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RESUMEN

El higado estd expuesto a diversos téxicos que provocan diferentes respuestas
dependiendo de la magnitud del estimulo, que en muchos casos culminan con la
muerte de una gran cantidad de células que lo componen. Para contrarrestar el
dafio, las células del higado pueden responder de distintas maneras. Por ejemplo,
los hepatocitos, que normalmente estan en estado quiescentes, comienzan a
proliferar, para restablecer el tejido dafiado. Por otro lado, las células estelares
proliferan para producir matriz extracelular. No obstante, si el estimulo y el dafio
son continuos, las células estelares pueden continuar proliferado y se acumula un

exceso de matriz extracelular generado fibrosis.

En este trabajo se estudio la respuesta hepéatica desde dos putos de vista, el
primero fue intentar disminuir la proliferacion descontrolada de las células
estelares, tratando de inducir senescencia replicativa mediante la sobreexpresion
de la proteina Bcl-2, ya que se ha reportado que induce senescencia en otras
lineas celulares. Para ello se transfectd la linea de células estelares CFSC-2G.
Nuestros resultados indicaron que aun y cuando la sobreexpresion de Bcl-2 no
indujo la senescencia celular replicativa, si protegio a las células estelares en

contra del dafio por estrés oxidante.



Puesto que se sabe que los organismos viejos presentan una disminucion en la
capacidad regenerativa después de una agresion, en la segunda parte de este
trabajo, se evalud la capacidad de respuesta que poseen las células hepéticas
provenientes de ratones viejos, después de ser agredidas de manera moderada
con CClg, y se compard con la respuesta que presentan las células de ratones
jovenes. Para ello, se evaluaron los niveles de algunas de las proteinas
relacionadas con la respuesta de proliferacion. Los resultados mostraron que los
animales viejos si fueron capaces de aumentar algunas de las proteinas
relacionadas con la proliferacién como la ciclina D1, pero también aumentaron
proteinas inhibidoras del ciclo como p27. De manera interesante, se encontré que

en los animales viejos control habia un aumento en varias proteinas.



ABSTRACT

The liver is exposed to a diversity of toxic agents that induce different responses
depending on the dose. These responses can sometimes end with the demise of a
large part of the liver cells. In order to counteract these damages, hepatic cells can
respond in different ways. For example, hepatocytes, that are normally quiescent
cells, can bring on proliferation in an effort to restore the damaged tissue. On the
other hand, stellate cells can also proliferate to produce extracellular matrix.
However, if the toxic stimulus and the damage persist, stellate cells might keep on

proliferating, and the extracellular matrix would accumulate, producing fibrosis.

Here we studied the hepatic response from two stand points; the first one was an
attempt to diminish the stellate cells uncontrolled proliferation, by inducing
senescence through overexpressing Bcl-2 protein, which is known to induce
senescence in several cell lines. In order to do it, the stellate cell line CFSC-2G
was transfected. Our results showed that although Bcl-2 did not induce replicative

senescence, it protected the cells against oxidative damage.



Since it is known that older organisms have a diminished regenerative competence
after an aggression; in the second part of this work, the capability to respond
against a moderate insult with CCl,, of cells derived from old animals was
compared to the response observed in cells from young animals insulted with the
same toxic. In order to answer this question, some cells cycle related proteins were
evaluated. Our results showed that the old animals were able to respond to the
treatment and increased some proliferation proteins such as cyclin D1 however,
they also increased cell cycle inhibitors like p27. Interestingly, control old animals

also presented a generalized increase in several of the analyzed proteins.
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ESTUDIO DE LA RESPUESTA HEPATICA ANTE UN DANO CAUSADO POR
ESTRES OXIDANTE EN CELULAS ESTELARES Y EN HIGADO DE RATONES
DE DIFERENTES EDADES

1.-INTRODUCCION

1.1 HIGADO, IMPORTANCIA Y CONFORMACION CELULAR

El higado es considerado el segundo 6rgano mas importante para el ser humano,
después del cerebro. Su importancia radica en que lleva a cabo funciones vitales
como la sintesis de proteinas, aminoacidos, carbohidratos, acidos biliares,
colesterol, lipidos y algunas vitaminas de reserva (Bloom y Fawcett, 1975,
LaBrecque, 1994, Burt y Day, 2002, Malarkey et al, 2005), asi mismo, regula el
volumen de la sangre. De igual manera es el sitio de biotransformacion y defensa

contra xenobidticos.

El higado presenta una morfologia y fisiologia muy heterogénea, el [6bulo hepatico
esta formado por hepatocitos, los cuales ocupan el 80% del total del volumen del
organo y realizan la mayoria de las funciones. Por otro lado, las células no
parenquimatosas hepaticas que contribuyen so6lo con el 6.5% del volumen
(Hernandez, 2004), y el 13.5% restante esta conformado por otros tipos celulares
como las células dendriticas, las células de Kupffer, entre otras. Estructuralmente,
puede decirse que el 40% de todos los tipos celulares se encuentran localizados

en el compartimiento sinusoidal y de ahi la importancia de este compartimiento.

Las células estelares hepéaticas, conocidas anteriormente como células de Ito,
lipocitos o células perisinusoidales (Kmiec, 2001), son de origen mesenquimal, se

localizan en el espacio de Disse y en el higado sano se encuentran en estado
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quiescente (Friedman, 2004). Su funcién principal es la de almacenar retinoides
(Vitamina A) en el citoplasma, reteniendo el 80% del total de retinoides en el
cuerpo (Senoo, 2004). Sin embargo, también se les ha relacionado de manera
importante con el desarrollo de la fibrosis hepética (Arteel, 2003; Friedman, 2008).
Como se mencion6 antes, las células estelares hepaticas se encuentran en estado
quiescente, pero son capaces de activarse en respuesta a diferentes estimulos
agresores 0 xenobidticos (Gressner, 1995, 1996; Friedman, 1996; Friedman et al,
2008). Al activarse, estas células se des-diferencian presentando cambios en su
fenotipo. En general, se dice que semejan a miofibroblastos, debido a que
presentan contractilidad e incrementan la sintesis de proteinas de matriz
extracelular hasta ocho veces con respecto a un higado sano (Friedman, 2004 y
2008). Es por ello, que han sido consideradas como las principales productoras de
colagena tipo | y Ill, asi como de la fibronectina y de proteoglicanos modificando
las propiedades de la matriz extracelular, lo cual aumenta drasticamente la rigidez

y favorece la induccién de la fibrosis (Wells, 2008).

Por otro lado, ademéas de modificar las propiedades de la matriz extracelular, las
células estelares activadas son capaces de proliferar, se sabe que responden a
factores de crecimiento, como es el caso del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) (Gressner, 1996; Borkham-Kamphorst et al, 2007).

Se han reportado dos fases en el proceso de activacion de las células estelares
hepaticas: la primera fase es la iniciacion, en la cual ocurren los cambios en la
expresion génica y de fenotipo; y la segunda fase es la perpetuacion, que es en

donde las células presentan la mayor parte de los cambios como proliferacién,



quimiotaxis, fibrogénesis, contractibilidad, asi como la pérdida de retinoides

(Hernandez-Gea y Friedman, 2011).

Dependiendo del agente agresor y del tiempo al cual el higado se encuentre
expuesto, sera la magnitud de la respuesta de las células estelares. En el caso de
un dafio agudo, las células estelares se activan, proliferan y tienden a migrar; se
induce la produccién de proteinas de matriz extracelular y se lleva a cabo la
fibrolisis, activando algunas proteinasas, todo ello da como resultado la reparacion
del dafio agudo en el tejido. En este caso, se piensa que cuando las células
estelares activadas terminan su funcion, mueren por apoptosis. Sin embargo, esto
no ocurre cuando el dafio es cronico, es decir, cuando el agente agresor se
mantiene o las agresiones son constantes. En esta circunstancia, las células
estelares también se activan, proliferan y migran, pero nunca se presenta la sefial
para que las células mueran por apoptosis; aparentemente las células contindan
con una autoestimulacién en la activacion y en la produccibn de matriz
extracelular. Ademas, se sabe que ésta puede modular la activacién y proliferaciéon
de las células estelares, la angiogénesis y la actividad de los factores de
crecimiento, e inducir sefiales para que se polaricen, se adhieran, migren,
proliferen y se diferencien (Hynes, 2009). Por lo que, en presencia de un estimulo
cronico, el dafio se perpetia, dando como resultado una fibrosis hepética, la cual
es una respuesta de tipo herida-cicatrizacién exacerbada, caracterizada por la

acumulacion de matriz extracelular (Hernandez-Gea y Friedman, 2011).



1.2 REGENERACION Y REPARACION HEPATICA

Es importante considerar que después de un dafo hepatico, el tejido lesionado
debe ser reemplazado por tejido nuevo, que cumpla con la misma funcion. A este
proceso se le conoce como regeneracion. En el higado humano esta capacidad
esta limitada, ya que los hepatocitos se encuentran en estado quiescente y en
condiciones normales no se duplican (Fausto et al, 2006); solo lo hacen después

de sufrir un dafo.

La capacidad de las células para empezar a multiplicarse y regenerar el tejido
responde principalmente a dos factores relacionados con la muerte celular

circundante:

a.) La sefial dada por el aumento del RNA mensajero del factor de necrosis

tumoral a (TNFa) y de la interlucina 6 (IL-6);

b.) La sefial que se genera en respuesta a la liberacion de citocinas como IL-6,
factores de transcripcion como NF-kB, STAT3 de las células vecinas, que trataran

de fomentar la proliferacion para poder suplir a las células muertas.

En el higado, esta respuesta esta determinada y coordinada por las células de
Kupffer y las células estelares hepaticas, ya que se propone que secretan
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento como respuesta al dafio en el

tejido (Fausto et al, 2006; Fugiyoski y Ozaki, 2011).

Algunos de los factores mas importantes que se han estudiado en relacion a los

eventos antes mencionados son: el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el



factor de crecimiento derivado de plaquetas y el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) (Friedman 2006, Povero et al 2010). Estos factores de crecimiento activan
varias vias de sefalizacion relacionadas con los procesos de proliferacion de los
hepatocitos en respuesta a un dafio. Una de las principales vias que se activan es
la de las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK), en donde se ven
involucradas varias cinasas como MAPK, la proteina cinasa reguladora de la sefial
externa (ERK), MERK1/2, ERK1/2 que activan basicamente la remodelacion del
citoesqueleto, la proliferacion y la diferenciacion celular (Brow y Sacks, 2008).
Otra via de sefalizacion relacionada con la regeneracion de los hepatocitos es la
de la cinasa asociada al receptor (Janus cinasa, JAK por sus siglas en inglés) y
activadores de la transcripcion y transductores de sefiales (STAT, por sus siglas
en inglés), que estan relacionadas a la respuesta inflamatoria, de proliferacion y

supervivencia después de un dafio hepatico (Schindleray Plumleec, 2008).

Por otro lado, la regeneracion hepatica también involucra a la via sefalizacion de
AKT/PI3K. PI3K es una cinasa lipidica intracelular, que fosforila a la proteina AKT,
ésta es una cinasa de serina-treonina. Dicha cascada de sefalizacion regula el
metabolismo celular, la supervivencia, mitogénesis, motilidad, polaridad y el trafico

de vesiculas (Krasilvnicov, 2000).

Existen una gran cantidad de estudios sobre la activacion de los factores de
transcripcion clasicos como AP1 y NFkB (Lee at al, 2000; Suko et al, 2005), sin
embargo, existen otros factores que también han resultado ser de interés para
este fendmeno. Por ejemplo, los factores de transcripcion de la familia de los fork

head (FOXO, por sus siglas en inglés) que son fosforilados por AKT. Los FOXO



son factores que se caracterizan por tener un dominio de uniéon al DNA que esta
involucrado en el metabolismo, diferenciacion, apoptosis y proliferacion celular.
Activan productos génicos relacionados con el control o inhibicién del ciclo celular,
como a la proteina p27 e inhiben a otros productos génicos relacionados con la

proliferacion como la ciclina D1 (Ho et al, 2008).

En resumen, se puede decir que el dafio hepatico estimula la activacion de las
células de Kuppfer que secretan citocinas y factores de crecimiento como HGF,
PDGF entre otros, y es entonces cuando se activan varias vias de sefalizacion,
siendo la via PI3K/ AKT una muy interesante y poco estudiada, que al fosforilar a
FOXO3 reprime su activacion; este Ultimo factor regula a las proteinas
relacionadas con el control del ciclo celular como p27 y ciclina D1.

Queda claro que la participacién de todos estos factores en las distintas vias de
sefalizacion es un evento sumamente importante que debe ser estudiado y
comprendido para poder entender, y después, posiblemente manipular, la
regeneracion celular después de un dafio agudo en el higado, y asi lograr
contrarrestar algunas enfermedades hepaticas, ademas de lograr con éxito la

regeneracion en pacientes de edad avanzada.

1.3 HIGADO Y ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un fendmeno biolégico complejo e inevitable que se
caracteriza por la pérdida o decaimiento de varias funciones bioquimicas

estructurales y fisioldgicas de los organismos, asi como la acumulacion de



diversos cambios en la expresién génica (Harman, 1998). Se ha reportado que
con la edad disminuyen los factores que regulan el mantenimiento y la reparacion
del DNA. La acumulacion de dafios al DNA provocados a lo largo de la vida,
incrementa la probabilidad de muerte y la aparicion de diversas enfermedades

(Pérez-Campo et al, 1998; Krishnan et al, 2011).

Se ha observado que durante el envejecimiento el higado disminuye su tamario, lo
que aunado a una reduccion del 30- 40 % del flujo de sangre, se producen
cambios estructurales y bioquimicos (Mclean y Lecounter, 2004). Los cambios
hepéticos en la microvascularizacion promueven implicaciones clinicas, como la
ateroesclerosis y la susceptibilidad a toxinas, entre otros (LeCouteur et al, 2005).
Dicho deterioro correlaciona con un funcionamiento alterado en la
biotransformacion de los farmacos y xenobioticos (Gonzalez-Chamaro et al, 1998).
Asimismo, se ha reportado en el higado de ratones viejos, que la reduccién del
flujo sanguineo sinusoidal asociado a la agrupacion de leucocitos en el sinusoide,
genera un estrechamiento en el diametro que forma una seudo-capilarizacion, la

cual induce una disfuncion en las células endoteliales sinusoidales (Ito et al, 2007).

Existen una gran cantidad de evidencias en donde relacionan el envejecimiento
hepatico con la disminucion de la biotransformacion de toxinas en la fase |
(LeCouteur et al, 2001), el contenido de ATP (Selzner et al, 2007) e hipoxia en los
hepatocitos (Cheluvappa et al, 2007), asi como un incremento en la sintesis de
lipidos (Finlay et al, 2011) y el factor de riesgo para contraer hepatocarcinoma

(Nakajima et al, 2011).



En nuestro grupo de trabajo se ha observado una mayor susceptibilidad al dafo
oxidativo en el DNA aislado del higado de ratones hembra de la cepa CD1

tratados con CCl, (L6pez-Diazguerrero et al, 2005).

Todos estos antecedentes muestran que el higado de los organismos viejos es
mas susceptible al dafio y tiene menos mecanismos de defensa y reparacion que
el higado de animales jovenes, asi como una menor capacidad regenerativa. Es
por ello que parte de los objetivos de este trabajo se centran en conocer coOmo se
encuentran algunos de los factores antes mencionados en el higado de animales
viejos después de un dafio agudo en comparacion con los de los animales
jovenes, ello para ayudar a explicar parte del deterioro funcional y la pérdida de la

capacidad regenerativa durante el envejecimiento.

1.4 ESTRES OXIDANTE EN EL HIGADO

Un factor importante que se asocia a la generacion del dafio crénico en el higado
es el estrés oxidante. Este es un estado celular que se presenta cuando hay un
desequilibrio entre las moléculas oxidantes y las moléculas antioxidantes, debido a
que aumentan las primeras y disminuyen las ultimas. Dentro de las moléculas
oxidantes se encuentran los radicales libres, que son moléculas o atomos que
contienen uno o0 mas electrones desapareados (Halliwell y Gutteridge, 1994). La
principal fuente generadora de radicales intracelulares es el metabolismo del
oxigeno, ya que al recibir un electrén, éste da origen al radical superoxido (O5°), el

cual es producto de diferentes procesos fisioldégicos. Entre los mas importantes



destacan la biotransformacién de farmacos por la familia de los citocromos P450
(Hasler et al, 1999; Orellana y Guajardo, 2004), la enzima NADPH oxidasa
(Lamberth, 2004; Pendyala y Natarajan, 2010), el metabolismo catalitico de los
acidos nucleicos y principalmente la cadena respiratoria mitocondrial (Turnes et al,

1985; Kowaltowski et al, 2009), entre otros.

El radical O,* puede aceptar otro electron y formar el anién peréxido (O,?), esta
molécula, se protona dando lugar al H,O,. El H,O, no es propiamente un radical,
pero puede llegar a tener un rompimiento homolitico del enlace O-O, dando origen
al anién hidroxilo (OH) y al radical libre hidroxilo ("OH). Esta reaccion es catalizada
por el fierro y el cobre, y se conoce como la reaccién de Fenton (Halliwell y
Gutteridge, 1984; Hansberg, 2008). A todo este conjunto de moléculas se les
denomina especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y pueden

reaccionar dafando a las biomoléculas.

Se ha reportado que cuando el higado se encuentra ante una agresiéon, como el
estrés oxidante, la hipoxia transitoria y los productos de la biotransformacion del
etanol como el acetaldehido y las ROS, se ve afectada la funcién hepatica de
manera importante, produciendo enfermedades, tales como la fibrosis (Rojkind et

al, 2002; Urtasun et al, 2008).

Es interesante comentar que el hecho de poder controlar o minimizar el estrés
oxidante, se ha considerado como parte de las posibles terapias para evitar la
progresion del dafio hepatico cronico (Arriazu et al, 2010), en particular

disminuyendo los niveles de las ROS provenientes de la mitocondria (Serviddio et



al, 2010). El minimizar los niveles de ROS contribuiria disminuir el dafio producido
por el estrés oxidante y detener el mecanismo por el cual las células estelares

activadas contintdan proliferando y produciendo matriz extracelular.

Por otro lado, se ha sugerido que al inducir la senescencia replicativa podria ser
una intervencion interesante para tratar de detener la proliferacion de las células
estelares activadas y disminuir la produccion de matriz extracelular (Hernandez-
Gea y Friedman, 2011). Por lo anterior, el tratar de disminuir los niveles de las
ROS e inducir la senescencia es uno de los objetivos planteados durante este

trabajo.

1.5 SENESCENCIA REPLICATIVA

Este fendbmeno fue descrito por primera vez por Hayflick y Moorehead (1961);
estos investigadores observaron que los cultivos primarios solo se dividian un
determinado numero de veces y luego dejaban de dividirse; a la etapa donde las
células pierden su capacidad de proliferar le llamaron senescencia replicativa. A
partir de entonces, se han realizado numerosos estudios que sugieren que la
senescencia es un mecanismo de supresion de tumores, asi como un factor que
contribuye al envejecimiento celular (Campisi, 2000; Lopez-Diazguerrero et al,
2005). Las células senescentes estan detenidas en la fase GO/G1 del ciclo celular
y no proliferan en respuesta a estimulos mitogénicos (Dimri et al, 1994, 1996;
Muller, 2009). Asimismo, son resistentes a estimulos apoptéticos y presentan

cambios en su fenotipo, ya que se distinguen como células grandes, aplanadas y
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con una gran cantidad de vacuolas. Se ha reportado que presentan un incremento
en la expresion de genes que detienen el ciclo celular, tales como p16 y p21 (Dulic

et al, 2000; Fridman y Tainsky 2008).

La senescencia entonces, puede verse como una respuesta celular al estrés, que
limita la proliferacion de células dafiadas (Campisi, 2001, Mathon y Lloyd, 2001).
Se ha reportado que las células senescentes presentan un incremento en la
actividad de la enzima beta-galactosidasa, y aunque no se sabe la implicacién
fisioldégica de este evento, tal evento se ha usado como un marcador enzimético
(Dimri, 1995; Sasaki et al, 2005), ampliamente por nuestro grupo de investigacion

demostrando ser confiable y reproducible (Lopez-Diazguerrero et al, 2006).

Inicialmente, se pensaba que el acortamiento progresivo de los teldmeros después
de divisiones celulares sucesivas, era lo que hacia que las células perdieran su
capacidad de proliferar (Von Zgliniki, 2000; Schnabl et al, 2003). Sin embargo,
esta idea con el tiempo ha ido perdiendo fuerza, debido a que se ha logrado
inducir la senescencia celular sin el acortamiento de los telémeros (Bree et al,
2002). Ahora, se piensa que la célula censa el acortamiento al DNA como dafio y
activa la via de sefalizacion de ATM o ATR que activan a las proteinas Chk y a
p53, que a su vez induce la transcripcion de inhibidores del ciclo celular como p21

y un posterior incremento de p16 (Pearson et al, 2000; Muller, 2009).

Se menciond antes que el estrés oxidante es la pérdida del equilibrio entre los
antioxidantes y los oxidantes, encontrandose en mayor cantidad estos ultimos, de

modo que se ha propuesto, que el estrés oxidante podria promover la interrupcion
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del ciclo celular, ya sea por el dafio a nivel del DNA o por otros mecanismos. Este
fendmeno se ha denominado senescencia prematura inducida por estrés (SIPS,
por sus siglas en inglés) (Bladier et al, 1997; Chen et al, 2000,) para diferenciarlo
de la senescencia replicativa.

Nuestro grupo de trabajo reporté que al sobreexpresar a la proteina Bcl-2 en
fibroblastos de pulmoén de raton, también se induce la senescencia (Lépez-
Diazguerrero et al, 2006). De igual manera el grupo Bonnefoy-Berard (2004)
encontré6 que al sobreexpresar a Bcl-2 en la linea celular murina BAF3, en
ausencia de interlucina 3 (IL-3) ocurria un arresto del ciclo celular en la fase G1.
Por otro lado, se ha reportado en una linea celular de carcinoma de pulmon,
H1299 que la sobreexpresion de Bcl-2, se indujo una detencién permanente en el
ciclo celular con caracteristicas de senescencia prematura (Crescenzi et al, 2003).
Tang y colaboradores (2005) sugieren que al dar un pretratamiento a bajas
concentraciones de peroxido de hidrégeno, protegen a las células PC12 contra la
apoptosis, ya que se incrementan los niveles de ROS y se promueve la
sobreexpresion de Bcl-2. Todos estos antecedentes apoyan la idea de que si se
lograra sobreexpresar a la proteina Bcl-2 en células estelares hepaticas, cabria la
posibilidad de disminuir el estrés oxidante y detener el ciclo celular induciendo

senescencia.

1.6 LA PROTEINA Bcl-2
La proteina Bcl-2 se descubri6 originalmente en linfomas de células B en foliculos
de ganglios humanos, en la translocacion intercromosomica t (14; 18), por lo que

se conoce como el proto-oncogene bcl-2 (McDonell et al, 1989). Bcl-2 tiene una
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masa molecular de 26 kDa. Su extremo carboxilo terminal es hidrofébico, lo que le
permite estar anclada en las membranas del ndcleo, reticulo endoplasmico y
mitocondria (Bakhshi et al, 1985). Ademds, su orientaciébn es hacia el lado

citosolico (Hockenbery, 1993).

Bcl-2 es una proteina relacionada con la supervivencia celular y es la
representante de alrededor de 20 miembros de esta familia en células de
mamifero. Los miembros de la familia estan agrupados en proteinas
antiapoptoticas (como es el caso de Bcl-2 y Bel-xL con 4 dominios) y proteinas
proapoptoticas (como Bax y Bid con 1 a 3 dominios) (Adams y Cory, 2007). A
pesar de que bcl-2 se caracteriz6 en un principio como un oncogen, no estimula la
proliferacion, pues se ha visto que retrasa la entrada al ciclo celular (Winter et al,
1998). El mecanismo molecular por el cual la proteina Bcl-2 altera el ciclo celular
se desconoce Sin embargo, se ha reportado que tanto la inhibicion de la
apoptosis, como el efecto antiproliferativo, pueden tener mecanismos diferentes
(Huang et al, 1997; Youle y Strasser, 2008). Asi mismo, se ha relacionado a esta
proteina con la proteccion contra el estrés oxidante (Luna-Lépez et al, 2010) y la

regulacion del ciclo celular (Vairo et al, 2000; Lopez-Diazguerrero et al, 2006).
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2.-JUSTIFICACION

Se sabe que las enfermedades hepaticas son un problema de salud en nuestro
pais, sin embargo, se ha prestado poca atencion a este tipo de enfermedades en
el sector de personas mayores de 65 afios. Esta es una poblaciébn que se ha
descuidado por mucho tiempo, y que actualmente se estd dando la atencién
deseada, se sabe que los adultos mayores no responden igual que los jovenes a
los tratamientos clinicos. Lo anterior, es relevante ya que segun las proyecciones
elaboradas por el Consejo Nacional de Poblacién (CONAPO), el crecimiento
poblacional de nuestro pais estd cambiando; es decir, el nUmero de nifios en
edades preescolares (0 a 5 afios) se habra reducido de 12.2 por ciento en 2005 a
6.6 por ciento en 2050. En cambio, la poblacion en edad de trabajar (15 a 64 afios)
de 63.5 por ciento en 2005 descendera a 61.9 por ciento en 2050 y los adultos
mayores (65 aflos 0 mas) abarcaran una proporcién cada vez mas importante de
la poblacion total. En este caso, la poblacion de mayores de 65 afios se
incrementara de 5.2 por ciento a 21.2 por ciento para el 2050 (Partida Bush,
2006).

Las personas mayores presentan enfermedades degenerativas que se asocian a
los dafios acumulados por la edad, en particular en cuanto a las enfermedades
hepaticas, son la segunda causa de muerte en individuos con edades entre 16-64
afos y en el caso de 65 afios en delante, la sexta causa de muerte (Secretaria de

Salud Publica, 2008).
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Se sabe gque en las personas mayores de 65 afios, la capacidad de regenerar el
tejido es menor y esto afecta a la calidad de vida de las personas con
padecimientos hepaticos, asi como un mayor gasto en el sector salud. Por lo que
resulta importante entender que sucede en un higado de un animal viejo en
respuesta a un dafio agudo y si este es capaz de activar a las proteinas asociadas
a la proliferacion celular. Por otro lado, el estudiar el fendmeno de envejecimiento
y senescencia nos ha llevado a proponer a esta ultima como una posibilidad para
tratar de detener el dafio que se genera por la activacion de las células estelares
durante la fibrosis. Ya que el inducir la senescencia en las células estelares
activadas, lograria mantenerlas vivas, sin permitirles que continden dividiéndose.
Esto es importante ya que hasta la fecha no existe una terapia adecuada para la
reversion de esta enfermedad.

Es por ello, que los resultados de este trabajo podrian servir para después
desarrollar métodos de diagnostico y tratamientos para el control de las
enfermedades hepéticas. El proyecto que se desarrollé es parte fundamental en la
generacion de conocimiento cientifico vinculado al dafio hepético, principalmente
porque pretende ayudar a describir los procesos moleculares relacionados con las
enfermedades hepaticas y con ello contribuir a una mejor calidad de vida en los

habitantes de México.

Sin embargo, como se decidi6 abordar dos vertientes distintas: inducir
senescencia en las células estelares hepaticas y estudiar las vias de proliferacion
celular en el higado de animales viejos, se decidié dividir este trabajo en dos

partes, que juntas trataran de estudiar algunos de los problemas hepéticos a los
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gue se enfrentan los adultos mayores en nuestro pais. A continuacién se
enumeran las preguntas que pretendemos contestar en las dos partes de este

trabajo:

PREGUNTAS A RESPONDER PARTE 1: FIBROSIS

¢ La sobreexpresion de la proteina Bcl-2 protegera a las células estelares

hepaticas contra el estrés oxidante?

¢, Se logrard disminuir la proliferacion celular y la sintesis de DNA al inducir la
senescencia en las células estelares hepéticas sobreexpresando a la proteina

Bcl-2?

¢La sobreexpresion de la proteina Bcl-2 sera suficiente para inducir senescencia

replicativa en las células estelares hepaticas?

¢ La senescencia replicativa seria una alternativa para disminuir la fibrosis

hepéatica?

PREGUNTAS A RESPONDER PARTE 2: MARCADORES DE PROLIFERACION

DESPUES DE UN INSULTO OXIDANTE

¢ Existiran modificaciones en los niveles de las proteinas relacionadas con la
progresion del ciclo celular en el higado de animales viejos en comparacion con

los animales jovenes?
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¢ Responderan diferente las células de animales viejos que las de animales

joévenes ante un estimulo toxico agudo?

¢La disminucion en la capacidad regenerativa en los organismos viejos estara
asociada a cambios en los niveles de las moléculas que participan en la regulacion

del ciclo celular?

Para una mejor comprension, la tesis se dividird en dos partes, por lo que primero
se describira y discutira la parte 1, enfocada al fendbmeno de Fibrosis (objetivo 1,
hipétesis 1, materiales y métodos 1, resultados 1, discusion 1) y después de igual
manera la parte 2 enfocada al fenobmeno de marcadores de proliferaciéon después
de un insulto oxidante (objetivo 2, hipdtesis 2, materiales y métodos 2, resultados
2, discusion 2). Al final se daran unas consideraciones generales y una conclusion

global.
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PARTE 1

3.-OBJETIVO

Determinar si la sobreexpresion de la proteina Bcl-2 induce la senescencia en la

linea de células estelares hepaticas (CFSC-2G).

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Inducir la sobreexpresion de la proteina Bcl-2 en la linea de células

estelares CFSC-2G.

Evaluar si la sobreexpresion de Bcl-2 induce senescencia celular
determinando diversos parametros celulares como proliferacion y la

sintesis de DNA

Determinar si la sobreexpresiéon de Bcl-2 induce los cambios la
expresion de beta-galactosidasa para evidenciar la prescencia de

células senescentes (SA-beta-Gal).

Analizar si la sobreexpresion de Bcl-2 confiere proteccion durante la

respuesta proliferativa posterior a un reto oxidante.

Evaluar si la sobreexpresiéon de Bcl-2 confiere proteccion en cuanto a

los niveles de oxidacion de las proteinas, posterior a un reto oxidante.
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4.- HIPOTESIS

Puesto que Bcl-2 es una proteina multifuncional que modula el ciclo celular, se
espera que su sobreexpresion en la linea CFSC-2G induzca la senescencia
replicativa, disminuya la  proliferacion celular y la produccion de matriz

extracelular.
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5.-MATERIALES Y METODO
5.1 CULTIVO CELULAR

En esta parte del trabajo se utilizo la linea de células estelares hepaticas CFSC-
2G, obtenida de higado de rata con cirrosis hepatica. Esta fue aislada y
amablemente donada por el Dr. Marcos Rojkind de la Escuela de Medicina de la
Universidad George Washington. Esta linea celular representa un modelo de
células estelares recién aisladas que en el segundo pasaje después de
descongeladas adquieren el fenotipo de células estelares activadas (Greenwel et
al, 1991). El presente trabajo se realizd6 con células de mas de dos pasajes para

tener el fenotipo activado.
5.2 TRANSFECCION DE LAS CELULAS CFSC-2G POR LIPOFECCION

Un dia antes de llevar a cabo la transfeccion, se sembraron las células CFSC-2G
a una densidad de 2000 células/cm? por pozo en las placas (Corning, Inc. USA).
Se utilizaron los plasmidos pCL-gfpN-Hbcl-2 o bien pCL-gfpN como control de
transfeccion. Ambos plasmidos presentan resistencia a geneticina y fueron
sintetizados en el laboratorio del Dr. Luis Covarrubias del IBT y amablemente
donados a nuestro laboratorio. La caracterizacion de dichos plasmidos se
encuentra reportada por Cardenas-Aguayo y colaboradores (2003) y su

representacion se muestra a continuacion:
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La transfeccion se realizé utilizando 2ug para cada plasmido pCL-gfpN-Hbcl-2 o
pCL-gfpN diluido en 100 uL de Opti-MEM sin suero, etiquetado en el tubo 1,
mientras que en el tubo 2 se le agregd 10 uL de lipofectina (Invitrogen, USA) en
100 uL de Opti-MEM y se dej6 reposar 30 min a temperatura ambiente (TA).
Pasado ese tiempo se mezclaron los tubos (1 y 2) suavemente en el tubo 3 y se
dejaron 15 min a TA. Por otra parte, se lavaron las células con Medio Esencial
Minimo (MEM; GIBCO-BRL, USA) sin suero y otra vez con Opti-MEM. Al tubo 3 se
le adicionaron 800 uL de Opti-MEM suavemente. Se les quito el Opti-MEM y se les
adicion6 la mezcla del tubo 3 y se dejaron incubando 24 h a 37° C, con 5 % de
CO, y 95 % de humedad. Al dia siguiente se les cambio el medio a MEM (GIBCO-
BRL, USA) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB; HYCLONE,

USA) vy 1 % de Antibiético -Antimicético (AB-AM; GIBCO, USA).
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5.3 SELECCION CON EL ANTIBIOTICO Y EFICIENCIA DE LA TRANSFECCION

EN LAS CELULAS CFSC-2G

Puesto que los plasmidos confieren resistencia frente a un antibiético determinado,
para seleccionar las clonas celulares de expresion estable y no transitoria, las
células se retaron con geneticina (SIGMA, USA), el antibiético de resistencia
elegido, y se obtuvieron las células que adquirieron el plasmido. Para ello primero
se realiz6 una curva para conocer la dosis necesaria (concentraciones 500, 600,
700, 800, 1000 ug/mL). Se sembraron las células CFSC-2G a una densidad de
2000 células/ cm? por pozo en las placas de 4 pozos (Corning, Inc, USA), en 1 mL
de MEM completo por cada concentracion de geneticina y se determinaron
durante 3 dias continuos. De acuerdo a los resultados se eligié la concentracién
de 1000 ug/mL para seleccionar a las células transfectadas. Asi mismo, se us6 el
citometro de flujo marca FAC SCAN con el programa Cell Quest, para verificar la
intensidad media de fluorescencia de la proteina GFP (525-530 nm) y confirmar la
transfeccion de las células (no se muestran estos resultados).
A la clona que sobreexpresé a la proteina Bcl-2 de aqui en adelante se le
denominard Bcl-2+ y a la que sobreexpresé a la proteina GFP como control de la
transfeccion se le denominard GFP+, mientras que a las células sin transfectar se

les llamard CFSC-2G.
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5.4 INMUNODETECCION DE PROTEINAS TRANSFERIDAS DE GEL A LA

MEMBRANA (WESTERN BLOT)
5.4.1 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Se cultivaron las células CFSF-2G, Bcl-2+ y GFP+ en una incubadora con una
temperatura de 37 °C con una atmosfera de 95% de humedad y 5 % de CO.. El
cultivo celular se llevo a cabo con MEM (GIBCO-BRL, USA) suplementado con 10
% de suero fetal bovino (SFB; HYCLONE, USA) y 1 % de Antibidtico -Antimicotico
(AB-AM; GIBCO, USA) 1 % aminoacidos no esenciales para MEM (MICROLAB,
Mex.). Se sembraron 50000 células/cm? por caja de Petri (CORNING, COSTAR,

USA).

Se extrajeron las proteinas y se le agregaron 200 uL de solucién de lisis (10 ml de
M-PER Tissue Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific), 1 pastilla de
inhibidor de proteasas (Complete Mini) 100 pL 0.1M PMSF y 100 pyL 1M DTT).
Posteriormente, se incubd en frio por 15 min. Se centrifugaron a 20,000 X g por 15
min a 4 °C. Se colecto el sobrenadante en donde se encontraba la proteina total y

se guardba—20°C.

5.4.2 DETERMINACION DE LA PROTEINA TOTAL POR EL METODO DE

BRADFORD

Las proteina totales se determinaron por el método de Bradford (Bradford, 1976).

Como curva patron se utilizé albumina de suero bovino (BSA) (Sigma).
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Se tom6 1 uL de la proteina total extraida y se colocé en cubetas para
espectrofotometro con 800 uL de agua destilada cada uno. Se agregaron 200 pL
de reactivo de Bradford (BIO RAD, USA) a cada cubeta y se mezcld por inversion.
Cada muestra se leyé en un espectrofotometro a 595 nm y se determind la

concentracion de proteina para cada caso usando la curva patréon.

5.4.3 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS TOTALES EN GEL DE

POLIACRILAMIDA-SDS

Para el corrimiento de las proteinas totales se prepararon 10 mL del gel de
separacion al 12 % (3.35 mL de agua destilada, 2.5 mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 100
mL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10%, 4 mL de acrilamida/bis 30%, 50 uL
de persulfato de amonio 10%, 5 uL de N,N,N’,N"-tetrametiletiiendmina (TEMED) y
10 mL del gel concentrador al 4% (6.1 mL de agua destilada, 2.5 mL de Tris 0.5 M
pH 6.8, 100 mL de SDS 10%, 1.3 mL de bis-acrilamida al 30%, 50 uL de persulfato
de amonio al 10%, 10 uL de TEMED). Se utiliz6 una camara de electroforesis

vertical (BIO RAD, USA).

En tubos Eppendorf se colocaron 70 ug de las proteinas totales de cada muestra,
en un volumen final de 40 uL con buffer 4X (2-mercaptoetanol, SDS, azul de

bromofenol y glicerol) y agua destilada.
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Los tubos se colocaron en agua hirviendo durante 5 min para desnaturalizar las
proteinas. Posteriormente, el marcador de bajo peso molecular y las muestras de

las proteinas totales se colocaron en los carriles del gel.

Para el corrimiento electroforético se utilizé un buffer de corrida (Tris 0.25, glicina
1.92 M, SDS 1%, pH 8.3). El corrimiento se realizO con un voltaje de 120 V

durante 1:30 h

5.4.4 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS TOTALES A LA MEMBRANA DE PVDF

Transcurrido el tiempo de corrimiento, se identificé el rango de la posicién de la

proteina a estudiar: Bcl-2, 26 KDa.

El gel de acrilamida se dividid en dos secciones. Se utilizé el gel que contenia a
las proteinas de interés. El gel se transfiri6 a una membrana de PVDF (GE
HELDTHCARE), y en una camara que contenia el buffer de transferencia frio (Tris
25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.05%, Metanol 20% y tween 20 1X). La

transferencia se realiz6 con un voltaje de 120 V durante 2 h.

5.4.5 ANTICUERPO PRIMARIO, SECUNDARIO Y REVELADO.

Después de la transferencia, la membrana se bloque6é durante 60 min a
temperatura ambiente con TBS-tween (NaCl 150 mM, Tris-HCI 20 mM, tween 20
0.1%, pH 7.5) mas 8 % de leche descremada. Después de este tiempo, se lavo 2

veces con TBS-tween.
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La membrana se colocd en una solucion que contenia el anticuerpo primario. El
anticuerpo empleado fue Bcl-2 (Santa Cruz, USA), en TBS-tween durantel h y en

agitacion ligera.

La membrana se lavé durante 5 min con TBS-tween 3 veces. Posteriormente, se
agrego el anticuerpo secundario,a-raton IgG conjugado con peroxidasa de rdbano
(Pierce, USA) en TBS-tween, durante 1 h y en agitacion ligera. Se lavo la
membrana durante 5 min con TBS-tween 2 veces y 1 vez con TBS solo. Como
sustrato del anticuerpo secundario se agregaron 2 mL de luminol Super Signal

West Pico y 2 mL de peroxido Super Signal West Pico Stable.

La identificacion se realiz6 en un fotodocumentador (Gel Logic 1500 Imaging
System) para observar la luminiscencia generada en la reaccién de la peroxidasa,

indicando la presencia de la proteina.
5.5 PROLIFERACION CELULAR

Se cultivaron las células CFSF-2G, Bcl-2+ y GFP+ en una incubadora con una
temperatura de 37°C con una atmosfera de 95% de humedad y 5 % de CO.. El
cultivo celular se llevé a cabo con MEM (GIBCO-BRL, USA) suplementado con 10
% de suero fetal bovino (SFB; HYCLONE, USA) y 1 % de Antibidtico -Antimicético
(AB-AM; GIBCO, USA) 1 % aminoé&cidos no esenciales para MEM (MICROLAB,
Mex.). Se sembraron 50, 000 células/cm?, en placas de 24 pozos. Se sembraron
tres pozos para realizar cada una de las siguientes determinaciones en los

elegidos: viabilidad celular, incorporacion de timidina y SA-B-Gal.
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Para determinar la taza de proliferacion celular, se conté el nUmero total de células
vivas cada tercer dia por la técnica de exclusion de azul de tripano, de la siguiente
manera, las células se lavaron con PBS una vez y se les agregé 200 uL de
Tripsina- EDTA 0.25 % (Sigma). Después de despegar las células se inactivo la
enzima con 200 uL de MEM + SFB 10 %; se tom6 una alicuota de 20 uL de la
suspension celular y 20 uL de azul de tripano. Se homogenizd la mezcla y se
tomaron 10 ulL para contar el niumero de células viables en 4 campos del
hemocitémetro: N° de células/mL = (el promedio de células) (2) (10%) (Lépez-

Diazguerrero et al, 2006).

5.6 INCORPORACION DE TIMIDITA TRITIADA

Para conocer la tasa de sintesis de DNA relacionada con la duplicacion celular, se
determind la incorporacion de timidita tritiada en cada uno de los grupos celulares
antes mencionados. A cada pozo se agregaron 500 uL de medio MEM con SFB
que contenia 1 uCu/mL de timidina tritiada (NEN, USA). Las células se incubaron
durante 24 h a 37 °C. Pasado ese tiempo se aspir6 con cuidado el medio y se lavo
dos veces con PBS, cuidando de no despegar a las células. Las células se fijaron
con 500 uL de una solucion con metanol al 95% + 5% de PBS y se dejaron
incubando durante 15 min a 37 °C. Se retir6 el metanol y se lavé cuidadosamente
con PBS dos veces. Se agregaron 500 uL de NaOH 0.2N a cada pozo para
hidrolizar y despegar las células adheridas y se mantuvieron en incubacion

durante toda la noche a 37 °C. Pasado ese tiempo, el contenido de cada pozo se
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transfirié a un vial que contenia 5 mL de liquido de centelleo (120g de Naftaleno,
8g de PPO, 0.4g de POPOP, 200 mL de metanol, 40 mL de etilenglicol, 2000 mL
de Dioxano).La radiactividad se cuantificé utilizando un contador de centelleo
(BECKMAN LS 6500) y se reporté como cuentas por minuto, cpm, de timidina

tritiada incorporada/namero de células.

5.7 SENESCENCIA ASOCIADA A LA B-GALACTOSIDASA

Se ha observado que la actividad de la hidrolasa lisosomal -galactosidasa a pH 6
se encuentra sobreexpresada en las células senescentes. De tal modo se le
considera un marcador bioquimico de este estado. El ensayo SA B—galactosidasa
se basa en la utilizacion del sustrato x-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-
galactosido) que es degradado por la enzima, produciendo un precipitado de color
azul que se observa mediante un microscopio 6ptico (Dimri et al, 1995). Para
realizar la técnica, a cada pozo se le agregaron 300 pL de solucion fijadora
(paraformaldehido 2 %, MgCl, 2 mM, EGTA 1.35 mM y Buffer piperazina-N, N’-
bis (2-etanol-acido sulfénico) (PIPES) 0.1 M provenientes de soluciones stock a
pH 6.9 y pH 8, respectivamente). Las células se incubaron 1 h a temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo se retir la solucion y se lavd cada pozo tres veces
con PBS. Se agregaron 300 uL de solucion X-gal que contenia 5 mM de
KsFe(CN)s, 5 mM de KzFe(CN)g3HO, 2 mM MgCl, y 1 mg/mL de X-gal
(PROMEGA, USA) el pH se ajusto a 6. Las células se mantuvieron en incubacion
a 37 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se contaron 100 células en un
microscopio optico. El total de células tefiidas y no tefiidas correspondieron al

100%. Las células fijadas se almacenaron a 4 °C.
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5.8 TRATAMIENTOS CON PEROXIDO DE HIDROGENO (H,0,)

Se cultivaron células CFSC-2G, Bcl-2 + y GFP+ en una incubadora con una
temperatura de 37°C con una atmosfera de 95% de humedad y 5 % de CO,. El
cultivo celular se llevo a cabo con MEM (GIBCO-BRL, USA) suplementado con 10
% de suero fetal bovino (SFB; HYCLONE, USA) y 1 % de Antibiético-Antimicético
(AB-AM; GIBCO, USA) 1 % aminoacidos no esenciales para MEM (MICROLAB,
Mex.). Se sembraron 50,000 células/cm?®. Se realizaron tratamientos con
diferentes concentraciones de peréxido de hidrogeno: 150, 300, 450 y 600 pM
durante 1 h. Posteriormente se llevo a se contd el nimero de células vivas como

se describi6é anteriormente.
5.9 OXIDACION DE PROTEINAS

Se sembraron 50,000 células/cm? y después de 24 h se realiz6 el tratamiento con
300 uM de H,O, durante 1 h. Se llevo a cabo la extraccion de proteinas totales de
las cajas de cultivo de la siguiente manera: se lavaron las células con PBS y se
despegaron con gendarme. Se recuperaron las células y se resuspendieron en
200 pL del buffer de lisis M-per, el cual estd suplementado con inhibidor de
proteasas (DTT y PMSF). Se incubaron 15 min en hielo y posteriormente se
centrifugaron a 14,000 g durante 5 min; se recuperé el sobrenadante y se
cuantificaron las proteinas por medio de la técnica de Bradford. A partir de 50 ug
de proteina, se determinaron los niveles de proteina oxidada con el kit oxy-blot,

siguiendo las especificaciones del proveedor.
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5. 10 ANALISIS ESTADISTICO

Los ensayos de proliferacion celular, sintesis de DNA y el ensayo SA-B-gal se
realizaron por triplicado en 3 experimentos independientes. Mientras que el
experimento con tratamiento agudo de H,O, se realizé por duplicado en 4
experimentos independientes. Para analizar los datos se utilizd la prueba

paramétrica de ANOVA seguida por Tukey con una p< 0.05
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6.-RESULTADOS
6.1 SOBREEXPRESION Bcl-2

En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos con respecto a la
sobreexpresion de la proteina Bcl-2. Se observa que las células transfectadas con
la técnica de lipofectamina, son las Unicas que sobreexpresan a la proteina Bcl-2
(Bcl-2+). Como control de transfeccidn se obtuvieron las células las GFP+ que
sobreexpresan a la proteina verde fluorescente. Las células control son las que no

se transfectaron (CFSC-2G).

CFSC-2G GFP* Bel-2*

45kDa -- - Actina
26kDa [l - Bol-2

Figura 1. Niveles de sobreexpresion de la proteina Bcl-2 en células CFSC-2G.

Western blot representativo en el cual se muestra que solo las células CFSC-2G incorporaron el

cDNA de la proteina Bcl-2. Como control de carga se usO actina. La figura es una imagen

representativa de los geles obtenidos en tres experimentos independientes.
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6.2 PROLIFERACION CELULAR

En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos para el andlisis de proliferacion
celular. Se grafico el nUmero de células en funcion del dia de cultivo. Se observa
que hay una tendencia a incrementar el nimero de células hasta el dia 5. Sin
embargo, no se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa entre los
tres tipos celulares. Cabe mencionar que al dia 5 las células llegaban a
confluencia por lo que se tenian que despegar y resembrar, y cuando se volvieron
a contar (datos no mostrados) mostraban el mismo comportamiento. Esto se

realizé durante dos meses y nunca se encontré diferencia entre ellas.

300

200

100 —

NUmero de células x 103

0 T T I T

1 2 3 4 5
Determinaciones

Figura 2. Tasa de proliferacion celular.

El nimero de células se determindé como se describe en materiales y métodos. La grafica muestra
los valores obtenidos para las células estelares hepaticas CFSC-2G (circulos), GFP+ (cuadrados)
y Bcl-2+ (triangulos). Se muestran los valores promedio + desviacion estandar de las

determinaciones realizadas por triplicado en tres experimentos independientes.

32



6.3 SINTESIS DE DNA

En la figura 3 se observan los resultados obtenidos al cuantificar la sintesis de
DNA. EN la figura se graficd el nimero de cuentas por minuto (CPM) obtenidas en
funcion de los dias de cultivo del experimento. Se observa claramente que hasta el
dia 5 hay un incremento continuo en la incorporacion de timidina tritiada, pero no
se encontré una diferencia estadisticamente significativa al comparar los tres tipos

de células.

2500 -
2000 4

1500 4 -

CPM

1000

500 4

1 2 3 4 5
Determinaciones

Figura 3. Sintesis de DNA en células estelares hepaticas.

En la figura se muestra la incorporacion de timidina tritiada en los diferentes tipos celulares células
estelares hepaticas CFSC-2G (circulos), GFP+ (cuadrados) y Bcl-2+ (triangulos). Se muestran los
valores promedio * desviacion estandar de las determinaciones realizadas por triplicado en tres

experimentos independientes. CPM (cuentas por minuto).
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6.4 DETERMINACION DE SENESCENCIA

En la figura 4 se observan las imagenes de las células que fueron tefiidas con la
técnica SA-f Gal. Las imagenes 4A (CFSC-2G), 4B (GFP+) y 4C (Bcl-2+)
corresponden a las células estelares. En las fotografias no se observan células
tefiidas en ningun tipo celular. En la imagen 4D se presenta, a manera de control
positivo, una muestra de fibroblastos primarios de pulmén de raton tefiidos con la
técnica SA- B -Gal, en los cuales si se observan células tefiidas de color azul, lo
cual nos indica que son positivas a la tincién de 3 -galactosidasa y por lo tanto son
células senescentes. Estos datos, aunados a los de sintesis de DNA vy
proliferacion celular sugieren que la sobreexpresion de Bcl-2 en estas células no

indujo senescencia.
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A-
C-

B-
D-
Figura 4. Tincién de B-Galactosidasa asociada a la senescencia

A. CFSC-2G 100X; B. GFP+ 200X; C. Bcl-2+ 200X; D. Control positivo: una muestra de fibroblastos
primarios de pulmoén de raton tefiidos con la técnica SA- B -Gal, en los cuales si se observan
células tefiidas de color azul, lo cual nos indica que son positivas a la tincion de 3 -galactosidasa y
por lo tanto son células senescentes, 200X. Las determinaciones se realizaron por triplicado en

tres experimentos independientes.



6.5 TRATAMIENTO AGUDO CON H,03

En la figura 5 se presentan los resultados obtenidos al tratar a las células con
H,O, por 1 h. Las células Bcl-2+ presentan una proteccion estadisticamente
significativa con respecto a las GFP+ y control. Se observa una proteccién a partir
del tratamiento con 150 uM. En este caso, la proteccion fue del 13 %, mientras
que se encontrd una proteccion del 29 % para el tratamiento con 300 uM, y un 18

y 15 % respectivamente para los tratamientos de 450 y 600 pM.

100

80 -

% de células vivas

75 150 300 450 600
H,0, [uM]

Figura 5. Células estelares hepaticas tratadas con H,0,.

Las células fueron tratadas con H,O, durante 1 h como se describe en materiales y métodos. Las
columnas blancas representan a las células CFSC-2G, las grises a las células GFP+ y las negras
a las Bcl-2+. Los datos son el promedio + desviacion estandar de tres experimentos
independientes llevados a cabo por duplicado.

* p<0.05
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6.6 OXIDACION DE PROTEINAS

En la figura 6 (A y B) se representan los resultados obtenidos al tratar a los tres
tipos celulares con 300 uM H,0, durante 1 h. Los carriles 1 y 2 representan el
control de transfeccion CFSC-2G y GFP+, el carril 3 representa a las células Bcl-
2+ células tratadas con peréxido. Los carriles 4, 5y 6 son las células CFSC-2G,
GFP+,y Bcl-2+ sin tratar. El analisis densitométrico revelé que la sobreexpresion
de Bcl-2 protege a las células de la oxidacion de proteinas en aproximadamente

el 35 %.
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300 uM H,0, + + + - - -
Linea

Figura 6 A. Gel de la oxidacién de proteinas.

Las células se trataron con 300 uM de H,O, durante 1 h como se describe en materiales y
métodos. En la linea 1 y 2 se corrieron las proteinas aisladas de las células CFSC-2G y GFP+
respectivamente, en la linea 3 las proteinas de las células Bcl-2. Las lineas 4, 5, y 6 son sus

controles respectivos. La imagen es un gel representativo n = 2.

38



1.2

1 4
(]
= 08 -
<
o
% 06 -
w
g
< 04 -
02 -
0
1 2 3 4 5 6 Lineas
+ + + - - - 300 M H,0,

Figura 6 B. Intensidad relativa para cuantificar la oxidacion de proteinas.

En la figura se grafica el promedio del andlisis densitométrico realizado a los resultados de la
oxidacién de proteinas de la figura 6A. Las columnas blancas representan a las células CFSC-2G
(lineas 1 y 4 de la figura 6A), las grises a las células GFP+ (lineas 2 y 5 de la figura 6A) y las
negras a las Bcl-2+ (lineas 3 y 6 de la figura 6A). Las barras 1, 2 y 3 representan a las células

tratadas con H,0O,, mientras que las barras 4, 5, y 6 representan a las células sin tratamiento.
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7. DISCUSION

Para el estudio de los fendmenos relacionados con la fibrosis hepatica a nivel
celular y/o molecular existen diversos modelos que pueden ser utilizados. Es
comun que los experimentos se lleven a cabo en cultivos primarios, ya que se
asemejan mas a lo que estaria ocurriendo realmente in vivo. Sin embargo, en este
trabajo se decidi6 emplear una linea celular de células estelares y no un cultivo
primario, puesto que dichas células provenian de animales cirroticos, que ademas
de seguir proliferando de manera constante como las células estelares activadas,
permite mantener controladas una gran cantidad de variables, tener cultivos
homogéneos, asi como estudiar un fendmeno de manera particular. Es por eso
que se utilizé la linea celular CFSC-2G donada por el Dr. Rojkind, la cual fue
extraida de ratas cirréticas. Dicha linea celular es un modelo que presenta ciertas
ventajas como el hecho de que la tasa de crecimiento es rapida, las células
mantienen la viabilidad en un periodo ilimitado, el rendimiento del cultivo es alto y

se tiene la homogeneidad, etc. (Schaefer et al, 2003).

Es por ello, que el primer objetivo de este trabajo fue determinar si la
sobreexpresion de la proteina Bcl-2 en una linea de células estelares hepaticas
lograria inducir la senescencia celular y proteger a las células contra el estrés
oxidante. Existen reportes en donde al introducir un oncogen, se logré inducir la
senescencia en lineas celulares (Crescenzi et al, 2003). De manera que como Bcl-
2 es una proteina que retrasa el ciclo celular, induce senescencia y protege a las
células del dafio oxidante (LOpez-Diazguerrero et al, 2005) se esperaba que

indujera senescencia en las células CFSC-2G.
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Para determinar los efectos de la sobreexpresion de la proteina Bcl-2 en la linea
celular hepética, se realizaron ensayos para evaluar la proliferacién celular, la
sintesis de DNA y conteo de células senescentes. Los resultados obtenidos en la
evaluacion de la proliferacién celular e incorporacién de la timidina tritiada a lo
largo 5 dias continuos, denotaron que las células control CFSC-2G, Bcl-2+ y GFP+
presentaban un crecimiento constante, y no se encontré ninguna diferencia
estadistica significativa cuando se realizo la comparacion. Cabe mencionar que
estas células se siguieron monitoreando por dos meses y mantuvieron la

capacidad de proliferacion.

Con respecto a los resultados del ensayo SA-B-Gal, no se presentd ninguna
diferencia en los tres tipos celulares (Bcl-2 +, GFP+ y CFSC-2G), ya que nho se
tineron con el reactivo de X-gal, ademas la linea Bcl-2+ continud proliferando
desde que se llevo a cabo la transfeccidn, hasta varios meses después. Esto nos
permitié6 deducir que las células no se encontraban en etapa senescente, a este
respecto, se ha reportado que las células senescentes, presentan una interrupcion
irreversible del ciclo celular en la fase GO/G1 y no responden a estimulos

mitogénicos (Muller, 2009).

Resulta interesante analizar porque la sobreexpresion de Bcl-2 en nuestro modelo
no indujo senescencia, ya que se ha reportado que en las células humanas como
de ratones, el fenotipo senescente es dominante sobre el fenotipo pre-senescente
o inmortal (Wang, 1995); es decir que si se presenta la acumulacion de células
senescentes puede alterar el entorno en el que se sitian (Wang, 1995). Ademas

se sabe que la proteina Bcl-2 tiene una participacion en la regulacion del ciclo
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celular relacionando el incremento en los niveles de p27 (inhibidor de CDKSs), y de
p130 que pertenece a la familia de pRb. Cuando aumenta p130, se une a E2F4,
impidiendo que se lleve a cabo la transcripcion de E2F1 necesaria para la

progresion del ciclo celular (Vairo et al, 2000).

Por otro lado, el grupo de Crescenzi (2003) reportd que la expresion constitutiva
de la proteina Bcl-2 en una linea celular de carcinoma de endometrio humano,
inducia la detencién del ciclo en la fase G1 del ciclo celular de manera irreversible.
En este caso, las células adquirieron un fenotipo senescente con caracteristicas
morfologicas alteradas y un aumento en la actividad de B-galactosidasa. Sin
embargo, en este trabajo no se encontrd efecto de Bcl-2 sobre la proliferacion, la

sintesis de DNA, ni en la senescencia.

En este punto es posible sugerir varias hipétesis, una de ellas pudiera ser por el
tipo de células que se utilizaron. La linea CFSC-2G fue modificada al ser extraida
de ratas que tenian cirrosis hepatica y posteriormente inmortalizadas. Se sabe que
para que un cultivo primario se inmortalice y se convierta en linea celular, se
deben producir una serie de mutaciones sobre genes que regulan el ciclo celular.
Un ejemplo claro de ellos, es que se da un incremento de la expresion de
proteinas que favorecen la proliferacion celular, como la ciclina D1 y se
disminuyen algunas proteinas que detienen el ciclo, como podrian ser los
inhibidores de las CDK, y supresores de tumores pRb, p53 (Chen et al, 2001). Por
lo que es posible que en la linea CFSC-2G se encuentren elevados los niveles de

la ciclina D1, lo cual haria dificil la detencién del ciclo celular.
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Por otro lado pudiera ser que esta linea celular CFSC-2G tuviera incrementada la
actividad de la enzima telomerasa. Se sabe que las células inmortalizadas tienen
elevados los niveles de ésta enzima que podria elongar los telomeros y mantener
la capacidad proliferativa, y por tanto evitar la disminucion en la proliferacién
(Steinert et al, 2000). Se han reportado bajos niveles en la actividad de la enzima
telomerasa en el higado normal (Park et al, 1998). Sin embargo se sabe que la
telomerasa puede llegar a ser activada en las enfermedades crénicas del higado

(Aikata et al, 2000; Brown et al, 2007; Calado y Young, 2009).

En cuanto a la proteccion contra el estrés oxidante, los resultados mostraron que
la sobreexpresion de Bcl-2 efectivamente protege de la muerte por el tratamiento
con H,0; (35.7%) en comparacion con lo que se observo para las células GFP+ y
CFSC-2G. Estos datos corroboran algunos reportes en donde el demuestra que
Bcl-2 puede activar mecanismos antioxidantes, posiblemente induciendo la
sintesis de glutatién reducido (Lee et al, 2001). Asi mismo se sabe que la proteina
Bcl-2 incrementa la actividad de la superéxido dismutasa mitocondrial (MNnSOD)
(Hildeman et al, 2003), y también disminuye la oxidacion de los lipidos
(Hockenbery et al, 1993), ademas de mantener niveles bajos de fragmentacion del
DNA, asi como una disminucibn en las especies reactivas de oxigeno

(Kowaltowski y Fiskum, 2005; Jiang et al, 2011).

Lo anterior apoya los reportes donde se menciona que la proteina Bcl-2 promueve
la supervivencia celular. Asimismo, es bien sabido que las células que
sobreexpresan Bcl-2 no son susceptibles a la muerte por apoptosis, lo cual pone a

esta proteina en un lugar dificil en cuanto a la supervivencia celular, ya que al ser
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una proteina de supervivencia, protege a las células de la muerte, a pesar de
presentar dafios, que en condiciones de no haber un exceso de Bcl-2, inducirian
muerte por apoptosis. Se ha reportado que las células cancerosas que
sobreexpresan a Bcl-2 no son susceptibles a los tratamientos que promueven la
apoptosis. Sin embargo, se ha reportado que al silenciar a Bcl-2 si se logra inducir
dicha muerte (Novo et al, 2006). Asi mismo, este grupo ha reportado resultados al
parecer contradictorios con otros articulos de la literatura donde encuentran que
las células estelares senescentes presentan una expresion disminuida de la
proteina Bcl-2 y por lo tanto, no son resistentes a estimulos apoptéticos (Novo et

al, 2006).

Bcl-2 es una proteina que se ha relacionado con la senescencia celular, regula el
ciclo celular, es anti-apoptética, y que protege contra el estrés oxidante. Por lo
que, pudiera pensarse que la proteina Bcl-2 es una molécula que lleva a cabo
diversas funciones que estan relacionadas con la supervivencia celular. En el caso
del :estrés oxidante protegiendo y evitando los dafios producidos por el peréxido
de hidrégeno en las células Bcl-2+. Aun se desconocen los mecanismos por los
qgue se lleva a cabo esta proteccidon. Los resultados obtenidos con el tratamiento
agudo demuestran que la proteina Bcl-2 pudiera actuar de manera importante en
la preservacion de la supervivencia celular. De modo que seria interesante que
posteriormente se realicen algunos experimentos relacionados con los niveles de
enzimas antioxidantes, el estado redox, asi como cuantificar el dafio producido por

el estrés oxidante en las células que sobreexpresan a la proteina Bcl-2, que nos
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permita entender el mecanismo de regulacién por el que se rige esta proteina y

seguir proponiendo alternativas terapéuticas.
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PARTE 2

8.- OBJETIVO

Determinar si existen diferencias en funcidén de la edad, en cuanto a la expresion

de proteinas que participan en la respuesta proliferativa de las células hepaticas,

después de un dafio agudo.

9.-OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar los patrones de activacion de las proteinas relacionadas con
la regulacion del ciclo celular: c-MET y AKT después de la induccion de

un dafio agudo con CCl, en ratones hembra jovenes y viejas.

Comparar los niveles de expresién de las proteinas relacionadas con la
regulacion del ciclo celular, ciclina D1, p27, pl6, después de la
induccion de un dafio agudo con CCl, en ratones hembra jovenes y

viejas.
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10.- HIPOTESIS

Puesto que los organismos viejos tienen una mayor susceptibilidad al dafio y una
menor capacidad proliferativa después del mismo, se esperaria encontrar en el
higado de los ratones viejos posterior a un insulto agudo con CCl, una disminucién

en los niveles de las moléculas que participan en la proliferacion celular,
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11.-MATERIALES Y METODOS

11.1 ANIMALES

Se utilizaron ratones hembra virgenes de la cepa CD1 de 2 meses de edad con
apertura vaginal como adultos jovenes totalmente desarrollados (jovenes, J), asi
como hembras de pie de cria, de 18 meses multiparas como animales
deteriorados y viejos (viejos, V) segun el modelo que se ha usado por nuestro
grupo y reportado previamente (Konigsberg et al, 2007). Los animales se
obtuvieron del bioterio de la Universidad Auténoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa y se trataron segun las normas éticas aprobadas por la norma oficial

mexicana 062-Z00-1999. Se utilizaron 5 animales por grupo.

11.2 TRATAMIENTOS CON TETRECLORURO DE CARBONO (CCl,)

A los animales jovenes (JT) como a los viejos (VT) se les aplicd una sola dosis por
via intraperitoneal con CCl,; a una concentracion de 0.4 mg/g de peso en aceite
mineral. La dosis empleada fue una dosis subletal moderada, para inducir una

respuesta celular frente a un insulto oxidante agudo.

De igual manera, se inyectaron otros dos grupos de animales jovenes (JC) y
viejos (VC) unicamente con aceite mineral, siendo estos los grupos controles. Los
ratones se sacrificaron después de las 24 h y se obtuvieron los higados Se
extrajeron las proteinas totales que se cuantificaron por el método de Bradford
(Bradford, 1976), previo a realizar los inmunoensayos correspondientes de las

proteinas de interés.
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11.3 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Se homogenizaron 100 pg de higado en 200 pL de solucion de lisis (10 ml de M-
PER Tissue Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific, USA) a la cual se le
agrego una pastilla de inhibidor de proteasas (Complete Mini), 100 pL 0.1M PMSF
y 100 pL 1M DTT). Posteriormente, se incubd en hielo durante 15 min. Los
homogenados se centrifugaron a 20,000 X g por 15 min a 4 °C. Se colectaron los
sobrenadantes en donde se encontraba la proteina total y se guardaron a — 20 °C,

para posteriormente determinar su concentracion.

11.4 DETERMINACION DE LA PROTEINA TOTAL POR EL METODO DE

BRADFORD

Las proteinas totales se determinaron por el método de Bradford (Bradford, 1976).

Para elaborar la curva patrén se utilizé albiumina de suero bovino (BSA) (Sigma).

Se tom6 1 uL de la proteina total extraida y se coloc6é en cubetas para
espectrofotometro con 800 uL de agua destilada cada uno. Se agregaron 200 uL
de reactivo de Bradford (BIO RAD) a cada cubeta y se mezclé por inversion. Cada
muestra se ley0 en un espectrofotbmetro a 595 nm y se determind la

concentracion de proteina para cada caso usando la curva patron.
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11.5 INMUNOENSAYO TIPO WESTERN BLOT

11.5.1 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS TOTALES EN GEL DE

POLIACRILAMIDA-SDS

Para la separacion electroforética de las proteinas totales se prepararon 10 mL del
gel de separacion al 12 % (3.35 mL de agua destilada, 2.5 mL de Tris 1.5 M pH
8.8, 100 mL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10%, 4 mL de acrilamida/bis 30%,
50 uL de persulfato de amonio 10%, 5 uL de N,N,N’,N’-tetrametiletiiendmina
(TEMED) y 10 mL del gel concentrador al 4% (6.1 mL de agua destilada, 2.5 mL
de Tris 0.5 M pH 6.8, 100 mL de SDS 10%, 1.3 mL de bis-acrilamida al 30%, 50 uL
de persulfato de amonio al 10%, 10 uL de TEMED). Se utilizé6 una camara de

electroforesis vertical (BIO RAD).

En tubos Eppendorf se coloco el volumen correspondiente a 70 ug de las
proteinas totales de cada muestra, para completar un volumen final de 40 uL con

buffer 4X (2-mercaptoetanol, SDS, azul de bromofenol y glicerol) y agua destilada.

Los tubos se colocaron en agua hirviendo durante 5 min para desnaturalizar a las
proteinas. Posteriormente, el marcador de bajo peso molecular y las muestras de

las proteinas totales se colocaron en los carriles del gel.

Para el corrimiento electroforético se utilizd un buffer de corrida (Tris 0.25, glicina
1.92 M, SDS 1%, pH 8.3). El corrimiento se realizé con un voltaje de 120 V

durante 1:30 h
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11.5.2 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS TOTALES A LA MEMBRANA DE

PVDF

Transcurrido el tiempo de corrimiento, se identificd el rango de la posicién de la
proteina a estudiar: c-Met y pc-Met 180 KDa, AKT y pAKT 60 KDa, p27 y pl6, 16

y 27 KDa respectivamente, Ciclina D1 35 KDa, actina 45 KDa.

El gel de acrilamida se dividié en dos secciones. Se utilizé el gel que contenia a
las proteinas de interés. El gel se transfiri6 a una membrana de PVDF (GE
HELDTHCARE, USA), y en una cadmara que contenia el buffer de transferencia
frio (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.05%, Metanol 20% y tween 20 1X). La

transferencia se realizé con un voltaje de 120 V durante 2 h.

11.5.3 ANTICUERPO PRIMARIO, SECUNDARIO Y REVELADO.

Después de la transferencia, la membrana se bloque6é durante 60 min a
temperatura ambiente con TBS-tween (NaCl 150 mM, Tris-HCI 20 mM, tween 20
0.1%, pH 7.5) mas 8 % de leche descremada. Después de este tiempo, se lavo 2

veces con TBS-tween.

La membrana se colocd en una solucion que contenia el anticuerpo primario. Los
anticuerpos empleados de manera independiente fueron: pc-M1234ET Tyr 1234
(Santa Cruz, USA), p AKT ser473 (Santa Cruz), p27 (Santa Cruz), Ciclina D1

(Santa Cruz), p16 (Santa Cruz), en TBS-tween durantel h y en agitacion ligera.

La membrana se lavo durante 5 min con TBS-tween 3 veces. Posteriormente, se

agrego el anticuerpo secundario dependiendo del caso, a-raton IgG o conejo
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conjugado con peroxidasa de rabano (Pierce) en TBS-tween, durante 1 h y en
agitacion ligera. Se lavé la membrana durante 5 min con TBS-tween 2 veces y 1
vez con TBS solo. Como sustrato del anticuerpo secundario se agregaron 2 mL de
luminol Super Signal West Pico y 2 mL de peréxido Super Signal West Pico

Stable.

La identificacién se realiz6 en un fotodocumentador (Gel Logic 1500 Imaging
System) para observar la luminiscencia generada en la reaccion de la peroxidasa,

indicando la presencia de cada proteina.

11.5.4. NORMALIZACION DE LOS DATOS

Cabe mencionar que todas las densitometrias se normalizaron considerando al
contenido de proteina obtenido de los ratones jovenes sin tratamiento, como

control y se le adjudico el valor de uno.

11.6 ANALISIS ESTADISTICO

Cada animal tratado con CCl; o0 control se consider6 como un experimento
independiente, por lo que se realizaron por 5 experimentos independientes por
triplicado o cuadruplicado para cada caso. Para analizar los datos se utilizé la

prueba paramétrica de ANOVA seguida por Tukey con una p< 0.05.
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12.- RESULTADOS

Para los resultados de la segunda parte de la tesis, es importante mencionar que
se analizaron dos cuestiones en cuanto a los niveles de proteinas relacionadas
con la respuesta de proliferacion.

1. Se analiz6 la capacidad tanto de los animales jovenes, como de los animales
viejos para desarrollar una respuesta primaria frente a un tratamiento agudo, no
severo, con CCly.

2. Se determind la diferencia entre los niveles basales de las proteinas antes
mencionadas entre animales jovenes y viejos. Es decir, la diferencia absoluta en

funcién a la edad, sin ningun tratamiento.

12.1 DETERMINACION DE PROTEINAS ASOCIADAS A LA VIA DE

PROLIFERACION

12.1.1 c-Met

En la figura 7 se observan los resultados obtenidos al tratar a los ratones jévenes
y viejos con CCl, por 24 h. Como resultado del analisis densitométrico se puede
observar la activacion del receptor c-Met. Como se muestra, los ratones jovenes
responden al tratamiento con CCl, incrementando al doble la activacién de c-Met.
En el caso de los ratones viejos, no se encontrd ninguna diferencia con respecto a
los animales jovenes sin tratamiento, sin embargo si se observa una ligera

respuesta ante el tratamiento. La respuesta no es tan notoria como en el caso de
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los animales joévenes, ya que los ratones viejos presentan un incremento de 0.65

veces con respecto a su control después del tratamiento con CCly,

JC I vC VT
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Figura 7. Activacién de c-Met.
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En la figura se ilustra un Western blot representativo. Como control de carga se utilizé actina. Los
ratones fueron tratados con CCl,; durante 24 h. JC (jovenes control) JT (jovenes tratados) VC
(viejas control) VT (viejas tratadas). Los datos empleados para la gréafica son el promedio + el error
estandar, de los resultados de la densitometria de cinco experimentos independientes y se
encuentran normalizados contra el valor obtenido para los animales jévenes control. * p<0.05 vs
JC.

55



12.1.2 AKT

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos después del tratamiento con
CCl4 en cuanto a la activacion de AKT en los ratones jovenes y viejos. En los
resultados del analisis densitométrico se puede apreciar que los animales jovenes
presentaron una activacion de AKT de 0.3 veces comparado con el control, como
respuesta al insulto oxidante.

En el caso de los animales viejos, se encontrd que previo al tratamiento, estos ya
tenian niveles mayores de AKT fosforilado que los jovenes (0.3 veces). Sin
embargo, esta activacion no se modificé después del tratamiento con CCls,.

En la figura 9 se aprecia la densitometria realizada para la expresion de AKT total.
El analisis de los datos revel6 que los animales jovenes tratados presentaron un
incremento del 100% en la expresion de AKT total, como respuesta al dafio sub-
agudo, sin embargo, este dato no es significativo. De manera interesante, en el
caso de los ratones viejos, se encontrd que los niveles basales de AKT fueron
2.7 veces mas altos que los encontrados en los controles jovenes (p<0.05), no

obstante, la expresion de AKT no se modificé después del tratamiento con CCl,.

JC JT Ve VT
60 Kda o :;w p-AKT
i . v i
c0 Kda )
60 Kda - - AKT
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Figura 8. Activacion de AKT.
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En la figura se ilustra un Western blot representativo. Como control de carga se utilizé actina. Los
ratones fueron tratados con CCl, durante 24 h. JC (jovenes control) JT (jovenes tratados) VC
(viejas control) VT (viejas tratadas). Los datos empleados para la grafica son el promedio + el error
estandar, de los resultados de la densitometria de cinco experimentos independientes y se
encuentran normalizados contra el valor obtenido para los animales jévenes control. * p<0.05 vs
JC.
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Figura 9. Expresion de AKT.

En la figura se ilustra un Western blot representativo. Como control de carga se utilizé actina. Los
ratones fueron tratados con CCl,; durante 24 h. JC (jovenes control) JT (jovenes tratados) VC
(viejas control) VT (viejas tratadas). Los datos empleados para la gréfica son el promedio + el error
estandar, de los resultados de la densitometria de cinco experimentos independientes y se
encuentran normalizados contra el valor obtenido para los animales jévenes control. * p<0.05 vs
JC.
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12.1.3 PROTEINA p27

En la figura 10 puede observarse que los animales jovenes tratados con CCly
incrementaron sus niveles de la proteina p27 en 1.5 veces con respecto al control.
Asimismo los ratones viejos sin ningun tratamiento también mostraron un
incremento en la expresion dicha proteina de 1.5 veces. De manera muy
interesante se encontré que al tratar a los organismos viejos el aumento de p27
fue mayor, siendo de 2.8 veces con respecto al control. Todos estos cambios en la

proteina p27 fueron estadisticamente significativos (p<0.05).

JC JT VC VT

2701 T -
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En la figura se ilustra un Western blot representativo. Como control de carga se utilizé actina. Los
ratones fueron tratados con CCl, durante 24 h. JC (jovenes control) JT (jévenes tratados) VC
(viejas control) VT (viejas tratadas). Los datos empleados para la grafica son el promedio + el error
estandar, de los resultados de la densitometria de cinco experimentos independientes y se
encuentran normalizados contra el valor obtenido para los animales jévenes control. * p<0.05 vs
JC. # p<0.05vs VC.
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12.1.4 CICLINA D1

En la figura 11 se presentan los resultados obtenidos al analizar la expresion de la
proteina ciclina D1. No se encontr6 ninguna diferencia significativa en el
contenido de ciclina 1 en los ratones jovenes después del tratamiento. No
obstante, es claro que la expresion de la ciclina D1 presentan un incremento en
los organismos viejos (V), tanto los no tratados como los que si lo fueron, el
incremento fue de 0.8 y 4 veces respectivamente en comparacion al control,
aunque Unicamente el aumento en los ratones viejos tratados con CCl, fue

estadisticamente significativo (p<0.05).

JC JT VC vT

35KDa - b - CiclinaD1
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En la figura se ilustra un Western blot representativo. Como control de carga se utilizé actina. Los
ratones fueron tratados con CCl, durante 24 h. JC (jovenes control) JT (jévenes tratados) VC
(viejas control) VT (viejas tratadas). Los datos empleados para la gréfica son el promedio + el error
estandar, de los resultados de la densitometria de cinco experimentos independientes y se
encuentran normalizados contra el valor obtenido para los animales jévenes control. * p<0.05 vs
JC. # p<0.05vs VC.
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12.1.5 PROTEINA p16

De manera muy sorprendente, se observd una disminucion en la expresion de la
proteina pl6 en los animales jovenes después del tratamiento con CCly, (figura
12). Por otro lado, los ratones viejos presentaron una incremento en la expresion
de pl6, de 2.8 veces sin ningun tratamiento (p<0.05). Asimismo, en los animales
viejos tratados no se observo diferencia alguna con respecto al control, pero si
con respecto a los niveles de expresion encontrados en los ratones viejos no

tratados.

1C T VC vT
16 KDa — plé
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Figura 12. Expresion de p16.

En la figura se ilustra un Western blot representativo. Como control de carga se utilizé actina. Los
ratones fueron tratados con CCl, durante 24 h. JC (jovenes control) JT (jovenes tratados) VC
(viejas control) VT (viejas tratadas). Los datos empleados para la grafica son el promedio + el error
estandar, de los resultados de la densitometria de cinco experimentos independientes y se
encuentran normalizados contra el valor obtenido para los animales jévenes control. * p<0.05 vs
JC. # p<0.05vs VC.
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12.1.6 CAMBIO EN LAS PROTEINAS DE HIGADO DE RATONES JOVENES
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON CCl,.

En la figura 13 se presentan los resultados de las figuras anteriores, pero
agrupados de tal manera que permitan analizar de manera comparativa como fue
la activacion de las proteinas pc-Met, pAKT y la expresion de las proteinas AKT,
ciclina D1, p27 y pl16 en ratones jovenes tratados con CCl, por 24 h.

Aun y cuando se sabe que el contenido de cada una de ellas puede variar, en este
caso es posible compararlas porque todas estan normalizadas contra lo que se
encontro de proteina en cada caso en los animales jovenes sin tratamiento, y que
se le otorg6 el valor de 1.0

Este andlisis muestra una diferencia significativa en la activacion de pc-Met y la
expresion de la proteina p27 comparandolos con los ratones jovenes control
(p<0.05). No fue significativo el incremento en la activacion de pAKT, y en la
expresion de la proteina AKT total, asi como la ciclina D1, pero si se observa una
tendencia a incrementar (0.3, 1.2 y 0.4 veces respectivamente). Por otro lado el
tratamiento con tetracloruro inhibié la expresion de la proteina pl6 a la mitad con

respecto al control.
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Figura 13.Activacion y expresion de proteinas en ratones jévenes tratados.

En la figura se observa la activacion pc-Met, pAKT, y la expresién de las proteinas AKT, ciclina D1,
p27 y pl6. Los ratones fueron tratados con CCl, durante 24 h. JC (jovenes control) JT (jovenes
tratados). Los datos empleados para la grafica fueron tomados de las gréaficas anteriores y son el
promedio + el error estandar, de los resultados de la densitometria de cinco experimentos
independientes y se encuentran normalizados contra el valor obtenido para los animales jévenes
control. * p<0.05vs JC
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12.1.7 ANALISIS DE LAS PROTEINAS DE HIGADO DE RATONES VIEJOS SIN

TRATAMIENTO.

En la figura 14 se observan los resultados analizados como en la figura anterior.
Es decir, se tomaron los valores obtenidos para la expresion de las proteinas
AKT, ciclina D1, p27, p16, asi como la activacion de las proteinas pc-Met y pAKT
de los ratones viejos sin tratamiento y se compararon contra el control joven.
Como resultado de este analisis, se puede observar que no hay un cambio en la
activacion del receptor pc-Met, ni de la proteina pAKT comparandolos con los
ratones jovenes sin tratamiento. Sin embargo si se muestra una diferencia
estadisticamente (* p<0.05) en la expresion de las proteinas AKT total (2.7 veces),

p27 (1.5 veces) y pl16 (2.8 veces).
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Figura 14. Activacion y expresion de las proteinas en organismos viejos sin tratamiento.

Los datos empleados para la grafica fueron obtenidos de las graficas anteriores y son el promedio
+ el error estandar, de los resultados de la densitometria de las proteinas pc-Met, pAKT, AKT,
ciclina D1, p27 y p16; de cinco experimentos independientes y se encuentran normalizados contra
el valor obtenido para los animales jovenes control. JC (jovenes control) vs proteinas de los

ratones hembra viejas sin tratamiento * p<0.05.
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12.1.8 CAMBIO EN LAS PROTEINAS DE HIGADO DE RATONES VIEJOS

DESPUES DEL TRATAMIENTO CON CCl,.

En la figura 15 se observan el andlisis de los resultados obtenidos al tratar a los
ratones viejos con CCl, por 24 h. El andlisis muestra que no hay diferencia
significativa con respecto a la activacion de pc-Met y pAKT, asi como en la
expresion de las proteinas AKT total y p16, sin embargo, se puede observar que
la expresion de las proteinas ciclina D1 y p 27 resultaron con una diferencia
significativa de 4 y 2.8 veces comparandola con los ratones jovenes sin

tratamiento.

69



Numero de veces con respecto a JC
w

x*
5
4
2
1
, B _

JC pc-MET pAKT AKT ciclina D1

i
p27

pl6

Figura 15. Activacion y Expresion de las proteinas en ratones viejos tratados.

Los ratones fueron tratados con CCl, durante 24 h. JC (jévenes control). Las proteinas estudiadas
fueron pc-Met, pAKT, AKT, ciclina D1, p27 y pl6. Los datos empleados para la gréfica fueron
obtenidos de las graficas anteriores y son el promedio + el error estandar, de los resultados de la
densitometria de cinco experimentos independientes y se encuentran normalizados contra el valor

obtenido para los animales jévenes control. * p<0.05 vs JC
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13.- DISCUSION

Para cumplir con el segundo objetivo general de este proyecto, se utilizd un
modelo de envejecimiento prematuro como consecuencia de la multipariedad
(Konigsberg et al, 2007). Por lo que se emplearon ratones hembra virgenes de 2
meses de edad, que representan a los jévenes, y ratones hembra multiparas de
18 meses que representan a los organismos viejos.

Se uso tetracloruro de carbono para inducir un insulto oxidante, debido a que este
es un téxico que se utiliza ampliamente para dafar al higado de manera aguda y
cronica, simulando una fibrosis o cirrosis dependiendo de la dosis empleada
(Lopez-Diazguerrero et al, 2005, Wang et al, 2011, Choi et al, 2011, Dioa et al,
2011). Se ha postulado que el dafio generado en los hepatocitos, se da por la
participacion de varios intermediarios toxicos durante la biotransformacion del
CCl,. Dentro de los que se encuentran el radical libre triclorometilo (CCl5%), asi
como los radicales triclorometilperoxilo (OOCCIs®), y el cloruro (CI*), ademas de
otros compuestos como aledhidos producidos por la lipoperoxidaciéon. El
mecanismo anterior se lleva a cabo gracias a la accién del sistema microsomal
P450 hepatico, que cataliza las reacciones de conversion oxidante de la mayoria
de las drogas y xenobidticos, con el fin de mantener la homeostasis celular (Hasler

et al, 1999).

En este trabajo se enfocé en conocer la respuesta de un dafio sub-agudo, no
severo para los organismos, por lo que se decidié usar un tratamiento sub-agudo
en una sola dosis, a una concentracion 4 mg de CCl,/gr de peso y se determing la

respuesta después de 24 h. Este tratamiento tuvo la ventaja de que nos permitié
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observar si los animales viejos eran capaces de detectar y responder ante un
estimulo tan sutil, pero al mismo tiempo tenia la desventaja de que las respuestas
que se observaron, en algunos casos fueron muy pequefias y no siempre

significativas.

Se determinaron los niveles basales y los cambios en las moléculas que participan
en la proliferacién hepatica asociados a la edad después de un dafio sub-agudo,
debido a que se sabe que los animales viejos presentan una reduccion en la
capacidad regenerativa y proliferativa después de una hepatectomia parcial
(Timcheko et al, 1998), pero no se sabe cudl es la razén de que disminuya la
capacidad proliferativa en organismos viejos, por lo que muy importante conocer

algunas de las moléculas relacionadas con la proliferacion de los hepatocitos.

La proliferacion hepatica involucra varias vias de sefializacion como la via HGF/c-
Met, que es una de las primeras vias que se activan después de un dafio
hepatico. Existen estudios en donde al inhibir a c-Met en el higado, se encontré
una disminucién del 10-30% de la proliferacion aunado a una inhibicion completa
de la mitosis después de 24 h de la hepatectomia parcial. Por lo que, se ha
sugerido que c-Met es esencial para completar la regeneracién hepatica. La
expresion génica analizada en microarreglos en las ratas en las que se inhibi6 a c-
Met indic6 que presentan una desregulacion de muchos genes implicados en la
detencion del ciclo celular, incluyendo p21 y p53; asi mismo, la expresion de
ciclina E1 se encontraba suprimida y la expresion de ciclina B incrementada
significativamente. En cuanto a TGF-beta Il, la expresion de su receptor fue 27

veces mayor en las ratas control (Paranjpe et al, 2007). En otro estudio en el cual
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se utilizaron ratones knock-out Met "'" 'y Alb-Cre " para determinar los efectos
de la disfuncién c-Met en los hepatocitos, se valuaron los genes involucrados en la
regulacion de la respuesta al estrés (MAFK, IKBZ, SOCS3) y la respuesta de
crecimiento (c-Myc, c-Jun, c-Fos, DUSP1 y 6) y no se encontrdé ningin cambio.
Sin embargo, los autores de ese trabajo reportan una induccion temprana de
MAPK / ERK y STAT3; en este trabajo también se encontrd una inhibicion en la
progresion de la fase G1/S, lo que correlacioné con la pobre y lenta recuperacion
del higado después de la hepatectomia parcial. Es decir, la conclusion de este
estudio fue que se establecié una nueva funcion, no-redundante de HGF/c-Met, en
la sefializaciébn de la regulacion de la fase G2 /M del programa de expresion
génica a través de mantener una activacion constante ERK1/2 para la de la

regeneracion del higado (Factor et al, 2010)

Asi mismo, se ha reportado que la pérdida de c-Met afecta la respuesta de
adaptacion del higado a las lesiones. Los hepatocitos de los ratones que carecen
del gen c-met son sensibles a la apoptosis inducida por Fas. Después de un reto
con una dosis Unica necrogénica de CCl, los ratones knock-out mostraron
alteracion en la recuperacion de las lesiones centrolobulares y un déficit en la
proliferacion de los hepatocitos (Huh C et al, 2004). Puesto que c-Met esta
relacionado con la reparacion del tejido, es que en este trabajo se decidié evaluar
las diferencias que se presentan en los organismos en funcién de la edad y en
respuesta al toxico. En concordancia con lo mencionado anteriormente, nuestros
resultados confirman que en respuesta al toxico, se incrementa de manera

significativa la activacién de esta proteina. Esto se observé en los ratones jévenes,
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sin embargo, en el caso de los ratones viejos que recibieron el tratamiento con
CCl, solo se observd una ligera respuesta ante el dafio sub-agudo (un
incremento de 0.65 veces) que no fue significativo. En cuanto a los resultados que
se obtuvieron en los niveles basales, los organismos viejos no mostraron una

diferencia con respecto al control joven.

Estos datos sugieren que los organismos jovenes que recibieron el tratamiento
con tetracloruro si responden al dafio sub-agudo, por lo que la activacion de esta
proteina se ve incrementada, no asi en los animales viejos; que aparentemente no
logran responder activando de manera correcta a la proteina. Sin embargo, es
importante mencionar que la proteina c-Met no solo se ve involucrada en procesos
de proliferacion, si no que también es una proteina involucrada en supervivencia,
morfogénesis, motilidad, angiogénesis, dispersion, citoesqueleto (Ma et al, 2003),
es decir, es una proteina que puede estar participando en cualquiera de estas
funciones y no unicamente en la proliferacion. Lo cual hace pensar que los
higados de los animales viejos pudieran tener una deficiencia en la respuesta

inicial que induce diferentes mecanismos de salvaguarda y supervivencia.

Otra proteina que se estudio en este trabajo, por su importante participacién en la

via de sefalizacién relacionada con la proliferacion es AKT.

La cinasa AKT no mostré una diferencia significativa en cuanto a su activacion
basal en los organismos de las diferentes edades, y tampoco se encontrd0 una
diferencia significativa como respuesta al tratamiento con CCl, en ninguno de los

grupos de ratones. Una posible explicacion pudiera ser la que la respuesta de
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fosforilacion de AKT sea un evento que se lleva a cabo de manera temprana, y
que a las 24 h (cuando se realizaron las mediciones) dicha activacién ya hubiera
terminado. Un dato que resultd interesante, fue que al analizar la expresion total
de la proteina AKT después de 24 h de tratamiento, se observd que los animales
jovenes tratados mostraron un incremento del 1 vez con respecto al control como
respuesta al dafio sub-agudo. En el caso de los organismos viejos, se encontro
que la expresion de los niveles basales de AKT era significativamente mayor (2.7
veces respecto al control) sin embargo, la expresion de AKT no se modifico en los
ratones viejos después del tratamiento con CCl,. Esto es muy interesante, debido
a que la proteina AKT esta involucrada en muchos procesos, al igual que la
proteina c-Met, como metabolismo, ciclo celular, supervivencia, sintesis de
proteinas, entre otras (Engelman et al, 2006), por lo que pudiera ser que los
niveles totales de AKT se incrementaran para una respuesta mas eficiente. Sin
embargo, para corroborar esta hipétesis, a futura, habria que analizar su

activacion a tiempos mas cortos.

Por otro lado, se sabe que AKT regula al factor de transcripcion FOX0O3 mediante
su fosforilacion (Salih y Brunet, 2008). Se ha reportado que los miembros de la
familia FOXO pueden ser reguladores transcripcionales de la expresion de la
proteina p27 (Collado et al, 2000). Otros autores como Ching Ju-Li y
colaboradores (2010) demostraron que la via de sefalizacion AKT/FOXO3/p27
esta involucrada en la disminucion de la proliferacion en osteoblastos humanos, y
se ha observado que el aumento de la expresion de FOXO3 da lugar a una mayor

supervivencia celular atenuado la apoptosis inducida por el factor inducible por
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hipoxia 1- alfa (HIF-1a). La regulacion de los factores FOXO puede ser dada por
diversos estimulos como dafio al DNA, disponibilidad de la glucosa, niveles de
citocinas e hipoxia, esto se ha observado en diferentes tipos celulares y en
diferentes contextos ambientales. Por lo que, aunque el factor de transcripcion
FOXO es muy complejo debido a su promiscuidad (Salih y Brunet, 2008), seria

interesante ver su participacion en estudios posteriores.

Entre las proteinas moduladoras del ciclo celular que son reguladas por FOXO, se
encuentra p27 que es un inhibidor del ciclo celular (Boriello et al, 2007) y la ciclina
D1, que es una proteina encargada de la progresion del ciclo (Collado et al, 2000,
Maufo et al, 2004); de manera que para cumplir los objetivos planteados en este
proyecto, resulté importante conocer los niveles basales de estas proteinas en los
organismos viejos, asi como determinar si existe un cambio en su expresion en
respuesta ante un dafio oxidante sub-agudo.

La proteina p27 pertenece a la familia de proteinas inhibidoras de CDKs y tiene un
efecto negativo en los complejos ciclina E/CDK2 y ciclina A/ICDK2, ademas de que
puede también inhibir a los complejos ciclina D/CDK2, ciclina D/CDK 4 vy
CiclinaD/CDk6 (Abukhdeir A 'y Park B, 2008). Es por ello que en este trabajo
también se estudiaron los cambios en la expresion de esta proteina. Los
resultados obtenidos mostraron un incremento de 1.5 veces en la expresién de
p27, con respecto al control en los animales jévenes tratados con CCl,. Este dato
fue contradictorio a lo que se esperaba, ya que el aumento de p27 inhibe el ciclo
celular y no permite la proliferacion, por lo que se hubiera esperado que después

del tratamiento, se disminuyeran los niveles de p27 para permitir a las células
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proliferar y regenerar el tejido. Una posible explicacion para el aumento en p27,
seria un intento de frenar el ciclo celular para reevaluar el dafio recibido y decidir si
es conveniente que continte proliferando o se induzca una detencion para tratar
de reparar el dafo. Ello como parte de un mecanismo de supervivencia que
pudieran presentar las células expuestas a un agente dafiino a niveles sub-agudos
y que en algunas ocasiones conlleva a la célula a entrar en senescencia
replicativa; el aumento en p27 en este tipo de respuestas ya ha sido reportado
(Vairo et al., 2002).

Con respecto a los resultados obtenidos en los ratones viejos sin tratamiento, de
manera muy interesante se observé que la expresion basal de p27 estaba
incrementada 1.5 veces con respecto a los ratones jévenes. Sin embargo,
después del tratamiento con CCl, se incrementé ain mas el contenido de p27 en
los animales viejos (2.8 veces con respecto al control, p< 0.05). Cabe mencionar
que a diferencia de lo que se encontré6 en este trabajo, Kruczack-Hollis y
colaboradores reportaron (2003) que en ratones viejos se presenta una reduccién
en los niveles de la proteina p27.

Un resultado muy interesante fue el incremento en los niveles basales de p27 en
los organismos viejos sin tratamiento, que podria interpretarse como un aumento
en el nimero de células que no proliferan y que incluso pudieran estar
senescentes dentro del higado. Por otro lado, el echo de haber encontrado un
gran aumento de p27 no necesariamente indica esta proteina se encuentre de
manera funcional, ya que se sabe que p27 tiene muchos sitios de fosforilacion que
pueden inactivarla. Se ha reportado que cuando se encuentra fosforilada en la Thr

157, permanece retenida en el citoplasma y es inactiva, ademas de que dicha
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fosforilacién facilita su degradacion (Lu et al, 2008). Asi mismo, puede fosforilarse
en la Ser 10, en la Thr 74 y en la Thr 88 y ello disminuye la expresion en el nlcleo
y se acumula en el citoplasma en donde no es funcional, y estas fosforilaciones
favorecen la fosforilacion en la Thr 157 antes mencionada (Ahukhdeir y Park,
2008). Considerando lo anterior, otra especulacién podria ser que el aumento en
los niveles de p27 se relacionara con una nueva teoria, que sugiere que los
organismos y células viejas acumulan proteinas no funcionales como una pérdida

en su homeostasis proteica (proteostasis), pero de esto se hablard mas adelante.

Otra proteina que se analizd fue la Ciclina D1, y los resultados no mostraron
diferencia significativa en su expresion, en los ratones joévenes después de
tratamiento. La ciclina D1 es una proteina encargada de regular la actividad de las
CDK 4y 6 para lleva a cabo la transicion del ciclo celular de la fase G1 a la fase S,
por lo que se esperaba que después de un insulto oxidante, las células de los
animales jovenes incrementaran su expresion para asi iniciar la sefalizacion de
proliferacion celular.

Aunque este dato es sorprendente y no concuerda con lo esperado, es importante
mencionar que en los otros casos del resto de las proteinas estudiadas, siempre
se encontr6 un aumento en su expresion en los animales jévenes después del
tratamiento con CCl,. Ello sugiere que, si bien el reto oxidante es sub-agudo, los
animales jovenes si fueron capaces de censarlo y generar una respuesta celular.
Esta respuesta no siempre fue clara o exactamente como se esperaba (como en
el caso de p27), pero si se generd una respuesta al tratamiento. Es por eso

precisamente que el no haber encontrado cambios en una proteina tan importante
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para la regulacion del ciclo, como es la ciclina D1 causa extrafieza. Sin embargo,
profundizando en la funcién de esta ciclina, se sabe que su actividad en la célula
es transitoria (Fu, 2004), y de ahi su nombre de ciclina, puesto que su expresion
es ciclica y al acabar su funcién debe degradarse: De manera que una posibilidad
es que a las 24 horas después del tratamiento no se encontr6 aumento en la
ciclina D1, debido a que después de cumplir su funcion ya hubiera sido degradada
Yy NO se encontrara presente en la célula.

En cuanto a los niveles basales en la expresion de la ciclina D1 en los organismos
viejos, es claro que los presentan un ligero incremento de 0.8 veces con respecto
al control, y en los ratones viejos tratados con CCls el incremento es
estadisticamente significativo ya que es de 4 veces en comparacién a los ratones
jovenes. Como se menciond antes, la ciclina es una proteina encargada de la
progresion del ciclo celular y se esperaba que los organismos viejos tuvieran
disminuida su expresiéon, ademas, en condiciones normales (no cancerosas) esta
proteina debe degradarse al terminar su funcion, por lo que el hecho de que se
encuentre presente podria sugerir que en los animales viejos existe una alteracion
en cuanto a la degradacion de proteinas, lo cual es un evento que ya se ha
reportado ampliamente (Dasuri et al., 2009; Rajawat et al., 2009) . Es importante
recordar que asi como la proteina p27 se encuentra amentada en animales viejos,
otras proteinas también se encontraron de manera aumentada en este grupo de
animales, por lo que este se discutira de manera conjunta mas adelante.
Finalmente, la ultima proteina analizada fue otra proteina inhibidora del ciclo, la
proteina pl6 que regula la progresion del ciclo celular por la inhibicion directa de

las cinasas dependientes de ciclinas durante la fase G1 del ciclo celular (CDK4 y
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CDKB®6). En este caso se encontré una disminucion después del tratamiento en los
animales jovenes, lo cual era esperado ya que después de un insulto que dafa las
células, se inician sefales de proliferacion. Sin, embargo, en el caso de los
resultados obtenidos en los ratones viejos sin tratamiento, de nuevo se encontré
un incremento significativo de 2.8 y no se observd diferencia alguna en los
animales viejos tratados, con respecto al control, pero si con respecto a los niveles
basales en la expresion de los ratones viejos no tratados. Estos datos son muy
interesantes ya que como puede observarse, la proteina pl6 presenta una
disminucién en la expresion después del tratamiento con tetracloruro y este
comportamiento se presenta tanto en organismos jovenes como viejos. Esta
pudiera explicarse como una respuesta que permitiria que las células no
encontraran obstaculos como los inhibidores del ciclo celular y pudieran continuar
con su proliferacion.

Con respecto a los niveles basales en los organismos viejos sin tratamiento puede
apreciarse que la expresién de pl6 es estadisticamente diferente con respecto a
los jévenes control. Estos datos corroboran lo que ya se sabe que los niveles de
expresion de la proteina p16 incrementan con la edad (Kim et al, 2006) Ademas
que los niveles elevados de pl6 también inducen la senescencia celular y
envejecimiento en células progenitoras, en células pre-malignas (Collado et al,
2007).

En general, retomando los resultados, es posible decir que aunque el tratamiento
con CCls, fue muy poco severo, los animales jovenes si fueron capaces de
censarlo e inducir una respuesta que posiblemente se relaciones con

supervivencia y proliferacion (figura 13). Este no fue el caso en los animales
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viejos, en los cuales encontramos resultados inesperados y sorprendentes. Por un
lado no se encontrd una respuesta consistente frente al estimulo toxico, lo cual
nos permite suponer que tanto las vias de sefializacion como los diferentes
mecanismos de respuesta y transduccion de sefales se encuentran alterados en
estos animales. Sin embargo, como la hipétesis establecida en este proyecto
proponia que los organismos viejos tuvieran una mayor susceptibilidad al dafio y
una menor capacidad proliferativa después del mismo, hubiéramos esperado
encontrar una disminucién en los niveles basales de las moléculas que participan
en la proliferacion celular, en el higado de los ratones viejos. Sin embargo los
resultados no dejan de ser interesantes, ya que este modelo nos ofrece una vision

experimental diferente del mismo fenébmeno.

Por ello fue interesante realizar un andlisis con respecto a la activacion y
expresion de las proteinas agrupadas segun la edad de los animales, como se
muestras en la figura 13. En los ratones jévenes con tratamiento con CCl,, se
aprecia una respuesta ante el dafio en todas las proteinas, a pesar de que no
todas fueron significativas. En la figura es posible apreciar una tendencia a
responder después del dafio producido. Por otro lado, en la figura 15 se muestra
gue los organismos viejos con tratamiento no presentan un cambié en la
activacion de pc-Met, pAKT, con respecto al control, ademas se observa que la
expresion de las proteinas ciclina D1 y p27 son diferentes estadisticamente con

respecto a los ratones jovenes sin tratamiento (Geng et al, 2001).

En cuanto a los resultados obtenidos en los organismos viejos sin tratamiento

(figura 14), se presenta un incremento en la expresion de las proteinas AKT, p27,
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ciclina D1, pl6 y esto posiblemente pueda ser explicado proponiendo, como se
mencion6 antes, que el balance proteostatico en los organismos viejos se

encuentra comprometido en este modelo (Squier 2001, Kikis et al, 2010).

La proteostdsis u homeostasis proteica en eucariontes, es un concepto reciente
que se refiere al control de la concentracion proteica dentro de las células, al buen
plegamiento o estructura tridimensional y a las correctas interacciones entre las
proteinas que componen el proteoma (Balch et al, 2008). Se ha propuesto que la
proteostasis permite un desarrollo celular exitoso y protege a los organismos de
las enfermedades, y el carecer de estos sistemas se ha relacionado con
enfermedades lisosomales o enfermedades conformacionales, asi como con el
establecimiento del envejecimiento (Powers et al, 2009). Recientemente se ha
encontrado una acumulacién de proteinas oxidadas o dafiadas durante el
envejecimiento, asi como en varias enfermedades neurodegenerativas asociadas
a la vejez. Estos depdésitos de componentes alterados causan un deterioro en las
células y disminuyen su funcionalidad, por lo que se ha empezado a estudiar el
papel que juega la acumulacién de proteinas durante el envejecimiento (Reshmay

Kelvin, 2002; Gidalevitz et al, 2010; Douglas y Dillin, 2010).

De modo que estas ideas nos permiten cuestionarnos a cerca de la capacidad de
degradar proteinas en los organismos viejos, sobre la funcionalidad que puedan
tener las proteinas que se encontraron aumentadas etc. Por lo que para entender
lo que esta sucediendo es necesario realizar mAas experimentos, que nos

permitan comprender el fendmeno de envejecimiento.
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14.- COMENTARIOS GENERALES

Como ya se ha mencionado a lo largo de este trabajo, los seres vivos, entre ellos
los humanos, estamos expuestos a una gran cantidad de téxicos que nos
provocan una agresion en el higado y que dependiendo de la naturaleza del
estimulo sub-agudo, agudo o crénico), serd la magnitud de la respuesta o del
dafio. En la primera parte de este trabajo se estudié la fibrosis, como una
alternativa para intentar controlar este problema hepatico. Por lo que una
aproximacion que parecia logica, fue la de sobreexpresar a la proteina Bcl-2, ya
que en reportes bibliograficos y en experiencias previas en el laboratorio se
demostré que lograba inducir senescencia celular replicativa; por lo que se
esperaba que las células estelares activadas en el higado dejaran de proliferar y
como consecuencia se evitara el exceso descontrolado de la produccién de matriz
extracelular y de fibrosis en el higado. No obstante, la sobreexpresion de la
proteina Bcl-2 en las células estelares, no indujo la senescencia celular replicativa
y por lo tanto tampoco se disminuyo la proliferacion celular, esto quiere decir que
no se hubiera logrado disminuir la fibrosis hepatica. Sin embargo, al causar un
dafio oxidante a las células que sobreexpresan a la proteina Bcl-2 se encontré una
proteccion de 35 % y un fenotipo pro-inflamatorio (datos de la Dra. E. Hernandez),
de manera que no fue un resultado alentador que pudiera trasladarse a nivel
clinico, ya que las células en lugar de detener su proliferacion se hacian mas

resistentes.

En la segunda parte del trabajo se abordd otro problema que se presenta en los

organismos viejos, la disminucion de la capacidad regenerativa del higado. Se
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esperaba encontrar que los niveles de las proteinas relacionadas con la respuesta
de proliferacion se encontraran disminuidos y que no hubiera una respuesta
después de un estimulo oxidante en los higados de animales viejos. Sin embargo,
los resultados fueron algo diferentes de lo esperado ya que algunas de las
proteinas si mostraron una tendencia a aumentar después del tratamiento,
mientras que otras no lo hacian sugiriendo que el tratamiento en estos organismos
provoca una respuesta incoherente e inconsistente, lo que sugiere que
posiblemente la sefializacion se encuentre alterada. Asi mismo, se obtuvieron
resultados interesantes en los animales viejos control que muestran un aumento
en varias proteinas, llevandonos a pensar en un desequilibrio proteostatico en
estos animales. La acumulacion de proteinas y la incongruencia en la respuesta
nos lleva a pensar que el problema en la pérdida en la capacidad regenerativa del
higado de los animales viejos ni es la falta de proteinas relacionadas al ciclo
celular, sino una acumulacion de las mismas que induce una falla generalizada en

la respuesta.

Este trabajo tiene un alto valor para la investigacion cientifica en cuanto a que
aprendimos que en la ciencia es importante estar abierto ya que no siempre es
posible predecir u obtener los resultados que se espera encontrar. Hay veces que
se tienen que romper algunos paradigmas o tratar de analizar las cosas desde otro
punto de vista que no es el que se esperaba. En particular en el campo de estudio
del envejecimiento, no esta nada dicho y lo que si queda claro que este es un
fendbmeno que aun es dificil de entender. Los resultados de este proyecto han sido

muy importantes ya que nos dan aportaciones que nos permiten cuestionarnos
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aun mas acerca de los fendbmenos que ocurren en el cuerpo, en los tejidos y en las

células.
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15.- CONCLUSIONES

En este trabajo se sobreexpreso la proteina Bcl-2 en la linea de células estelares
hepéticas CFSC-2G, y se demostré que Bcl-2 si protege contra el estrés oxidante,
pero no fue capaz de modular el ciclo celular. Por lo que la sobreexpresion de Bcl-
2 no es una alternativa viable para evitar la fibrosis en pacientes con un dafio en

hepatico.

Por otro lado en este trabajo se obtuvieron datos muy interesantes con respecto a
las moléculas que participan en la proliferacion hepética. Se observd un
incremento en la activacion de la proteina pc-MET como respuesta al dafio
oxidante pero también con respecto a la edad, mientras que la proteina pAKT no
sufrid ningln cambio significativo en los organismos viejos. Se encontré un
incremento en la expresion basal de las proteinas AKT, p27, Ciclina D1 y pl16 en

los ratones viejos.

En resumen, se puede concluir que los organismos viejos presentan una mayor
expresion de moléculas relacionadas con la proliferaciébn hepética; tanto
progresién como inhibicion del ciclo celular, y solo se puede especular que esta
sea la razon por la cual los organismos viejos tienden a disminuir la capacidad
regenerativa, sin embargo los datos no son concluyentes para aseverar que esa
sea la razon, por lo que es necesario llevar a cabo mas experimentos para

incrementar los conocimientos del fendmeno de envejecimiento.
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16.-PERSPECTIVAS

Debido a que la segunda parte de este proyecto abri6 muchas mas interrogantes
de las que se tenian al principio acerca de la regeneracion y el envejecimiento

celular, seria muy interesante realizar lo siguiente:

Evaluar los niveles de agregacion y plegamiento en las proteinas de manera basal

y como respuesta ante un dafio agudo con CCl4 en ratones de diferentes edades.

Conocer el estado general de las proteinas (proteoma) en ratones de diferentes

edades, mediante electroforesis 2D.

Realizar un andlisis detallado de los genes que se relacionan con la regeneracion

y proliferacion hepética en ratones de diferentes edades, mediante microarreglos.

Analizar los procesos de degradacion de proteinas (proteosoma y autofagia) en

ratones de diferentes edades.

Analizar la actividad de los inhibidores del ciclo celular en ratones de diferentes
edades, de manera basal y como respuesta ante un dafio agudo con CCl,; a

tiempos mas cortos.
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