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1. RESUMEN

La senescencia celular es un fendmeno en el que las células cesan su
proliferacion en respuesta a un numero limitado de duplicaciones o a un estrés
que induzca senescencia en forma prematura. Este fendmeno esté asociado al
envejecimiento y a multiples enfermedades asociadas a la edad como cancer y

enfermedades neurodegenerativas.

Estudios actuales han demostrado que las células senescentes secretan
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento con un perfil proinflamatorio
qgue pueden contribuir al deterioro causado por dichas patologias. Al conjunto
de éstas moléculas secretadas se le conoce como Fenotipo Secretor Asociado
a la Senescencia (SASP, por sus siglas en inglés) y se han identificado
diversos componentes, tales como la IL-6, IL-7, IL-8, TNF-a, MCP-2, MIP-3a,

GRO y HGF, entre otros.

En este trabajo, se indujo Senescencia Prematura Inducida por Estrés (SIPS,
por sus siglas en inglés), Senescencia Prematura Inducida por Inhibicién del
Proteosoma (SPIIP) y Senescencia Replicativa (SR) en un cultivo de
fibroblastos de pulmoén de raton y se caracterizaron mediante los parametros
clasicos de senescencia: Detencion de la proliferacion y sobreexpresion de p16
y B-Galactosidasa. Ademas, se evaluaron los componentes del SASP en un

estudio comparativo entre los 3 tipos de senescencia.

Los resultados obtenidos muestran que la expresibn de los marcadores

clasicos de senescencia es idéntico en los 3 tipos estudiados, mas no asi el



SASP, el cual disminuyo notablemente para la SPIIP, sugiriendo que el SASP

es dependiente del estimulo que induzca la senescencia.



2. SUMMARY

Cellular senescence is a phenomenon in which cells stop their proliferation in
response to limited duplications or a stress that induces premature senescence.
This phenomenon is associated to aging and to multiple age-related diseases

as cancer or neurodegenerative diseases.

Some current studies have demonstrated that senescent cells secrete
cytokines, chemokines and growth-factors with a pro-inflammatory profile, which
might contribute to the damage observed in those diseases. All these secreted
molecules together are known as Senescence Associated Secretory Phenotype

(SASP) and some of its components are: IL-6, IL-7, IL-8, TNF-a, MCP-2, MIP-

3a, GRO and HGF, and others.

In this work, senescence was induced as Stress Induced Premature
Senescence (SIPS), Proteasome-Inhibition Induced Premature Senescence
(SPIIP) and Replicative Senescence (SR) in mice lung primary fibroblasts. All
senescences types were characterized with the classic hallmarks: cease of
proliferation and overexpression of p16 and B-galactosidase. Furthermore, the
SASP components were evaluated in a comparative study in the 3 types of

senescence.

Our data showed that expression of the classic hallmarks of senescence was
identical in the 3 types of senescence, but not the SASP, especially in SPIIP,
suggesting that SASP is a senescent-stimuli dependent feature of senescent

cells.



3. INTRODUCCION

“...Science is not good or bad
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but it can be used in both ways...’
Tim Burton. Frankenweenie. 2012

3.1 Envejecimiento

El envejecimiento es un fendmeno caracterizado porla pérdida progresiva
de la integridad fisiolégica, resultado de la degeneracion de células y tejidos
(Lopez-Otin, et al. 2013; Rajawat, et al. 2009). En el caso de los humanos,
ademas de incrementar la vulnerabilidad a la muerte, los individuos envejecidos
tienen un mayor riesgo de padecer enfermedades tales como céncer, diabetes,
desordenes cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas, entre otras

(L6pez-Otin, et al. 2013).

Segun Lopez-Otin y colaboradores, es posible identificar y categorizar nueve
marcadores celulares y moleculares del envejecimiento: Inestabilidad
gendmica, desgaste telomérico, alteraciones epigenéticas, pérdida de
proteostasis, desregulacion en la deteccibn de nutrientes, disfuncion
mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de células madre vy
comunicacion intercelular alterada. Alguno o todos estos marcadores se

encuentran presentes en el envejecimiento normal (L6pez-Otin, et al. 2013).

Por un lado, se ha sugerido que el envejecimiento es un proceso
genéticamente programado que incluye el desarrollo, la maduracion, el
envejecimiento y la muerte (Finch, 1997). Pero por el contrario, otras teorias,

como las estocésticas, consideran que existen varios factores que causan el
4



envejecimiento, tales como, el dafio al ADN e incapacidad para repararlo, el

dafio a tejidos u organelos celulares por las Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO) vy los radicales libres, principalmente el radical hidroxilo (OH) y el anién

superoxido (O,') — teoria propuesta por Harman en 1956 (Harman, 1956) —, el
entrecruzamiento de proteinas y la incapacidad de los mecanismos celulares
para remover tanto estructuras como organelos dafiados, y que la suma de
todos estos factores causan, en Ultima instancia, el envejecimiento celular.
Cabe mencionar que estas teorias no son mutuamente excluyentes (Muller,

2009).
3.2 Senescencia Celular (SC)

En la década de 1960’s, Hayflick y Moorhead publicaron algunos articulos en
los que demostraron que, contrario a lo que se pensaba en aquella época, las
células de cultivos primarios tienen un numero limitado de duplicaciones
(Hayflick, et al. 1961; Hayflick, 1965). Este fendmeno es conocido hoy como
senescencia celular y, al ser un proceso relacionado con la edad del cultivo
(nimero de duplicaciones), se le relacioné Unicamente con el fenédmeno del
envejecimiento. Por eso, cuando un cultivo celular cesa su proliferacion se dice

que ha alcanzado el “limite de Hayflick”.

Aungue la senescencia es un fendmeno que se descubrié In Vitro, ya se ha
demostrado la presencia de células senescentes In Vivo (Dimri, et al., 1995;
Cosme-Blanco, et al., 2007); asimismo se ha demostrado que este fenOmeno
no solo sucede durante el envejecimiento, sino que ocurre de manera natural y

constante en los organismos.



En la actualidad, la SC es reconocida primordialmente como un mecanismo
supresor de tumores debido a que las células dafiadas se detienen en la fase
Go/G; del ciclo celular impidiendo asi su proliferacion aberrante(Wagner et al,
2001); ademas, esta detencion en la proliferacion puede ser mediada por dos
vias de sefalizacién reconocidas como importantes supresoras de tumores: la
via de p53/p21 y la de pRB/pl6INK4a. (Rodier, et al.; 2007, Campisi, et al.;

2007; Chen, et al., 2005).

Una de las caracteristicas de las células senescentes es que presentan
expresion génica alterada, lo cual conlleva a una alteracion en la expresion de
proteinas,asociado a cambios morfologicos, y una respuesta practicamente
nula a la apoptosis (Muller, 2009). LaSC clasica se induce por modificaciones
fisiolégicas y moleculares en la estructura de los telémeros, que ocurren como
respuesta a un numero limitado de divisiones celulares y en ese caso se ha
llamado senescencia replicativa (SR). Sin embargo, la SC también puede
inducirse por algun tipo de estrés, tal como la activacion de oncogenes o estrés
oxidante, en este caso se le conoce como Senescencia Prematura Inducida por

Estrés (SIPS, por sus siglas en inglés).

En mamiferos, la senescencia juega un papel de gran importancia en el
mantenimiento de la funcionalidad de los tejidos, especialmente como supresor
de tumores, aunque también puede contribuir al fenotipo envejecido. Esta
aparente contradiccion puede ser explicada mediante el antagonismo
pleiotrépico, una de las principales teorias evolutivas sobre el envejecimiento,
gue establece que ciertos procesos que se seleccionaron por sus efectos

benéficos en edades tempranas, presentan efectos dafiinos en edades
6



avanzadas. Esto es dificil verlo reflejado en poblaciones silvestres debido al
bajo indice de individuos de edad avanzada, pero es comdn en los humanos
(Kirkwood, et al., 2000). En el caso de la SC, a edades tempranas tiene un
efecto benéfico al suprimir células malignas que potencialmente generen
tumores, sin embargo, a edades avanzadas, la acumulacion de células
senescentes contribuye al deterioro del tejido asociado al envejecimiento, y
ademas las secreciones de las células senescentes (de las que se hablara mas

adelante), pueden promover el cancer.

3.3 Marcadores de la senescencia

3.3.1Detencioén del ciclo celular

La senescencia celular se refiere esencialmente a unadetencion irreversible
en la progresion del ciclo celular (Rodier, et al. 2011).Es bien sabido que con
cada duplicacion celular ocurre una pérdida gradual de ADN en los extremos
cromosoémicos, fenébmeno conocido como erosion de telomeros (Harley et al.,
1990). Esto ocurre durante la fase S del ciclo celular ya que las ADN
polimerasas son unidireccionales y no pueden sintetizar la porcion de ADN que
funciona como molde. El acortamiento de los teldmeros genera una respuesta
persistente de dafio al ADN (DDR, DNA damage response) que es importante
para evitar la progresion del ciclo celular (Cristofalo, et al., 2004, Rodier, et al.,
2009, Rodier, et al., 2010). La senescencia inducida por éste mecanismo es

conocida como Senescencia Replicativa (SR).

En mamiferos, la DDR puede ser iniciada por alguna proteina cinasa: ATM
(Ataxia TelangiectasiaMutated) o ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related

7



protein). ATM es reclutada y activada por proteinas que se unen a sitios del
ADN donde se ha roto la doble cadena (DSBsproteins,Double-StrandBreaks),
mientras que ATR es reclutada y activada por la proteina RPA
(ReplicationProtein A). Una vez activos, ATM y ATR activan a sus blancos
CHK2 y CHK1, respectivamente, cuya funcion es la activacion del factor de

transcripcion p53 (Jackson, et al.,2009).

La proteina p53 regula la transcripcion de distintos tipos de genes en respuesta
a una variedad de sefiales de estrés. Como respuesta al dafio al ADN, p53
puede regular procesos tales como la reparacién del ADN, detencion del ciclo
celular, senescencia y apoptosis (Riley, et al., 2008).Uno de los genes blanco
de p53 es el inhibidor del ciclo celular p21 (Iltahana, et al. 2001) que inhibe los
complejos CDK2/ciclina E y CDK4/6/ciclina D, importantes para la progresion
del ciclo celular (Coqueret, 2003; Chiu, et al., 2012), induciendo asi la

detencién de la proliferacion caracteristica de las células senescentes.

3.3.2 Otros mecanismos de induccién de senescencia

Por otro lado, se ha demostrado que existen diversos estimulos capaces de
inducir SCde forma prematura, es decir, independiente del numero de
duplicaciones vy, por lo tanto, del acortamiento de los teldmeros (Dimri, 2005).
Algunos estimulos capaces de inducir senescencia celular son el estrés
oxidante (Lopez-Diazguerrero, et al., 2006), la exposicion a radiacion UV y
gamma (Lee, et al., 2011),la hiperoxia (Toussaint, et. al., 2000), el detrimentoen
la eficiencia de la autofagia (Kang, et al. 2011, Fujii, et al., 2012) y la inhibicion

del proteosoma (Torres, et al.,, 2006, Bitto, et al., 2010). A la senescencia



inducida por alguno de estos estimulos se le conoce como senescencia
prematura inducida por estrés (SIPS, por sus siglas en inglés). EI mecanismo
molecular mas estudiado para inducir la SIPS es el inducido por estrés
oxidante, utilizando dosis subletales de perdxido de hidrogeno (H20,). El dafio
por estrés oxidante puede activar también la via de p53, antes mencionada, o

bien activar la via de pRB/p16™ 4@ (Muller, 2009).

La proteina p16 es un inhibidor del ciclo celular, particular de la fase G1 del
ciclo, ya que actla inhibiendo los complejos CDK4/6/Cliclina D (Suzuki, et al,
2008). Es activada en respuesta a ciertos tipos de estrés por la proteina

p38MAPK (Muller, 2009, Ben-Porath, et al., 2005).

Ambas vias de sefalizacion convergen en la inactivacion de la proteina del
retinoblastoma, (pRb). La progresion del ciclo celular depende de la
hiperfosforilacion de pRb por los complejos ciclina/CDKs, pero tanto p21 como

pl6 forman complejos con pRb para mantenerla hipofosforilada (Muller, 2009).
3.3.3 Actividad de la B-Galactosidasa asociada a la senescencia(SA-B-Gal)

Lap-Galactosidasa (B-Gal) es una enzima lisosomal que rompe el enlace
glucosidico de la lactosa para obtener como producto glucosa y galactosa. En
las células senescentes se ha observado un aumento en la actividad de esta
enzima, asociado a un aumento en su expresion (Capparelli, et al., 2012), por
lo que aun y cuando no se conoce la razén fisiolégica de este aumento, se ha
empleado como un marcador de senescencia. Es por ello que para determinar
si las células en cultivo o en un tejido son senescentes, se ha disefiado una

tincion para evidenciar la actividad de dicha enzima asociada a la senescencia
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(SA-B Gal), en la cual se utiliza el compuesto 5-bromo-4cloro-3-indolil -D-
galactosidasa (X-Gal) como sustrato de la enzima que, cuando es degradado,
produce un precipitado azul que tifie a las células senescentes cuando se

realiza a un pH suboptimo (pH 6) (Dimri, et al., 1995).

3.4 Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia (SASP)

Se ha reconocido que las células senescentes secretan diversas moléculas
al medio extracelular, entre las que se encuentran factores de crecimiento,
proteasas, citocinas y otros factores con actividades paracrinas y autocrinas
(Rodier, et al., 2011). A esta caracteristica de las células senescentes se le
denomina Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia (SASP, por sus siglas
en inglés). De los factores que son secretados por las células senescentes
destacan las interleucinas (IL) 6, 7 y 8; MCP-2
(MonocyteChemoattractantProtein 2), MIP-3a (MacrophagelnflammatoryProtein
3a), GROa (GrowthRegulatedOncogenealpha), HGF (HepatocyteGrowth
Factor) y proteinas IGFBPs (Insuline-likeGrowth Factor BindindgProtein)
(Coppé, et al.,, 2008, Coppé, et al., 2010).De manera que en una forma
simplista de verlo, el SASP es el medio por el cual una célula senescente es
capaz de comunicar su estado comprometido a otras células dentro de un

tejido.

Diversos estudios han sugerido una relacion entre la senescencia celular y
algunas enfermedades asociadas a la edad (Campisi, et al., 2011)
principalmente el cancer, pero incluyendo enfermedades neurodegenerativas

como el Alzheimer (Bhat, et al., 2012). En dicha relacién, el SASP juega un
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papel de suma importancia debido a las actividades paracrinas de las

moléculas secretadas.

Se ha reportado que bajo ciertas condiciones, el SASP se encuentra
conservado entre células humanas y de ratén (Coppé, et al., 2010), ademas se
ha observado que existe el SASP tanto In Vitro como In Vivo en distintos tipos
celulares: fibroblastos, células epiteliales, células endoteliales, astrocitos, etc.
(Coppé, et al., 2008, Bhat, et al., 2012). En gran medida, la secrecion del SASP
se inicia por la induccion transcripcional de la IL-1a, en su forma unida a
membrana y su subsecuente sefializacién dentro de la membrana al unirse con
su receptor (Orjalo, et al., 2009). Posteriormente, el SASP depende
principalmente de las vias de sefalizacion intracelular p38MAPK y NF-kxB
(Freund, et al., 2011). La secrecion del SASP ocurre dias después de que las
células comienzan a expresar los otros marcadores de senescencia (Rodier, et
al., 2011) por lo que, primordialmente, el SASP es considerado como una
respuesta retardada al dafio gendmico o a modificaciones epigendémicas

(Rodier, et al. 2009, Rodier et al., 2011).

3.5 Actividades biol6gicas de la senescencia a través del SASP

Clasicamente la senescencia ha sido vista como un potente mecanismo anti
cancerigeno que detiene la proliferacion de las células en riesgo de
transformacion (Rodier, et al., 2011), sin embargo, la senescencia también es
un ejemplo claro de antagonismo pleiotropico, que estipula que un proceso
bioldgico puede ser benéfico o perjudicial en diferentes etapas de la vida de un

organismo (Williams, 1957) y, mediante los componentes del SASP, las células
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senescentes pueden incluso promover el crecimiento tumoral, la reparacioén de

tejidos y el envejecimiento.

En algunos casos de dafio hepatico y heridas de piel, se ha observado la
induccion de senescencia en ciertas células dentro del tejido que parecen ser
importantes para limitar la extension de la fibrosis durante el proceso de
reparacion. Ademas, dentro de los componentes del SASP se encuentran
algunas metaloproteinasas de matriz (MMPs, por sus siglas en inglés), que son
moléculas importantes para la restauracion del material fibrilar (Krizhanovsky,
et al.,, 2008, Jun, et al., 2010).El SASP incluye también ciertas citocinas y
quimiocinas que pueden atraer y activar a las células del sistema inmune y, ya
que las células senescentes expresan receptores para éstas, el sistema
inmune puede eliminar de los tejidos a las células senescentes (Krizhanovsky,
et al., 2008). Dentro de los factores del SASP se encuentran también las
citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-8; PAI-1 (Proteaseinhibitorplasminogen
Activator inhibitor-1) y la proteina pleiotropica IGFBP7 (Insuline-likeGrowth
Factor Binding Protein-7), que son capaces de activar vias supresoras de
tumores que establecen y mantienen la detencion de la proliferacion,
reforzando asi el fenotipo senescente y la misma actividad supresora de

tumores de las células senescentes (Campisi, et al., 2011).

No obstante, en individuos de edad avanzada, el sistema inmune presenta
una actividad deteriorada (McElhaney, et al., 2009), por lo que es l6gico pensar
gue conforme el individuo avanza en edad, las células senescentes se van
acumulando en los tejidos, y el SASP secretado de forma continua por dichas

células senescentes acumuladas, provoca un cambio en el microambiente de
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todo el tejido, alterando significativamente su estructura (Campisi, et al., 2011).
Por ejemplo, se ha sugerido que el SASP de las células endoteliales
senescentes esta implicado en la calcificacion vascular relacionada a la edad,
lo cual es el mayor factor de riesgo para padecer enfermedades
cardiovasculares; ademas, los componentes proinflamatorios del SASP en éste
mismo tipo celular, pueden contribuir también en las enfermedades
cardiovasculares al iniciar y promover el desarrollo de lesiones
arteroescleréticas (Erusalimsky, et al. 2005, Gorenne, et al., 2006, Burton, et

al., 2010).

Se ha sugerido que el SASP de astrocitos senescentes inicia o contribuye a
la neuroinflamacion (Bitto, et al. 2010), la cual es una caracteristica de diversas
enfermedades neurodegenerativas; ademas se ha pensado que también causa

o contribuye al declive de la funcion motora y cognitiva asociada a la edad.

En cuanto a su asociacion con el cancer, existe evidencia de que el SASP
de las células senescentes puede promover fenotipos propios de células
cancerosas, ademas de favorecer el crecimiento de tumores In Vivo(Dilley, et
al., 2003, Bavik, et al., 2006, Liu, et al., 2007). En cultivo, los componentes del
SASP tienen la potencialidad de inducir la transicién epitelio-mesénquima, un
paso importante en el desarrollo de carcinomas invasivos y metastasicos
(Campisi, et al., 2011). Los principales componentes del SASP asociados a
ésta actividad son la IL-6, IL-8 y GROaq; éste ultimo, al igual que otros
componentes del SASP, es un potente mitdbgeno, en particular para células
epiteliales premalignas. Otros factores como las MMPs han mostrado estimular

el crecimiento de tumores y su potencial de invasion en estudios de
13



xenoinjertos en raton, aunque aun no se han visto estas actividades en tumores

naturales (Campisi, et al., 2011. Hasty, et al., 2003).

Finalmente, debido a la acumulacion de células senescentes con la edad, se
ha sugerido que los efectos del SASP (sobre todo los perjudiciales), pueden
ocurrir también a nivel sistémico; se ha sugerido, por ejemplo, que la
acumulacion de células senescentes en la sangre puede contribuir a la
acumulacion de citocinas proinflamatorias asociadas a la edad, como IL-6,
promoviendo asi una variedad de enfermedades crénicas degenerativas,

ademas de cancer (Campisi, et al., 2011, Kiecolt-Glaser, et al., 2003).

4. ANTECEDENTES

La senescencia celular fue entendida en sus inicios como un fenémeno que
ocurria Unicamente In Vitro (Hayflick, 1965). Hoy sabemos que en los
individuos existe una acumulacién de células senescentes en funcion de su
edad, por lo que se sugiere que éstas contribuyan activamente en el fenotipo
envejecido, y que participen en actividades biologicas tales como la supresion o
bien la promocién de tumores y la reparacion de tejidos (Rodier, et al., 2011);
por lo que es un claro ejemplo de antagonismo pleiotropico. Una caracteristica
clave para entender como es que las células senescentes participan en estos
procesoses el SASP. La compleja secrecion de las células senescentes incluye
citocinas proinflamatorias e inmunomoduladoras, quimiocinas y factores de
crecimiento que pueden tener actividades paracrinas y autocrinas (Coppé, et

al., 2008, Coppé, et al., 2010).
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Algunos estudios sobre el SASP han sido enfocados en las citocinas
proinflamatorias (Orjalo, et al., 2009, Rodier, et al., 2009), como la IL-6 e IL-8, y
se ha asociado tanto la acumulacion de células senescentes como la secrecion
de estos factores con procesos inflamatorios observados en enfermedades
asociadas con la edad, entre estas las neurodegenerativas (Bhat, et al., 2012).
Otros estudios han sido enfocados en la relacion existente entre algunos
factores de crecimiento secretados por las células senescentes, tales como
GROaq, o0 la secreciéon de MMPs con la promocién de tumores y por lo tanto del

cancer (Campisi, et al., 2011. Hasty, et al., 2003).

Por otro lado, hoy sabemos que los estimulos capaces de inducir
senescencia celular son muy diversos, estos estimulos van desde la exposicion
a estrés oxidante (Lépez-Diazguerrero, et al., 2006), el deterioro de algunos
mecanismos celulares como la autofagia (Kang, et al., 2011, Fuijii, el al., 2012)
o la actividad del proteosoma (Torres, et al., 2006), y el acortamiento de los
telomeros en la senescencia replicativa (Cristofalo, et al., 2004, Rodier, et al.,
2009, Rodier, et al., 2010). Sin embargo, poco se ha estudiado acerca de las
diferencias entre los componentes del SASP cuando la senescencia celular ha
sido inducida por diferentes estimulos. En este sentido, uno de los pocos
estudios que existen mostro que el SASP proveniente de células de raton
puede ser diferente cuando las células son sometidas a diferentes
concentraciones de oxigeno; utilizando fibroblastos de las lineas mBF y MEF
inducidos a senescencia bajo condiciones fisiologicas de oxigeno (3%) o bien
bajo condiciones estandar de cultivo (20% de oxigeno).Se observdé un SASP
mas potente a condiciones fisioldégicas de oxigeno, mientras que la secrecion
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de las células senescentes a 20% de oxigeno, mostré un patron similar al de
las células pre-senescentes. Ademas, en este mismo estudio se observé que el
SASP proveniente de los fibroblastos de raton era muy similar al SASP de los
fibroblastos humanos (Coppé, et al., 2010). En otro estudio, el mismo grupo de
investigacion demostré que cuando se induce senescencia celular en células
epiteliales mediante la expresion ectépica de pl6INK4A y p2l, las células
expresan todos los marcadores de senescencia, excepto el SASP (Coppé, et
al., 2011). Con base en esto, se ha sugerido que el SASP ocurre cuando las
células en las que se induce senescencia han sufrido algun dafio genémico o

epigendmico y que las funciones primordiales del SASP podrian ser:

1) que las células senescentes envien sefiales para comunicar su estado
comprometido (senescente) a las células adyacentes para preparar al tejido

para la reparacion, y

2) estimular la eliminacion de tales células dafiadas por el sistema

inmunolégico (Campisi, 2013).

Sin embargo, en organismos envejecidos estas funciones no siempre
podrian llevarse a cabo, por diversas razones como por ejemplo el deterioro del
sistema inmune. En este caso la secrecion del SAPS mostraria los efectos
dafiinos sugeridos durante el antagonismo pleiotropico y asociados a las

enfermedades de la tercera edad.

Es por ello que en este trabajo se induciran dos tipos distintos de
senescencia prematura, para comparar el SASP proveniente de estas células,
con el SASP proveniente de células que llegaron a la senescencia por
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senescencia replicativa (SR). En este caso se inducird senescencia prematura
por estrés oxidante (SIPS) usando dosis subletales de H,O, y senescencia
prematura inducida por inhibicion del proteosoma (SPIIP), empleando la

epoxomicina como inhibidor del proteosoma.

5. JUSTIFICACION

De acuerdo a las estimaciones realizadas por el Consejo Nacional de
Poblacion (CONAPO), el porcentaje de adultos mayores en la poblacion
mexicana aumentara de un 6.2% en 2010 a un 22.6% en 2050 (CONAPO,
2002). El aumento en la proporcion de adultos mayores en nuestra poblacion
provocara una incidencia mayor de enfermedades relacionadas con la edad,
tales como enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y cancer,
entre otras; por lo que este aumento en la proporcion de adultos mayores
puede representar, a corto plazo, no sélo un fenédmeno social, sino también un

problema de salud publica que debera ser atendido.

El estudio del envejecimiento a nivel celular, a través de la SC, y
particularmente del SASP es importante para entender la relacion que existe
entre el envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad, por lo
que la investigacion realizada en este trabajo contribuye a generar
conocimiento basico que en un futuro pueda servir para la busqueda de
blancos moleculares que contribuyan al tratamiento de enfermedades
relacionadas con la edad con la finalidad de mejorar la calidad de vida de los

adultos mayores. Ademas, este tipo de trabajos contribuyen también a
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entender si la respuesta a un estimulo es comparable entre individuos jovenes

y adultos mayores.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existiran diferencias en los componentes del SASP dependiendo del estimulo

inductor de senescencia?

7. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar dos tipos de senescencia prematura y comparar el SASP de estas

células con el SASP de la senescencia replicativa.

7.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar dos tipos distintos de senescencia prematura utilizando los
pardmetros clasicos, tales como la tasa de proliferacion y la expresion
de los marcadores de senescencia pl16 y p-galactosidasa.

e Analizar y comparar el SASPproveniente de los distintos tipos de

senescencia prematura con el SASP de la SR.

8. HIPOTESIS

Puesto que el SASP es el medio por el cual las células senescentes envian
sefales a las células adyacentes, entonces el SASP secretado por las células
senescentes dependera del estimulo por el cual se indujo la senescencia, y se
encontraran diferencias entre el SAPS de la SR y el de la senescencia

prematura.
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9.MATERIAL Y METODO
9.1 Animales

Para este trabajo se utilizaron ratones neonatos de la cepa CD-1 (de entre 4
y 7 dias de nacidos) sin distincion de sexo. Todos ellos fueron proporcionados
por el bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana unidad Iztapalapa y
fueron tratados de acuerdo a los principios éticos de la Norma Oficial Mexicana

062-Z00-1999.
9.2 Obtencion de los fibroblastos de pulmén de raton

Todo el material empleado para la diseccion, asi como los reactivos
utilizados en la obtencién de fibroblastos fueron esterilizados previamente a su
uso.Para cada cultivo se sacrificaron tres ratones y los pulmones fueron
extraidos, colocados en una caja Petri de 10cm de didmetro y lavados 3 veces
con PBS suplementado con 2% de antibiético-antimicético. Posteriormente, los
pulmones se cortaron con bisturi en fragmentos de aproximadamente 1 mm?y
se incubaron en 5mL de solucion 3mg/mLde colagenasa tipo IA en PBS a 37°C
durante 45 min. La suspension fue recolectada en un tubo de 15mL vy
centrifugada a 5,000 x g para eliminar la colagenasa. El sobrenadante se
desechd y el botdn se resuspendié en medio de cultivo minimo esencial (MEM),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibiotico-
antimicético. EI homogenado fue filtrado para retirar los restos de tejido y el
resto se colocé en 3 cajas de Petri de 10cm de diametro. El dia del aislamiento

de los fibroblastos de pulmén fue considerado como el dia cero.

19



Para todos los experimentos se utilizd6 Medio Esencial Minimo (MEM),
excepto para las determinaciones del SASP, en el que se utilizd medio de

cultivo MCDB105.
9.3 Manejo del cultivo primario de fibroblastos de pulmén de ratén

Cada tercer dia el medio de cultivo se removié de las cajas de cultivo, las
células fueron lavadas con 2mL de PBS y se afiadié medio de cultivo limpio.
Cuando las células rebasaban un 70% de confluencia, fueron despegadas con
1mL de tripsina al 0.1% y sembradas en dos cajas diferentes con medio de
cultivo fresco para aumentar la poblacion y evitar la inhibicion de la proliferacion

por contacto celular.

Cuando el cultivo llegdé al dia 7, las células se despegaron como se
describié anteriormente y se colectaron en un tubo Falcon de 50mL con 2 mL
de medio de cultivo por cada mL de tripsina utilizado para despegar a las
células. Las células se contaron, como se describe posteriormente, y se

sembraron nuevamente de la siguiente forma:

e Para los experimentos de proliferaciéon celular (Conteo celular e
incorporacién de [*H]-Timidina), las células se sembraron en cajas de 24
pozos. Se sembraron 5,000 células por pozo, en el nimero de pozos
suficientes para llevar a cabo las determinaciones antes mencionadas
en los dias 9, 12, 15, 18 y 21 del cultivo. Para cada dia se sembraron 3

pozos para realizar las determinaciones por triplicado.

e Para evaluar la expresion de los marcadores de senescencia pl6 y -

galactosidasa, las células se sembraron en cubreobjetos estériles, 5,000
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células en cada uno, los cuales se encontraban dentro de cajas Petri de
2cm de diametro, y posteriormente se cubrieron con el medio de cultivo.
Para cada dia de determinacién se utilizaron 3 cubreobjetos por cada

tratamiento.

e Para las determinaciones del SASP, las células no se despegaron de las
cajas Petri de 10cm de diametro, sino que se trataron directamente en

las mismas.

9.4 Técnica de conteo celular

El conteo celular se llevdo a cabo tomando una alicuota de 20uL del
homogenizado de células resuspendidas en el medio de cultivo; esa alicuota se
mezcld con 20uL del colorante azul de tripano. La mezcla fue resuspendida
nuevamente y se tomo una alicuota de 10uL, la cual se coloc6 en una camara

de Neubauer y se observd al microscopio Optico para contar el nimero de

células viables. Se contaron 4 cuadrantes y se calcul6 la media, x.

El nUmero total de células se calcul6 mediante la ecuacion:

N = () * (V) *(2) » (10%)

Dénde: N = Numero total de células.

V = Volumen total de la suspension de células (mL).
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9.5 Induccion de la senescencia

La induccién de la senescencia se llevd a cabo el dia 9 del cultivo para

todos los experimentos. Para ello, las células sembradas se dividieron entres

grupos:

a)

b)

Senescencia replicativa (SR): Este grupo de células llegd a senescencia
de manera natural, las células fueron tratadas solamente con DMSO
0.5% (Vehiculo del inhibidor del proteosoma epoxomicina) a partir del

dia 9 del cultivo.

Senescencia prematura inducida por estrés (SIPS): Para inducir la
SIPS, las células se trataron con H,O, 75 uM durante dos horas. El
H.O-,fue disuelto en el medio de cultivo; pasadas las dos horas, se retird
el medio con H,0.y las células se lavaron con PBS; finalmente se les

afadié medio de cultivo fresco (LOpez-Dizguerrero et al., 2006)

Senescencia prematura inducida por inhibicion del proteosoma (SPIIP):
Para inhibir la actividad del proteosoma, las células se trataron con 5nM
de epoxomicina, la cual fue previamente disuelta en DMSO para
preparar una solucion stock 50uM. Para tratar a las células, un volumen
del stock fue tomado y disuelto en medio de cultivo suficiente para
alcanzar la concentracion deseada. Una vez preparado el medio de
cultivo con 5nM de epoxomicina, se le afiadié a las células. Para este
grupo, el medio de cultivo se retiré y se cambié cada dos dias, en cada
cambio de medio se mantuvo la concentracion de epoxomicina en 5nM

(Torres et al., 2008).
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9.6 Determinacién de los parametros clasicos de senescencia
9.6.1 Conteo celular

Las células sembradas en cajas de 24 pozos se despegaron usando 150uL
de tripsina 0.1%. Una vez que las células fueron despegadas, se afadieron
300uL de medio de cultivo para inactivar a la tripsina y se tomaron 20uL del
homogenizado para realizar el conteo celular como se describié previamente.

El conteo se realiz6 los dias 9, 12, 15, 18 y 21 del cultivo para los 3 grupos.
9.6.2 Incorporacion de [°H]-Timidina

Previamente, se preparé6 un stock de [*H]-Timidina en medio de cultivo MEM
de tal forma que tuviera una actividad de 10uCi/mL de actividad. Para las
determinaciones se tomo6 una alicuota del stock y se disolvié en proporcién

1:10 en medio de cultivo para tener una actividad final de 1uCi/mL.

Las células sembradas en cajas de 24 pozos, se lavaron con PBS y se
afadieron 200uL de la solucion con actividad de 1uCi/mL a cada pozo por 3
h.Durante este tiempo, las células se mantuvieron en la incubadora a 37°C y
5% de CO,. Posteriormente, se retiré el medio de cultivo y se lavaron 2 veces
con PBS. Se afiadieron 200uL de metanol al 95% en PBS durante 15 min para
fijar las células. ElI metanol fue retirado y las células se lavaron 2 veces mas
con PBS. Después se afiadieron 500uL de NaOH 0.2N durante una noche en la
incubadora, para desprender las células adheridas a las placas de cultivo.
Finalmente, se retir6 el NaOH de cada pozo y se disolvid en 5mL de liquido de

centelleo. Se midi6 la emision radioactiva, en cuentas por minuto (cpm), en un
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contador de centelleo (Beckman LS 6500). Las determinaciones se realizaron

los dias 9, 12, 15, 18 y 21 para todos los tratamientos.
9.6.3 Expresién de pl16 y B-Galactosidasa por inmunocitoquimica

Todos los anticuerpos utilizados para este experimento fueron diluidos en

PBS-Tween al 2% .

Las células sembradas en los cubreobjetos e inducidas a senescencia como
se mencion6 anteriormente, se lavarondos veces con PBS para remover el
medio de cultivo y se fijaron con formalina neutra (Formaldehido al 3% en PBS)
durante 15 min. Para remover la formalina neutra las células se lavaron
nuevamente con PBS en dos ocasiones y se incubaron con 200uL de
bloqueador universal de proteinas por 10 min. Posteriormente las células se
lavaron una vez con PBS-tween y se afiadieron 200uL del anticuerpo anti-p16-
conejo (Santa Cruz Biothecnology®), en dilucién 1:50 durante 1 h. Pasada la
hora,las células se lavaron en 2 ocasiones con PBS-tween y se afadieron
200pL del anticuerpo anti-B Galactosidasa-ratén (abcam®) en dilucién 1:200
durante 1 h. Después se hicieron 3 lavados con PBS-tween y un cuarto lavado
con agitacion, y se afiadieron 200uL del anticuerpo secundario Alexa Fluor®
488 anti-conejo en dilucion 1:500 durante una h. Se realizaron 2 lavados mas
con PBS-tween con agitacion y se afiadieron 200uL del anticuerpo secundario
Alexa Fluor® 594 anti-raton en dilucién 1:500 durante 1 h. Pasado este tiempo,
se hicieron 3 lavados con PBS-tween con agitacion. Se afadieron 20ulLde
solucion de montaje con DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol) y se montaron las

muestras en cubreobjetos. Las preparaciones fueron almacenadas en
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oscuridad a 4°C hasta su observacion, la cual se llevd a cabo en un
microscopio confocal Carl Zeiss modelo LSM 780 NLO multifotonico. Las
preparaciones se realizaron los dias 9, 15y 21 para la SRy los dias 9, 12 y 15

para SIPS y SPIIP.
9.7Andlisis del Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia (SASP)

Para el analisis del SASP, las células se sembraron desde el inicio en medio
MCDB105 suplementado con 10% de SFB en cajas Petri de 10cm de diametro.
Las determinaciones se iniciaron en el dia 9, para el control de células pre-
senescentes; el dia 21 para SR; y el dia 15 para SIPS y SPIIP. Cuando las
células llegaron al dia de la determinacion, el medio de cultivo se removio, se
lavaron las células con PBS y se les agrego el medio MCDB105 libre de SFB
durante 24-48 h. Pasado ese tiempo, el medio condicionado se colectd en
tubos de 15 mL y se guardd a -80°C para su analisis posterior. Las células se
despegaron con tripsina 0.1% y se contaron como se describié previamente,

para la normalizacién de los datos de SASP.

Para realizar las determinaciones, se descongelaron las muestras y las que
eran del mismo dia y del mismo tratamiento se juntaron y se concentraron 15
veces para llegar a un volumen final de 1mL, el cual fue analizado siguiendo el
protocolo del kit comercial RayBio® Mouse CytokineAntibodyArray, de la
siguiente manera: las membranas contenidas en el kit se bloquearon con buffer
de bloqueo (proveniente del kit) durante media hora; posteriormente, se
incubaron con 1mL de muestra y se agitaron por 2 h. Pasado ese tiempo, la

muestra fue removida y se realizaron cinco lavados con los buffers de lavado
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contenidos en el kit. Después se incub6 por 2 h con 1ml del cocktail de
anticuerpos conjugados con biotina contenidos en el kit. Posteriormente se
realizaron otros 5 lavados para remover los anticuerpos que no se hubieran
unido y se incubd 2 h més con estreptavidina conjugada a peroxidasa de
rabano (HRP-streptavidine) y se realizaron otros 5 lavados. Para llevar a cabo
la deteccion de la sefial, se afiadié 1mL del buffer de deteccion incluido en el kit
durante 2 min y las membranas fueron expuestas a peliculas de deteccién de
rayos X durante 10-15 min. Las peliculas se revelaron en un procesador de
imagenes Kodak X-Omat 1000A. Para realizar el andlisis semicuantitativo de
las citocinas presentes, se utilizé el software ImageJ version 1.47. Los datos se
normalizaronempleando el numero de células, para poder realizar

comparaciones entre los grupos.

9.8Tratamiento estadistico de los datos

Los experimentos se realizaron por triplicado en al menos 3 eventos
independientes. El analisis estadistico se hizo por analisis de varianza
(ANOVA) seguida de la prueba de Tukey con un nivel de probabilidad de

p<0.05 como criterio minimo de significancia.
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10. RESULTADOS
10.1 Proliferacion celular

El efecto de los tratamientos con H,O, y epoxomicina sobre la proliferacion
celular fue evaluado mediante conteo celular e incorporacién relativa de [*H]-
Timidina para sintesis de ADN. Los resultados obtenidos en el conteo celular
(Figura 1-A) muestran que las células que no fueron tratadas contindan
proliferando hasta el dia 15 del cultivo, momento en el que llegan al limite de
Hayflick, y a partir de ese dia detienen su proliferacion alcanzando una
poblacién alrededor de 4 veces mayor que las células que si recibieron algun
tratamiento. Las células tratadas con H,O,75 uM (para inducir SIPS) y con
epoxomicina 5 nM (para inducir SPIIP) detienen su proliferacion después de ser
tratadas y no muestran diferencias estadisticamente significativas entre ellas en
ninguno de los dias evaluados, pero ambas son significativamente distintas al
grupo control (SR) a partir del dia 12 del cultivo (p< 0.05). En cuanto a la
sintesis de ADN, las gréficas de incorporacién de [*H]-Timidina (Figura 1-B),
muestran diferencias significativas a partir del dia 12 entre las células tratadas
en comparacién con el grupo control. En el dia 12 se observa que la
incorporacién de [*H]-Timidina es aproximadamente 7 veces mayor en el grupo
control que en los grupos tratados, y esa diferencia se va haciendo mas
pequefia conforme pasan los dias, confirmando una disminuciéon de la
proliferacion en el grupo control después del dia 15. Cabe mencionar que para
SIPS, se observé un aumento significativo en la incorporacion de Timidina al

dia 15 con respecto a la SPIIP, sin embargo, al no alcanzar los niveles de
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incorporacion que la SR, este fendmeno podria estar asociado a un proceso de

reparacion de ADN mas que de sintesis.
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Figura 1. Curvas de proliferacion A) por conteo y B) Por Incorporacion de [3H]-
Timidina. Las graficas muestran el resultado de tres experimentos independientes.
Cadawalor corresponde a la media £ desviacidn estandar.
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En conjunto, estos datos muestran que tanto el estrés oxidante como la
inhibicién parcial del proteosoma, son estimulos capaces de inhibir la
proliferacion celular a las concentraciones usadas de H,O, y epoxomicina
respectivamente, y dicha respuesta celular ocurre desde el inicio de los

tratamientos.

10.2 Expresion de los marcadores de senescencia

Con la finalidad de confirmar que la inhibicibn de la proliferacion estaba
asociada con el fendbmeno de senescencia, se evalud la expresion de dos
marcadores clasicos de éste fendmeno, el inhibidor del ciclo celular p1l6 y la
enzima f-galactosidasa, empleando la técnica de inmunocitoquimica. Las
imagenes obtenidas por microscopia confocal (Figura 2) muestran un aumento
gradual tanto de p1l6 como de B-galactosidasa en el grupo control (SR) en
funcién de los dias del cultivo, comenzando a ser evidente a partir del dia 18.
Los grupos tratados con H,O, y con epoxomicina muestran un aumento en la
expresion de ambos marcadores desde el dia 12, ademas, se observa una
colocalizacion evidente de p16 con el DAPI, sugiriendo la translocacion de pl6
hacia el ndcleo, sitio en el que pl6 ejerce su actividad de inhibicién de los

complejos CDK4/6 — Ciclina D y, por lo tanto, de la proliferacion celular.

Al analizar las imagenes obtenidas por microscopia confocal, se realizé un
conteo de las células positivas a los marcadores de senescencia para cada
grupo de estudio. Se consideraron células senescentes cuando éstas fueron
positivas a ambos marcadores simultaneamente: pl6 en el nucleo y pB-

galactosidasa en el citosol. Cabe mencionar que se contaron al menos 100
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células de distintas preparaciones y en campos aleatorios para cada grupo de
estudio. En la figura 3 se muestra que en los grupos tratados con H,O, y con
epoxomicina se tiene alrededor del 80% y el 65 % de células senescentes a los
12 dias de cultivo, respectivamente; y un 85% a los 15 dias, para ambos
tratamientos. En cuanto a la SR, se observa apenas un 20% de células

senescentes a los 15 dias de cultivo y se alcanza un 75% hasta el dia 21.

Estos datos demuestran que la inhibicién de la proliferacion celular al tratar
los fibroblastos con H,O, 0 con epoxomicina esta asociada con el fenédmeno de
senescencia celular, y que tanto el H,O, como la epoxomicina son agentes
causantes de senescencia prematura. Por lo que de aqui en adelante a estas

células se les llamara SIPS y SPIIP respectivamente.
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Figura 2. Inmunocitoquimicas de los cultivos primarios de fibroblastos para los
marcadores de senescencia pl6 y B-galactosidasa. Los nucleos fueron marcados con
DAPI. Se muestran imagenes representativas de cada experimento.
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Figura 3. Porcentaje de células senescentes en funcion del tiempo para los 3
tratamientos analizados en los fibroblastos de pulmén de raton. A. Para la SPIIP
y la SIPS alcanzan un 80-85% de células senescentes a los 15 dias. B. Para la
SR se obtuvieron alrededor del 75% de células senescentes al dia 21.

* p<0.05 comparado con las células pre-senescentes (dia 9).
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10.3 Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia (SASP)

De acuerdo al porcentaje de células senescentes obtenidas para cada dia
(Figura 3) y a que el SASP es una caracteristica de las células senescentes
que se manifiesta a etapas relativamente tardias, se decidié analizar el SASP
el dia 15 para los grupos de senescencia inducida SIPS y SPIIP y el dia 21
para la SR. Se emple6 el estuche comercialRayBio® Mouse
CytokineAntibodyArray para analizar 64 citocinasprovenientesdel SASP de los
medios condicionados, de SIPS, SPIIP y SR como se describié en materiales y

métodos.

SIPS SPIIP

Figura 4. Anadlisis del SASP para las distintas formas de senescencia. Se
muestran membranas representativas del analisis de 62 citocinas. Cada marca
corresponde a una citocina especifica.
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La Figura 4 muestra cuatro membranas representativas del analisis del
SASP. En estas imagenes, cada marca corresponde a la secrecion relativa de
una citocina en particular (por duplicado). Al analizar las membranas se
observan diferencias entre los patrones de secrecion de los tres grupos de
estudio, ademas de diferencias en cuanto a la intensidad relativa de citocinas
especificas en cada uno de ellos. EI cambio mas sorprendente fue el del grupo
tratado con epoxomicina (SPIIP), en donde se observa que muchas de las
citocinas secretadas por las células pre-senescentes no son secretadas por
esas mismas células al llegar a la etapa de senescencia. Para cuantificar la
secrecion de lascitocina de manera individual, se analizé la densidad Optica
relativa (D.O.R.) de cada mancha utilizando el software ImageJ, normalizando
contra el control positivo de cada membrana y el nimero de células obtenidas

para cada muestra.

La figuras 5 muestra el analisis semicuantitativo de las citocinas del SASP
analizadas en este trabajo. Para un mejor entendimiento de los datos, las
citocinas analizadas se dividieron en 4 grupos: 1) Quimiocinas (Figura 5-A), 2)
Citocinas inflamatorias (Figura 5-B), 3) Factores de crecimiento (Figura 5-C) y

4) Otras citocinas y receptores solubles (Figura 5-D).

Tomando en cuenta todos los datos, se observa que en el grupo SR y SIPS,
existe un aumento notable en la secrecidn de practicamente todas las citocinas,
con excepciéon de Fas L, IL-4 e IL-9 para el caso de la SR, para las cuales
disminuyé su secrecién. En cambio, en el grupo de SPIIP disminuyé la
secrecion de la mayoria de las citocinas, con excepcion de CD30 L, CD40,

ORG-2, IFN-y, IL-3, IL-6, IL-10, IL-12/p40/p70, MCP1, MIP1-y, MIP2, MIP3-a y
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RANTES, para las cuales hubo un incremento en la secrecion. El cambio mas
evidente en cuanto a secrecion se obtuvo en la IL-10 e IL12/p40/p70, con un
incremento aproximado de 256 veces (en escala logy) para el grupo de la SRy
entre 16 y 32 veces para los otros 2 grupos. Por otro lado, la secrecion de
TNFoa aumentd unas 32 veces para SIPS, comparado con unas 8 veces para

SR. El incremento promedio de las demas citocinas fue de unas 8 veces.

En cuanto a la disminucion de la secrecion del grupo SPIIP, el cambio mas
notable se obtuvo en SDF1-a con aproximadamente 0.015625 veces, seguido
de la IL-13, L-Selectina, TARC y TPO con 0.625 veces. El decremento
promedio de las demas citocinas para el grupo SPIIP fue menor a 0.125 veces

la secrecion comparada con el grupo control.

En conjunto, estos datos sugieren una expresion diferencial del SASP
dependiente del estimulo senescente que, en este estudio, se vio aminorado

notablemente en la induccién de senescencia por inhibicién del proteosoma.
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Figura 5. Secrecion semicuantitativa del SASP de fibroblastos de pulmén de raton
inducidos a senescencia por distintos estimulos. Los datos estan normalizados con
respecto a la secrecién de las células pre-senescentes (Dia 9). A. Quimiocina. B)
Citocinas inflamatorias. C) Factores de crecimiento. D) Otras citocinas y receptores
solubles.
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11. Discusioén

La senescencia celular puede ser inducida por diversos estimulos, entre los
que destacan el acortamiento de los teldmeros (Cristofalo, et al., 2004, Rodier,
et al., 2009, Rodier, et al., 2010), el estrés oxidante (Lopez-Diazguerrero, et al.,
2006), la inhibicion de la autofagia (Kang, et al. 2011, Fujii, et al., 2012), la
inhibicién del proteosoma (Torres, et al.,, 2006, Bitto, et al., 2010) y la
exposicion a radiacion (Lee, et al.,, 2011). En este trabajo se indujo
senescencia prematura en un cultivo primario de fibroblastos de pulmoén de
ratén por medio de estrés oxidante, usando dosis subletales de H,O, (75uM), y
al inhibir parcialmente la actividad del proteosoma, utilizando epoxomicina
(5nM); estas dos formas de inducir senescencia fueron comparadas con la SR.
La figura 1 muestra una detencion de la proliferacion después de 15 dias en
cultivo para la SR y también muestra que al tratar las células con H,O, o con
epoxomicina la proliferacién celular se detiene desde el dia en que se afiaden
los reactivos. Esto concuerda con los experimentos de incorporacion de [*H]-
Timidina, en los que se observa un incremento en los dias 9 y 12 seguido de
una disminucion en la incorporacién a partir del dia 15 en la SR, mientras que
para la SIPS y la SPIIP se observa solamente un pequefio aumento en el dia
15, pero no alcanzan los niveles de incorporacién de la SR, por lo que ese
aumento podria estar asociado a un mecanismo de reparacion del ADN y no su
replicacion. La induccion de la SIPS en cultivos primarios de fibroblastos de
pulmén de ratén ya ha sido reportada previamente por nuestro grupo de
investigacién (Lopez-Diazguerrero, et al., 2006, Triana-Martinez, et al., 2013) y

los resultados aqui mostrados acerca de la induccion de la senescencia por
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SIPS concuerdan con los reportados. En cuanto a la SPIIP, Torres, et al. (2006)
han reportado varios trabajos en los que se ha inducido senescencia prematura
al inhibir el proteosoma con epoxomicina en diferentes tipos celulares, como
fibroblastos humanos WI-38 y astrocitos humanos y de roedor; las
concentraciones de epoxomicina utilizadas en estos reportes han sido desde 1
hasta 10 nM (Torres, et al., 2006, Bitto, el al., 2010). En este estudio, se

observé una detencion de la proliferacion utilizando 5nM de epoxomicina.

Para determinar si la detencion de la proliferacién observada estaba asociada
al fenémeno de senescencia evaluamos la expresion de 2 marcadores: pl6 y
B-galactosidasa. Aunque clasicamente se evidencia la actividad de la B-
galactosidasa mediante una tincion (actividad SA-B-galactosidasa) (Dimri, et al.,
1995), éste aumento en la actividad de la enzima estd asociado a un aumento
en su expresion (Capparelli, et al., 2012). Por esta razén, en este trabajo se
decidié ensayar el aumento de la expresion de la enzima y del regulador del
ciclo celular, p16, por medio de inmunocitoquimica, teniendo en cuenta que en
el mismo experimento es posible evaluar la expresion relativa de las 2
proteinas, asi como su localizacion celular. Es importante mencionar que esta
forma de evaluar a dos marcadores de senescencia aun no ha sido reportada
en la literatura. En la figura 2 se muestra que la detencion de la proliferacion
observada en los fibroblastos estaba asociada a un aumento gradual de la
expresion de la B-galactosidasa y de pl6, para la senescencia replicativa, y a
un aumento en las células inducidas a SIPS y SPIIP, en las cuales se observa
una sobreexpresion de ambas proteinas desde el dia 12 del cultivo, es decir, 3

dias después de que fueron tratadas. Ademas, se observd una colocalizacion
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de pl6 con DAPI, lo que sugiere que éste regulador del ciclo celular se ha
traslocado al nucleo y ejerce su accion sobre el complejo CDK4/6/Cliclina D,
inhibiendo asi la proliferacion celular. Estos experimentos dan evidencia de que
el tratamiento con dosis subletales de H,O, y del inhibidor del proteosoma,
epoxomicina, inducen senescencia prematura en los fibroblastos de pulmon de

raton.

Una de las caracteristicas més interesantes de las células senescentes es su
fenotipo secretor o SASP. Las células senescentes presentan un SASP
sumamente complejo que incluye una gran variedad de citocinas y quimiocinas,
ademas de factores de crecimiento (Coppé, et al., 2008; Coppé, et al., 2012;
Rodier, et al., 2011; Bhat, et al., 2012) y se ha sugerido que las moléculas
secretadas por las células senescentes pueden promover algunas actividades
biolégicas desfavorables, tales como la proliferacién de células tumorales, la
metastasis, o inducir inflamacion relacionada a algunas enfermedades crénicas
degenerativas (Campisi, et al., 2011, Kiecolt-Glaser, et al., 2003). En éste
estudio, el objetivo principal fue evaluar si existian diferencias en las moléculas
secretadas por las células senescentes cuando fueron inducidas a entrar en
senescencia por distintos estimulos; se observdé un patrén de secrecion
diferente en cada una de las distintas formas de senescencia con el cambio

mas sorprendente para la SPIIP, comparada con la SR.

En los primeros estudios comparativos acerca del SASP, (Coppé, et al., 2010),
se ha reportado que la secrecion del SASP en fibroblastos de raton depende de
la concentracion de oxigeno a la que se incuben las células, ademéas en un

estudio posterior demostraron que el SASP no estd presente en células que
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sobreexpresan p16™<*® y expresan los marcadores clasicos de senescencia.
Los autores sugieren que el SASP es una caracteristica presente en células
inducidas a entrar en senescencia por algin mecanismo que incluya dafio
gendmico o algun cambio epigendmico (Coppé, et al., 2010; Coppé, et al.,
2011, Campisi, 2013). En nuestro trabajo la variable fue el estimulo que indujo
senescencia y encontramos también variaciones en los componentes del
SASP. Una hipétesis que podria explicar la notable disminucion en la secrecion
de citocinas para la SPIIP (Figuras 5) tendria que ver con la inhibicion parcial
de la actividad del proteosoma: hay estudios que demuestran en diversos tipos
celulares que la inhibicion del proteosoma induce apoptosis debido a la
acumulacion de proteinas ubiquitinadas (Lopes, et al. 1997; Pandit, et. al.,
2011; Cheng, et. al., 2011); sin embargo, una inhibicién parcial utilizando dosis
subletales induce senescencia celular en forma prematura (Torres, et al., 2006,
Bitto, et al., 2010); ésta inhibicion parcial de la actividad del proteosoma
aumenta también la cantidad de proteinas ubiquitinadas pero en cantidades
subletales para la célula (Cheng, et. al., 2011) y podria inducir un decremento
en la tasa de sintesis de proteinas normal para evitar su acumulacion a
mediano plazo. Si esto es asi, los componentes del SASP se verian también
afectados en cuanto a su sintesis y las células inducidas a SPIIP conservarian
s6lo ciertos componentes del SASP con los que puedan comunicar su estado

comprometido a las células adyacentes.

En este estudio, las citocinas que se encontraron mas aumentadas fueron la
IL-10 e IL-12, ya que se incrementaron aproximadamente 256 veces para SRy

entre 16-32 veces en SIPS y SPIIP. La IL-10 es una citocina clave en la
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regulacion de la respuesta inflamatoria; su accién inmunosupresora actia en
macrofagos, monocitos, células T, B, NK (Natural Killer cells), mastocitos DC
(Denditric Cells) y granulocitos (Akdis, et. al., 2011). En células que expresan el
receptor, la IL-10 a su vez inhibe la expresion de otras citocinas, tales como IL-
la, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, GM-CSF, G-CSF y TNF-a; ademas de
quimiocinas incluyendo MCP-1, MPC5, MIP-1a, MIP-13, RANTES e IL-8. Si las
células inducidas a SPIIP expresan el receptor para IL-10 se presentaria una
comunicacion autocrina para éstas células; esto podria explicar parcialmente el
decremento en la secrecion de algunos de los componentes del SASP, sin
embargo, se requiere un mayor conocimiento de las vias de sefalizacién
involucradas en la secrecion del SASP y que pudieran afectarse

diferencialmente en los distintos tipos de senescencia.

La IL-12 es una citocina heterodimérica constituida por dos subunidades: la
cadena ligera p35 y la cadena pesada p40, codificadas en cromosomas
distintos. Al unirse las dos subunidades, constituyen a la forma activa IL-12p70
(Akdis, et. al., 2011). Con el kit empleado en este trabajo se puede detectar en
un pozo a IL-12p40/70 y en otro pozo diferente especificamente a IL-12p70
(Figura 5). Aqui obtuvimos un incremento muy pequefio de la forma activa IL-
12p70, que estimula la respuesta inmune. El bajo nivel de la forma IL-12p70
sugiere que el incremento de IL-12 es practicamente en la forma IL-12p40. El
incremento de IL-12p40, y no de IL-12p70, puede deberse a una desregulacion
diferencial en la expresiéon de las 2 subunidades, p40 y p35, que al codificarse

en distintos cromosomas poseen mecanismos de regulacion especificos.
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Otras citocinas relevantes en este estudio son las proinflamatorias IL-6 y
TNFa, las cuales ya han sido reportadas como principales componentes del
SASP en diversos estudios en diferentes tipos celulares (Bhat, et. al., 2012;
Coppé, et al.,, 2010; Coppé, et al.,, 2011). Aqui, se encontraron también
aumentadas en los 3 tipos de senescencia, excepto TNFa para la SPIIP. Otras
citocinas proinflamatorias analizadas en este trabajo fueron la IL1o/, IL-4, IL-
17, KC, MIP-1a/y, MIP-2, MIP-33, MIP-3a. y PF-4, que junto con factores de
crecimiento, citocinas y quimiocinas que promueven la proliferacion y la
migracion, tales como Axl, BLC, CD30, CXCL16, Eotaxina, GCSF, IGFBP’s, IL-
2, IL-9, M-CSF y VEGF, podrian favorecer la progresiéon de tumores y/o
metastasis (Raman, et. al., 2011; Rosténe, et. al., 2011). Debido a la
disminucién en la secrecion de la mayoria de las citocinas, en la SPIIP estas
actividades biologicas no serian tan favorecidas, comparada con los otros dos
tipos de senescencia. Por otro lado, algunas citocinas que podrian atenuar esta
respuesta, debido a su actividad antiinflamatoria, tales como la IL-4 e IL-10,
tuvieron diferentes patrones de secrecion, por ejemplo la IL-4 s6lo aumentd en
la SR, mientras que la IL-10 aumentd notablemente en los 3 tipos de
senescencia; esto podria deberse a un efecto compensatorio para mantener la
homeostasis entre la secrecion de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias,
pero el efecto fisiologico dependera de las células que reciban los estumulos

enviados por las células senescentes.

El perfil proinflamatorio del SASP es tipico en la literatura (Coppé, et al.,
2010; Coppé, et al., 2011), aunque sus efectos en conjunto In Vivo aun no han

sido bien estudiados, por lo que hasta ahora s6lo se han hipotetizado las
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actividades biologicas potenciales que podria tener. Ya que se sabe que las
citocinas tiene efectos distintos sobre los diferentes tipos celulares, el siguiente
paso en el estudio del SASP deberia ser el tratar de analizar células estan
siendo afectadas por el SASP y como. Aunado a esto, en estudios posteriores
también se debera considerar algunas otras propiedades de las citocinas, tales
como la sinergia que presentan entre ellas para llevar a cabo sus funciones y
su caracter pleiotrépico, lo cual aumentaria la complejidad del estudio del

SASP.
12. Conclusién

La senescencia celular es un fendmeno caracterizado primordialmente por la
detencion de la proliferacion, por lo que clasicamente es entendido como un
mecanismo supresor de tumores. Sin embargo, la acumulacion de células
senescentes en los tejidos de los organismos contribuye al fenotipo envejecido
y puede favorecer la progresion de enfermedades asociadas a la edad. Esta
caracteristica pleiotrépica de las células senescentes es explicada por el SASP,
cuyos componentes pueden inducir actividades biologicas favorables o
desfavorables al individuo dependiendo de las células que reciban las sefales

enviadas por las células senescentes.

En este trabajo se caracterizd la SPIIP y se compard con otros tipos de
senescencia reportadas previamente: SIPS y SR, en cultivos primarios de
fibroblastos de pulmon de raton. Aqui demostramos que la inhibicion de la
actividad del proteosoma induce senescencia prematura y que la expresion de

los marcadores de senescencia pl6é y p-galactosidasa, asi como la
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caracteristica detencion de la proliferacion, es similar a la SIPS. Para la SR se

obtienen resultados similares pero hasta el dia 21 de iniciado el cultivo.

Por otro lado, en este trabajo se evalud la secrecion de citocinas por las
células senescentes. De manera interesante, se observaron diferencias en los
patrones de secrecién de éstas moléculas, principalmente en la SPIIP. Por lo
que en resumen, demostramos que, aunque los marcadores clasicos de
senescencia sean similares sin importar el estimulo que la induzca, el SASP de
las células senescentes si es dependiente del estimulo que reciban las células
para volverse senescentes. Estos datos abren un campo de estudio muy
interesante en el que el principal objetivo sera reconocer los mecanismos
moleculares involucrados en la regulacién de los componentes del SASP para
cada tipo de senescencia y posteriormente buscar moléculas que puedan
participar en ésta regulacion para inhibir principalmente a los componentes del
SASP que pudieran favorecer la progresion de enfermedades relacionadas con
la edad sin afectar la secrecion de moléculas que pudieran resultar benéficas

para el individuo.
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