bloqueador de proteinas en solucién 1:10 porl5
min. Posteriormente las células se lavaron con DPBS-tween y se afiadieron 100 uL
del anticuerpo anti-Ki-67-conejo en dilucion 1:200 y se incubaron durante 1 h.
Pasada la hora, las células se lavaron en 2 ocasiones con DPBS-tween y se
repitieron los pasos anteriores para anti-GLB-conejo en dilucion 1:200, después se
incubaron con los anticuerpos secundarios especificos, para lo cual se retir6 el
anticuerpo primario y se lavd 2 veces con DPBS-tween y se afiadieron 100 pl de
Alexa Fluor® 594 anti-ratén en dilucion 1:500 y se incub6 durante 1 hora. Pasado
ese tiempo, se retiré el anticuerpo secundario y se hicieron 3 lavados con DPBS-
tween. Se colocd Alexa Fluor® 488 anti-conejo en dilucion 1:500 siguiendo los
pasos anteriores. Se afiadi6 solucion de montaje con DAPI (4,6-diamino-2-
fenilindol). Las preparaciones se observaron en un microscopio confocal Carl Zeiss

modelo LSM 780 NLO.

8.7 Efecto del SASP en la proliferacién de células no senescentes
Para determinar el efecto en la proliferacion dado por el SASP, se recolecto el
medio de cultivo proveniente de HPEC senescentes del dia 9. Las células se

despegaron con tripsina -EDTA para células primarias (ATCC® PCS-999-003™) y
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se contaron como se describié previamente, para saber de cuantas células provenia
el SASP. Posteriormente en placas de 24 pozos se sembré una densidad de 15x103
céllcm?y se les afiadié el SASP y medio fresco en proporcién 1:1 y se evalué la

proliferacion celular a las 24, 48 y 72 horas.

8.8 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Cada experimento se realizo por triplicado en al menos tres eventos independientes.
Para evaluar normalidad de los datos se utilizaron las pruebas de D'Agostino &
Pearson y Shapiro-Wilk. El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé
por andlisis de varianza (ANOVA- dos vias) seguida por la prueba de Tukey. En
ambos casos se manejé un nivel de probabilidad de p< 0.0001, p<0.01 y p<0.05
como criterio minimo de significancia. Se utilizé el programa estadistico Graph Pad

Prism 7.0.
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9. RESULTADOS

9.1 Proliferacion celular después de SIPS

Para determinar la concentracion de H202 que indujera senescencia por SIPS, se
realizé una curva de proliferacion probando distintas concentraciones de H20:2. El
efecto de los tratamientos sobre la proliferacion se evalué mediante conteo celular
por exclusién de azul de tripano. Los resultados obtenidos muestran que las células
control contindan proliferando hasta el dia 12, el ultimo dia en que se realizaronlas

determinaciones.

En cada caso, las células tratadas con 12, 25 y 50uM de H202 mostraron cambios
estadisticamente significativos (P <0.0001) en la proliferacion a partir del dia 4 y
hasta el dia 12 (P <0.0001). Las diferencias en la proliferacion entre las distintas
concentraciones de H202 se muestran en la Figura 10. A partir del dia 4, la
concentracion de 12 uM de H20:2 es la que presentod la menor proliferacion respecto
al control y al resto de las distintas concentraciones (P <0.0001); seguida de la
concentracion de 25 pM que mostro una proliferacion mayor a la de 12 uM pero

menor a la de 50 puM (P <0.0001).
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Figura 10. Curva de proliferacion por conteo mediante exclusion por azul de tripano
después de la adicion de distintas concentraciones de H,O, para la induccién de SIPS.
La grafica muestra el resultado de tres experimentos independientes. Cada valor
corresponde a la media £ DE. Anova-2 vias con prueba post hoc de Tukey. Las literales
diferentes representan diferencias significativas entre las distintas concentraciones de
H,0, (p<0.0001).

9.2 Actividad de la enzima B-galactosidasa

Con la finalidad de confirmar que la inhibicion de la proliferacion estaba asociada
con el fenébmeno de senescencia, se evalud la actividad de la enzima B-

galactosidasa lisosémica que normalmente esta sobreexpresada en la SC.

El tratamiento del cultivo con una concentracién de 12 uM de H202 mostré un mayor

(P< 0.0001) porcentaje de células positivas al ensayo de la actividad de la enzima
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B-galactosidasa con respecto al control y al resto de las concentraciones aplicadas

(P <0.0001) desde el dia 1 y hasta el dia 12 (Fig.11).

Ademas se observaron cambios en la morfologia de las HPEC caracteristicos dela

senescencia hacia una forma planada y agrandada (Fig. 12 B) con el tratamiento

de 12 uM de H202.
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Figura 11. Porcentaje de células senescentes en funcién del tiempo
para los 3 tratamientos analizados en las HPEC. ANOVA-2 vias.

Diferencias significativas (P< 0.0001).
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Figura 12. Ensayo SA-B-gal. A) HPEC control en dia 4. B) HPEC 4
dias después de SIPS con 12 uM de H,0.,. Las flechas indican a las
HPEC positivas al ensayo. Microscopia 6ptica 100 X.
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9.3 Evaluacién de parametros de senescencia
Para validar el establecimiento de la SC por la adicion de 12 uM H20:2 a los cultivos
de HPEC se evalud la expresion de los inhibidores del ciclo celular p16 y p21 asi

como p53 y la enzima - galactosidasa.

Mediante inmunocitoquimicas se considero estudiar estos parametros el dia 4 (una
etapa temprana después del establecimiento de la SC) y el 9 (una etapa tardia
después del establecimiento de la SC) para determinar si existia una diferencia en

la expresion de los marcadores del estado senescente.

Las imagenes que se obtuvieron mediante microscopia confocal muestran un
aumento en la expresion de B-galactosidasa en el grupo tratado con 12 pM de H202
(Fig.13 A) siendo mas evidente este incremento al dia 9 después de SIPS. Ademas,
se observa claramente la localizacion nuclear de p16 (Fig 13 B).

También se observaron cambios en la expresion y localizacion de p21 el cual
muestra una ubicacion en el nicleo en las células en el dia 4 y 9 después de SIPS
(Fig. 13 B). La expresion de p53 también muestra un incremento en su expresion
en el dia 4 después de SIPS:

Se consideraron células senescentes cuando éstas fueron positivas a los
marcadores: pl16 y B-galactosidasa en el citosol y con incrementos en la expresion

de p53y p21 nuclear.
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Figura 13. Inmunocitoquimicas de los cultivos primarios de células epiteliales de
prostata para los GR de senescencia p16, p21, p53 y B-galactosidasa (GLB). Los
nucleos fueron marcados con DAPI. Se muestran imagenes representativas de cada
experimento (100x).
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9.4 Analisis del SASP
Se analiz6 el SASP proveniente de una etapa temprana (dia 4) en el establecimiento
de la senescencia y se comparo con el SASP proveniente de una etapa tardia (dia
9) en la cual la senescencia ya estaba completamente establecida (evidenciado por
un incremento en el porcentaje de células positivas al ensayo SA-B-galactosidasa
asi como un aumento en la expresion de marcadores del estado senescente (Fig. 9
y 10). Se empled el kit RayBio® Human CytokineAntibodyArray para analizar 80
citocinas provenientes del SASP de los medios condicionados de SIPS como se

describidé anteriormente y el ensayo se realiz6 por duplicado.

La Tabla 2 muestra el arreglo de las membranas de detecciébn de citocinas
indicando la ubicacién de cada una de ellas. La Figura 14 corresponde a tres
membranas representativas del analisis del SASP. En estas imadgenes cada marca

corresponde a la secrecion de una citocina en particular.

Al analizar las membranas se observaron diferencias entre los patrones de
secrecion de los distintos dias en los cuales se colecté el SASP, en donde se puede
apreciar que algunas de las citocinas contenidas en el SASP de dia 4 no son las
mismas secretadas por las células senescentes de una etapa mas tardia (SASP de
dia 9), ademas de existir diferencias en cuanto a la intensidad en la expresion de

citocinas especificas.

El mapa de calor en la Figura 15 muestra el perfil de expresion de las citocinas
contenidas en el SASP. De las 80 citocinas que el kit detecta, se encontraron
expresadas un total de 38 citocinas. Para cuantificar la secrecién de las citocinas de
manera individual, se analiz6 la densidad Optica relativa (D.O.R.) de cada mancha
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utilizando el software FIJI, normalizando contra el control positivo de cada
membrana y el nUmero de células de las cuales provenia el SASP. Se cre6 una
linea base obteniendo un promedio en la expresién de las citocinas en el control, el
SASP de dia 4 y 9. Las sefales més altas que la linea de base se muestran en

verde, las sefiales por debajo de la linea de base se muestran en rojo.

Las citoquinas que mostraron un incremento en sus niveles de expresion fueron el
factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), las
interleucinas IL-6 e IL-8, las quimiocinas GROa/B/y (CXCL1/CXCL2/CXCL3) en el
SASP proveniente del dia 4 con respecto al control. Posteriormente al dia 9 estas

moléculas modificaron su secrecién disminuyendo su expresion.

El andlisis de correlaciones multiples contenido en la Tabla 3 cuantifica el grado de
asociacion en el contenido de citocinas del SASP de dia 4 y de dia 9 y las citocinas
del control, cuanto més cercano es el valor dera 1, el grado de asociacion es mayor.
Al comparar el SASP de dia 4 con el control se encontré que el perfil de secrecion
es distinto, lo cual es corroborado por un valor de r=-0.94. Por el contrario el perfil
de secrecion SASP proveniente del dia 9 comparado con el control es muy similar

con una r=0.78.

Debido a que los componentes del SASP presentan variaciones en tipo y en la
expresion de citocinas, estos datos sugieren la existencia de una expresion
diferencial de los componentes del SASP dependiente del tiempo durante la

senescencia.
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Tabla 2. Mapa del arreglo de citocinas de kit de deteccién. Cada
cuadro representa un punto en la membrana de deteccion para una
citocina diferente.
Control SASP Dia 4 SASP Dia 9
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Figura 14. Analisis del SASP proveniente de distintos dias después la induccion
de SIPS. Se muestran membranas representativas del andlisis de 80
citocinas, cada marca corresponde a una citocina especifica
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Figura 15. Citocinas provenientes del SASP colectado en dia 4 y 9. Se colecté el medio
condicionado (MC) y fue sometido a un inmunoensayo. La imagen muestra mediante un
heat map la secrecién semicuantitativa de las HPEC en distintos dias posteriores a la
induccién de SIPS (SASP D4- SASP de dia 4 y SASP D9- SASP de dia 9).Se muestranla
densidad optica relativa (D.O.R.) de cada muestra normalizada con el grupo control.

Tabla 3. Matriz de correlacion
del perfil de secrecion de

1 .
células no senescentes y el
-0.94099651 1 SASP proveniente de dia4y 9.
0.78975216 -0.95074738 1
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9.5 Evaluacion de larespuesta proliferativa ante estimulos mitogénicos

de células senescentes
Posteriormente para determinar si las HPEC senescentes a diferencia de los
fibroblastos senescentes, podrian responder ante un estimulo mitogénico, se realizé
la adicién del factor de crecimiento epidermal (EGF) el cual ha mostrado ser un
inductor en la proliferacion de distintas lineas celulares de prostata (ElI Sheikh et
al., 2004). Inicialmente se realizé una curva de proliferacion para determinar la
concentracion del EGF que pudiera inducir la mayor proliferacion se traté con
distintas concentraciones del EGF 1, 10, 100 y 1000 ng/mL a los cultivos de HPEC,
se realiz6 el conteo mediante la técnica por exclusion de azul tripano a las 24, 48 y
72 h posteriores a la adicion del EGF (Figura 16).
Se observaron cambios significativos en la proliferacion con el tratamiento de 100 y
1000 ng/mL de EGF con respecto al control (P <0.0001) desde las 24 h y hasta las
72 h. Mientras que a las concentraciones de 1y 10 ng/mL se observo un aumento
de proliferacion significativo (P <0.0001) a partir de las 24 horas y hasta las 48
horas con respecto al control, a las 72 horas la proliferacion se igual6 al control. Por
lo cual el mayor efecto en la proliferacion fue dado por la adicién de 1000 ng/mL de

EGF.
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Figura 16. Curva de proliferacién por conteo mediante exclusién por azul de tripano
después de la adicién de distintas concentraciones de EGF, La grafica muestra el resultado
de tres experimentos independientes. Cada valor corresponde a la media + DE. Anova-2

vias (P <0.0001) con prueba post hoc de Tukey; literales diferentes representan
diferencias significativas (P <0.01).

Una vez determinada la concentracion de EGF, se afiadi6 a cultivos de HEPC
senescentes al dia 9 posterior a SIPS, y se determind la proliferacion celular a las

24,48 y 72 horas (Figura 17).
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La proliferacioén celular al afiadir EGF al cultivo senescente (SIPS+EGF) mostr6 una

proliferacion menor con respecto al control (P <0.0001) y no mostré cambios

significativos en la proliferacion con respecto al cultivo senescente (SIPS) en el dia

10 (es decir a las 24 h de haber afiadido el EGF). De igual manera, en el dia 11 (48

ho posteriores a la adicién del EGF) el cultivo SIPS+EGF mostré una proliferacion

menor con respecto al control (P <0.0001) y no mostré cambios significativos en la

proliferacion con respecto al cultivo senescente (SIPS). Finalmente, en el dia 12 (72

horas de estar en contacto con el EGF), el cultivo SIPS+ EGF tuvo una proliferacion

menor con respecto al control (P <0.0001), pero significativamente mayor al cultivo

SIPS.

ProliferaciéncelulardespuésdeSIPS+EGF

140000

120000 A

100000 A

80000 -

60000 =

NUumero de células

40000 =

20000

* ok Kk

Xk d %

* ok ok x

x Kk & Kk

* ok ok x
* ok k k

Control

SIPS

SIPS +EGF

Figura 17. Curva de proliferacion por conteo mediante exclusion por azul de tripano
después de la adiciéon de 1000 ng/mL de EGF al cultivo senescente La grafica
muestra el resultado de tres experimentos independientes. Cada valor corresponde a
la media + DE. Se realiz6 un Anova-2 vias con prueba post hoc de Tukey. Los

asteriscos **** representan diferencias significativas (P <0.0001) y * (P <0.05)
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Para determinar que los cambios significativos en la proliferacién observados en el
cultivo senescente al afiadir EGF (SIPS+EGF) provenian de células senescentes
que respondieron a estimulos mitogénicos o si se trataba de células que no
establecieron la senescencia y que estas pudieran ser las responsables en las
diferencias observadas en la proliferacion, se realiz6 un inmunocitoquimica con un
doble marcaje, usando Ki-67 para indicar que la célula estaba en divisién (Suny
Kaufman, 2018), y a B-gal (GLB) como indicador del el estado senescente (Figura

18).

Se observd que las células que expresaron B-gal no expresaron Ki-67 (Fig. 18), lo
cual indica que las diferencias en la proliferacion celular obtenidas en el experimento
anterior estaban dadas por la proliferaciéon de células que no establecieron la

senescencia.

DAPI GLB Ki-67 Merge

Figura 18. Inmunocitoquimicas de los cultivos primarios de células epiteliales
de préstata senescentes tratadas durante 72 horas con EGF. Marcador de
senescencia B-galactosidasa (GLB) y de proliferacion Ki-67. Los nudcleos
fueron marcados con DAPI. Se muestran imagenes representativas del
experimento (100x).

Finalmente se evalud el efecto del SASP en la proliferacion celular, para lo cual se
afadi6 el SASP de dia 9 a cultivos de HPEC no senescentes y se evalud la

proliferacion.
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Como se muestra en la Figura 19 hubo una disminucion en la proliferacién celular a

las 72 horas después de afiadir el SASP (P <0.0001)
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Figura 19. Curva de proliferacion por conteo mediante exclusién por azul de tripano
después de la adicién del SASP de dia 9 proveniente de cultivos de HPEC senescentes
en proporcion 1:1 La grafica muestra el resultado de tres experimentos
independientes. Cada valor corresponde a la media + DE. Se realizé Anova-2 vias con
prueba post hoc de Tukey. Los asteriscos representan diferencias significativas (P
<0.0001)
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10. DISCUSION

La senescencia celular es un fendmeno que se caracteriza principalmente por una
detencién en la proliferacion y el desarrollo de un secretoma denominado SASP.
Este fendbmeno ha sido ampliamente estudiado en fibroblastos y poco se ha
estudiado en otros tipos celulares como las células epiteliales, donde se desconoce
si este fendmeno de la senescencia se establece de la misma manera y con los

mismos parametros.

Por lo tanto, en este trabajo se evaluaron las caracteristicas del fenotipo senescente
en HPEC a las que se les indujo SIPS mediante e tratamiento con H202. Se observo
que con una concentracion de 12 yM de H20:2 se logro el establecimiento de la SC,
sin embargo resulta ser una concentracion baja comparada con 75 uM de H202 que
se requiere para el establecimiento de la SC en fibroblastos (Maciel-Barén et
al.,2016). También se observaron cambios morfolégicos caracteristicos del estado
senescente como el aspecto aplanado y agrandado después del tratamiento con
H202 (Kong et al., 2011). Esta concentracion tan baja como inductor de la SC es
probablemente debida a que son distintos tipos celulares con diferentes
susceptibilidades y resistencia al estrés (Udensi y Tchounwou, 2016). Vital et al.,

2014).

Al utilizar las concentraciones de 25 y 50 yM se observd una disminucion en la
proliferacion con respecto al control, pero un aumento con respecto a las células
expuestas a 12 yM. Las concentraciones de 25 y 50 uyM posiblemente pudieron
inducir la proliferacion pues se ha reportado que varias vias de transduccion de

sefales en células de mamiferos estan activadas por H202, como las tirosin-
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cinasas, las proteinas cinasas activadas por mitégenos, la proteina cinasa C, el
receptor del factor de crecimiento epidérmico, proteinas fosfatasas, canales de
potasio y el factor nuclear kB (NFkB) (Polytarchou et al., 2005). Aunado a esto
resultados previos aun no publicados por Aquino-Cruz y cols. en 2018, muestran
también que las células epiteliales de mama MCF10A alcanzan la senescencia por

SIPS con la misma concentraciéon de H20x.

Cuando se evaluo la expresion de marcadores del estado senescente como p53,
p21, p16 y B-gal encontramos que su expresion fue similar a la de los fibroblastos
senescentes. Especificamente se observé un incremento de p 16 en el nucleo, sitio
en el que p16 ejerce su actividad de inhibicion de los complejos CDK4/6—Ciclina D,
y conducen a la detencion del ciclo celular en G1 (Rayess et al., 2012) manteniendo
a la pRb en un estado hipofosforilado que resulta en la inhibicion del factor de
transcripcion E2F. También se observaron cambios en la expresion y localizacion
de p21, localizado en el nucleo tras la induccion de SIPS. El inhibidor p21 de CDK2,
CDK3, CDK4 y CDK®6, cuya sobreexpresion detiene a las células en G1, se activa
transcripcionalmente por p53, el cual también incremento su expresion después de
SIPS, en respuesta al dafio en el ADN (Mirzayans et al., 2012). La exposicién a
agentes que dafian el ADN da como resultado la activacion de p53 que reprime a
pl6 y activa transcripcionalmente a p21, esta Ultima proteina suprime la apoptosis

y desencadena la senescencia (Fig. 20).
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Figura 20. Modelo que ilustra la participacion de los
supresores de tumores p16, p53 y p21 en la senescencia
(tomado y modificado de Mirzayans et al., 2012)

Al analizar el SASP de dia 4 dénde ya se aprecié un 60% de células senescentes,
se mostrd un incremento en la IL-6, lo que resulta interesante pues estudios previos
han demostrado que niveles de IL-6 estan elevados en pacientes con cancer de
prOstata metastasico y se correlacionan negativamente con la supervivencia del
tumor y la respuesta a la quimioterapia. La IL-6 es capaz de promover la
proliferacion celular del cancer de prostata e inhibir la apoptosis in vitro e in vivo,
ademas se asocia con un fenotipo agresivo del cancer de préstata y puede estar
involucrada en el proceso metastasico a través de la regulacién de la transicion
epitelio-mesénquima (Nguyen y Tewari, 2014). Por su parte IL-8 también presento
un incremento notable en el SASP de dia 4. La IL-8 es una importante citocina
proinflamatoria secretada por una amplia variedad de células normales y
cancerosas de diferentes tejidos en la prostata. La secrecion incrementada de 1L-8
se correlaciona con el potencial metastasico de las células de cancer de prostata
(Neveu et al., 2014). Por lo cual los incrementos observados de estas interleucinas
en el SASP del dia 4 podrian promover el desarrollo del cancer debido a las
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actividades biolégicas que ambas moléculas poseen. Por su parte niveles elevados
de GRO (CXCL1), ejercen actividades promotoras durante el proceso carcinogénico
al aumentar la angiogénesis tumoral (Kuo et al., 2012), postulando a esta molécula
como participe en el desarrollo y progresion tumoral. Por otro lado en una respuesta
que podria parecer compensatoria ante la expresion elevada de las citocinas
anteriores, el GM-CSF una citocina capaz de inducir al factor de necrosis tumoral,
asi como la activacion de macréfagos y actividad antitumoral de células dendriticas,
mejora la inmunidad antitumoral a través de la activacion directa de las células
dendriticas, asi como la activacion indirecta de las células T (Small et al., 1999) se
encontro también elevado en el SASP de dia 4. Estos cambios observados en la
expresion de citocinas encontradas en el SASP podrian contribuir al proceso
carcinogénico si la célula senescente no es eliminada por el sistema inmune como
sucede en el envejecimiento. Sin embargo se debe considerar algunas otras
propiedades de las citocinas, como la sinergia para la realizacién de sus funciones
y su caracter pleiotropico. Posteriormente la expresion de estas citocinas
disminuy6 en el SASP proveniente del dia 9 lo que reafirma la idea de que el SASP
presenta cambios dindmicos en el contenido de sus componentes con respecto al
tiempo (Rodier y Campsi, 2011). Se ha propuesto que la primera fase de secrecion
del SASP comienza inmediatamente después del dafio del ADN y dura las primeras
36 horas. La siguiente fase es la fase "temprana” de SASP, que continta durante
varios dias después del inicio de la SC. Es durante este periodo que comienzan a
aparecer los factores SASP mas importantes. Durante los proximos 4 a 10 dias, la

secrecion de la mayoria de los factores se intensifica debido al efecto autocrino de
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la SASP, que finalmente conduce a la formacién de la SASP "madura” (Borodikina

et al., 2018).

El incremento en la proliferacion del cultivo HPEC senescente al afadir EGF se
debi6é a las células que no estaban en estado senescente demostrado por las
inmunocitoquimicas, ya que a pesar de que el cultivo en su mayoria estaba
senescente con SIPS, habia células que continuaban proliferando debido a la
heterogeneidad de la poblacion pues no todas establecen la senescencia después
de SIPS. También esta respuesta nula ante el EGF podria deberse a que las células
en proliferacion responden a los mitégenos (factores de crecimiento) inician y
mantienen la transicion de la fase G1 a la fase S en el ciclo celular, pero durante la
SC la activacién de CDK4 o CDK®6 se e encuentra bloqueada por la expresion de

pl6 (Blagosklonny, 2003).

Finalmente la disminucién en la proliferacion observada al tratar a las HPEC con el
SASP proveniente del dia 9 pudo deberse a una disminucién en la expresion de IL-
6 e IL-8 que son moléculas son potentes inductoras de la proliferaciéon de HPEC,
reportes previos indican que la IL-6 puede actuar como un factor de crecimiento

autocrino (Giri e Ittmann, 2001).
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11. CONCLUSION

Con este estudio se demostré que la concentracion de H20: utilizada en células
epiteliales de préstata fue menor que la requerida por los fibroblastos para lograr el
establecimiento de la senescencia por SIPS. Los marcadores de senescencia como
p53 mostraron un incremento en su expresion p53 y la localizacion de pl6 y 21
nuclear, como lo que sucede durante la senescencia en fibroblastos. También se
observdé un aumento de (-gal citoplasmatico en HPEC similar al que se reporta
fibroblastos. EI SASP generado por las HPEC durante la senescencia mostro
cambios las moléculas contenidas en diferentes dias posteriores a SIPS y ademas
generd una disminucién en la proliferacion de HPEC, probablemente por la
disminucién de IL-6. También se comprobd que durante la senescencia las HPEC
no presentaron respuesta ante el estimulo mitogénico dado por el EGF, situacion

gue también ocurre en los fibroblastos senescentes.

Este trabajo de investigacion detectamos que existen diferencias en la
susceptibilidad de induccion de dafio para generar SC, ademas de ser el comienzo
de estudios sobre la participacion de las células epiteliales senescentes de préstata

mediante el SASP en el desarrollo de patologias en prostata.
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12. PERSPECTIVAS

1) Evaluar la proliferacion de HPEC no senescentes con SASP proveniente del
dia 4.

2) Evaluar el estado redox mediante el cociente de glutatién oxidado y reducido
por HPLC.

3) Evaluar mediante ensayo de cicatrizacién la migracion de HPEC en
presencia del SASP de dia4y 9.

4) Evaluar la proliferaciéon de una linea celular de cancer de prostata al afiadir

el SASP proveniente de los dias 4y 9.
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y de acuerdo con el articulo 78 fraccidén III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad

Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:
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Acto continuo, la presidenta del Jjurado comunicéd a la
interesada el resultado de 1la evaluacién vy, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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