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1. RESUMEN

La senescencia celular (SC) es un fendmeno bioldgico que ocurre en respuesta
a dafnoy se ha relacionado con distintos procesos biolégicos y patologicos. Gran parte
del conocimiento que se tiene de la senescencia celular ha sido descrito en
fibroblastos, sin embargo, este no es el unico tipo celular en el que se presenta la
senescencia. El establecimiento de la senescencia puede darse por estrés oxidante
que induce dafo en el ADN. Aspectos como el metabolismo energético y el estado
redox de células senescentes es poco estudiado. En este trabajo se indujo
senescencia en la linea celular MCF10A por estrés oxidante. Se determiné el
metabolismo energético de células senescentes midiendo la tasa de consumo de
oxigeno (OCR) y la tasa de acidificacion del medio extracelular (ECAR). Asi como, el
estado redox evaluando la presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO) y el
coeficiente de glutation oxidado y reducido (GSH/ GSSG). Nuestros resultados
muestran que las células senescentes MCF10A inducidas a senescencia por estrés
oxidante presentan un metabolismo energético preferentemente dirigido hacia la
glucdlisis, y un estado redox pro-oxidante, debido a una elevacion en el contenido de

GSSG que coincide con un aumento de las ERO.



2. SUMMARY

Cellular senescence (SC) is a biological phenomenon that occurs in response
to damage and has been linked to different biological and pathological processes. Much
of the knowledge of cellular senescence has been described in fibroblasts; however,
this is not the only cell type in which senescence occurs. The establishment of
senescence can occur due to oxidative stress that induces DNA damage. Aspects such
as energy metabolism and the redox state of senescent cells are little studied. In this
work, senescence was induced in the MCF10A cell line by oxidative stress. The energy
metabolism of senescent cells was determined by measuring the rate of oxygen
consumption (OCR) and the acidification rate of the extracellular medium (ECAR), as
well as, the redox state evaluating the presence of reactive oxygen species (ROS) and
the oxidized and reduced glutathione coefficient (GSH/GSSG).Our results determined
that senescent MCF10A cells induced to senescence by oxidative stress exhibit an
energy metabolism preferentially directed towards glycolysis, and a redox state pro-

oxidant, due to an elevation in GSSG content that coincides with an increase in ROS.

10



3. INTRODUCCION

3.1. Envejecimiento

El envejecimiento es un fendbmeno biolégico complejo e inevitable que se
relaciona con el decaimiento o la pérdida de las capacidades fisioldgicas, bioquimicas
y estructurales de un organismo (Kirkwood et al., 1992). En los ultimos afios, la
piramide poblacional mexicana ha cambiado de manera drastica y se espera que para
el afo 2050 el 28% de nuestra poblacion sea mayor de 65 afos (INEGI, 2005). En
2013, Lopez-Otin y colaboradores identificaron y categorizaron nueve marcadores
celulares y moleculares del envejecimiento en los que se encuentran: Inestabilidad
genomica, el desgaste telomérico, las alteraciones epigenéticas, la pérdida de la
proteostasis, la desregulacion en la deteccidn de nutrientes, la disfuncion mitocondrial,
la senescencia celular, el agotamiento de células madre y la comunicacion intercelular

alterada.

Aunque el estrés oxidante no esta incluido dentro de los marcadores del
envejecimiento, se ha reportado de manera experimental, que dicho estrés puede
inducir respuestas celulares como la SC. Asi, la acumulacion de células senescentes
contribuye al deterioro en los organismos viejos y a las patologias asociadas a la edad,
como el cancer, los desordenes neurodegenerativos, las enfermedades autoinmunes
y las neoplasias (Blander et al., 2003; Nassour y Abbadie, 2016). De acuerdo con esta
idea, se ha observado que las células humanas y de roedores con caracteristicas

senescentes se acumulan in vivo con la edad, asi como en lesiones hiperplasicas y
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premalignas (Choi et al., 2000; Krtolica y Campisi, 2002; Melk et al., 2003; Paradis et

al., 2001; Vasile et al., 2001).

3.2. Senescencia celular

La SC es un fendémeno biolégico que consiste en la detencion de la proliferacion
celular cuando una célula se ve sometida a algun tipo de estrés que puede ser el
acortamiento de telomeros, la irradiacion, la activacion de oncogenes y el estrés

oxidante.

Existen distintos modelos de induccion de senescencia de manera in vitro,
aunque se desconoce si todos estos tipos ocurren de manera in vivo. La senescencia
replicativa (SR) se refiere a la disminucion en el potencial de proliferaciéon observada
después de multiples divisiones celulares que finalmente conduce a una detencion
total debido al acortamiento de telomeros (Hayflick, 1965). Senescencia inducida por
oncogenes (OIS) la cual consiste en la activacion de oncogenes, como Ras o BRAF,
o la inactivacibn de supresores de tumores, como PTEN, puede llevar a
OIS (Sharpless y Sherr 2015), la senescencia prematura inducida por estrés (SIPS)
que ocurre después de someter a las células a algun estresor, por ejemplo peréxido
de hidrégeno H202, la hiperoxia, el hidroperoxido de terc-butilo y la radiacion. Las
células en SR comparten caracteristicas comunes con las células en SIPS: morfologia,
actividad de B-galactosidasa asociada a senescencia, regulaciéon del ciclo celular,
expresion génica y acortamiento de telomeros, por lo cual es un buen modelo para

comprender la senescencia celular (Toussaint et al, 2000).
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Se ha propuesto que el mecanismo en la mayoria de los casos es la respuesta
al dafo al ADN (Hayflick y Moorhead, 1961; Campisi y D'Adda, 2007). Se ha sugerido
que las vias p53-p21 y p16INK4a-pRb son las principales reguladoras de la SC y como
son determinantes para iniciar la detencion de la proliferacion, se utilizan como

marcadores del estado senescente.

Al recibir una senal de dano al ADN, p53 se activa e induce la expresion de p21,
un inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina (CDK), que detiene el progreso del
ciclo celular (Brown et al., 1997; Sherr y McCormick, 2002). La via p16INK4a-pRb,
funciona al inducir la expresion de p16 que es otro inhibidor de las CDKs. p16 mantiene
a pRB en un estado activo y bloquea la proliferacién celular al suprimir E2F, un factor
de transcripcidn que regula el ciclo celular, lo que lleva a la detencion del crecimiento
(Sherr y McCormick, 2002). Ambas vias finalmente actuan sobre el ciclo celular y

logran detener la proliferacion celular (Campisi y di Fagagna, 2007).

La senescencia celular estd acompafiada de cambios morfolégicos como el
aumento de tamano celular, pues a menudo se duplican en volumen y como son
adherentes adoptan una morfologia aplanada en un cultivo bidimensional (Rodier et
al., 2009).También se consideran como marcadores moleculares para identificar a las
células senescentes el secretoma y los focos de dano al ADN (Ohtani et al., 2004).
La tincion histoquimica de la actividad de la enzima (-galactosidasa asociada a la
senescencia (SA- B-gal) es un marcador de uso comun cuya actividad deriva de la
presencia sobreexpresada de la enzima (-galactosidasa lisosomal que es detectable

a pH 6 (Dimri et al., 1995).
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Las células senescentes presentan un secretoma denominado fenotipo secretor
asociado a la senescencia (SASP por sus siglas en inglés) (Hayflick y Moorhead, 1961;
Dimri et al., 1995; Kurz et al., 2000; Rodier et al., 2009). El SASP esta compuesto por
quimiocinas, citocinas, factores de crecimiento, proteasas y otras moléculas que estan
implicadas positiva o0 negativamente en varios procesos bioldégicos, como la
cicatrizacion de heridas, la regeneracién celular, el desarrollo embrionario, asi como
el desarrollo de patologias como el cancer (Demaria et al., 2014; Coppé et al., 2008).
Los componentes del SASP pueden afectar a las células circundantes al activar varios
receptores de la superficie y las correspondientes vias de transduccion de sefales

(Coppé et al., 2008).

Las células senescentes presentas alteraciones en las mitocondrias como: la
funcién disminuida, la desorganizacion estructural, el aumento de las mutaciones del
ADN mitocondrial (mtDNA) y una disminucion en el potencial de membrana (Bratic y
Larsson, 2013; Cagin y Enriquez, 2015). Estas alteraciones tienen un impacto en el

metabolismo energético de las células senescentes (Korolchuk et al., 2017).

3.3. Metabolismo energético

El metabolismo energético es el proceso de generacién de energia (ATP) a
partir de nutrientes. El metabolismo comprende una serie de vias interconectadas que
pueden funcionar en presencia o ausencia de oxigeno. Las células producen ATP a

través de dos vias principales: la glucdlisis y la fosforilacion oxidativa (Zheng, 2012).
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3.3.1. Glucodlisis

La glucdlisis es una serie de reacciones que extraen energia de la glucosa al
romperla en dos moléculas de tres carbonos, llamadas piruvato, con una ganancia
neta de dos ATP (Berg et al., 2002). La glucolisis comprende dos fases, en la primera
fase se utilizan dos moléculas de ATP para convertir la glucosa en fructosa-1,6-
bisfosfato a través de reacciones secuenciales catalizadas por hexocinasa,
fosfoglucosa isomerasa y fosfofructocinasa. En la segunda fase, la fructosa-1,6-
bisfosfato se convierte adicionalmente paso a paso en piruvato con la produccion de
cuatro moléculas de ATP y dos moléculas de NADH. Durante este proceso, se
consumen dos ADP y dos NAD+. En ausencia de oxigeno, NAD+ se regenera a partir
de NADH por reduccion de piruvato a &acido lactico catalizado por lactato
deshidrogenasa (LDH). En condiciones aerdbicas, el piruvato se puede oxidar aun mas
a CO2 y H20 en la mitocondria a través del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) y
la cadena respiratoria acoplada a la ATP sintasa, produciendo una gran cantidad de

ATP durante la fosforilacion oxidativa (Pelicano et al., 2006).

3.3.2. Fosforilacién oxidativa

La fosforilacion oxidativa se lleva a cabo en las mitocondrias y combina el
transporte de electrones con la respiracidon celular y la sintesis de ATP. No solo
produce la gran mayoria de la energia celular, sino que también participa en la
produccion de radicales libres y la apoptosis. La fosforilacién oxidativa consiste en la
cadena de transporte de electrones (CTE), que comprende NADH-deshidrogenasa

(complejo ), succinato  deshidrogenasa (complejo ), ubiquinona,
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complejo bc 1 (complejo 1l1), citocromo ¢ (Cyt ¢) y citocromo ¢ oxidasa (CcO; complejo
IV). La mayoria de los electrones transferidos por la CTE se derivan de NADH y entran
en la cadena a través del complejo |. Ademas, el complejo Il alimenta los electrones
directamente al conjunto de ubiquinona/ubiquinol, y otras fuentes de entrada incluyen
la flavoproteina de transferencia de electrones (ETF), ubiquinona oxidorreductasa y
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. Estos electrones se transfieren a través del CTE al
oxigeno, mientras que el potencial de la membrana mitocondrial se genera al bombear
protones a través de la membrana mitocondrial interna. Finalmente, el gradiente de
protones es utilizado por la ATP sintasa (complejo V), que acopla el flujo de retorno de
los protones previamente bombeados por el CTE a la produccion de ATP (Berg et al.,

2006; Huttemann et al., 2007).

3.3.3. Metabolismo energético en células senescentes

La CTE mitocondrial acoplada a la ATP sintasa produce ATP como una fuente
importante de energia celular durante la respiracion aerdbica. Los defectos en el CTE
conducen a una caida en la produccion de ATP y pueden resultar en la induccion de

la senescencia celular (Stockl et al., 2006).

Existen pocos estudios sobre el metabolismo de células senescentes y casi
exclusivamente se han realizado en cultivos de fibroblastos, en los que se ha visto que
adoptan un estado glicolitico, ademas de un estado menos energético (Bittles y Harper,

1984; James et al., 2015).
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En 2001, Omata y colaboradores utilizando ratones de senescencia acelerada
(SAMP8) vy ratones resistentes a la senescencia acelerada (SAMR1) como control,
encontraron en las células senescentes de cerebro de ratén una capacidad amplificada
de glucdlisis, y no tanto de la fosforilacion oxidativa. ElI conocimiento sobre el
metabolismo de células senescentes resulta contradictorio, ya que en 2003,
Zwerschke y colaboradores demostraron in vitro que en fibroblastos humanos
senescentes existe un desequilibrio metabdlico, asociado con una fuerte reduccion en
los niveles de trifosfatos de ribonucleétido, incluido el ATP, que son necesarios para la
biosintesis de nucledétidos vy, por lo tanto, para la proliferacién. EI agotamiento de la
ATP en los fibroblastos senescentes se debe a la desregulacion de las enzimas

glucoliticas, y una incapacidad para mantener los niveles de ATP.

La actividad de AMPK esta altamente incrementada en las células senescentes
inducidas por oncogenes (Moiseeva et al., 2009). En contraste, se sabe que la
inactivacion de la via AMPK promueve el cancer (Bardeesy et al., 2002; Huang et al.,
2008; Shackelford y Shaw, 2009), apoyando aun mas el papel de AMPK en el
establecimiento de la detencién del crecimiento y supresion tumoral. Los estudios que
enfatizan el impacto del equilibrio bioenergético mitocondrial y la subsiguiente
activacion de AMPK pueden proporcionar informacién sobre los mecanismos
involucrados en el establecimiento de la senescencia celular y su contribucién al

envejecimiento y los fenotipos relacionados con la edad.

La disfuncion mitocondrial tiene un efecto profundo en la bioenergética celular.

El aumento de la masa mitocondrial se refleja en una tasa de consumo de oxigeno
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significativamente mayor por célula en la senescencia y la fraccion de ATP producida
por la fosforilacién oxidativa mitocondrial disminuye, mientras que la glucdlisis genera
relativamente mas ATP. Por lo tanto, tanto el aumento en la abundancia mitocondrial
como el cambio hacia un modo mas glucolitica de producciéon de ATP aparecen como
respuestas compensatorias a la disfuncion mitocondrial (Korolchuk et al., 2017), la
disfuncién mitocondrial también esta relacionada con cambios en el estado redox de

las células (Jones et al., 2016).

3.4. Estado redox

El estado redox celular es el equilibrio entre las reacciones de oxidacion y
reduccion dentro de la célula. Estas reacciones de oxidacion-reduccion (redox)
desempefian un papel importante en la salud y la enfermedad humana, pues
contribuyen al equilibrio de los sistemas metabdlicos como el metabolismo energético,
la regulacion del ciclo celular, el crecimiento celular, la apoptosis, la expresion génica
y el envejecimiento, entre otros (Jones et al., 2016; Moriatry y Jones, 2004). Cuando
existe un desbalance en el estado redox normal, se pueden generar efectos toxicos a
través de la produccion de ERO que dafan a todos los componentes de la célula,

incluyendo las proteinas, los lipidos y el ADN.

3.4.1. Especies Reactivas de Oxigeno

Las moléculas que contienen uno o mas electrones desapareados y, por lo
tanto, dan reactividad a la molécula se llaman radicales libres. Cuando 2 radicales
libres comparten sus electrones desapareados, se crean formas no radicales. Las ERO

se pueden dividir en 2 grupos: radicales libres y no radicales (Ray et al., 2012). Las
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tres ERO principales que son de importancia fisioldgica son el anién superoxido (O2e
), El radical hidroxilo (*OH) y el peréxido de hidrogeno (H202) (Birben et al., 2012). Una
mayor produccion de ERO celular puede oxidar la estructura del ADN, modificar
proteinas vy lipidos, activar varios factores de transcripcion inducidos por el estrés y
producir citocinas pro inflamatorias y anti inflamatorias (Cross et al., 1987; Finkel,

2011).

Se ha demostrado que el aumento constante en la produccion de ERO genera
un circuito de retroalimentacién positiva manteniendo el dafio continuo al ADN, que se
considera necesario y suficiente para establecer y mantener la detencion del ciclo
celular durante el desarrollo temprano del fenotipo de la senescencia (Passos et al.,
2010). Sin embargo, esta via no es necesaria para mantener el fenotipo de detencién
del crecimiento en los puntos de tiempo posteriores a los 9 dias al inicio de la
senescencia, lo que sugiere que la produccion de ERO es prescindible una vez que el
fenotipo senescente esté completamente establecido senescencia (Passos et al.,

2010)

Distintos estudios muestran que las ERO pueden inducir senescencia celular. El
H202, que se considera como una de las principales ERO dentro de la célula, es un
potente inductor de senescencia celular en muchos tipos de células (Porath y
Weinberg, 2005). Si bien el tratamiento exogeno con H202 puede promover la
senescencia celular, las ERO enddgenas (como los superoxidos y los radicales
hidroxilo) también estan implicadas en el establecimiento y mantenimiento de la

detencion irreversible de la proliferacién. La produccion de ERO se asocia con la
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implementacion de senescencia replicativa, senescencia inducida por oncogenes y
senescencia inducida por estrés (Colavitti y Finkel, 2005; Passos et al., 2010; Lu y
Finkel, 2008; Moiseeva et al., 2009).
3.4.2. La mitocondria como fuente de especies reactivas de oxigeno

Las mitocondrias generan EROs en forma de superéxidos como subproductos
de la transferencia ineficiente de electrones a través de la CTE (Quinlan et al.,
2013). Estos superoxidos y otras ERO pueden dafiar a las mitocondrias y disminuir
aun mas la eficiencia de la CTE mitocondrial, lo que resulta en un circuito de
retroalimentacion positiva de generacién de ERO y de dafio oxidante en la mitocondria

(Balaban et al., 2005).

La mayor parte de los oxidantes mitocondriales se forman predominantemente
en el complejo | o el complejo Il de la CTE cuando los electrones derivados
inicialmente de NADH o FADH:2 pueden reaccionar con el oxigeno para producir
aniones superoxido (Oz¢). A pesar de que O2¢ no es un oxidante fuerte, es un precursor
de la mayoria de las otras especies reactivas de oxigeno, y también se involucra en la

propagacion de reacciones en la cadena oxidativa (Nickel et al., 2014; Murphy, 2009).

Esta bien establecido que no solo el tamafo celular sino también la masa
mitocondrial aumentan significativamente en las células senescentes. Los estudios
cinéticos en la senescencia inducida por estrés demostraron que el aumento de la
masa mitocondrial es un proceso rapido pero no inmediato, que se produce con un
retraso de 2 a 3 dias después del pico en el dafio del ADN, pero antes de que se

establezca un SASP robusto (Passos et al., 2010). Como con la mayoria de los otros
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fenotipos de senescencia, la acumulacion mitocondrial se ha estudiado
preferentemente en los fibroblastos, pero también ocurre en las células epiteliales
senescentes (Hara et al., 2013), hepatocitos (Correia et al., 2016), enterocitos (Jurk
et al. 2014), y neuronas que desarrollan un fenotipo parecido a la senescencia en
respuesta al dano persistente del ADN (Jurk et al., 2012). En células senescentes
HUVEC el cambio en la morfologia mitocondrial fue causado por la regulacién negativa
de la expresion de Fis1 y Drp1, dos proteinas que regulan la fision mitocondrial. (Mai

et al., 2010).

En mitocondrias funcionales, el consumo de oxigeno, la produccién de ATP, el
potencial de membrana y la generacion de ERO estan estrictamente regulados para
mantener el equilibrio redox (Brand, 2016). Si bien no existe una correlaciéon simple
entre el potencial de membrana y la produccién de superéxido por la cadena de
transporte de electrones, las mitocondrias que se acumulan en la senescencia a
menudo muestran un potencial de membrana disminuido y al mismo tiempo producen
niveles aumentados de ERO, lo que sugiere su disfuncionalidad (Korolchuk et al.,

2017; Passos et al., 2007; Moiseeva et al., 2009).

3.4.3. Sistemas antioxidantes

El cuerpo humano esta equipado con una variedad de antioxidantes que sirven
para contrarrestar el efecto de los oxidantes. Para todos los propdsitos practicos, estos
se pueden dividir en 2 categorias: enzimaticos y no enzimaticos. Los principales
antioxidantes enzimaticos de la célula son la super oxido dismutasa (SOD), la catalasa

y la glutation peroxidasa (GSH-Px).
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Los antioxidantes no enzimaticos incluyen compuestos de bajo peso molecular,
tales como vitaminas (vitaminas C y E), B-caroteno, acido urico, y GSH que es un

tripéptido (y-glutamil-cysteinyl-glicina) (Birben et al., 2012).

El glutation reducido (GSH) se considera uno de los eliminadores mas
importantes de ERO y su relacién con el glutatién oxidado (GSSG) se puede usar como

marcador de estrés oxidante.

El GSH es muy abundante en todos los compartimentos celulares y es el
principal antioxidante soluble. La relacion GSH/GSSG es un determinante importante
del estrés oxidante. EI GSH muestra sus efectos antioxidantes de varias
maneras. Desintoxica al peroxido de hidrégeno y los peroxidos lipidicos a través de la
accion de la glutation peroxidasa (GSH-Px). EI GSH dona su electron al H202 para
reducirlo a H20 y O2. El GSSG se reduce nuevamente a GSH por la GSH reductasa
que utiliza NAD(P)H como el donante de electrones. La GSH-Px también es
importantes para la proteccion de la membrana celular de la peroxidacion lipidica. El
GSH dona protones a los lipidos de la membrana y los protege de los ataques de

oxidantes (Masella et al., 2005; Curello et al., 1985).

La proporcién de GSH: GSSG dentro de las células se usa a menudo como un
marcador de toxicidad celular. En condiciones normales, se sabe que el par redox esta
presente en células de mamiferos en el rango de concentracién de 1 a 10 mM. En una
célula en reposo, la relacion molar GSH: GSSG supera los 100:1, mientras que en
varios modelos de estrés oxidante, se ha demostrado que esta relacion disminuye a

valores de 10:1 e incluso 1:1 (Zitka et al., 2012).
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En 2009, Klimova y colaboradores mostraron que la sobreexpresion del
antioxidante superoxido dismutasa mitocondrial 2 (SOD2) y la catalasa dirigida
mitocondrial no son suficientes para inhibir el fenotipo de senescencia en células
senescentes inducidas por hiperoxia. Debido a que las ERO son producidas por
enzimas mitocondriales y no mitocondriales durante la hiperoxia (70% O32), existe
incapacidad de los antioxidantes mitocondriales para revertir la detencion del
crecimiento en la senescencia inducida por la hiperoxia. Lo anterior sugiere que las
ERO presentes en el citosol pueden ser suficientes para inducir la detencién del
crecimiento. Por lo tanto, los mecanismos involucrados en la vinculacion de las ERO

mitocondrial y la senescencia celular aun deben ser estudiados mas a fondo.

3.4.4. Estrés oxidante

El estrés oxidante, se define como una perturbacion en el equilibrio entre la
produccion de ERO y las defensas antioxidantes, Cuando se produce el estrés
oxidante, las células intentan contrarrestar los efectos oxidantes y restaurar el
equilibrio redox mediante la activacion o el silenciamiento de genes que codifican
enzimas defensivas, factores de transcripcion y proteinas estructurales (Betteridge,

2000).

3.5. Senescencia celular y cancer

Como la senescencia esta regulada por varios supresores de tumores, puede
funcionar como una barrera natural para la tumorigénesis (Serrano et al., 1997), un
papel fisiolégico del SASP es provocar una respuesta inflamatoria local con efectos

complejos, incluida la eliminacion de células senescentes por fagocitosis, 1o que lleva
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a la remodelacion del tejido y la resolucién del dafio (Freund et al., 2010). Sin embargo,
su acumulacion se ha relacionado con muchos fenotipos asociados con la edad, tanto
normal como patolégicos (Campisi et al., 2011).

En la mayoria de los casos, se ha demostrado o formulado la hipétesis de que
las células senescentes conducen cambios degenerativos en gran parte a través de
las proteinas secretadas en el SASP que pueden alterar las estructuras tisulares
normales que son esenciales para la funcion normal del tejido. Ademas, las células
senescentes pueden contribuir en las patologias degenerativas, también pueden
hacerlo con el desarrollo de hiperplasias y cancer (Laberge et al., 2012; Campisi et al.,
2011).

Se ha reportado que las células senescentes promueven la proliferacion celular,
migracion y angiogénesis de células tumorales epiteliales humanas y de ratdén tanto en
estudios in vivo como in vitro (Krtolika et al., 2001; Coppé et al., 2006). En 2007, Liu y
Hornsby mostraron que los fibroblastos humanos sometidos a SIPS por exposicion a
bleomicina, un agente danino del ADN, aumentan el crecimiento de las células
cancerosas cotransplantadas (MDA-MB-231) en ratones inmunodeficientes. Los
xenoinjertos que contienen fibroblastos senescentes exhibieron dafo tisular temprano
y un aumento en el tamarfo de los tumores. Los factores de SASP pueden estimular
fenotipos malignos en cultivo. Uno de estos fenotipos es la transicion epitelio-
mesénquima. Esta transicion morfolégica permite que las células epiteliales
transformadas invadan y migren a través de los tejidos y es fundamental en el

desarrollo del cancer metastasico. La secrecion de IL-6 e IL-8 de los fibroblastos
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senescentes inducen esta transicion en células epiteliales premalignas y células

epiteliales cancerosas no agresivas (Parrinello et al., 2005).

4. ANTECEDENTES

La alteracion mitocondrial puede ser una de las causas de la disfuncion celular
durante el envejecimiento y la senescencia celular. Los defectos mas destacados
incluyen: la funcién disminuida, la desorganizacion estructural, el aumento de las
mutaciones del ADN mitocondrial (mtDNA) y una disminucién en el potencial de
membrana (Bratic y Larsson, 2013; Cagin y Enriquez, 2015). En 2007 Passos y
colaboradores usando una sonda fluorescente que detecta especificamente el
superéxido dentro de la matriz mitocondrial (MitoSOX) encontraron que las
mitocondrias de fibroblastos senescentes (MCRS) producian mas superoxido respecto
a sus controles acompafiada de una disminucion en el potencial de membrana

mitocondrial.

La disfuncién mitocondrial tiene un efecto profundo en la bioenergética celular
debido a que existe un aumento de la masa mitocondrial que se refleja en una tasa de
consumo de oxigeno absoluto significativamente mayor por célula en la senescencia
asi también en las células senescentes la fraccion de ATP producida por la
fosforilacidon oxidativa mitocondrial disminuye, mientras que la glucdlisis genera

relativamente mas ATP (Korolchuk et al, 2017; Hutter et al, 2004).

La activacion cronica de AMPK, que es un regulador maestro de las respuestas

celulares al estrés energético, activa a su vez a p53 y detiene el ciclo celular para
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inducir senescencia celular (Jones et al., 2005, Wang et al., 2003) al regular
negativamente los genes de pro-proliferacién tales como la ciclina A, B1y E (Efimova
et al., 2010), aumentar la expresion de p21 y p27 (Peyton et al., 2012), limitar la
actividad glicolitica, y ademas promover la respiracion mitocondrial (Kruiswijk et al.,
2015; Puzio-Kuter, 2011) y la expresion del SASP (Coppe et al., 2008). Por disfuncién
mitocondrial, prevalece la reduccion del cociente NAD+/NADH asi como de AMP: ATP
y ADP: ATP, activandose la sefializacién de AMPK, para inducir senescencia (Lerner
et al., 2013; Hardie et al., 2012). Sin embargo, en otros entornos, se ha visto que la
activacion aguda de AMPK estimula la autofagia y la biosintesis de NAD+
proporcionando resistencia a la senescencia celular inducida por el estrés oxidante

(Han et al., 2016).

En un estudio en fibroblastos IMR-90 inducidos a senescencia por el oncogene
Ras, se encontré un efecto “anti-Warburg” que involucra la disminucion de las enzimas
glicoliticas, pero un aumento de las proteinas mitocondriales, particularmente los
genes relacionados al metabolismo de piruvato y de la fosforilacion oxidativa (Li et al.,
2013). También en fibroblastos IMR-90 inducidos a senescencia por oncogenes se ha
observado que tanto la glicdlisis como el incremento de la acidificacion extracelular
(Takebayashi et al., 2015) activan la via NF-kB que permite la sobreexpresion de

muchos genes del SASP para activar la sefalizacion pro-inflamatoria.

Dado que las células senescentes aumentan de tamafio después de detener su
proliferacion y el SASP exige una considerable biosintesis macromolecular, es posible

que las células senescentes, como muchas células metabdlicamente sobre-activas
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(Vander Heiden et al., 2009), favorecen la glucolisis por su capacidad de proporcionar
precursores para una alta demanda de las proteinas, los lipidos y otros componentes

celulares.

En las mitocondrias se realiza la produccién de ATP y la generacién de ERO
durante la fosforilacion oxidativa. Estas ERO pueden inducir senescencia celular. El
H202, que se considera como una de las principales ERO dentro de la célula, es un
potente inductor de senescencia celular en muchos tipos de células (Porath y
Weinberg, 2005; Brand, 2016), las mitocondrias que se acumulan en la senescencia a
menudo muestran un potencial de membrana disminuido y al mismo tiempo producen
niveles aumentados de ERO lo que sugiere su disfuncionalidad (Korolchuk et al.,
2017). Passos y colaboradores, en 2007, observaron que en fibroblastos MRC-5
senescentes se mostraba una disminucion del potencial de la membrana mitocondrial,
un aumento de la biogénesis mitocondrial y un aumento en la producciéon de ERO
intracelular tanto para senescencia replicativa como para senescencia inducida por
estrés. Asi mismo; Moiseeva y colaboradores en 2009 observan este comportamiento

en fibroblastos IMR90 inducidos a senescencia por activacién de oncogenes.

En nuestro laboratorio se han realizado distintas investigaciones para conocer
diversos tipos de induccion de senescencia con estimulos como la exposicion a estrés
oxidante (Lépez-Diazguerrero et al., 2006) o la inhibicién del proteosoma (Maciel-
Bardn, et al. 2016), y se ha evaluado el fenotipo secretor asociado a la senescencia y
se encontrd que interleucinas como la IL-6 e IL-8 se presentan en los distintos modelos

de induccion de senescencia. Por otra parte, también se ha evaluado la relacién de
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este SASP con la proliferacion y la migracion celular (Barajas-Gomez et al., 2017),
donde se ha encontrado que el SASP promueve la proliferacion de células no

senescentes asi como la migracién celular.

Por otro lado, en 2012 Sherman y colaboradores lograron inducir la senescencia
mediada por oncogenes en células epiteliales de mama tanto en cultivo primario
(HMEC) como en linea celular MCF10A, que es una linea celular epitelial de mama no
tumorigénica. Estos investigadores pudieron observar que 5 dias después de la
infeccién, las células MCF10A adquirieron una morfologia senescente tipica, en la que
mas del 90% de las células se agrandaron, se aplanaron, se volvieron altamente
vacuoladas, y presentaron un aumento en la expresion de la enzima B-galactosidasa

que se considera un marcador de este estado.

5. JUSTIFCACION

La mayoria de los estudios sobre las células senescentes se ha realizado en
fibroblastos, sin embargo es importante conocer el comportamiento de células
senescentes de otros tipos celulares y comprender cémo contribuyen en distintas
patologias. Un gran numero de neoplasias tienen origen epitelial, y se ha visto la
participacion de dichas células en el mantenimiento y progresién de los tumores. Sin
embargo, existen pocos estudios de induccidn de senescencia en este tipo celular por
estrés oxidante, y no se ha evaluado el metabolismo energético y el estado redox del

estado senescente en células epiteliales.

28



Un aspecto importante y controversial de las células senescentes en general,
es el conocimiento sobre metabolismo energético, pues algunos autores mencionan
que es predominantemente glucolitico, y otros mencionan que esta mas orientado
hacia la fosforilacion oxidativa (Omata et al., 2001; Bitlles y Harper, 1984; Moiseeva et

al., 2009; Zwerschke et al., 2013).

Esclarecer el tipo de metabolismo que predomina en las células epiteliales
senescentes puede ser clave para comprender su papel en diversas patologias como
el cancer, ademas de ser un blanco terapéutico para eliminar o regular

farmacolégicamente a estas células.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La senescencia celular inducida por estrés oxidante modifica el metabolismo

energético mitocondrial?

7. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el metabolismo energético y el estado redox de las células epiteliales de

mama de la linea celular MCF10A inducida a senescencia por estrés oxidante.
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7.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer las condiciones para el establecimiento del modelo
SIPS en células epiteliales MCF10A.

2. Evaluar marcadores del estado senescente en células epiteliales
MCF10A posterior a la induccion de senescencia.

3. Determinar la actividad glucolitica y respiratoria de células
epiteliales MCF10A senescentes.

4. Evaluar el potencial de membrana mitocondrial de células
epiteliales senescentes MCF10A.

5. Determinar el estado redox en células epiteliales MCF10A

senescentes.

8. HIPOTESIS

Las células epiteliales de mama senescentes inducidas mediante estrés
oxidante presentan alteraciones funcionales por lo que se espera que presenten un

estado metabdlico glucolitico debido a la disfuncion mitocondrial.
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9. MATERIAL Y METODO

MODELO DE ESTUDIO

En este trabajo se utilizo la linea celular epitelial de mama humana no
tumorigénica MCF10A ( ATCC ® CRL-10317™) que es el modelo de célula mamaria
normal mas comunmente utilizado. Las células se derivaron de tejido mamario
proliferativo benigno y se inmortalizaron espontaneamente sin factores definidos (Qu
et al., 2015).

GRUPOS DE ESTUDIO

MCF10A control

MCF10A células senescentes prematuras inducidas por estrés (SIPS)

9.1. Cultivo celular

Las células MCF10A se cultivaron en medio basal de células epiteliales de
mama (ATCC®PCS-600-030 ™) suplementado con rH-Insulina (5 pg/mL), L-glutamina
(6 mM), epinefrina (1 uM), Apo-transferrina (5 pg/mL), rH-TGF-a (5 uyg/mL), extracto P
(0.4%) e hidrocortisona (100 ng/mL) (Mammary Epithelial Cell Growth kit ATCC ®
PCS-600-040 ™) e incubadas a 37°C con 5% de CO2. El medio fue removido cada
tercer dia y sustituido por medio fresco. Las células fueron divididas cuando alcanzaron
una confluencia del 80% utilizando tripsina al 0.01% y sembradas en dos cajas nuevas
con medio de cultivo fresco para aumentar la poblacion y evitar la inhibicion de la

proliferacion por contacto celular.
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. Para los ensayos de proliferacion celular y actividad de la enzima
B-galactosidasa, las células fueron sembradas en placas de 24 pozos a una
densidad de 3x10°2 células por cada pozo.

. Para evaluar la expresion de los marcadores de senescencia p16,
p21, p53 y B-galactosidasa, las células se sembraron en cubreobjetos estériles,
3x103 células en cada uno, los cuales se encontraban dentro de cajas Petri de
20 mm de diametro, y posteriormente se cubrieron con el medio de cultivo.

o Para determinar la tasa glucolitica y el consumo de oxigeno, las
células se sembraron a una densidad de 30x103 células por pozo en placas
Seahorse XF 24°.

. Para los ensayos de potencial de membrana y determinacién de
especies reactivas de oxigeno se sembraron a una densidad de 30x103 células

en cajas Petri de 60mm de diametro.

Las determinaciones se realizaron 2 dias después de la induccién, para evitar
la interferencia del efecto del estrés oxidante inmediato y a partir de ahi se

establecié como dia 1 posterior a la induccién de senescencia (diagrama 1).
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células control.

Diagrama 1. Disefio experimental. Se muestran los dias de cultivo en los cuales se siembran las células
y se realiza la induccién de la senescencia, asi como los dias posteriores a la induccion de senescencia
en la linea celular MCF10A.

9.2. Senescencia prematura inducida por estrés

Para conocer la concentracion de H202 que indujera SIPS, se realizaron curvas
de proliferacion utilizando 0, 12, 25 y 50 uM de H202 disuelto en medio basal. Las
células fueron expuestas al H202 durante 2 horas y después de este tiempo, el medio
fue retirado, se realizaron dos lavados con solucién salina tamponada con fosfato de
Dulbecco (DPBS) sin Ca*™ / Mg* y se agrego medio fresco (Dumont et al., 2000).
9.3. Parametros de senescencia

Las determinaciones de los parametros de senescencia se realizaron los dias
1, 4, 8 y 12 posteriores a la inducciéon de senescencia. Se realizaron ensayos para
determinar el numero total de células a lo largo del tiempo del cultivo, la actividad de
la enzima B-galactosidasa y marcadores de senescencia como [3-galactosidasa, p53,
p16 y p21. Todas las determinaciones se realizaron en al menos 3 experimentos

independientes.
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9.3.1. Proliferacion celular

La proliferacion se determiné realizando conteo celular los dias 1, 4, 8 y 12
posteriores a la induccién de senescencia. Para ello, las células fueron sembradas en
placas de 24 pozos. Se despegaron usando 150 pL de tripsina 0.1%. Una vez que las
células fueron despegadas, se afadieron 300 yL de medio de cultivo para inactivar a
la tripsina y se tomé una alicuota de 20 uL de homogenizado de células resuspendidas
en el medio de cultivo y mezclada en una relacion 1:1 con el colorante azul de tripano.
De esta mezcla se tomaron 10 uL que fueron cargados en una camara de Neubauer y
se observo al microscopio de contraste de fases para contar el numero de células
viables. Se contaron 4 cuadrantes y se calcul6 la media, x.

El numero total de células se calculd mediante la ecuacion:
N = (%) * (V) * (2) * (10%)
Doénde: N = Numero total de células.

V = Volumen total de la suspensién de células (mL).

9.3.2. Ensayo de la actividad de la enzima (3-galactosidasa (SA-B-gal)

Se prepard una solucion de X-gal con 0.1 mL de X-gal (Promega ®), 1 mL de
buffer de acido citrico/fosfato de sodio 0.2M pH=6, 0.25 mL de ferrocianuro y
ferricianuro de potasio (100 mM), 0.15 mL de NaCl (5M), 10 uL de MgClz (1M) y 3.35

mL de agua estéril para 5 mL de solucion.

Se retir6 el medio de cada pozo y se realizaron 2 lavados con DPBS, se

agregaron 100yl de formaldehido al 4% durante 10 min para fijar las células.
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Transcurrido este tiempo, nuevamente se realizaron dos lavados con DPBS. Se
agregaron 300 ul de la solucion X-gal. Las células fueron incubadas libres de COz2
durante 24 h a 37°C. Pasado ese tiempo, las células fueron lavadas en una ocasion
con DMSO vy posteriormente se realizaron dos lavados mas con DPBS. Después
fueron observadas al microscopio y se contaron campos de 100 células para

determinar el porcentaje de células positivas a p-galactosidasa.

9.3.3. Expresion de p16, p21 y B-Galactosidasa por inmunocitoquimica

Las células fueron sembradas en cubreobjetos, las células se lavaron con DPBS
2 veces antes de ser fijadas con formalina neutra (Formaldehido 4% en DPBS) durante
10 min. La formalina fue removida y las células fueron lavadas nuevamente con DPBS
e incubadas durante 15 min con 300 pyL de bloqueador universal de proteinas.
Posteriormente las células fueron lavadas con DPBS-tween; todos los anticuerpos

fueron diluidos en DPBS-tween.

o p16y p53

Se anadieron 100 pL del anticuerpo anti-p16-conejo (Santa Cruz
Biothecnology®), en dilucién 1:100 durante 1 h. Posterior a la hora, las células fueron
lavadas 2 veces con DPBS-tween y se afiadieron 100 uL del anticuerpo anti-p53-raton
(abcam®) en dilucién 1:200 durante 1 h. Seguido de 4 lavados con DPBS-tween; se
anadieron 100 pL del anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 anti-conejo en dilucion
1:500 durante 1 h. Se realizaron 3 lavados con DPBS-tween y se afiadieron 100 L del

anticuerpo secundario Alexa Fluor® 594 anti-ratén en dilucion 1:500 durante 1 h.
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Transcurrida la hora nuevamente se realizaron 4lavados mas con DPBS-tween. Las
células fueron montadas en portaobjetos con 20 puL de DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol)
en glicerol. Las laminillas fueron analizadas en un microscopio confocal Carl Zeiss

modelo LSM 780 NLO.

. p21y B-gal

Se anadieron 100 uL del anticuerpo anti-GLB-conejo (Santa Cruz
Biothecnology®), en dilucién 1:100 durante 1 h. Posterior a la hora, las células fueron
lavadas 2 veces con DPBS-tween y se afiadieron 100 pL del anticuerpo anti-p21-raton
(abcam®) en dilucion 1:200 durante 1 h. Seguido de 4 lavados con DPBS-tween ; se
anadieron 100 pL del anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 anti-conejo en dilucion
1:500 durante 1 h. Se realizaron 3 lavados con DPBS-tween y se afiadieron 100 L del
anticuerpo secundario Alexa Fluor® 594 anti-ratén en dilucion 1:500 durante 1 h.
Transcurrida la hora nuevamente se realizaron 4 con DPBS-tween. Las células fueron
montadas en portaobjetos con 20 yL de DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol) en glicerol. Las
laminillas fueron analizadas en un microscopio confocal Carl Zeiss modelo LSM 780

NLO.

9.4. Evaluacién del metabolismo energético
9.4.1. Capacidad de la actividad glucolitica

Las determinaciones de la tasa glucolitica se realizaron el dia 9 posterior a la
induccion de senescencia. El ensayo se realizé en el analizador de flujo extracelular

Seahorse XF 24.
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Un dia antes del ensayo se hidrato el cartucho (XF24 sensor cartridges100850-
001) con 1 mL de medio calibrante y se incub6 a 37°C sin CO2 (Seahorse XF Calibrant

Solution 100850-001).

El dia del ensayo se retir6 el medio de las células y fueron lavadas en dos
ocasiones con medio de ensayo (Seahorse XF Base Medium 103335-100)
suplementado con 400 uL de Glucosa, 1 mL de Piruvato, 1mL de L-Glutamina y 500
ML de HEPES por cada 100 mL de medio, posteriormente se agregaron 500 pL de
medio de ensayo e incubadas durante 45 min sin CO2. Pasado este tiempo se retiro el

medio y se agregé nuevamente medio de ensayo.

Después de la incubacion se midio la tasa glucolitica utilizando el kit Agilent
Seahorse XF Glycolitic Rate Assay que que cuantifica la acidificacion del medio celular
(H+). Los resultados fueron normalizados por ug/mL de proteina por pozo.

9.4.2. Evaluacion de la capacidad respiratoria celular

La determinacion de la capacidad respiratoria celular se realizé el dia 9 posterior

a la induccion de senescencia. El ensayo se realizé en el analizador de flujo

extracelular Seahorse XF 24.

Un dia antes del ensayo, se hidraté el cartucho (XF24 sensor cartridges100850-
001) con 1 mL de medio calibrante y se incub6 a 37°C sin CO2 (Seahorse XF Calibrant

Solution 100850-001).

El dia del ensayo se retird el medio de las células y fueron lavadas en dos

ocasiones con medio de ensayo (Seahorse XF Base Medium 103335-100)

37



suplementado con 400 pL de Glucosa, 1 mL de Piruvato, 1mL de L-Glutamina por cada
100 mL de medio, posteriormente se agregaron 500 yL de medio de ensayo e

incubadas durante 45 min sin COa.

Para el analisis de la capacidad respiratoria mitocondrial se utilizé el kit
comercial Seahorse XF Cell Mito Stress (103015-100) segun las indicaciones del
fabricante. Para determinar la concentracion de FCCP y el numero de células
necesarias para este ensayo, se realizd la estandarizaciéon previa al ensayo. Se
sembraron 30,000 células en las placas Seahorse XF 24 (figura 1). Este ensayo mide

el consumo de Oxigeno celular y los resultados fueron normalizados por pg/mL de

proteina.
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9.5. Evaluacion del Estado REDOX
9.5.1. ERO intracelular

Se utilizé 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) que penetra en las células.
Se trata de una forma de fluoresceina reducida quimicamente que se utiliza como
indicador de ERO en las células. Tras la disociacion de los grupos de acetato por parte
de las esterasas intracelulares y la oxidacion, el H_DCFDA no fluorescente se convierte
en 2'7'-diclorofluoresceina (DCF), que es altamente fluorescente. Las

determinaciones se realizaron en el dia 9 posterior a la induccién.

Se retir6 el medio de las células y fueron lavadas en dos ocasiones con 3 mL
de DPBS, posteriormente se agregé 1 mL de tripsina durante 5 min. Pasado este

tiempo, se neutralizo la tripsina con 2 mL de medio y las células fueron recuperadas
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en un tubo de 15 mL estéril. Las células fueron centrifugadas a 1700 rpm durante 5
min. Se retir6 el sobrenadante y se agregd 1 mL de DPBS. Las células fueron
homogenizadas y cargadas con 1uM H2DCFDA durante 45 min, seguido de varios
lavados con DPBS. La intensidad de fluorescencia del DCF oxidado se midié usando
un citobmetro de flujo FACS Calibur de Becton Dickinson. La intensidad de la
fluorescencia se calculé multiplicando el numero de eventos por la media de la
fluorescencia en un area seleccionada, mediante el programa Cell Quest de Becton

Dickinson.

9.5.2. El cociente GSH/GSSG

El cociente GSH/GSSG se midi6 mediante cromatografia de liquido de alta
resolucién (HPLC) (Farris y Reed, 1987). Para estas determinaciones se utilizaron
3x10° células en suspension. Posteriormente, se homogenizaron en 1 mL de Aacido
perclérico/BPDS y centrifugados a 10,000 g a 4°C por 5 minutos. Se recuperé el
sobrenadante y fue diluido en una proporcion de 1:10 en PBS. 100 pL de cada muestra
fueron inyectadas en el sistema de HPLC (Waters 1525), y fueron separadas usando
la columna Eclipse XDB-C18 de 4.6 x 250 mm con un tamafo de particula de 5 uym.
Como fase movil se utilizd un buffer de fosfato de potasio (KH2PO4) 20 Mm vy
acetonitrilo al 1% con un pH de 2.7. La elucién fue analizada por medio de un detector
ultravioleta (Waters 2489) a 210 nm. El area bajo la curva se determiné mediante una
curva patrén con estandares comerciales de GSH y GSSG (10, 25, 50, 100, 200 y 400
MM). Los datos fueron normalizados mediante cuantificacion de proteina y reportados

como el cociente entre el glutation reducido y oxidado.

40



9.6 Potencial de membrana mitocondrial

Para determinar el potencial de membrana mitocondrial se utilizd
MitoTracker™ Green FM (Invitrogen®) que se acumule selectivamente en
la matriz mitocondrial donde se une covalentemente a las proteinas mitocondriales al
reaccionar con grupos tiol libres de residuos de cisteina .Se retir6 el medio de las
células y fueron lavadas en dos ocasiones con 3 mL de DPBS, posteriormente se
agrego 1 mL de tripsina durante 5 min, pasado este tiempo se neutralizé la tripsina con
2 mL de medio y las células fuerdn recuperadas en un tubo de 15 mL estéril. Las
células fueron centrifugadas a 1700 rpm durante 5 min y se retiré el sobrenadante. Al
boton celular se le agregd 1 mL de DPBS, las células fueron homogenizadas y
cargadas con 1 yM MitoTracker™ Green FM durante 45 min, seguido de varios
lavados con DPBS. El potencial de membrana se midié usando un citometro de flujo
FACS Calibur de Becton Dickinson. La intensidad de la fluorescencia se calculo
multiplicando el numero de eventos por la media de la fluorescencia en un area

seleccionada, mediante el programa Cell Quest de Becton Dickinson.

9.7. Tratamiento estadistico de los datos
Los experimentos se realizaron por triplicado en al menos 3 eventos

independientes.

El analisis estadistico cuando se compararon mas de dos grupos se realiz6 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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Para la comparacién solo entre células senescentes y control, se realizé la

prueba t de Student. Las diferencias de p <0.05 fueron consideradas significativas.

10. RESULTADOS

10.1. Validacion del estado senescente

10.1.1. Proliferacion celular

Para determinar si el tratamiento con H202 tenia efectos en la proliferacion celular, se
realizaron curvas dosis-respuesta evaluadas mediante conteo celular. Los resultados
obtenidos en el conteo (Figura 2) muestran que las células control presentan una

proliferacion continua.
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Figura 2. Proliferacion celular. Se muestra la proliferacion de la linea celular MCF10A comparada con
las células expuestas a distintas concentraciones de H202en distintos dias de cultivo. La grafica muestra
el resultado de tres experimentos independientes, n=9. Los datos se analizaron por analisis de varianza

(ANOVA) seguida de la prueba de Tukey con un nivel de probabilidad de p<0.05.
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Las células tratadas con 25 y 50 yM de H202 no mostraron aplanamiento en la
curva, aunque la proliferacién fue significativamente menor que el control en los dias
4y 8 posteriores a la induccion. Para el dia 12, las células tratadas con 25 y 50 uM de

H202 mostraron nuevamente proliferaciéon alcanzando mas de 6 x10* células.

Las células tratadas con 12 yM de H202 detuvieron su proliferacion en octavo
dia posterior a ser tratadas, con diferencias estadisticamente significativas con
respecto al control y con respecto a las concentraciones de 25 y 50 uM de H202en el

dia 12 posterior a la induccion (p< 0.05).

10.1.2. Porcentaje de células positivas a - galactosidasa

Para determinar si las distintas concentraciones de H202 inducian senescencia
celular, se evalud el porcentaje de células positivas a 3-galactosidasa en los dias 1, 4,
8 y 12 posteriores a la induccién (Figura 3A). Se observaron diferencias significativas

con las distintas concentraciones respecto al control en distintos dias de cultivo.

Para el dia 1 posterior a la induccidén, y de manera estadisticamente
significativa, la concentraciéon de 12 yM de peroxido indujo un aumento del 30% de
células senescentes en comparacion con el control. En el dia 4 las concentraciones de
12 y 25 uM presentaron una diferencia de mas del 50% de células senescentes

respecto al control.

En el dia 8 posterior a la induccion, el porcentaje de células senescentes para
la concentracion de 25 uM disminuy6é 20% respecto a si misma, mientras que la

concentracion de 12 uyM de peroxido aumentd un 5%. Para el dia 12 posterior a la
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induccién las tres concentraciones de perdoxido mostraron diferencias significativas
respecto al control. Asi mismo, se observaron cambios en la morfologia de las células
tratadas (Figura 3B) donde se puede observar un aumento en el tamafo de las células
senescentes, asi como una morfologia vacuolar que evidencian un fenotipo

senescente en las células tratadas con 12 uM de H20:.
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Figura 3.Células positivas a SA-B-galactosidasa. A) Porcentaje de células positivas a B-galactosidasa
en tres experimentos independientes, *, ** diferencias significativas respecto al control, p> 0.05. B)
Células positivas a [-galactosidasa posterior a la induccion de senescencia a distintas

concentraciones en la linea celular MCF10A en el dia 8 de cultivo, las fechas muestran células
positivas al ensayo SA- 3-galactosidasa.
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Con estos resultados, se decidio usar la concentraciéon de 12 uM para induccién

por SIPS y continuar con los demas analisis.

10.1.3. Expresién de marcadores de senescencia

Para confirmar si la inhibicion de la proliferacién y la expresion de la enzima [3-
galactosidasa con 12 uM de H202 estaba asociada con el fendmeno de senescencia,
se evalud la expresion de marcadores clasicos de éste fendmeno: los inhibidores de
ciclo celular p16 y p21, la proteina p53 y la enzima [B-galactosidasa, utilizando la
técnica de inmunocitoquimica. En las imagenes obtenidas por microscopia confocal
(Figura 3A y 3B) se observa un aumento gradual de p21, p53 y B-galactosidasa en las
células senescentes inducidas por SIPS con respecto al tiempo de cultivo. Ademas, se
observa una colocalizacién de p21 con DAPI, sugiriendo la translocacion de éste en el

nucleo. Pero no asi para p16 pues las imagenes no muestran la presencia del inhibidor.

Estos datos muestran que la concentracion de peroxido para inducir
senescencia en la linea celular MCF10A es 12 uyM durante 2 horas, ya que presenta
claramente los marcadores del estado senescente. Debido a que el establecimiento
de la senescencia era evidente al dia 8 de cultivo, se determind realizar los siguientes

experimentos un dia después, el dia 9, posterior al establecimiento de la senescencia.
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Figura 4A. Inmunocitoquimicas para validar el estado senescente en la linea celular MCF10A '

g A

inducida con 12 uM de peroxido. Evaluaciéon de p16 (rojo), Glb (verde) y los nucleos con DAPI

(azul).Las imagenes se encuentran en un aumento 200X. 46
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Figura 4B. Inmunocitoquimicas para validar el estado senescente en la linea celular MCF10A

inducida con 12 yM de perdxido. Evaluacion de p53 (rojo), p21 (verde) y los nucleos con DAPI

(azul).Las imagenes se encuentran en un aumento 200X.



10.2. Evaluacion del metabolismo energético

10.2.1. Capacidad de la actividad glucolitica
Las células fueron incubadas en medio rico en glucosa para que las células a
través de la ruta glucolitica la convierte en piruvato, produciendo ATP, NADH, agua y

protones.

La extrusién de protones en el medio circundante provoca un rapido aumento
de la acidificacion del medio. Esta respuesta inducida por la glucosa se informa como
la tasa de glucdlisis en condiciones basales. En la figura 5A podemos observar que la
inyeccion de oligomicina, que es un inhibidor de la ATP sintasa, Inhibe la produccion
mitocondrial de ATP, y cambia la produccién de energia a la glucdlisis, con el aumento

subsiguiente en la ECAR que revela la capacidad glucolitica maxima celular.

La ECAR fue calculada y registrada automaticamente por el software Seahorse.
La inyeccion final fue 2-desoxi-glucosa (2-DG), un analogo de la glucosa, que inhibe
la glucdlisis a través de la unidén competitiva a la glucosa hexoquinasa que es la primera
enzima en la via glucolitica. ECAR, antes de la inyeccion de glucosa, se denomina

acidificacién no glucolitica; causada por procesos en la célula distintos de la glucdlisis.

Podemos observar (figura 5B) que existe una diferencia significativa en la tasa
glucolitica de células senescentes respecto al control, con un aumento de mas del 10%
sugiriendo que las células senescentes tienen predileccidén por la via glucolitica para

la producciéon de ATP.
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Figura 5. Evaluacién de la tasa glucolitica medida por el analizador de flujo extracelular
Seahorse. A) Diagrama representativo de un ensayo de la tasa glucolitica; B) Las tasas de acidificacion
del medio se midié utilizando los datos generados en la Fig. 5A. La acidificacion producida por la
fosforilacién fue la medida antes de la inyeccion de Oligomicina + Rotenona y la glucolitica posterior a
su inyeccion. Los datos son la media + desviacién estandar n=10 en 2 experimentos independientes.
Las diferencias estadisticas se evaluaron con una prueba t de Student. Las diferencias de p <0.05 se

consideran significativas;* Diferencias respecto al control.
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10.2.2. Evaluacién de la capacidad respiratoria celular

La capacidad respiratoria de las células senescentes se determind midiendo la
tasa de consumo de oxigeno de estas células. La figura 6A muestra un ensayo
representativo del el consumo de oxigeno respecto al tiempo. El equipo realiza
inyecciones secuenciales de compuestos que miden la respiracién basal, la produccién
de ATP, la fuga de protones, la respiracion maxima, la capacidad respiratoria reserva

y la respiracién no mitocondrial.

La primera inyeccion fue de oligomicina, que es un inhibidor del complejo V de
la cadena de transporte de electrones, provocando la disminucién de la tasa de
consumo de oxigeno (OCR) luego de la inyeccidn que se correlaciona con la
respiracion mitocondrial asociada con la produccion de ATP celular. Este efecto se

observa claramente en la figura 6A.

La segunda inyeccion consistio de encarbonil-cianuro-4(trifluorometoxi)
fenilhidrazona (FCCP), un agente de desacoplamiento que colapsa el gradiente de
protones y abate el potencial de membrana mitocondrial, produciendo un aumento en
el consumo de oxigeno. Como resultado, el flujo de electrones a través de la CTE no
esta inhibido y el complejo IV consume el oxigeno al maximo, podemos observar que
el FCCP tiene efectos sobre el consumo de oxigeno tanto en las células control como

en las células senescentes.
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Figura 6. Evaluacion de la tasa de consumo de oxigeno medida por el analizador de flujo
extracelular Seahorse. A) Diagrama representativo de un ensayo de consumo de oxigeno; B) Se
muestra del lado derecho la respiracién basal de las células MCF10A y SIPS y del lado izquierdo
la respiracion maxima celular. Las diferencias estadisticas se evaluaron con una prueba t de
Student. Las diferencias de p<0.05 se consideran significativas;** Diferencias respecto al control.
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El consumo de oxigeno basal de células epiteliales MCF10A senescentes se
encontré disminuido 0.005 pmoles mas bajo que el control. Cuando se evalud la
capacidad maxima de consumo de oxigeno posterior a la inyeccién de FCCP, las
células senescentes mostraron una tasa 0.1 pmoles mas baja que el control, esto nos
indica que la capacidad de consumo de oxigeno en las células senescentes se

encuentra disminuido (Figura 5B).

10.3. Estado redox
10.3.1. ERO intracelular

La figura 7A muestra un esquema representativo del ensayo de oxidacion de
H2DCFDA. Tras la escision de los grupos acetato por esterasas intracelulares y
oxidacion, el H2DCFDA no fluorescente se convierte en DCF altamente fluorescente
al ser oxidado y donar su electron al H202. Dado que la emision del colorante
fluorescente es de aproximadamente 529 nm, se midié en el canal FL-1 mediante

citometria de flujo.

Podemos observar que la intensidad de florescencia de las células senescentes
es mayor que las células control debido al desplazamiento hacia la derecha observado
en la figura 7A, La células senescentes muestran una produccién intracelular de ERO

300% mayor respecto al control (Figura 7B).
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Figura 7. Evaluacidon de ERO intracelulares. A) Imagen representativa de un ensayo de oxidacién de
H2DCFDA; B) Se muestran las diferencias en la produccion de ERO intracelulares de células
senescentes comparadas con el control. Las diferencias estadisticas se evaluaron con una prueba t de
Student. Las diferencias de p <0.05 se consideran significativas;**** Diferencias respecto al control

10.3.2. Potencial de membrana mitocondrial
La figura 8A muestra una imagen representativa del ensayo, las mitocondrias
que no tienen dafiada la membrana retienen la fluorescencia verde, cuando se pierde

la integridad se observa una disminucion en la intensidad de la fluorescencia, esto se
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observa como un desplazamiento hacia la izquierda en el canal FL-1H del citometro,

esto es evidente en la figura 8A donde podemos observar este desplazamiento.
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Figura 8. Evaluacién del potencial de membrana mitocondrial. A) Imagen representativa de un
ensayo Mitotracker Green en citometria de flujo; B) Se muestran las diferencias en el potencial de
membrana de células senescentes comparadas con el control. No se muestran diferencias
significativas debido a que se muestra un experimento por unplicado con una n=4.

La pérdida de la integridad de la membrana mitocondrial, se relaciona con la
disminucion en la capacidad de la mitocondria para mantener el potencial de la
membrana, en la figura 8B se observa que las células senescentes aparentemente

disminuyen su potencial de membrana.
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10.3.3. Cociente de Glutation

Se determind la relacion glutation reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG) tanto
en células control como en células SIPS. No hubo diferencias al comparar GSH y
GSSG entre el grupo control y las células senescentes (Figura 9A y 9B), pero al evaluar
el cociente tal como se muestra en la figura 9C si se observd diferencia
estadisticamente significativa. El paso de GSH a GSSG se da durante la conversién

de perdxido a agua en la célula.
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Figura 9. Glutation. A) Glutatién reducido. B) Glutation oxidado. C) Coeficiente de glutation oxidado y
reducido, se muestran las diferencias respecto al control. Las diferencias estadisticas se evaluaron
con una prueba t de Student. Las diferencias de p <0.05 se consideran significativas;* Diferencias
respecto al control.

El GSH/GSSG de las células senescentes es menor en casi un 50% respecto
al control, lo que puede interpretarse como una baja capacidad de las células
senescentes para mantener un equilibrio en el estado redox y favorecer un estado pro-

oxidante.
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11. DISCUSION

La senescencia in vitro puede ser inducida por diferentes estimulos (Mufioz y
Serrano, 2014). Los agentes oxidantes del metabolismo celular o los agentes
oxidantes conocidos (por ejemplo, H202) pueden causar senescencia (Hernandez,
2017; Dumont et al., 2000) ejerciendo su efecto en parte a través del dafio en el ADN,
ademas de que otros componentes y procesos celulares también se ven afectados. La
induccién de senescencia con H202 es utilizado como un modelo de induccion de
senescencia, SIPS, para distintos tipos celulares (Maciel-Barén et al., 2016; Marazita
et al., 2016; Kiyoshim et al., 2012). En este estudio se encontré que la concentracion
de 12 uyM de H20:2 indujo senescencia en la linea de células epiteliales de mama
MCF10A. Esta concentracién es baja si se compara con 75uM de H202 en estudios
previos con fibroblastos de pulmoén de raton (Lépez-Diazguerrero et al., 2006). Existen
diferencias en la respuesta al estrés entre los diferentes tipos celulares, sin embargo
se desconoce por qué las células epiteliales pareciera que son menos resistentes al
estrés oxidante que los fibroblastos, lo que pudiera explicar su participacion en

diversas patologias como el cancer.

A medida que el estrés de bajo grado se vuelve cronico, pueden aparecer
células senescentes en los tejidos como parte de la remodelacion del tejido para evitar
su destruccion por apoptosis (Mufioz y Serrano, 2014). En la figura 2 podemos
observar que concentraciones de H202 como 25 y 50 pM no lograron inducir

senescencia, sin embargo, el cambio en la proliferacion puede deberse a que las
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células epiteliales sometidas a estrés oxidante elevado presentaron muerte por
apoptosis para evitar posibles efectos perjudiciales (Georgakopoulou et al., 2016;
Thompson, 1995), vy las células que resistieron fueron las que eventualmente

proliferaron de manera similar al control.

El H202 causa dano al ADN, que es reconocido por las proteinas sensoras que
reclutan cinasas que luego activan reguladores como p53, lo que en ultima instancia
produce una regulacion a la alza de los efectores posteriores de la detencion del ciclo
celular, como p21 (el objetivo principal de p53) ( Herbig et al., 2004 , Rodriguez y
Meuth, 2006 ). En nuestro trabajo debido a la presencia de p21 y p53 evidenciada por
inmunocitoquimicas podemos decir que el establecimiento de la senescencia de la
linea epitelial MCF10A es por la via p53-p21, a diferencia de lo reportado en
fibroblastos donde se ha observado una expresion de p53 que esta acompafnada con
un aumento en la expresion de p16 ( Rudolf et al., 2012). Ademas de la presencia de
estos marcadores en las células senescentes, también se evidencié una morfologia
caracteristica y la actividad de la enzima B-galactosidasa (Hayflick y Moorhead, 1961;

Dimri et al., 1995; Kurz et al., 2000; Rodier et al., 2009).

El papel de p53 en la regulacién del metabolismo celular es complejo dados los
muchos genes que estan bajo su control transcripcional. Mas alla de establecer la
detencion proliferativa de las células senescentes, p53 también juega un papel
importante en la regulacion de la glucdlisis ( Kruiswijk et al., 2015; Puzio-Kuter,
2011). p53 antagoniza la captacion de glucosa al disminuir la expresion de los

transportadores de glucosa (GLUT1 y GLUT4) y promueve la fosforilacion oxidativa

57



mitocondrial al inducir la expresion de la sintesis de citocromo ¢ oxidasa 2 (SCO2),
inhibiendo la piruvato deshidrogenasa quinasa 2 (PDK2) a través de la activacion de
Parkin (PARK2) y promoviendo la oxidacion de acidos grasos (lde et al., 2009; Matoba
et al., 2006; Zhang et al., 2011). Por lo tanto, p53 probablemente actua para limitar la
actividad glucolitica de las células senescentes, y en particular, p53 también limita la
extension del SASP (Coppe et al., 2008 ), sugiriendo que el SASP esta al menos

parcialmente regulado por la glucdlisis.

Sin embargo la actividad de p53 es mucho mas compleja pues puede promover
la glucdlisis y la fosforilacidn oxidativa. Esta complejidad puede deberse a la capacidad
de p53 para regular muchas vias celulares diferentes, y por lo tanto su pérdida puede
causar alteraciones en el metabolismo que pueden tener efectos en casi todos los
aspectos del comportamiento celular (es decir, la proliferacién, el crecimiento y la
supervivencia) en condiciones de aumento y disminucion. Ademas, la diferencia entre
los niveles basales de p53 frente a los niveles aumentados de p53 durante el estrés
severo o sostenido podria permitir la transcripcion de diferentes conjuntos de genes,

asi como contextos especificos de la célula

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, observamos que las
células epiteliales de mama senescentes tienen un aumento en la glucdlisis, con una
disminucion en el consumo de oxigeno. A pesar de que el establecimiento de la

senescencia inducida por estrés oxidante en MCF10A pareciera es por la via p53-p21.

Durante el establecimiento de la senescencia se han observado cambios en la

masa mitocondrial asi como el cambio hacia un estado mas glucolitico de produccion

58



de ATP que aparecen como respuestas compensatorias a la disfuncién mitocondrial
(Hutter et al, 2014). Evidentemente, la aparicion temprana de disfuncion mitocondrial
durante la induccién de la senescencia celular podria desencadenar una serie de
respuestas celulares y vias de sefializaciéon diferentes, asi como reducir la capacidad
para responder a las demandas de energia.(Dorr et al., 2013; Aird et al., 2013; Mazurek
et al., 2001; Zwerschle et al., 2003). Por ejemplo, hay quienes reportan que las células
senescentes tienen preferencia por un metabolismo mas glucolitico, y otros que van
mas hacia la fosforilacion oxidativa (Bittles and Harper, 1984; James et al., 2015;
Omata et al., 2001; Kondoh et al., 2007) y esto en gran parte puede depender del tipo
celular y el modelo de induccion de senescencia, La disfuncién mitocondrial tiene un
efecto profundo en la bioenergética celular debido a que existe un aumento de la masa
mitocondrial que se refleja en una tasa de consumo de oxigeno absoluto
significativamente mayor por célula en la senescencia asi también en células
senescentes la fraccion de ATP producida por la fosforilacion oxidativa mitocondrial
disminuye, mientras que la glucdlisis genera relativamente mas ATP (Korolchuk et al,
2017; Hutter et al, 2004).Nuestros resultados mostraron una disminucion en el
consumo de oxigeno de las células MCF10A senescentes, pero un estado mas
glucolitico respecto al control, por lo que es importante evaluar la fisiologia mitocondrial
de las celuklas senescentes MCF10A para hacer una relacion entre el tamafo

mitocondrial y el consumo de oxigeno.

Por otra parte se han observado cambios en la funcion mitocondrial de las

células senescentes, con produccion elevada de ERO (Yoon et al., 2006; Ishihara et
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al., 2006; Blagosklonny 2006; Gems 2013). En mitocondrias funcionales, el consumo
de oxigeno, la produccion de ATP, el potencial de membrana y la generacion de ERO
estan estrictamente regulados para mantener el equilibrio redox (Brand, 2016). Si bien
no existe una correlacién simple entre el potencial de membrana y la produccién de
superoxido por la cadena de transporte de electrones, las mitocondrias que se
acumulan en la senescencia a menudo muestran un potencial de membrana
disminuido y al mismo tiempo producen niveles aumentados de ERO. Al evaluar la
produccion intracelular de ERO pudimos observar que las células senescentes tenian
una produccidén mayor, y a su vez una disminucion en el potencial de la membrana
mitocondrial que corresponde con lo reportado por otros autores ((Passos et al., 2007;

Korolchuk et al., 2017).

La funcion antioxidante de glutation se debe a su participacion en las vias
enzimaticas que las células han desarrollado contra las ERO. El GSH y las enzimas
dependientes de GSH actuan en cooperacion para eliminar ERO y/o neutralizar su
efecto oxidante téxico. Bajo condiciones de estrés oxidante, el GSH se oxida a
GSSG; por lo tanto, la relacion GSH/GSSG se altera (Zitca et al., 2012). El coeficiente
de Glutatién observado en nuestras células senescentes fue menor respecto al control
lo cual nos habla de una disminucidn en la eficiencia del glutatién para actuar como un
agente reductor. Por lo cual la célula se ve sometida a un estrés oxidante mayor ya

que igual observamos que la produccion de ERO esta elevada en estas células.
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12. CONCLUSION

Se logré tener un modelo de induccidén prematura por estrés oxidante, SIPS, en
células MCF10A con una concentracion baja de 12 pM de H202. La induccién de
senescencia de manera prematura, pareciera es por la via p53-p21. También se
determind en nuestro modelo la detencion de la proliferacion celular, la sobrexpresion

de la enzima -galactosidasa y el aumento en el tamafo de estas células.

Una vez establecido el estado senescente, estas células presentaron una tasa

glucolitica elevada acompafnada de un consumo de oxigeno por debajo del control.

Las células epiteliales de mama senescentes presentan un produccion elevada
de ERO, esta produccion pudiera relacionarse con la disminucion del potencial de
membrana mitocondrial, asi como con la disminucién en la capacidad antioxidante del

glutation.
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13. PERSPECTIVAS

Evaluar el metabolismo energético de distintos tipos celulares inducidos a

senescencia y compararlos con los obtenidos en este trabajo.

Evaluar enzimas antioxidantes de células epiteliales de mama senescentes

para evaluar si existe diferencia con los niveles de glutation.

Evaluar la dinamica mitocondrial para relacionar la produccién de ERO vy

potencial de membrana observados en este trabajo.
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