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RESUMEN 

El envejecimiento puede definirse como el deterioro de las funciones bioquímicas, 

estructurales y metabólicas de un organismo, aunado a una disminución de su capacidad 

proliferativa. Hasta ahora no se han descubierto las causas que lo inducen, sin embargo 

existen algunas hipótesis que tratan de explicarlo. Se ha sugerido que existen factores 

internos y externos, que provocan daño en las moléculas celulares generando una 

disfunción metabólica que puede acumularse a lo largo del tiempo. Se propone que los 

daños se acumulan principalmente en el ADN y que pueden ser mediados por especies 

reactivas de oxígeno (ROS), además alteraciones en la estructura de la cromatina. Por 

otro lado, se ha propuesto que el envejecimiento se induce por cambios programados 

de la expresión de ciertos genes, que comprometen al organismo porque las células 

dejan de dividirse y se acumulan manteniendo un fenotipo alterado, este estado se 

conoce como senescencia replicativa. Ambas hipótesis han acumulado una gran 

cantidad de evidencia experimental que las apoya; por lo que el tratar de integrarlas se 

ha convertido en un reto importante. Una proteína que podría jugar un papel 

protagónico en esta integración es la proteína Bcl-2, cuya función engloba mecanismos 

de anti-apoptosis, regulación del ciclo celular y protección antioxidante. Este trabajo 

constó de dos objetivos principales, uno analítico, que fue el de evaluar si la 

sobreexpresión de la proteína Bcl-2 confiere un efecto protector al estrés oxidativo y si 

retrasa la entrada a la senescencia de cultivos primarios de fibróblastos de pulmón de 

ratón. Y otro descriptivo, el de evaluar si el fenotipo senescente adquirido por los 

flbroblastos provenientes de animales jóvenes in vitro, es similar al que presentan los 

fibroblastos de animales viejos durante el proceso de envejecimiento in vivo.



Para cumplirlos, se realizaron cultivos primarios de fibroblastos de pulmón de ratón pven 

(2 meses) y viejo (12 meses). Estos últimos fueron hembras de pie de cría con un deterirro 

fisiológico muy similar al fenotipo envejecido. 

Se determinaron cuatro parámetros de envejecimiento a seguir: la proliferación celular, la 

incorporación de timidina tritiada, la funcionalidad mitocondrial y el ensayo de 0-

galactosidasa asociada a la senescencia (SA-3-gal). Así mismo, se cuantificaron los niveles 

de ROS y la susceptibilidad del ADN al daño por estrés en este mismo modelo emple3ndo 

el ensayo corneta, y por otro lado, en células de hígado cuantificando el aducto 80HdG. 

Para sobreexpresar a la proteína Bcl-2 en los cultivos primarios, se realizó una infección 

retroviial y postei-iorrnente se cuantificó la proliferación celular y el número de células 

positivas a SA-3-gal. 

Los resultados indicaron que la senescencia in vivo e in vitro es fenótipicamcrite 

indistinguible, excepto por el contenido de Bcl-2, lo que sugiere que probablemente se 

llegue a ellas por vías distintas. Se encontró que las concentraciones de Bcl-2 aumentan 

conforme a la edad de organismo en homogenado de pulmón y en los cultivos primarios 

provenientes de animales viejos, apuntando a que Bcl-2 puede incrementar su expresión 

como respuesta al estrés. Asimismo, se determinó que la sobreexpresión exógena de Bcl-2 

protege contra el estrés oxidativo, disminuye la proliferación e induce la sentencia. Por otro 

lado, se determinó que el ADN de las células de los animales viejos es más susceptible a 

daño por agentes que generan estrés oxidativo, probablemente debido a la acumulación de 

daño previo, tanto oxidativo como epigenéitico. 

Se obtuvieron, además otros resultados interesantes que no estaban planteados dentro de los 

objetivos del proyecto, como el hecho de que el estrés generado por la infección infección 

8



vira¡ indujo la senescencia prematura en las células de los animales viejos, y de manera 

muy interesante, el modelo de estudio de los ratones hembra con múltiples partos, en las 

cuales se encontró una relación entre el deterioro fisiológico provocado por los múltiples 

embarazos y el fenotipo de envejecimiento prematuro. 

Finalmente y como conclusión, puede decirse que la proteína Bcl-2 tiene un papel de por-

supervivencia celular que está constituido por su ingeniería en varias vías metabólicas y 

que valdría la pena continuar su estudio.



INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

1. EL ENVEJECIMIENTO COMO UN PROBLEMA SOCIODEMOGRAFICO 

La población mexicana atraviesa por una fase de plena y acelerada transición demográfica, 

en un proceso que inició en la década de los treinta con el descenso paulatino de la 

mortalidad y posteriormente se acentuó, a mediados de los sesenta, con la declinación de la 

fecundidad (Tuirán, 1999). Según el censo de población realizado por el Instituto Nacional 

de Estadistica, Geografla e Informática ([NEGI) en el año 2000, en la actualidad el número 

de niños y adolescentes es significativamente mayor al de los "adultos mayores" (^: 65 

años), uno de cada tres mexicanos tiene menos de 15 años, en tanto que sólo uno de cada 

veinte tiene más de 65. Sin embargo, el Consejo Nacional de Población (CONAPO) estima 

que para el año 2050 esta proporción se verá profundamente alterada. Se prevé que uno de 

cada siete mexicanos estará en edad escolar, mientras que los adultos mayores 

representarán a uno de cada cuatro habitantes del país (figura 1). 

Este hecho constituye un problema tanto desde el punto de 'vista social, como económico, 

laboral y de salud entre otros. Dentro de las consideraciones que se deben tomar en cuanta 

al reflexionar sobre el envejecimiento se encuentran ciertas dificultades como son la 

pérdida en las capacidades fisicas y mentales, la disminución de la autonomía y 

adaptabilidad, el menoscabo de roles familiares y sociales, el retiro del trabajo, la pérdida 

de la capacidad económica y el deterioro en la salud con consecuencias incurables y 

progresivas. 

Es por ello que en 1999 se realizó en México un taller auspiciado por el CONAPO donde 

se señaló que el proceso de envejecimiento deberá ser tomado muy en cuenta si se quiere 

aspirar a un futuro con planeación y perspectivas adecuadas. Al igual que las variables de 
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Figura 1: DEMOGRAFÍA MEXICANA 
Distribución demográfica de la población mexicana. Ambas gráficas se han dividido en tres 

intervalos de edades: 0-14 niños, 15-64 jóvenes y adultos, > 65 adultos mayores o de la tercera 

edad. 
A. Resultados aportados por el censo nacional de población y vivienda del año 2000 realizado por 

el Instituto Nacional de Estadística, Geografia e Informática (INEGI). 
B. Estimación de la distribución poblacional mexicana para el año 2050, realizado por el Consejo 

Nacional de Población (CONAPO).



salud, la fecundidad o d medio ambiente, las condiciones del envejecimiento deberán 

figurar explícitamente y desde ahora en los planes de desarro l lo económico y social de 

nuestro país (Ham-Chande, 1999). Se propone enfocar todo tipo de esfuerzos para 

minimizar los riesgos característicos de la vejez, aminorar sus consecuencias y acrecentar 

las posibilidades de bienestar, no sólo para la persona que envejece, sino para todo el 

entorno familiar, social y económico que lo rodea. 

En esta búsqueda se intenta encontrar lo que se ha conceptualizado como el "buen 

envejecimiento" (Rodríguez-Ajenjo, 1999) en el cual se lograría minimizar las incidencias y 

prevalencias de enfermedades crónicas, degenerativas e incapacitantes; se conseguiría 

mantener la funcionalidad fisica y mental de las personas; se concientizaría a la sociedad y 

a la familia para que existieran contactos e intercambios de ayuda material y apoyo 

emocional; se obtendría un apoyo económico suficiente y se realizarían actividades 

productivas y satisfactorias, no necesariamente remuneradas, entre muchos otros 

beneficios. 

2. BIOLOGÍA MOLECULAR DEL ENVEJECIMIENTO 

El envejecimiento es un proceso inevitable al cual todos los organismos multicelulares 

estamos sujetos, sin embargo, hasta ahora no se han descubierto las causas que lo inducen. 

Durante años han surgido diversas hipótesis que tratan de explicarlo. En la actualidad, 

puede decirse que estas hipótesis se dividen en dos grandes categorías. 

La primera, es una línea de pensamiento que involucra factores, tanto internos como 

externos, que provocan daño en las moléculas celulares. El daño compromete a las células, 

ya que provoca una disflinción metabólica que puede acumularse a lo largo del tiempo, 

dando lugar a la alteración de sus funciones o incluso matar células que son imposibles de



reemplazar. Se propone que los daños ocurren a nivel de proteínas, lípidos y ADN, que 

pueden ser mediados por especies reactivas de oxígeno (ROS) que se generan 

principaimente en la mitocondna, además de otros sistemas enzimáticos (Harman 1956; 

Hailiwell y Gutterdige, 1984; Ames, et al, 1990; Bohr et at., 1998; Finkel y Holbrook., 

2000). 

Dentro de la otra gran categoría, se encuentran las hipótesis que tratan de explicar el 

envejecimiento basándose en cambios programados de la expresión de ciertos genes. Estos 

cambios comprometen al organismo porque las células dejan de dividirse y se acumulan 

manteniendo un fenotipo alterado. En este caso, el factor más importante o motor del 

fenómeno es la capacidad que tienen las células de dividirse; la eventual pérdida de dicha 

capacidad las induce a entrar en lo que se conoce como senescencia replicativa (Hayflik, 

1985; Sedivy, 1998; Ducracy et al., 1999; Campisi, 1997). 

Ambas hipótesis han acumulado una gran cantidad de evidencia experimental que las 

apoya; por lo que el tratar de integrarlas se ha convertido en un reto importante. Sin 

embargo, aún es poco lo que se sabe sobre la relación entre el daño sobre el ADN generado 

por el estrés oxidativo con las señales génicas que intervienen con la capacidad 

proliferativa, y su relación con el envejecimiento celular. 

2.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO Y TEORÍA DEL ENVEJECIMIENTO POR 

RADICALES LIBRES. 

Un radical libre se puede definir como cualquier especie atómica o molecular con uno o 

más electrones desapareados (Hailiwell y Gutterdige, 1984). Dentro de esta definición tan 

amplia se puede incluir al 02 y a la mayoría de los metales de transición. El 02 tiene dos 

electrones desapareados, cada uno localizado en un orbital Pi de anti-unión (it*) diferente, 
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por lo que tienen el mismo número cuántico de spin, de manera que para que el 02 oxide a 

otra molécula y acepte dos electrones (2e-), estos deben ser de "5pm" o giro paralelo para 

que puedan ser admitidos en las vacantes de los orbitales. Ello impone una restricción muy 

fuerte que hace que el 02 acepte un solo electrón a la vez y hace muy lentas sus reacciones. 

Sin embargo, cuando reacciona con metales de transición que pueden donar o recibir un 

electrón a la vez, estas restricciones quedan anuladas. 

La reactividad del oxigeno aumenta cuando uno de los electrones se mueve de manera que 

alivia la restricción del "spin", generando un estado que se conoce como oxígeno singulete. 

Si un electrón es aceptado por la molécula de 02 en estado basal, debe entrar en uno de los 

orbitales rr de anti-unión y el producto de ello es el radical superóxido (021). Este radical, 

que es al mismo tiempo un anión, se forma en varios procesos fisiológicos normales de 

todas las células aeróbicas, entre los cuales destacan la destoxificación de xenobióticos por 

la familia de los citocromos P450 ( Hasler et al., 1999; Cancino, 2001), el metabolismo de 

los ácidos nucleicos mediante la xantina oxidasa (Bermúdez-Fajardo, 2001), la respuesta 

inmune contra las infecciones (García-Triana, 2001) y de manera principal la cadena 

respiratoria mitocondrial. Se propone la fuga de electrones sea en el complejo III, donde la 

semiquinona puede ceder su electrón directamente al 02 para formar la quinona y el radical 

superóxido (Turrens, 1985), o bien en el complejo 1...

..	 -2 
La adición de un segundo electrón al 02—• da lugar al anión peróxido (0 2 ), que no es un 

radical libre por no t'ner electrones desapareados. Cualquier 02 -2 formado a pH fisiológico 

se protonará inmediatamente dando lugar al peróxido de hidrógeno (H 202). Esta reacción 

ocurre de manera natural en las células en donde es catalizada por la enzima superóxido 

dismutasa (SOD) como un mecanismo de defensa antioxidante (Fernández-Checa, 1997). 
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Existen varios tipos de SOD, pero los más importantes son la SOD tipo 1, que tiene como 

cofactores al cobre y al zinc y que se encuentra de manera constitutiva en el citosol. La 

SOD tipo II, posee al Mn como cofactor (Melov et al., 1999), y es una isoforma inducible 

que se está presente en el interior de las mitocondrias (Haliwell y Gutterdige, 1999). Una 

vez formado el H202 , las células cuentan con enzimas capaces de degradarlo y convertirlo 

en agua, como son la catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa (GPX) entre otras (Haliwell 

y Gutterdige, 1999). 

No obstante, en muchas ocasiones puede darse el caso de un rompimiento homolítico del 

enlace O-O en el H202. Esta reacción se lleva a cabo mediante una catálisis química (no 

enzimática) y produce un anión (OH) y un radical hidroxilo (01-1. ). Los catalizadores 

suelen ser metales de transición como el fierro y el cobre, aunque también pueden ser las 

radiaciones ionizantes y otros agentes. Esta reacción se conoce como reacción de Fenton: 

Fe 12 (Cu4 ) + H202	0, Fe 3 (Cu 2 ) + 0H + OH. 

Otra manera de producir el radical hidroxilo es vía la reacción de E-laber-Weiss catalizada 

por metales:

11202 +02	
Fe/Cu	

02 + oi-í + OF 

La mitocondria utiliza aproximadamente del 98 al 99% del oxigeno consumido por las 

células, y aún cuando la cadena respiratoria es muy eficiente, parte del oxígeno consumido 

genera 02- in viva, vía la ubiquinona (UQ). El superóxido a su vez produce H202 por 

dismutación, como este fenómeno se lleva a cabo muy cerca de la membrana interna 

mitocondrial cuyos complejos proteicos poseen átomos de fierro y de cobre como 
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cofactores, es aceptado que la generación de radicales hidroxilo se lleva a cabo a este nivel 

(Roberfroid y Buc-Calderon., 1994). 

Los radicales libres en general, y el radical hidroxilo en particular, pueden reaccionar con 

moléculas orgánicas reducidas, en especial con las que contienen dobles enlaces como los 

lipidos insaturados y los anillos aromáticos de aminoácidos y bases nitrogenadas. Por otro 

lado, se sabe que el H202 no es un radical libre, sin embargo una parte significativa de su 

importancia radica en su potencial como precursor del 0 2! debido a su capacidad para 

difundir a través de las membranas y llegar a sitios distantes en la célula (Zhang et al., 

1990). Además el 02! y el H202 pueden liberar al fierro de la ferritina y de las proteínas 

hemo respectivamente (Wiseman y Halliwell, 1996), lo que es relevante puesto que la 

célula generalmente mantiene secuestrados a los metales de transición para que no se 

encuentren disponibles para la reacción de Fenton y Haber-Weiss. 

Todo lo anterior llevó a Denham Harman en los años cincuentas a proponer la teoría del 

envejecimiento por radicales libres (Harman, 1956), y desde entonces se ha acumulado una 

gran cantidad de evidencia experimental que la apoya. La teoría propone que dicho 

fenómeno es el resultado de la acumulación del daño oxidativo no reparado sobre distintos 

componentes celulares debido al ataque de los radicales libres generados a lo largo de la 

vida de! organismo. 

Una manera más moderna de concebir la teoría de los radicales libres en el envejecimiento 

es la de interpretarla en función del estrés oxidativo. La teoría reformulada propone que el 

envejecimiento es causado por un desbalance entre los niveles de los sistemas antioxidantes 

y de los agentes oxidantes, que se inclina más hacia los últimos (Rikans y Hornbrook, 

1997).
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2  DAÑO OXIDATIVO A LAS BIOMOLÉCUtAS 

2.2.1 Lípidos 

La alteración más importante inducida por las ROS sobre los lípidos está dada por los 

daños generados sobre las membranas en mi proceso llamado lipoperoxidación. Existen 

diversas manera para terminar este evento, como son la dismutación, la 3-escisión y la 

ciclización. Así como la inactivación de los radicales libres realizada por el sistema de 

defensa antioxidante constituido por la vitamina E, la vitamina C y el glutatión (GSH). En 

la mayoría de los casos, los productos que se generan modifican a la membrana y causan 

alteraciones importantes como cambios en su fluidez y permeabilidad. En el primer caso, se 

altera la estructura de las proteínas transrnembranales, perdiéndose la afinidad ligando-

receptor y los mecanismos de segundos mensajeros por lo que se altera la función de 

hormonas y neurotransmisores. En el segundo caso, se pierde la facultad de ser barrera 

jónica y osmótica (Rikans y Hornbrook, 1997; Grune y Davies, 2001). 

2.2.2 Proteínas 

Uno de los fenómeno más importantes durante la oxidación de proteínas es la formación de 

carbonilos, la cual puede estar ligada a la transformación de un residuo aminoacídico en 

otro y a la amidación . Por ejemplo, una histidina puede transformarse en una prolina o un 

ácido glutámico y, al mismo tiempo, generar un carbonilo en la cadena lateral de un residuo 

vecino. Los grupos carbonilos son distintivos de proteínas oxidadas y las hacen susceptibles 

a proteóiisis. Otra alteración relacionada con las ROS es el entrecruzamiento intra e 

intermolecular dado por la oxidación de los grupos SH en los residuos de cisteínas, 

induciendo la formación de puentes disulfuro en sitios donde no deberían de existir.
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Estos cambios en la estructura primaria (que por supuesto se reflejan en cambios en la 

estructura secundaria y terciaria) dan como resultado cambios en la inmunogenicidad de las 

proteínas del sistema inmune, cambios en la hidrofobicidad de las proteínas de membrana, 

y alteraciones generales en la estructura de todas las proteínas y enzimas oxidadas. Todo 

ello con la consecuente pérdida de la función y mayor susceptibilidad a la proteólisis 

(Roberfroid y Buc-Calderon, 1994). A la fecha existe una gran cantidad de literatura que 

relaciona la oxidación de proteínas y el envejecimiento, ya que se ha encontrado un 

aumento persistente en los diferentes sistemas y tejidos estudiados (Beal, 2002). 

2.2.3 ADN NUCLEAR 

Se ha aceptado que en condiciones fisiológicas las especies como el 02 , el H202 o el 

óxido nítrico (NO) tienen muy poca o nula capacidad para reaccionar con el ADN, por lo se 

considera que es el OW el que lo hace de manera preferente. Los daños directos sobre el 

ADN pueden ocurrir sobre las bases púricas y pirimídicas y/o sobre los azúcares 

(desoxirribosa). Cuando el 0H ataca a las bases nitrogenadas no hay abstracción del H 

como en el caso de los lípidos o las proteínas, en cambio el 0H se une de manera directa a 

la base nitrogenada formando un aducto. Hasta la fecha se han reportado más de 20 

diferentes aductos formados durante la oxidación del ADN. Uno de los más estudiados es el 

caso de la guanosina, donde se sabe que el OFr se puede unir a las posiciones 4, 5 u 8 del 

anillo purínico. La adición al carbono 8 produce un aducto radical C-8-0H, llamado 8-oxo-

7,8-dihidro-2-deoxiguanosina o bien 8-OHdG, que es el más estable y por lo tanto el que 

generalmente se cuantifica (figura 2). La generación de los aductos induce alteraciones en 

los puentes de hidrógeno que estabilizan la complementarización en la doble cadena del 
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Figura 2: MODIFICACIONES DE LA GUANINA POR RADICALES HIDROXILO 
La adición del radical 0H al C-8 de la guanina genera un radical 8-hidroxiguanina que puede 
tener difenetes rearreglos moleculares, y después reducirse con un electrón más para formar ya sea la 
8-hidroxiguanina o el producto de anillo abierto: 2,6diamino4-hidroxi-5-formamidopirimid ifla (FAPyG). 

El ataque del 01-1' en otra posición (C4, C5) también es posible.



ADN, de manera tal que durante el proceso de duplicación, la enzima ADN-polimerasa 

puede tener errores y generar transversiones y transiocaciones. Los aductos originan por lo 

tanto, mutaciones puntuales en el ADN (Cheng et al., 1992). 

El daño en los azúcares sigue un mecanismo similar al de la lipoperoxidación., iniciando 

con la abstracción de un H y el ataque de un oxígeno singulete, que finaliza con el 

rompimiento del enlace fosfodiéster dando como resultado escisiones de cadena doble o 

sencilla. Resumiendo, el daño en las bases da como resultado mutaciones puntuales, 

mientras que el daño sobre los azúcares genera rompimientos de las hebras del ADN 

(Martínez et al, . 2003). 

Existe una gran cantidad de evidencia experimental que involucra el daño oxidativo sobre 

el ADN y la disminución en la capacidad de los mecanismos de reparación con el proceso 

del envejecimiento y de las enfermedades relacionadas a él, como el cáncer (Bohr et al., 

1998; Izzoti et al., 1999; Hamilton et al., 2001; Wolfet al., 2002). Sin embargo, el daño 

directo sobre el ADN no es suficiente para explicar su importante repercusión sobre la 

transducción de señales, la proliferación y la muerte celular, así como en la comunicación 

intracelular. Es por eso que se piensa que deben haber otro tipo de alteraciones, 

posiblemente a nivel epigenético, que se encuentren relacionadas con la expresión 

desregulada de diversos genes (Lezhava., 2001; lssa, 2002; Ikura y Ogryzko, 2003). 

El daño al ADN puede ser evaluado por diversos métodos entre los que destacan la 

electroforesis unicelular alcalina (SCGE) o ensayo corneta, que es un método muy sensible 

para detectar rompimientos de cadena sencilla (Singh et al 1988; Tice et al., 1994). Una de 

las ventajas que presenta esta técnica es que permite cuantificar el daño al ADN in sffii, i.e. 

sin necesidad de extraerlo de las células. Esto ha resultado ser muy importante, puesto que 

se ha reportado que la misma extracción del material genético de las células genera 
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oxidaciones que comúnmente se cuantifican como falsos positivos, sobreestimando el daño 

generado por algún tratamiento (Collins, et al 1997). 

Por otro lado, en los años recientes se han desarrollado y comparado varias técnicas de 

extracción del ADN que minimizan las oxidaciones indeseadas asociadas debidas al manejo 

de la muestra y a la técnica de extracción, siendo el mejor de estos métodos el que emplea 

yoduro de sodio (Nal) para precipitar al ADN, en lugar de usar fenol-cloroformo (Helbock 

et al., 1998). Con estas técnicas ha sido posible cuantificar de manera directa y específica a 

los aductos que se generan en las bases del ADN. El aducto 8-oxo-7,8-dihidro-2-

deoxiguanosina (80HdG u 8-oxodGuo) se ha reconocido como un marcador selectivo y 

específico de! daño generado por estrés oxidativo sobre el ADN (Helbock et al., 1998). Su 

cuantificación ha ganado popularidad sobre otros tipos de aductos puesto que es una de las 

especies más abundantes y resistentes que se producen cuando se oxida el ADN (Pouget et 

al., 2000) y su aparición se ha correlacionado con mutagénesis, carcinogénsis y 

envejecimiento (Chen et al; 1995). Para determinarlo existen varias técnicas de las cuales 

las más aceptadas son la detección del aducto por cromatografia líquida de alta resolución 

acoplada a un detector electroquímico (I-IPLC-EC) y por cromatografia de gases acoplado a 

espectrofotometría de masas (GC-MS) (Cadet et al., 2000). Para realizar estas técnicas, es 

necesario extraer el ADN e hidrolizarlo hasta el nivel de nucleósidos para poder inyectarse 

en el sistema cromatográfico. En el caso del 1-IPLC se separan primero los 4 nucleósidos 

(dA, dG, dC y dT). Esta separación puede visualizarse y cuantificarse gracias a sus doble 

enlaces conjugados, usando un detector VV-VIS conectado al detector EC que, gracias al 

potencial eléctrico, detecta la diferencia entre una guanosina normal y una guanosina 

oxidada en el carbono 8 (Park, et al., 1998; Matos et al., 2001), permitiendo así la 

cuantificación del 8OHdG.
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Existen varios artículos en la literatura donde se comparan las ventajas y desventajas de las 

técnicas antes mencionadas (Cadet et al., 1998), de modo que es frecuente encontrar 

trabajos en los que se emplean tanto los ensayos cometas como la cuantificación del aducto 

8-OHdG, ya que esto claramente aumenta la confiabilidad de los resultados (Wolf et al., 

2002). 

2.2.4 ADN milocondrial 

En condiciones normales, las mitocondrias tienen en su interior mecanismos de defensas 

antioxidantes como son el GSH y la SOD dependiente de manganeso (MnSOD) entre otros 

(Fernández-Checa, 1997). Aún cuando estas proteínas protectoras y de reparación están 

codificadas por el ADN nuclear, su función está bien delimitada en el interior de la 

mitocondria. Sin embargo, los niveles de las defensas antioxidantes disminuyen con la 

edad, llevando a la mitocondria a tener altos niveles de ROS, lo cual inevitablemente 

llevará a la producción de más radicales libres que generan estrés oxidativo. Se ha asumido 

que los radicales libres producidos en la mitocondria se encuentran en proporción al 

metabolismo celular, y que la reacción de esos radicales con las macromoléculas 

mitocondriales durante la vida del organismo produce daños progresivos que contribuyen a 

los efectos fenotípicos del envejecimiento (Ames, et. al. 1990). Los cuales pueden ser tan 

importantes que han llevado a que algunos investigadores propongan modificaciones a la 

teoría de Harman denominándola: "Teoría del envejecimiento por radicales libres 

mitocondriales" (Wei, 1998). 

En particular, se ha reportado que la acumulación de mutaciones y deleciones en el ADNmt 

contribuye de manera fundamental al fenómeno del envejecimiento (Richter, 1998) y 
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enfermedades degenerativas como el Alzheimer (Wiseman y HaIliwell, 1996) y Parkinson 

(Shoffner et al., 1993), así como a miopatías mitocondriales (Tntschler y Medori, 1993). 

2.2.5 cambios en los sistemas de defensas antioxidantes asociados al envejecimiento 

Como se mencionó antes, el organismo cuenta con sistemas antioxidantes que contrarrestan 

el efecto de las ROS. Esta primera línea de defensa se ha dividido en antioxidantes de tipo 

enzimático como las SOD, la CAT y la GPx, que son producidos directamente por el 

organismo, y otros no enzimáticos como las vitaminas A, C y E, que se adquieren 

mediante la dieta, y el GSH que requiere de precursores. Aunque existe una cantidad 

enorme de estudios sobre el estatus de los antioxidantes durante el envejecimiento, los 

resultados siguen siendo confusos y no hay un consenso entre la comunidad científica al 

respecto. 

En el caso de los antioxidantes no en.zimáticos, la mayoría de los estudios coinciden en que 

hay una disminución significativa de sus respectivas concentraciones asociada al 

envejecimiento, no obstante existen controversias al respecto. Se ha reportado que la 

concentración de vitamina E en el plasma presentan una curva bifásica, con un máximo a la 

mitad de la vida, mientras que la vitamina C al parecer disminuye de manera gradual con la 

edad. El caso del GSH parece tener un comportamiento similar, ya que diversos autores han 

reportado su disminución en tejidos como cerebro, pulmón y músculo de rata y ratón 

(Mosini et al., 2004). 

Debido a que los estudios realizados para cuantificar las concentraciones de los 

antioxidantes enzimáticos son muy contrastantes, se han descrito resultados variables en 

sistemas diversos. Como ejemplo se puede citar el estudio de Barnett y King (1995) en el 

que se compararon los niveles de SOD, GP; CAT, ceruloplasmina, ácido úrico y 

21



bilirubina, en sangre de individuos jóvenes y viejos y no se encontró diferencias 

significativas entre ambos grupos. Por el contrario, Kim y colaboradores (2003) reportaron 

mayor actividad de la SOD en el hígado y el cerebro de ratas viejas, y así como 

disminución en la actividad de la GPx. Mosiii reportó que a pesar de que los niveles de 

GSH disminuyen en el músculo de la rata, las actividades de GPx y GSSG reductasa no se 

alteran con la edad (Mosini et al., 2004).Estos resultados contradictorios se repiten 

continuamente, lo único que queda claro en este caso, es que los sistemas de defensa 

antioxidante varían de una manera irregular con la edad y dependen del tejido y de la 

especie que se trate. 

Se ha sugerido que la alta frecuencia en daños inducidos por ROS relacionados a edades 

avanzadas no solo depende del estado en que se encuenti en los sistemas antioxidantes, sino 

también, en forma muy importante, del decremento en los sistemas de reparación y 

mantenimiento celulares (Barnett and King, 1995). No obstante, es imposible dejar de 

mencionar en este apartado, que existen estudios en donde la sobreexpresión de enzimas 

antioxidantes, como la SOD y la CAT, han aumentado la longevidad en organismos como 

Drosophila (Oír y Sohal, 1994) y Chaenorabditis elegans entre otros (Mockett et al., 

2001; Melov et al., 2001; Zimmerman et al., 2003), lo que inevitablemente sitúa a los 

antioxidantes en un punto crucial, al mismo que tiempo explica la razón de la extraordinaria 

popularidad y atención que han recibido estos sistemas en los últimos años. 

2.3 SENESCENCIA REPLICATIVA 

Se ha denominado senescencia celular o senescencia replicativa al proceso que limita la 

capacidad de división celular. Este fenómeno fue descrito por Hayflick (Hayflick y 

Moorhead, 1961) en cultivos primarios de fibroblastos humanos y se refiere al momento en 
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el que las células dejan de dividirse e inician su etapa de senescencia. Se ha sugerido que la 

senescencia replicativa es al mismo tiempo un mecanismo de supresión de tumores y un 

factor contribuyente al envejecimiento de los organismos (Campisi, 2000). No obstante, por 

muchos años no fue posible demostrar la presencia de células senescentes ¡ti vivo y 

permanecía la duda si los cambios morfológicos y funcionales asociados a este fenómeno 

eran únicamente cambios que ocurrían in vitro. Sin embargo, dos estudios recientes han 

aportado evidencias convincentes de que el fenómeno de senescencia ocurre en las células 

in vivo. En uno de ellos se usaron ratones con telómeros erosionados a los cuales se les 

practicó una hepatectomía parcial. Los hepatocitos de estos ratones presentaron una 

habilidad limitada para proliferar y regenerar el hígado, en cambio entraron en senescencia 

(Satyanarayana et al., 2003). En el segundo estudio, se trató a ratones con linfoma con un 

agente quimioterapeútico- Se observó que cuando el programa de apoptosis se bloqueaba 

por sobreexpresión de bcl-2, las células de linfoma entraban en senescencia replicativa 

(Schmitt et al., 2002). De esta manera se postula que en un tejido in vivo puedan convivir 

células senescentes y pre-senescentes al mismo tiempo. 

2.3.1. E/fenotipo senescente 

Las células senescentes permanecen vivas por largos períodos de tiempo. Sintetizan ARN y 

proteínas, responden a señales del medio ambiente y retienen muchas características de las 

células pre-senescentes, ya que ambas expresan un gran número de genes en común, 

algunos de los cuales siguen respondiendo a estímulos externos a lo largo de todo el tiempo 

de vida de la célula. Hay tres características que diferencian a las células senescentes de las 

otras células: en primer lugar, son incapaces de proliferar en respuesta a estímulos 

mitogénicos. Ya que se encuentran arrestadas en la fase G0/G1 de ciclo celular en forma 
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irreversible (Toussaint, 2000). En segundo lugar, las celulas senescentes son resistentes al 

proceso de apoptosis, y aunque el mecanismo por el cual se lleva a cabo esta resistencia aún 

se desconoce, este hecho podría explicar el que las células senescentes se acumulen in vivo 

a pesar de estar alteradas (Wang, 1995). Tercero, presentan cambios específicos en sus 

funciones diferenciadas que dependen del tipo celular del que se trate. Muchos tipos 

celulares muestran cambios fenotípicos cuando senescen. Morfológicamente se observan 

como células grandes y aplanadas, con una gran cantidad de vacuolas. Incrementan la 

biogénesis de lisosomas y reducen su velocidad de síntesis y degradación de proteínas; 

además de que se presentan cambios en la regulación y expresión de genes específicos. 

Por ejemplo, en el endotelio senescente humano, se incrementa notablemente la expresión 

de la interleucina la (IL-la) y de la molécula de adhesión I-CAM. En células 

adrenocorticales epiteliales, la senescencia causa una pérdida selectiva en la habilidad de 

inducir a la 17a hidroxilasa, una enzima clave en la biosíntesis del cortisol. Al senescer, los 

fibroblastos humanos presentan un importante incremento en la expresión de colagenasa y 

estromielicina, así como una reducción en la expresión de los inhibidores de 

metaloproteinasas de tejidos 1 y 3 (TIMP-1 y TIMP-3), por lo que en lugar de generar 

matriz extracelular, están produciendo proteínas que la degradan. Todo esto sugiere que la 

acumulación de estos cambios puede alterar el entorno en el cual se acumulan las células 

senescentes y modificar a las células vecinas en buen estado. Estos cambios pueden ser más 

importantes que el arresto celular en si mismo (Campisi, 1999; Dimri et al., 2000).
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2.3 2. Genética de la senescencia replicativa 

Se postula que el limite en la capacidad replic2.tiva de las células es un fenotipo dominante. 

Esta aseveración se basa en estudios en donde células humanas normales en proliferación, 

se fusionaron con células inmortales derivadas de tumores también humanos. En la mayoría 

de los casos las células híbridas proliferaron por un tiempo y eventualmente senescieron 

(Tominaga et al., 2002). Este experimento, entre otros, sugiere fuertemente que la 

senescencia es una característica genéticamente dominante, mientras que la inmortalidad 

replicativa es genéticamente recesiva. Según esta hipótesis se esperaría que las células que 

se encuentran en la etapa de senescencia replicativa, generaran una regulación selectiva de 

ciertos genes cuya participación es importante para la progresión de la fase Gi del ciclo 

celular y la síntesis del ADN. La información que existe hasta el momento es aún 

incompleta y en algunos casos contradictoria, pero se han obtenido datos interesantes, 

principalmente en flbrobiastos humanos. Se ha reportado que la respuesta temprana a la 

estimulación mitogénica se induce en las células senescentes aproximadamente en los 

niveles y con la cinética normales (Chen y Chang, 1987). Por lo que se cree que las células 

senescentes no tienen una falla en sintetizar ADN en respuesta a estímulos mitogénicos 

sino que posiblemente las alteraciones sea en los mecanismos de transducción de señales 

necesarios para que continúe la división celular. Por lo menos dos genes cuya respuesta 

temprana es esencial para que los fibroblastos inicien la síntesis de ADN tienen ningún 

efecto sobre las células senescentes cuando se inducen de manera exógena. Ellos son el 

proto-oncogene c-fos (Seshadri y Campisi, 1990), que codifica para un componente del 

factor de transcripción AP- 1, y los genes Id 1 e 1d2 (Hara et al., 1996) que codifican para 

reguladores negativos de factores de transcripción de la familia hélice-asa-hélice (helix-

loop-helix, bHLH). Un fenómeno semejante ocurre con los genes que normalmente se 
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inducen en la etapa tardía de Gi o en la interfase de G1/S, que no se expresan en las células 

senescentes, como sucede con los genes que codifican para la expresión de las histonas, los 

genes para las ciclinas A y B y la cinasa dependiente de ciclinas cdc2. Así como los genes 

de algunas enzimas necesarias para el metabolismo del ADN como las timidincinasas (TK), 

la DNA polimerasa a y la dihidrofolato reductasa (DI-IIFR) (Campisi, 1999). Además, se 

presenta una actividad deficiente en las proteínas E2F1, E5F5 (Dimri et al., 1994), y Rb, la 

cual se ha encontrado en estado hipofosforilado (Stein et al., 1999). Aunado a la deficiencia 

en reguladores positivos del ciclo celular, se ha reportado que los fibroblastos senescentes 

sobreexpresan dos reguladores negativos que inhiben a las cinasas dependientes de ciclinas, 

como son p2], y p16 (Dulic et al., 2000), pero aún queda por aclarar quienes son los 

reguladores de estos inhibidores. 

2.3.3. Senescencia replicaliva y Telómeros 

No se sabe con certeza que es lo que induce a una célula a detener su proliferación y 

convertirse en una célula senescente. Una de las primeras propuestas fue la que sugirió que 

el acortamiento de los telómeros o el desarreglo de la estructura telomérica, conllevan a la 

activación de múltiples y diversos mecanismos de señales que eventualmente detienen la 

división celular. Los telómeros son la parte terminal de los cromosomas, de ahí su nombre 

(del griego lelos- final). Su función específica es la de mantener la estabilidad estructural de 

los cromosomas y evitar las Risiones entre ellos (Muller 1938; McClintock, 1941). Estudios 

realizados con el protozoario ciliado Teirahymena thermophila (Blackburn y GaIl, 1978), 

demostraron que los telómeros están formados por secuencias repetidas, altamente 

conservadas, ricas en guaninas que en vertebrados consisten de la secuencia TTAGGG. El 

26



número de copias de esta secuencia varia dependiendo de la especie. En humanos es 

alrededor de 3-15 kilopares de bases (kpb) mientras que en ratones es de 30 a 100 kpb 

(Ducray et al., 1999) 

Aunque experimentalmente se ha logrado sobrepasar la senescencia replicativa insertando 

el gene de la subunidad catalítica de la enzima telomerasa h-TERT (Bodnar, et al., 1998), 

en los últimos años el papel protagónico de los telómeros como motor de la senescencia 

celular ha decaído, puesto que se ha logrado inducir la senescencia sin el acortamiento de 

los telómeros. Se propone que el estrés oxidativo ocasiona daños a nivel del ADN y que 

estos promueven el arresto celular, fenómeno al cual se le ha denominado senescencia 

prematura inducida por estrés (SS) y presenta un fenotipo similar al observado en la 

senescencia replicativa normal (Lundberg, 2000). 

Se ha logrado inducir SIPS generando el daño al ADN por tratamiento con radiaciones UV 

y gamma, por estrés oxidativo usando peróxido de hidrógeno (H 202 ) o hiperoxia oxidante 

(Chen., 2000), o bien mediante el uso de inhibidores de desacetilasas de histonas o la 

sobreexpresión de genes como ras y raf (Pantoja y Serrano, 1999). Sin embargo, existe 

controversia con respecto al mecanismo por el cual estas células entran en senescencia, ya 

que se ha encontrado que en algunas ocasiones se relaciona con el acortamiento de los 

telómeros (Von Zgliniki, 2000) y en otras no (Chen et al., 2001). De hecho, se ha logrado 

inducir SIPS en células inmortalizadas que sobreexpresaban hTERT, sugiriendo que en 

estos casos la presencia de la telomerasa no protegió a las células de SIPS. En esos 

experimentos se observó que las células que sobreexpresaban hTERT, fueron más 

resistentes a la apoptosis y la necrosis inducida por estrés, sugiriendo un mecanismo de 

reparación en el que se podría encontrar involucrada la telomerasa (Gorbunova et al., 

2002).
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A pesar de que se ha cuantificado la expresión génica de una gran cantidad de moléculas 

implicadas en la senescencia replicativa y la SIPS para comprender los mecanismos 

involucrados, aún quedan muchas dudas por resolver. 

23.4. Senescencia replicativay envejecimiento 

La idea de que la senescencia celular está relacionada al envejecimiento de los organismos 

está basada en una gran cantidad de correlaciones experimentales, sin embargo, hay poca 

evidencia directa (Faragher y Kipling, 1998). Una primera línea de evidencia correlativa se 

basa en que los cultivos primarios derivados de donadores de edad avanzada, tienden a 

senescer después de una cantidad menor de duplicaciones celulares (PD = population 

doublings) que los cultivos de donadores jóvenes (Bruce et al., 1986). La siguiente 

evidencia deriva de algunas comparaciones entre especies, ya que en general, las especies 

de vida corta tienden a senscer después de menos PD que las especies más longevas. En 

tercer lugar, se encuentran los estudios realizados en tejidos humanos derivados de 

personas con síndromes de envejecimiento prematuro hereditario, en especial con 

donadores con síndrome de Werner. En estos casos, se observa que las células de los 

pacientes senescen de manera prematura con respecto a los controles (Martin et al., 1997). 

Aún y cuando la evidencia experimental directa es muy poca, recientemente se describió la 

acumulación de células senescentes in situ, evidenciando la acumulación de células 

senescentes en tejido humano envejecido. Esto se hizo utilizando un marcador enzimático 

basado en la actividad de la enzima -ga1actosidasa humana que aparentemente se acumula 

en varios tipos celulares que senescen en cultivo (Dimri et al., 1995). La actividad de la 

enzima se detecta en células individuales por tinción histoquimica a pH 6.0 usando el 
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sustrato artificial X-gal. Esta técnica es conocida como 3-ga1actosidasa asociada a la 

senescencia (SA-13-gal) y difiere en su pH óptimo de la 3•-galacosidasa lisosomal (pH 4.0) 

y de la 3-galactosidasa bacteriana (pH 7.5) Se ha demostrado que la expresión de SA-3-gal 

está ligada a la senescencia y no a la quiescencia o a la diferenciación terminal, sin 

embargo la función y regulación exactas de esta -ga1actosidasa en las células senescentes 

es aún desconocido (Dimri et al., 1995). Este marcador se ha usado en numerosos tejidos 

con gran éxito, y los resultados apoyan el hecho de que la senescencia está relacionada al 

envejecimiento. 

2.3.5. Senescencia replicativa y supresión de tumores 

En una primera instancia, la idea de que la senescencia replicativa pudiera contribuir tanto a 

un mecanismo supresor de tumores como al fenómeno del envejecimiento, parecería 

contradictoria. Sin embargo, algunas teorías evolucionistas del envejecimiento (Martín et 

al., 1996) sugieren que existen rasgos o características que se ha seleccionado para 

optimizar la salud o la adaptación al medio durante la etapa de capacidad reproductiva, los 

cuales pueden ser dañinos o deletéreos en otra etapa de la vida (antagonismo pleiotrópico). 

De modo que la senescencia replicativa pudo haberse seleccionado (al menos en 

mamíferos) para proteger al organismo contra neoplasias en etapas tempranas de la vida, 

antes y durante la reproducción. Empero, la acumulación de células senescentes, que tienen 

un fenotipo disfuncional y enrarecen el ambiente, no sólo hace que la función e integridad 

del tejido en el que se encuentran se pierda o se deteriores, sino que fomentan una 

desregulación metabólica en las células vecinas que las lleva a incrementar las 

posibilidades de iniciar un proceso de cáncer (Campisi, 2000).



2.4 APOPTOSIS, ENVEJECIMIENTO Y SENESCENCIA. 

Desde el descubrimiento inicial de la apoptosis por Kerr y colaboradores en 1972 como un 

mecanismo de muerte diferente de la necrosis, el cual ha sido objeto de un sinnúmero de 

estudios. La desregulación de la apoptosis se ha visto implicada como parte del mecanismo 

fundamental de una gran cantidad de patologías relacionadas al envejecimiento humano. 

Por ejemplo, la eliminación ineficiente de células malignas o autoreactivas puede conllevar 

ai desarrollo de un cáncer o una enfermedad autoinmune. Por el contrario, la muerte 

apoptótica excesiva puede resultar en una aberrante pérdida de células que culmina en 

eventos patológicos. Es evidente por tanto, que para que el organismo esté en homeostasis, 

debe haber una regulación muy fina y muy sutil en el proceso que induce a la muerte 

celular programada. 

La apoptosis es necesaria durante el desarrollo cuando el exceso de células deben ser 

removidas, por ejemplo durante la morfogénesis. Sin embargo, con la edad, se pierde el 

control de esta delicada regulación dando como resultado, ya sea el retener células que 

deberían haberse eliminado, o bien, el eliminar otras que deberían haberse conservado 

(Wang et al., 1995). Algunos de los padecimientos más estudiados en los cuales se ha 

asociado al proceso del envejecimiento con una disminución innecesaria en el número de 

células por muerte apoptótica son las enfermedades neurodegenerativas, la disfunción 

cardiovascular, la atrofia muscular, los desórdenes intestinales ylas enfermedades renales. 

El estado anti-apoptótico que presentan las células senescentes, es diferente de otros 

estados que resisten la apoptosis, ya que la mayoría de ellos escapan a la muerte celular de 

una manera que está relacionada con su rápida tasa de proliferación y culminan con su 
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transformación en células cancerosas. Esto no sucede en las células senescentes que se 

encuentran arrestadas. 

EL hecho de que las células senescentes, que se encuentran metabólicamente alteradas, 

sean resistentes a la apoptosis, puede proveer a los tejidos de un número de células que dan 

sostén al tejido y hasta cierto punto mantienen su estabilidad y en algún grado su 

funcionalidad, pero una cantidad grande de ellas, puede ser perjudicial. La presencia de 

neuronas dañadas en el cerebro o de cardiomiocitos disflincionales en el corazón, pueden 

comprometer la funcionalidad de todo el tejido o el órgano. Por lo que la acumulación de 

células senescentes puede contribuir al deterioro asociado al envejecimiento (Zhang y 

Herman, 2002). Lo anterior es consistente con la idea de que la apoptosis pueda funcionar 

como un mecanismo de defensa importante para deshacerse de células genéticamente 

inestables, y que la gran longevidad que manifiestan algunas poblaciones de ancianos 

centenarios sea debida a que han llevado a cabo el proceso de apoptosis de una manera muy 

eficiente a lo largo de su vida (Bree et al, 2002). 

2.5 CROMATINA Y ENVEJECIMIENTO 

Como se ha mencionado anteriormente, los procesos fisiológicos como la senescencia 

celular o la apoptosis, no se llevan a cabo de manera simultánea e idéntica en todas las 

células de un organismo, sugiriendo que, aunque exista un programa genético codificado en 

el ADN, la regulación en de este en cada individuo es un factor determinante. 

La secuencia del genoma humano ha sido revelado recientemente, sin embargo, aunado a 

las respuestas que aportó esta contribución, han surgido inevitablemente una gran cantidad 

de preguntas. Los organismos de una misma especie comparten casi en su totalidad la 

secuencia de nucleátidos que los caracteriza como tales, pese a ello, son diferentes entre si. 

31



Lo que implica que dicha secuencia no es la única información genética que posee una 

célula, y que por lo tanto, debe existir otro nivel de regulación que controle la expresión 

diferencial que tienen los genes de cada individuo durante las distintas etapas de su vida en 

respuesta a los diversos estímulos a los que se ve expuesto. 

Actualmente se ha empezado a valorar la información que confiere la estructura de la 

cromatina a la expresión de los genes. La epigenética (fuera de la genética) es el estudio de 

las alteraciones estables en la expresión de los genes que surgen durante el desarrollo y la 

proliferación celular y, de manera muy importante, por la influencia del medio ambiente 

(Bandyopadhayay y Medrano, 2003). Desde hace más de dos décadas Macieira-Coelho 

(1980) propuso que el "envejecimiento en las células en proliferación" es el resultado de la 

reorganización del genoma que ocurre durante la división celular. A partir de ahí se ha 

sugerido que las modificaciones epigenéticas pueden tener un papel crítico dentro del 

fenómeno del envejecimiento celular y de los organismos (Lezhava, 2001, Issa, 2002; Ikura 

y Ogryzko, 2003). 

2.5.1 Mecanismos involucrados en las modificaciones epigenéticas 

Los cromosomas son estructuras heterogéneas con actividad genética, tiempo de 

replicación y grado de condensación variables. Dicha condensación depende de los 

diferentes arreglos en cuanto a la compactación y el doblamiento que puede tener el ADN 

genómico y es proporcionada principalmente por las proteínas de tipo histonas y no 

histonas que se asocian a él. La condensación estructural de los cromosomas se 

correlaciona con su funcionalidad: las regiones de cromatina altamente condensadas 

(heterocrornatina) son generalmente inactivas, de replicación tardía y prácticamente 

carentes de transcripción; mientras que las regiones descondensadas (eucromatina) tienen 
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una alta capacidad funciona¡ de traducción y replicación (Lezhava., 2001). Los distintos 

niveles en la organización de la cromatina dependen a su vez, de una estructuración más 

dinámica denominada nucleosoma, que representa la unidad básica de la cromatina. Cada 

nucleosoma mantiene enrolladas dos vueltas de la doble hélice del ADN sobre un octámero 

de histonas. El octámero se encuentra formado por un tetrámero de historias H3-H4 y dos 

dimeros de histonas H2A-H2B. Los nucleosornas y el ADN se encuentran estabilizados por 

la histona Hl. Las histonas son pequeñas proteínas básicas consistentes de dos dominios: 

uno globular y otro más flexible en el amino terminal con carga positiva, y que se 

denomina cola de la histona puesto que sobresale del nucleosoma. 

Las remodelaciones principales que puede tener la cromatina consisten de cambios directos 

sobre la estructura del ADN sin perturbar la secuencia de nucleótidos (metilación del ADN) 

y modificaciones post -transcripcionales de las histonas. 

2.5.2 Metilación del ADN 

La metilación del ADN ocurre en bacterias, hongos, plantas y animales, sin embargo su 

papel varia dependiendo el organismo. En los genomas de invertebrados, a diferencia de los 

de vertebrados, la metilación no correlaciona con la localización de los genes. Por lo que se 

ha sugerido que este mecanismo se ha extendido y ha evolucionado en los vertebrados 

como un factor de control transcripcional (Hendrich y Tweedie, 2003). La metilación del 

ADN es uno de los mecanismos de supresión de la expresión génica o silencian-tiento. En 

los mamíferos, este fenómeno se refiere específicamente a la metilación de la 

desoxicitosina (dC) en la posición 5 para formar una desoximetil-citosina (dmC) (figura 3). 

La mayoría de las dmC se encuenran en secuencias ricas en los dinucleótidos CG, por lo 

que se les conoce como "islas CpG". Estas contienen múltiples sitios de unión a factores de 
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Figura 3: METILACION DE LAS CITOSINAS 
Las enzimas ADN-metiltransferasas catalizan la transferencia del grupo metilo de 
la S-adenosinmetionina produciendo 5-metilcistosina y S-adenosilhomocisteina.



transcripción y sirven como promotores asociados a genes. La mayoría de los genes que se 

necesitan para regular la homeostasis celular ("Housekeeping genes") contienen islas CpG 

(Richardson, 2003). 

Hace algunos años se propuso que la pérdida gradual de la metilación podría funcionar 

como un "mecanismo de conteo" que llevara a las células a entrar en senescencia, ya que 

se encontró que la metilación en las islas CpG disminuía con el incremento en el número de 

duplicaciones de células en cultivo y durante el envejecimiento de los organismos (Wilson 

y Jones, 1983). Para reconciliar la idea de que la metilación del ADN reprime la 

transcripción con el hecho de que la metilación disminuye durante la senescencia, se ha 

planteado la idea de que la metilación podría reprimir una serie de genes inhibidores del 

ciclo celular que al desmetilarse inhibirían la proliferación. Esta hipótesis está sustentada en 

la demostración de que la inhibición de la DNA-metiltransferasa (DNMT) induce el arresto 

en el ciclo celular por la transcripción del gene p21'' (Young y Smith, 2001). 

Paradójicamente, existen reportes de un incremento progresivo en la metilación de las islas 

CpG asociado al aumento en la edad en multiples loci de genes en el epitelio colorectal, que 

correlacionan con el silenciamiento de genes supresores de tumores y propensión al cáncer 

en ese tejido (Issa, 2002). 

Es evidente que hace falta más estudios al respecto. Sin embargo, lo que queda claro es que 

los cambios en los patrones de metilación correlacionan con el envejecimiento y 

enfermedades asociadas a la desregulación del ciclo celular como el cáncer. Por lo que sería 

importante determinar si los cambios en la metilación del ADN se dan de una manera 

estocástica o programada, mientras los organismos envejecen, y si el medio ambiente y la 

dieta contribuyen a dichos cambios (Bandyopadhayay y Medrano, 2003).
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2.5.3 El código de las histonas 

Las modificaciones covalentes en los aminos terminales de las histonas H3 y H4 

contribuyen de una manera muy importante a la remodelación de la cromatina. Estas 

modificaciones, que incluyen acetilación, metilación, fosfonlación y ubiquitinación, 

permiten un contacto regulado con la cadena del ADN. Lo anterior ha llevado a proponer lo 

que se conoce como el "Código de las Histonas" y significa que la exquisita combinación 

en las modificaciones de las histonas es reconocida por las diferentes proteínas que se 

asocian al ADN y puede llevar a la activación o al silenciamiento de la transcripción de 

genes (Jenuwein y Allis, 2001). Por ejemplo, la histona H3 tiene 4 sitios potenciales de 

modificación: Lis-4 (metilación), Lis-9 (metilación y acetilación), Ser-10 (fosforilación) 

Lis-14 (acetilación). La fosforilación en la Ser-10 facilita la metilación en la Lis-4 y la 

acetilación en las Lis 14 y 9. A su vez, la acetilación en la Lis-9 impide la metilación en ese 

mismo aminoácido, lo que correlaciona con activación del sitio. La metilación de la Lis-9 

por su parte inhibe la acetilación de la Lis-14 y eso correlaciona con represión (figura 4). 

En general, la acetilación se lleva a cabo por enzimas denominadas histona-acetil 

transferasas (HAT), una de las cuales es la proteína p300. La acetilación neutraliza las 

cargas positivas de las histonas y permite el acceso de factores de transcripción, así como 

de las ARN polimerasas, por lo que se dice que activa o abre la cromatina. Por el contrario, 

la desacetilación silencia o reprime la transcripción. Existen dos familias de enzimas con 

actividad de desactilasas de histonas (I-[DAC). La famila de las desactilasas clásicas que se 

subdivide en dos clases filogenéticas: HIDAC clase 1 y HIDAC clase II, y la familia de las 

proteínas Sir2 que son dependientes de NAD, y que tienen papel muy interesante sobre el 

envejecimiento.

rn	
o
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Figura 4: REMODELACIÓN DE LA CROMATINA (Código de las Histonas). 
A. 1Las modificaciones postraduccionales que pueden sufrir las histonas son la metilación, la 

acetilación, la fosfori1aciór y la ubiquitinaci6n. Estos cambios̀  generalmente se lleván a cabo en la 
cola de las histonas H3 y H4. 

B. Ejemplo de modificaciones potraduccionales en la histona H3 que activan la transcripción génica. 
C. Ejemplo de modificaciones potraduccionales en la histona H3 que reprimen la transcripción génica.



2.5.4 La familia de las desaceti lasas de histonas 9r2 y la restricción calórica 

El gene para la proteína Sir2p se describió originaimente en la levadura Saccharornyces 

cerevisiae y es el representante de una familia de genes identificados como componentes de 

represión transcripcional o silenciamiento del loci de apareamiento de HML y HMR, de ahí 

su nombre (SIR = Silent Information Regulator). 

Además de su actividad como silenciadora de genes, la proteína Sir2 de levadura (ySir2p) 

se ha relacionado con la estabilidad croinosómica, la represión del ADNr y el 

envejecimiento. Se ha sugerido que ySií2p y otros miembros de su familia se localizan en 

las regiones proximales de los telómeros y causan silenciamiento en esas zonas. Como las 

proteínas Sir también Funcionan como reparadoras de rompimientos de cadena doble y 

pueden moverse al sitio de la lesión, las regiones proximales de los telómeros se consideran 

como "cuartos de espera" para las proteínas Sir mientras están en alerta de algún daño al 

ADN (Kimura et al., 2002). 

Los primeros indicios de que sir2p estaba relacionada con la longevidad se dieron por 

estudios en los que de observó que la sobreexpresión de sir2 aumentaba la longevidad en 

Saccharomyces (Kaeberlein et al., 1999). En esos momentos no se sabía que Sir2p era una 

desacetilasa de histonas. El descubrimiento de este hecho, así como de que Sir2p 

dependiera de NAD, generó una teoría muy provocativa con respecto a la participación de 

fa familia de proteínas Sir en la restricción calórica y el envejecimiento celular, puesto que 

relaciona el estado redox de la célula con la remodelación de la cromatina. Se ha sugerido 

que durante la restricción calórica, el flujo de carbonos en la glucólisis y el ciclo de Krebs 

es mucho menor que en las condiciones normales. Por lo que el cociente NADH/NAD se 

desplaza más hacia este último. Como resultado la cadena respiratoria es más lenta, está 

más acoplada y genera menos especies reactivas de oxígeno. Al mismo tiempo, hay más



NAD disponible para unirse a Sir2p que compacta y silencia la cromatina protegiendo al 

ADN de posibles daños. De esta manera se liga el efecto metabólico de disminuir la ingesta 

de calorías con la protección del material genético y la longevidad (figura 5). 

Existen pocos estudios a este nivel en humanos, sin embargo, se ha demostrado que la 

proteína SIRTI (homóloga de Sir2p), funciona como una desacetilasa de p53, previniendo 

la senescencia celular y la apoptosis inducida por daño al ADN y estrés (Vaziri et al., 

2001). Estos estudios sugieren que las proteínas Sir en mamíferos pudieran tener otras 

funciones. 

3. LA PROTEIINA BcI-2 

Cada vez es más evidente que resulta imposible estudiar los fenómenos de apoptosis, ciclo 

celular y senescencia de manera independiente uno de los otros, ya que se encuentran 

sumamente interrelacionados. Esta relación se basa en que comparten una gran cantidad de 

moléculas (que antes se creía eran exclusivas de cada fenómeno), que utilizan vías de 

transducción de señales entrelazadas, además de que pueden inducirse por estímulos 

similares. Una molécula que ejemplifica lo anterior, es la proteína supresora de tumores 

p53, que se ha estudiado ampliamente y se relaciona tanto con la inducción de la muerte 

apoptótica como con el arresto de la proliferación celular (Hofseth et al., 2004). Así como 

p53, cada día se describen más conexiones entre estos fenómenos y proteínas con 

participación en todos ellos. Una de estas moléculas podría ser la proteína Bcl-2. 

El gene bcl-2 fue originalmente descubierto como el responsable del linfoma folicular 

humano de las células B, producido por la transiocación cromosoma! t (14,18) (Tsujimoto 

et al. 1984), que yuxtapone el locus de bel-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2) del cromosoma 

18 con la cadena pesada de la inmunoglobulina J del cromosoma 14. Debido a que la región 
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Figura 5: VINCULACIÓN DEL ESTADO REDOX CON LA REMODELACIÓN DE LA 
CROMATINA (Restricción calórica RC). 
Durante el metabolismo normal, la cadena respiratoria produce especies reactivas de oxígeno 
(ROS) como subproductos del metabolismo aeróbico de la glucosa. Las ROS dañan al ADN y 
modifican la estructura de la cromatina. Durante la RC disminuye la ingesta de glucosa, por lo 
que disminuyen las ROS. Al mismo tiempo, el balance de NADH!ÑAD+ se desplaza hacia este 
último. Ya que la proteína Sir2p es una desacetilasa de histonas dependiente de NAD+, se 
incrementa su actividad, silenciando a la cromatina, e impidiendo así daños y desarreglos. Lo 
que correlaciona con un aumento en la longevidad.



codificante queda bajo el control del promotor de la cadena J de la inmunoglobulina, el 

resultado es una sobreexpresión aberrante de bel-2 (Tsujimoto et al. 1987; Liu, 1994). 

La proteína Bcl-2 tiene una masa molecular de 26 kDa y hasta la fecha se han reportado al 

menos 20 miembros de esta familia en células de mamífero y un mayor número en otras 

especies. Todos ellos relacionados con la supervivencia celular. Se ha agrupado a los 

miembros de esta familia básicamente en dos categorías: los miembros anti-apoptóticos 

(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Al, Mcl-1, CED-9 en C elegans, etc), y los miembros pro-

apoptóticos (Bax, Bcl-Xs, Bak, Bid, Bad, Hrk., etc) que a su vez se dividen en dos 

subfamilias. 

3.1 Estructura de la proteína Bc1-2 y miembros de la familia. 

En cuanto a su estructura, se sabe que todos los miembros de la familia poseen por lo 

menos uno de cuatro motivos conservados llamados dominios homólogos de Bcl-2, 

conocidos como BHI, BH2, BH3 y BH4. (por Bcl-2 Homology; figura 6). Los miembros 

pro-apoptóticos generalmete contiene a los cuatro dominios, mientras que los anti-

apoptóticos presentan de 1 a 3 dominios. Las dos subfamila.s pro-apoptóticas difieren en 

cuanto a su semejanza con Bcl-2. El grupo de Bax, Bak y Mtd son muy parecidas a Bcl-2 y 

contienen los dominos BHI, BH2 y BH3. Mientras que el otro subgrupo está constituido 

por componentes denominados "kiliers", que incluye a Bid, Bad, l-Irk y Bim, entre otros, 

sólo presentan el dominio BH3. Las proteínas de este grupos son bastante diferentes entre 

sí, por lo que se ha sugerido que el dominio BH3 es esencial para la función pro-apoptotica 

(Adams y Cory, 1998). 

La estructura tridimensional de BCI-XL ya ha sido resuelta por espectroscopia de resonancia 

magnética nuclear y por cristalografia de rayos X (Muchmore et al., 1996; Aritomi et al., 
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Figura 6: DOMINIOS DE LA FAMILIA DE Bcl-2 
La homología en los dominios (BH) corresponde a 4 de las 7 a hélices reveladas por la 
estructura 31) de Bcl- XL. El dominio BH4 está confinado únicamente a las moléculas de 
pro-supevivencia. Al, Bad, Bid y Noxa no poseen una región ,hidrofóbica en el segmento 
carboxilo-terminal(anclaje a la membrana). En las sub-familas de Bel-2 y Bax, el dominio 
que es capaz de formar un poro corresponde a las regiones a5 y a6 de la estructura de 
Bel-XL.



WIE.J9 

Figura 7: ESTRUCTURA PROPUESTA PARA Bcl- XL DE RATA. 

Esta estructura está basada en la determinación de cristalografía por rayos X. 
Se observan los dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 característicos de la famila de 
Bcl-2 con efecto pro-apoptótico. Los miembro anti-ipoptótiCO5 carecen del 

dominio BH4..



1997) indicando que Bcl-XL contiene dos hélices hidrofóbicas centrales rodeadas por cinco 

hélices anfipáticas. Las regiones BHI, B142 y BH3 están muy cercanas entre sí formando 

una hendidura hidrofóbica (figura 7). Se ha demostrado (Saitler et al., 1997) que esta 

hendidura es el sitio de unión para un péptido de la región BH3 de la proteína pro-

apoptótica Bak Así mismo se ha encontrado una semejanza notable entre la estructura 

terciaria de BCI-XL y la de algunas toxinas de origen bacteriano como la toxina de la 

difteria (Muchmore et al., 1996). Estas toxinas se insertan en las membranas externas de las 

células para transiocar proteínas al interior, lo que ha sugerido la posibilidad de que las 

proteínas relacionadas con BCI-XL pudieran igualmente formar poros, lo cual ha sido 

confirmado únicamente in vitro (Basanez et al., 2001 

Los miembros anti-apoptóticos de la familia de Bcl-2 poseen un extremo carboxrio-

terminal hidrofóbico (19-22 amino ácidos) que les sirve para anclarse a la membrana, sin 

ser una proteína integral. Bel-2 y Bcl-X1, se localizin asociadas a la envoltura nuclear, a la 

membrana del retículo endoplásmico y en especial a la membrana externa mitocundrial 

(Reeds et al., 1998). La proteína pro-apoptótica Bax se localiza normalmente en el citosol, 

pero durante la apoptosis se transioca a la mitocondria donde se oligomeriza y se inserta 

dentro de la membrana. De manera similar, los miembros de la tercera familia (Bid, Bad y 

Bim) se localizan en el citosol y el citoesqueleto, y también se transiocan a la mitocondria 

durante la apoptosis para interactuar con otros miembros de la familia de Bcl-2 (Baliga y 

Kumar, 2002). 

3.2 Mecanismo de acción de los miembros de la familia de Bc1-2 

Aún existen controversias con respecto a los mecanismos de acción de los miembros de la 

familia de Bcl-2, sin embargo se propone que Bel-2 y BCI-XL previenen la apoptosis 
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controlando la permeabilidad mitocondrial (Adams y Cory, 1998; Reeds et al. 19s) e 

impidiendo la liberación del citocromo c por el canal de aniones dependiente de voiaje 

(VADC) (Shimizu et al. 1999). Se sugiere que tanto los miembros pro- cmo lo- inti-

apoptóticos pueden dimerizarse entre sí, alterando tanto la ftinción de unos ono Jo otros. 

Al parecer, su concentración relativa puede actuar como modulador dentro del programa de 

muerte. Se propone que cuando dos proteínas anti-apoptóticas dimerizan entre si (formando 

homodimeros) la célula no inicia un programa de muerte, mientras que cuando se dimeriza 

una proteína anti-apoptótica con una pro-apoptótica (formando un heterodimero) se iicia 

la apoptosis (Ctter et al. 1998). En estudios con mutantes de la familia anti-apoptótica que 

no pueden unirse a los miembros pro-apoptóticos, se ha descubierto que las células sguen 

manteniendo su función de supervivencia, por lo que se ha sugerido que las proteínas anti-

apoptóticas son los reguladores cruciales del fenómeno de apoptosis (O'Connor y Strasser, 

1999). Sin embargo, sería sobre simplificar el proceso el tratar de explicar un fenómeno de 

esta naturaleza únicamente en base a homodimerizaciones o heterodimerizaciones (rgura 

8). 

Por otro lado, en estudios realizados con C. elegans, se ha reportado que la proteína CED-9 

inhibe la apoptosis uniéndose a la proteína adaptadora CED-4 e impidiendo que esta 

interactúe con la caspasa CED-3. Por lo que se ha propuesto que Bcl-2 pudiera intera:tuar 

con el homólogo CED-4 en mamíferos, Apaf-1, para impedir que inicie la actividad de las 

caspasas en particular la procaspasa 9 homóloga de CED-3. Sin embargo. muchas de tstOs 

experimentos se han realizado in vitro, por lo que el mecanismo de acción de la praeína 

BcI-2 y su familia aún queda por resolverse (Baliga y Kumar, 2002).
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Figura 8: PARTICIPACIÓN DE Bcl-2 EN LA APOPTOSIS 
La proteína Bcl-2 se encuentra anclada en la membrana externa mitocondrial. Cuando se 
encuentra como homodímero mantiene inhibidos a Apaf-I y a la procaspasa 9 e impide la 
formación del apoptosoma. Cuando se libera el citocromo c, o cuando Bcl-2 forma un 

1heterodímero con Bax, se liberan Apaf-1 y la procaspasa 9 y la célula inicia el proceso de 

apoptósis. Bcl-2 también  ̀se ha realcionado con impedir la salida del citocrdmo cde la 
mitocondria. Por todo ello se dice que Bcl-2 tiene una participación post-mitocondrial en el 

fenómeno de apoptosis.



3.3 Evpresión de BcI-2 a lo largo de la vida. 

Otro hecho que dificulta el entendimiento de la función de Bcl-2, está relacionado con la 

expresión de esta proteína a lo largo de la vida. Existen reportes de que el contenido de Bcl-

2 en las células T (Pahlavany y Vargas, 2001) y en el corazón de la rata (Phaneuf y 

Leeuwenurg, 2002) disminuye con la edad. Sin embargo, otros estudios realizados con 

cerebros de rata (Kaufinann et al, 2001) indican que la expresión de Bcl-2 aumentan con la 

edad como respuesta al incremento del estrés oxidativo. 

En humanos, se ha reportado que en las células mononucleares de sangre periférica no hay 

modificación del contenido de Bcl-2 asociado a la edad (Monti et al., 2000). Mientras que 

en estudios con linfocitos humanos de individuos jóvenes (<35 años) y de individuos viejos 

(>60 años), se encontró una correlación entre el aumento en la expresión de Bcl-2 y la edad 

avanzada del paciente (Schindowski et al., 2000). 

Esta variedad de resultados, lleva a pensar que el contenido de Bcl-2 pudiera depender del 

tipo celular o tejido. Mientras que los monocitos o las células T, son reemplazados 

constantemente, las células del corazón o de los pulmones tiene una menor velocidad de 

recambio, permitiendo que se incremente el contenido de Bcl-2 con la edad. 

3.4 Bcl-2 como molécula antioxidwzi. 

Además de su efecto anti-apoptótico, en les ultimos años se ha reportado que la expresión 

de la proteína Bcl-. protege contra el daño oxidativo (Hockenbery, 1993; Steinman, 1995), 

evita la lipoperóxidación (Hockenbery, 1993) y aumenta la longevidad celular (Liu, 1994). 

El mecanismo de acción de Bel-2 en este sentido es aún incierto, pero su sitio de incidencia 

parece ser la mitocondria (Mignotte y Vayssiere, 1998). Se ha sugerido que Bcl-2 pudiera 

funcionar como protección antioxidante (Hockenbery et al, 1993; Wiseman 1996; Degli-
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Esposti et al, 1999), sin embargo, se ha encontrado que Bcl-2 sigue evitando la apoptosis en 

eventos donde la generación de especies reactivas de oxígeno debería ser muy baja, v.gr. 

durante la anoxia (Jacobson y Raif, 1995). Además de que la evidencia experimental indica 

que no posee la capacidad de atrapar electrones de manera directa (Satoh et al., 1999; 

Degli-Esposi et al., 1999). El grupo de trabajo de Hailiwell (Lee et al.2001a) confirmó los 

datos previos, indicando que Bcl-2 no tiene una habilidad significativa en reducir los 

niveles de 02 - - ni de 1-1202, sin embargo, reportó que si disminuye los niveles de 

peroximtrito (ONOO y otras especies reactivas de nitrógeno. Esto resulta interesante 

puesto que se ha encontrado que cuando se disminuyen los niveles de Bcl-2, las células son 

más sensibles a la muerte inducida por ROS y disminuyen su vida media (Kumazaki et al., 

2002). 

Por otro lado, algunos investigadores han sugerido que Bcl-2 pudiera ser una molécula pro-

oxidante (Steinman, 1995), ya que induce un aumento en los niveles de ROS, que a su vez 

alerta o prepara a la célula para que promueva la generación de sistemas antioxidantes. Se 

sabe que la sobreexpresión de Bcl-2 aumenta la actividad proteolitica del proteosoma, y de 

la enzima superóxido dismutasa de CuZn (SOD1) (Lee et al., 2001a Lee et al., 2001b), 

además de incrementar los niveles de GSH (Meredith et al., 1998; Lee et al., 200 ib). 

Por otro lado, también se ha explorado la posibilidad de que la proteína Bel-2 esté 

involucrada en aumentar los sistemas de reparación del ADN, contrarrestando de esta 

manera los daños generados por las ROS (Deng et al., 1999). 

3.5 Bcl-2 reguladora del ciclo celular 

De manera contraria a lo que se pensaba cuando Bcl-2 fue descubierta, y a la idea que aún 

prevalece en algunas publicaciones, Bcl-2 no es el producto de un oncogen, ya que ni Bcl-
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2, ni otras proteínas anti-apoptóticas de esta familia inducen la proliferación. Sin embargo, 

si pueden influir en el ciclo celular. Se ha venido confirmando en los últimos años que 

muchas proteínas que regulan de manera critica el ciclo celular, pueden también inducir la 

muerte celular programada, y viceversa. Algunos componentes de la maquinaria apoptótica 

influyen en la regulación del ciclo. Este es el caso de Bcl-2 (y algunas otras proteínas anti-

apoptóticas de la misma familia), que les permite influir en la transición entre el estado 

quiescente y el estado ciclante, y se encuentra separado de su papel en la supervivencia 

celular. Algunas mutaciones que eliminan la actividad de Bcl-2 sobre el ciclo celular, no 

eliminan sus funciones anti-apoptóticas. Sin embargo, no es posible separar totalmente 

estas funciones (Vairo et al., 1996). 

Las células ciclantes son más vulnerables a la apoptosis, posiblemente porque en 

condiciones desfavorables para la proliferación ciertos efectores del ciclo celular 

promuevan este fenómeno. El hecha de que Bcl-2 pudiera promover la quiescencia bajo 

condiciones de estrés podría, de manera indirecta, aumentar la supervivencia celular. 

Existen varios reportes que confirman que Bcl-2 arresta a las células en las fase GI del 

ciclo celular, pero el mecanismo por el cual se lleva a cabo esta nueva función es aún 

incierto (Kumazaki et al., 2002). 

Se ha propuesto que el efecto de Bcl-2 no depende de p53 ni de pl6 ya que Bcl-2 promueve 

la quiescencia en células que carecen de estos genes (Vairo et al., 2000), por lo que se ha 

sugerido que Bcl-2 pudiera actuar a nivel de reguladores negativos del ciclo celular como 

pudieran ser algunos inhibidores de cinasas dependientes Je ciclinas (CDK) o bien 

proteínas de la familia de represores constitutivos tipo retinoblastosma que actúan 

formando complejos represivos con factores de transcripción (E2F), los cuales controlan la 

expresión de genes esenciales para la progresión del ciclo celular. Se ha sugerido un 
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modelo en el cual corno respuesta a estímulos externos debidos a cambios en el medio 

ambiente o por inducción del estrés oxidativo, se incrementen la expresión de Bcl-2, y esta 

a su vez induce la expresión de p27 y p130. Se ha postulado un modelo en el cual Bcl-2 

pudiera actuar uniendo su dominio N-terminal, cerca de la tirosina 28 a una proteína 

inductora aún no caracterizada. Los altos niveles de p27 disminuirían la actividad de la 

cinasa CDK-2 , mientras que la proteína pI30 fcrmaria complejos p130-E2F4 que 

reprimirían la transcripción de genes que permiten la entrada al ciclo celular como E2FI 

(figura 9)(Vairo et al., 2000). 

La capacidad antiproliferativa de Bcl-2 pudiera haber evolucionado como un mecanismo de 

modulación del potencial oncogénico de supervivencia celular excesiva (Adams y Cory, 

1988). Para respaldar esta propuesta existen varios estudios que demuestran que la 

expresión inducible de BcI-2 en líneas celuiares de carcinoma endometrial y carcinoma 

pulmonar, promueven un arresto del ciclo celular con las características fenótipicas clásicas 

de la senescencia replicativa Aunado al hecho de que concentraciones elevadas de Bcl-2 se 

han asociado a una tasa de proliferación reducida y a una prognosis favorable en varios 

carcinomas humanos, mientras que una disminución selectiva en la expresión de Bcl-2 se 

ha observado durante la progresión de diversos tipos de neoplasias (Crescenzi et al., 2003).
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Figura 9: PARTICIPACIÓN DE Bcl-2 EN EL CICLO CELULAR 
Se ha propuesto que la proteína Bcl-2 pudiera incrementar los niveles del inhibidor de Cdk's, 
p7, así como la de algunos represores constitutivos de la familia de la proteína del 
retinoblastoma Rb, específicamente de p130. El aumento en la concentración de estas proteínas 
retrasría la transición de GO a GI retrasando el ciclo celular.



JUSTIFICA ClON 

El objetivo de este trabajo fue el de tratar de entender el papel que juega la proteína 

Bcl-2 dentro de la regulación e inducción de la senescencia y explorar si ese papel se 

encuentra relacionado con la protección contra el estrés oxidativo. El comprender como 

funciona Bcl-2 resulta importante en cuanto a que, esta proteína pudiera jugar un papel 

clave dentro de las cascadas de señalizaciones que inducen a una célula a tomar la vía de la 

apoptosis, la senescencia o continuar con una proliferación aberrante que la podría llevar a 

generar cáncer. Así mismo, el estudiar el fenómeno de senescencia y situarlo como otra 

respuesta celular al estrés (distinta de la apoptosis o la necrosis), abre el panorama dentro 

del campo de estudio de la biología celular, e incluso del estudio de varias enfermedades. 

Uno de los problemas que a los cuales se ha enfrentado el campo de la gerontología es la 

dificultado en elegir un modelo de estudio. Puesto que 2s muy difícil estudiar el 

envejecimiento en mamíferos, por la larga vida que tienen los animales. Una opción que ha 

surgido, es la de emplear células en cultivo, sin embargo, las líneas celulares que se utilizan 

son líneas de origen embrionario que senescen en cultivo después de un cierto número de 

duplicaciones, pero no se sabe hasta que punto representan al fenómeno de envejecimiento 

in vivo que ocurre de manera paulatina a lo largo de muchos años de vida. De ahí la 

importancia de analizar si las células de animales jóvenes al envejecer en cultivo presentan 

las mismas características fenotípicas y fisiológicas que los cultivos de células obtenidas de 

animales que van envejeciendo de manera paulatina a lo largo de los años. 

Los dos objetivos planteados en este trabajo ayudarán a comprender los mecanismos que 

conllevan al envejecimiento y el deterioro asociado a este proceso. Este trabajo se encuadra 

dentro de lo que es la ciencia básica, pero sus implicaciones a largo plazo pueden llevar a 

ser relevantes en la ingerencia sobre una disminución del deterioro asociado a la edad.
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En México, carecemos de grupos de trabajo tanto clínicos como básicos, que estudien el 

envejecimiento desde este punto de vista. Es por ello, que es de interés crear y consolidar 

un grupo de investigación que se dedique al estudio del envejecimiento celular a nivei 

básico, pero cuyas investigaciones se puedan aplicar a la clínica. El desarrollar líneas de 

investigación que se avoquen al estudio del envejecimiento nos dará más herramientas en la 

prevención del deterioro asociado al mismo, así como en el tratamiento de las 

enfermedades propias de la tercera edad. 

HIPO TESIS 

El envejecimiento está relacionado a la acumulación de daños generados por estrés 

oxidativo, por lo que si se sobreexpresara una proteína que contrarresta el estrés oxidativo, 

como la proteína Bcl-2, se esperaría observar que se prolongue la viabilidad celular y se 

retrase la aparición de la senescencia. 

OBJETIVOS GENERALES 

1. Evaluar si la sobreexpresión de la proteína Bcl-2 confiere un efecto protector al 

estrés oxidativo y si retrasa la entrada a la senescencia de cultivos primarios de 

fibroblastos de pulmón de ratón. 

2. Evaluar si el fenotipo senescente adquirido por los fbroblastos provenientes de 

animales jóvenes in vitro, es similar al que presentan los fibroblastos de animales 

viejos durante el proceso de envejecimiento in vivo.
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OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Comparar en los cultivos primarios der vados de los ratones jóvenes y de los ratones 

viejos cuatro parámetros asociados al envejecimiento como son: la proliferación 

celular, la incorporación de timidina, el ensayo MTT y la tinción SA-3-gal. 

2. Cuantificar los niveles de ROS en las células provenientes de los animales jóvenes y 

los viejos. 

3. Evaluar si existe una diferente susceptibilidad al estrés oxidativo del ADN de 

animales jóvenes en comparación con el de animales viejos. 

4. Cuantificar los niveles de la proteína Bcl-2 en los cultivos primarios provenientes de 

los animales jóvenes y de los viejos en diversas etapas del cultivo. 

5. Cuantificar los parámetros de senescencia en los cultivos primarios obtenidos de los 

ratones jóvenes y de los ratones viejos, que sohreexpresen Bcl-2. 

6. Evaluar la capacidad protectora de la sobreexpresión de la proteína Bcl-2 en cuanto 

a la prolongación de la viabilidad celular y un posible retraso en la aparición de la 

senescencia.
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MATERIAL Y METODOS 

Reactivos 

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado analítico y la mayoría de ellos 

fueron comprados a Sigma. Los reactivos obtenidos de otras compañías se mencionan en el 

texto. 

Modelo de estudio 

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD 1 mantenidos en el bioterio de la Universidad 

Autónoma Metropolitana- Iztapalapa (UAM-I), cuidados conforme a los principios de la 

norma oficial mexicana 062-ZOO-1999. 

La apertura vaginal para las hembras de esta cepa ocurre entre los 50 y 60 días de nacidas, 

por lo que a esta edad se les puede considerar corno adultos jóvenes, completamente 

desarrollados y capaces de reproducirse (Altamirano, 1994). Se ha determinado que la edad 

reproductiva útil de las hembras de pie de cija de la mayoría de las cepas de murinos es de 

8 a 9 meses, con aproximadamente de 6 a 8 camadas en total (Zurcher et al., 1982). 

Después de ese lapso de tiempo, las hembras se deterioran física y fisiológicamente 

presentando un fenotipo francamente envejecido, caracterizado por un aumento en la 

aparición de tumores, pérdida de pelo y debilidad. 

Existe el reporte de hace bastantes años, de un estudio realizado con 15 cepas de ratones 

"inbreed" descendientes de las familias de crianza de la fundación Jackson-lab para 

desarrollo y cría de animales, en el cual las hembras virgenes de 14 de las 15 cepas 

estudiadas, sobrevivieron significativamente más (de 20 a 25%) de lo que lo hicieron sus 

hermanas dedicadas al pie de cría (Russel, 1964).
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Por lo cual, en este trabajo se consideró a las hembras vírgenes de 2 meses edad con 

apertura vaginal como adultos jóvenes totalmente desarrollados y a las hembras de pie de 

cría, de 12 a 14 meses de edad como animales deteriorados y viejos. 

De estos animales se extrajeron los pulmones de los cuales se aislaron los fibroblastos para 

obtener los cultivos primarios para la mayor parte de los experimentos que se realizaron en 

el trabajo. Existen básicamente dos razones para ello: 

1. Debido a que los pulmones son órganos que se encuentran expuestos de manera 

constante a altas presiones parciales de oxígeno, se ha visto que se pueden inducir 

respuestas particulares al estrés oxidativo que no son comunes en otros tejidos 

(López-Torres et al., 1993). 

2. Los fibroblastos en general, y los derivados de pulmón o de piel en particular, se 

han usado frecuentemente con gran éxito como modelo de estudio en trabajos 

relacionados con la senescencia celular (Dimri et al., 1995; Campis, 2000; Lueken 

et al., 2004). 

Es importante aclarar que en algunos experimentos se realizaron tratamientos ir vivo 

directamente con los ratones y posteriormente se extrajo el hígado de estos animales. En 

dichos casos, se emplearon los mismos criterios referentes a la edad y sexo antes 

mencionados. 

PAR TE 1: MÉTODOS PARA EVALUAR LOS PARÁMETROS DE, NVFJECIMIENTO 

CELULAR 

1. OBTENCIÓN DE LOS FIBROBLASTOS DE PULMON 

Se empleó la metodología de Doyle y colaboradores (1998). Se sacrificaron los ratones por 

dislocación cervical. Se desinfectaron con etanol al 70% y se abrió la parte superior del 

tórax. Se removieron los pulmones enteros y se transfirieron a un tubo cónico (Falcon) de 

50 ml que contenía 10 ml de PBS con 2% de antibiótico-antimitótico (antibac, GIBCO, 
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BRL), para enjuagarlos. Posteriormente, se transfirieron a una caja de Petri con PBS + 2% 

de antibac, en la que se cortaron en fragmentos menores a 1 mm'. Los fragmentos se 

lavaron 3 veces con la misma solución utilizando una jeringa para no perder el tejido. 

Después del último lavado, se aspiró la solución y se agregó tripsina 0.25% diluida 1: 1 con 

PBS + antibac. Los pedazos de tejido se incubaron a 37°C por 10 mm. Pasado ese tiempo 

se retiró la tripsina con la jeringa y se volvió a lavar con PBS + antibac Se agregaron 10 ml 

de colagenasa tipo LA al 0.3% y se incubó a 37°C por 1 hora. Después de la incubación se 

agregaron 15 ml de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 

15% de suero fetal bovino inactivado (Hyclone), con 1% de antibac. Se repartió el 

homogenado celular en las cajas de Petri, que se guardaron en una incubadora humidificada 

con 5% de CO2 en el aire a 37°C. El medio se cambió cada tercer día. 

2. PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO CELULAR 

Como se mencionó anteriormente, el envejecimiento se puede definir como el deterioro 

progresivo de las funciones metabólicas, bioquímicas y estructurales de un organismo, así 

como una pérdida en la capacidad reproductiva. Es por ello que, para comparar las células 

obtenidas de los animales jóvenes con las obtenidas de los animales viejos, se decidió 

analizar específicamente algunos de los conceptos anteriores, que sirvieran como 

parámetros que reflejen la funcionalidad celular, así como su capacidad proliferativa. 

Una vez obtenido el cultivo primario, se dejó que las células proliferaran hasta obtener la 

cantidad suficiente para realizar todas las determinaciones. Este tiempo fue de alrededor de 

6 días. Por lo que, una vez que se alcanzó la cantidad necesaria de células, se despegaron 

con tripsina al 0.25%, se contaron en un hemocitómetro y se sembraron en placas de 48 
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pozos a una densidad de 5,000 células por pozo. En este momento se sembraron todos los 

pozos necesarios para realizar cada una de las determinaciones de los 4 parámetros, cada 

segundo día y por triplicado, a lo largo del tiempo de vida de los cultivos o hasta que el 

cultivo iniciara la fase de senescencia replicativa. 

Los cultivos se mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal 

bovino inactivado (Hyclone), penicilina (100 U/mI), estreptomicina (lOOm g/ml) y 1% de 

aminoácidos esenciales (Microlab). Las células se incubaron a 37°C. 5% de CO 2 y 901/o de 

humedad, y se les cambió el medio cada tercer día. Los experimentos se realizaron siempre 

con cultivos subconfluentes. Para evitar resultados inespecificos, cuando las células de 

algún pozo llegaban a confluencia, el contenido celular completo del pozo se transfería a un 

pozo más grande. 

2. 1 Proliferación celular 

La proliferación se determinó contando todas las células vivas en un pozo. Cada día del 

experimento, las células se lavaron con PBS y se despegaron con tripsina-EDTA 0.25%. Se 

tomó una alícuota de 20 1al de suspensión celular y se le agregaron 20 pil de azul de tripano. 

Después de homogenizar, se tomaron lO .xl de esta suspensión y se contaron las células 

utilizando un hemocitómetro y un microscopio óptico. Se contaron cinco campos para cada 

determinación. El resultado fue el promedio del número de células contado x 
104 por ml. 

2.2 Determinación de lafuncionalidad Miioconcfrial (Ensayo de Mi?). 

Esta técnica se usó para evaluar la actividad mitocondrial de manera indirecta (Mosman, 

1983), así como para medir los radicales libres del tipo del superóxido que son los que se 
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generan de la cadena respiratoria a nivel de la ubiquinana (Turrens, 1985) y que por su 

potencial redox también pueden reducir al MTT [3 -(4,5 -dimetil tiazol-2-11)-2, 5-difenil 

bromuro de tetrazolio]. 

Para realizar el ensayo, se retiró el medio de los pozos con las células correspondientes al 

día del experimento y lavaron cuidadosamente con PBS. Se retiró el PBS y se agregó 1 ml 

de MTT (Sigma) (0.5 mg/mi) pH 7.5. Las células se incubaron durante 3 h a 37 T. Se 

retiró el MTT y se agregaron 800 pil de solución de extracción (HCI 0.04 M en isopropanol) 

a cada pozo. Las placas de cultivo se colocaron sobre un plato de agitación (Thermolyne 

AROS 160) durante 15 min a temperatura ambiente para disolver el formazán. El contenido 

de cada pozo se determinó midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm en 

un espectrofotómetro (Beckman DU 640). El valor de fondo se midió a 630nm y ese valor 

se restó a cada determinación. La funcionalidad mitocondrial se determinó como densidad 

óptica (DO.) por número de células y los resultados se presentan normalizados. 

2.3. Síntesis de ADN Incorporación de timidina trillada 

Para estimar la síntesis de ADN, una alícuota de 1 pi.C1 de [3H]-timidina (NEN, USA) se 

agregó al medio de cultivo después de que las células habían sido lavadas con PBS. Las 

células se incubaron a 37°C por 24 h para permitir que la timidina se incorporara Pasado 

ese tiempo, se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con 0.5 ml de solución de metano! 

95%- PBS por 15 mm. Se retiró el metanol y las células se lavaron cuidadosamente con 

PBS dos veces más. Posteriormente se agregaron 500 pil de NaOH 0.2 N por pozo para 

hidrolizar el ADN, y se mantuvo en incubación durante toda la noche a 37°C. Al otro día, 

se transfirió el contenido de cada pozo a un vial que contenía 5 ml de líquido de centelleo 
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(120g de naftaleno, 8g de 2,5-difeniloxaso1 (PPO), 0.4g de 2,2'..p-fenilen-bis(5-feniloxasol) 

(POPOP), 200 ml de metanol, 40 ml de etilenglicol, 2000 ml de dioxano). La 

radioactividad se cuantificó en un contador de centelleo (Beckman LS 6500). Los 

resultados se reportan como cpm por número de células. 

2.4 Senescencia Celular: ensayo SA - /3-gal 

Para realizar la tinción según la técnica de Dimri y colaboradores (1995), se retiró el medio 

a las células, se agregaron 500 .t1 de solución fijadora (PIPES 0.1 M, pH 6.9 ; 2% de 

paraformaldehído; MgCl 2 2 mM y EGTA 1.25 mM, pH 80) y se dejó incubar durante una 

hora a 37 T. Posteriormente se retiró ¡a solución fijadora y se realizaron tres lavados con 

PBS. Inmediatamente después se añadieron 300 ji.l de la solución de X-gal [K 3Fe(CN)6 5 

mM, K4Fe(CN)63H20 5 mM., pH 6.0; X-gal 1 mg/ml (Promega)], y se incubaron las células 

a 37°C hasta el día siguiente. 

La cuantificación se hizo contando el número de células teñidas y sin teñir por pozo, 

usando un microscopio óptico. Se contaron aproximadamente lOO células por pozo. 

PARTE 11: DAÑO BASAL EN EL ADN Y  RESPUESTA FRENTE A UN RETO DE ESTRÉS 

OXIDA TIVO. 

3. INDUCCIÓN DE ESTRÉS OXIDATIVO in vivo 

El tertacloruro de carbono (CCL) es un compuesto que se usa de manera frecuente para 

generar hepatotoxicidad ya que su transformación metabólica en el sistema de oxidasas de 

la familia del citocromo P450 genera radicales libres como el triclorometilperoxilo (CC13), 

(Hasler et al, 1999; Cancino, 2001; Beddowes et al., 2003).
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En este proyecto se administró CCLI de manera aguda para inducir daño por estrés 

oxidativo sobre el ADN de los hígados de los ratones jóvenes y viejos. Se emplearon 4 

grupos de tres animales cada uno. Los grupos a y b estaban formados por los animales 

jóvenes y los grupos c y d por animales viejos. A los grupos a y c se les inyectó 

ntraperitonealmente 0.16 mIl Kg de peso de CCL 1:5 en aceite mineral durante 3 días 

consecutivos. A los grupos b y d (controles) se les inyectó la misma cantidad de aceite 

mineral durante los mismos 3 días. Los ratones fueron sacrificados el cuarto día por 

desnucación1 se extrajeron los hígados y se congelaron a - 70 o c para posteriormente aislar 

el ADN. 

4. INDUCCIÓN DE ESTRÉS OXIDATIVO in vitro 

Para inducir estrés oxidativo en las células en cultivo, se empleó al peróxido de hidrógeno 

(H202), que se usa de manera habitual en cultivos de diversos tipos celulares corno los 

fibroblastos de piel y de pulmón (Lucken et al., 2004). 

Se usó una dosis subletal de H202 de 0.3 mM ya que se determinó que al someter a las 

células a esta dosis por 15 -30 min se generaba daño al ADN sin causar la muerte. 

Es importante aclarar que el H202 se degrada fácilmente de manera natural, por lo que en 

cada ocasión que se utilizó, se determinó la concentración espectrofotométricamente. Para 

ello se tomaron 100 jil de H202, se mezclaron con 100 ml de agua desionizada y se 

cuantificó su absorbancia a 240 nm. Se calculó la concentración molar con la siguiente 

fórmula: 

M=D.O._Xl000 
35.76
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5. EXTRACCIÓN DE ADN DE HÍGADO DE RATÓN 

Para aislar el ADN se empleó la técnica de Wng y colaboradores (1994) modificada por el 

grupo de la Dra. Medeiros (matos et al., 2001). Una vez obtenido el hígado de los animales 

tratados con CCL, se lavó con PBS, se pesó ig de tejido y se transfirió a un tubo con 5 ml 

de amortiguador A, frío (sacarosa 320 mM, MgCl 2 5 mM, Tris-HCI 10 mM, 

desferroxamina 0.1 mM, 1% Tritón X-100, pH 7.5). Se homogemzó el tejido y se 

centrífugo a 1500 x g, 4°C por 10 mm. Se descartó el sobrenadante y se agregaron otros 5 

ml del amortiguador A. Se resuspendió el botón y se volvió a lavar a 1500 g, 4°C por otros 

10 mm. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 6 ml de amortiguador B (Tris-HCI 10 

mM., EDTA-Na2 5 mM, desferroxamina 0.15 mM, pH 8.0). Se resuspendió el botón y 

posteriormente se agregaron 350 pil de SDS 1011/0 y se agitó levemente. A continuación se 

agregaron las RNAsas previamente disueltas en el amortiguador C (Tris-HC1 10 mM, 

EDTA-Na2 1 mM, desferroxamina 2.5 mM, pH 7.4), 20 lil de RNAsa TI (solución madre 

1000 U/mI) y 30 lil de RNAsa A (solución madre lO mg/mi) y se agitó ligeramente. Se 

incubó lh a 37°C; pasado ese tiempo se agregaron 300 il de proteinasa K (solución madre 

20 mg/ml, preparada al momento), y se incubó otra hora a la misma temperatura. Al 

término de la incubación se centrifugo a 5000 x g, 4°C por 15 mm. Se recuperó todo el 

sobrenadante y se le agregaron 4 ml de solución de Nal (Nal 7.6 M, Tris-HCI 40 mM, 

EDTA-Na2 20 mM, desferroxamina 0.3 mM, pH 8.0) y 8 ml de isopropanol 100% fríos. Se 

agitó el tubo suavemente por inversión y se guardó en el congelador hasta el día siguiente. 

Pasado ese tiempo, se centrifugó todo el contenido de los tubos a 9000 x g , 4°C por 10 

mm. Se descartó el sobrenadante, se agregaron 5 ml de isopropanol al 60% frío y se 

centrífugo a 9000 x g, 4°C por 10 mm. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 5 ml de 
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etanol al 70% frío, para volver al lavar el ADN a 9000 x g. 4°C por 10 mm. Se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió el botón el 500 .iI de desferroxamina 0.1 mM. 

6. CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ADN 

Se tomaron 10 pi del ADN extraído del hígado de los ratones y se les agregaron 990 pi de 

1120. Se determinó su absorbancia a 260 y 280 nm en un espectro UV-VIS (Beckman DU 

640). Para obtener la concentración de ADN se utilizó la siguiente fórmula: 

[ig/mlJ = 100 (50) (Abs260), 

Para determinar la pureza del ADN en cuanto a su posible contaminación con proteínas se 

determinó el coeficiente 260/280, tomando como aceptable un valor mayor a 1.5 

7. HIDRÓLISIS DEL ADN 

Para hidrolizar el ADN obtenido se usó la metodología de Matos y colaboradores (2001). A 

cada 100 j.tg de ADN se le agregaron 2 pi de acetato de sodio 1 M., pH 5.0, 2.5 pi de 

Nucleasa PI (solución madre de 0.4 U/pi) y el agua necesaria para completar 100 pl 

(incluyendo todas las enzimas de hidrólisis). Se dejó incubar a 37°C por 30 mm. Pasado el 

tiempo de incubación se agregaron 4 pd de Tris-HCI 1.0 M, pH 7.4, y 13.5 pi de fosfatasa 

alcalina (solución madre de 0.22U/pi) disuelta en amortiguador de fosfatasa (glicerol 50%, 

MgCl2 50 mM., ZnCl2 0.1 mM., pH 7.5), y se incubó a la misma temperatura por 1 h más. 

Inmediatamente después se inyectó el ADN hidrolizado al HPLC. 

NOTA: Todo el procedimiento debe hacerse en tubos protegidos de la luz y al finalizar fa 

hidrólisis se deben conservar los tubos en hielo hasta su inyección. La hidrólisis se debe 

realizar el mismo día en que se inyecta, ya que el 8OHdG es inestable.
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8. CUANTIFICACIÓN DEL DAÑO AL ADN POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE 

ALTA PRESIÓN 

La cuantificación del aducto 8-OHdG se hizo usando un equipo de cromatografla líquida de 

alta resolución (HIPLC) según la técnica de Pirk y colaboradores (1998) modificada por el 

grupo de la Dra. Medeiros (Matos et al., 2001). Se utilizó una bomba marca Waters modelo 

600 acoplada a un detector UV-VIS Waters 486 operado a 254nm y posteriormente a un 

detector electroquímico marca Antec Leyden Modelo Intra a 290 mV. 

Para la separación se usó una cromatografia isocrática de fase reversa con una columna 

LC18 Supleco de 25 cm x 4.6 mm y 5 p.m. La fase móvil consistió en 92% de 

amortiguador de fosfato de potasio monohásico (KH 2PO4) 50 mM a pH 5.5, 8 % de 

metanol, y 6 mM de KCI. El flujo fije de 1 mllmin y se degasificó con He durante todo el 

proceso. Se inyectaron 100 j.ig de ADN hidroiizados en un volumen de 100 .t1. 

La cuantificación de la concentración se hizo integrando el área bajo la curva de los picos 

de las guanosinas oxidadas (8-OHdG), que se detectan únicamente con el detector 

electroquímico, dividiendo este valor entre las guanosinas totales (dG) que se detectan en el 

Uy-VIS. El resultado es un cociente que se reporta de la siguiente manera: 8-OHdG 

residuos! 106 dG. 

Para la curva patrón del 8-OHdG se usó el estándar 8-hidroxi-2-dosoxiguanosina marca 

esa. Se inyectaron concentraciones conocidas del estándar desde 20 nM (2pmol/ 100 t1) 

hasta 2 nM (0.2 pmol/ 100 pi). 

Como el 8-OHdG es inestable, debe mantenerse oculto de la luz y en refrigeración. La 

concentración se cuantificó espectrofotométricamente usando 2600 mM'cm', que es el 

xCF';fl f'''' '1f
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coeficiente de extinción molar a 246 nm (Existe otro coef de extinción a 293 nm con un 

valor de 9600 m1W"cm5. 

Para la curva de dG se usó 2'-desoxiguanosina de sigma a concentraciones crecientes de 

25a300nM. 

9. ELECTROFORESIS UNICELULAR ALCALINA (Ensayo Corneta) 

Para llevar a cabo el ensayo corneta (Tice, 1994; Betancourt et al., 1995) se utilizaron 

cultivos semi-confluentes de fibroblastos de pulmón de los ratones jóvenes y viejos, 

sembrados en cajas de 6 pozo (60 mm de diámetro). Los cultivos se encontraban en la fase 

logarítmica de crecimiento y se sometieron a un nivel de estrés oxidativo subletal con 0.3 

mM de H202 en DMEM que contenía 10% de SFB y se incubaron a 37°C por 30 min 

Pasado ese tiempo se despegaron usando tripsina 0.1 %-EDTA y se centrifugaron para 

obtener un botón celular el cual se resuspendió posteriormente en agarosa de bajo punto de 

fusión al 0.5%. 

Por otro lado, se prepararon microgeles en portaobjetos esmerilados con tres capas de 

agarosa: la primera capa fue de agarosa regular al 1%, la segunda y tercera capas fueron de 

agarosa de bajo punto de fusión al 0.5% En la capa de en medio se encontraban las células. 

Los geles se despositaron en una solución de lisis (NaCI 2.5 M., EDTA 100 mM., Tris 10 

mM, NaOH 0.25 M, Tritón 1%, DMSO 10%, p  10.0) a 40 C en la que permanecieron toda 

la noche, para precipitar las proteínas. A continuación, los geles se sumergieron en la 

solución de electroforesis alcalina (NaOH 300 mM., Na 2EDTA 1 mM, pH 13.0) en la cual 

permanecieron por 20 rrún antes de iniciar la electroforesis que se llevó a cabo a 300 mV y 

25 mA, por 20 mm. Una vez terminado el proceso, los geles se enjuagaron con solución de 

neutralización (Tris 0.4 M, pH 7.4) tres veces por 5 min y se tiñeron con bromuro de etidio 
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(0. 1 gIrnl). Se guardaron los geles en cámaras húmedas a 40 C durante toda la noche y 

posteriormente se cuantificó el daño al ADN como la longitud de la cola del corneta medida 

en .tm, en un analizador de imágenes Sinóptics. Los experimentos se realizaron por 

triplicado en eventos independientes de los cuales cada vez se cuantificaron cincuenta 

cometas de cada condición experimental. 

10. NIVELES DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO POR CITOMETRÍA DE 

FLUJO 

Se determinaron los niveles de radicales libres mediante citometria de flujo usando al 

fluoróforo diacetato de diclorodihidroflouresceina (DCFH2) (Cathcart et al., 1983; Bass et 

al, 1983). Se emplearon cultivos celulares semiconfluentes que se encontraban en la fase 

logarítmica de crecimiento (días 15 al 19). El día de 1 experimento, las células se despegaron 

y se resuspendieron en PBS conteniendo 4 ptM de DCFH 2 a una concentración aproximada 

de 500,000 células por ml. Se incubaron a temperatura ambiente y en la oscuridad por 15 

min para cargar a las células con el fluoróforo. Posteriormente se centrifugaron a 1500 rpm 

por 5 mín para eliminar el DCFH 2 no incorporado y se resuspendieron en 1 ml de PBS, y se 

les agregó el H202 a una concentración de 0.3 mM por 30 mm. Inmediatamente después se 

cuantificó la flourescencia en un citómetro de flujo FacsCalibur (Beckton Dickinson) 

excitando a 480 nm y analizando la intensidad de fluorescencia a 520 nm. Los resultados se 

analizaron con el programa CELLQuest y se expresan de manera normalizada como 

intensidad de fluorescencia (IF) que viene siendo el resultado del promedio de la intensidad 

de fluorescencia por el porcentaje de eventos monitoreados.
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PAR TE III: LA PRO TEÍNA BcI-2 

A . NIVELES ENDÓGENOS DE LA PRO TEÍNA Bc!-2 

Para determinar el contenido de la proteína Bcl-2 a lo largo de la vida de los ratones, se 

realizaron inmunoerlsayos tipo Western de homogenados de pulmón a diferentes edades. Se 

emplearon ratones hembra de la cepa CDI tomando en cuenta los criterios antes 

mencionados. Se obtuvieron los pulmones de ratones neonatos y de una semana de vida, 

así como de 1, 4, 8 y 12 meses. 

Por otro lado, para establecer si la senescencia in vi/ro correlaciona con un incremento en el 

contenido de la proteína Bcl-2, se realizaron de manera paralela inmunoensayos tipo 

Western de células en fase de crecimiento logarítmico (15 días de cultivo) y se comparó el 

contenido de Bcl-2 con el de células senescentes (a los 30 días del cultivo). Esto se realizó 

tanto para las células provenientes de los ratones jóvenes como de los viejos. 

11. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS PARA IINMIJNOENS AYO TIPO WESTERN 

Para obtener las proteínas totales de los homogenados, se extrajeron los pulmones, se 

depositaron en PBS, se cortaron y se homogenizaron en aproximadamente 1 ml de 

anmortiguador de tisis (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 120 mM NaCI, 0.5% NP40, 100 mM NaF, 

0.2 mM NaV03, 10 jtg/ml aprotinina, 5 mM PMSF ylO .tg/m1 leupeptina). El volumen de 

la solución de tisis usada dependió del tamaño de los órganos de los individuos. Los 

homogenados se incubaron a 4°C por 5-10 mm. Posteriormente se centrifugaron a 14000 

rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante se colectó y la proteína aislada se guardo a -20 oc 

para posteriormente cuantificar su concentración y realizar el inmunoensayo tipo Western. 

Todo el procedimiento se llevó a cabo en frío.
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Para la extracción de las proteínas de las células, se empleó el mismo procedimiento, pero 

en presencia de distintas concentraciones de los inhibidores de proteasas (1 tg/ml 

aprotinina, 1 mM PMSF, 1 ig/ml leupeptina). Así mismo, se tuvo mucho cuidado de lavar 

muy bien a las células con PBS antes de agregar de 50 a 100 pi de la solución de lisis, para 

eliminar los restos de medio y de suero que pudiera quedar. Posteriormente se incubaron en 

frío por 5 mm, y después se despegaron con un gendarme de goma y se siguió el mismo 

procedimiento mencionado para los homogenados de pulmón. 

12. [NMUNOENSAYO: WESTERN BLOT 

La determinación de proteínas se llevó a cabo usando el reactivo comercial Bradford 

(Bradford, 1976) de Bio-rad. Se preparó un gel desnaturalizante de acrilamida al 13% 

(Laemmli, 1970) en el cual se obtuvo una buena separación de la proteína Bcl-2 que pesa 

26 kDa. El gel se preparó de la siguiente manera: 

En	este	orden	se 

agregaron los reactivos

GEL 

SEPARADOR 

Vol. final 15 ml

GEL 

CONCENTRADOR 

Vol. final 10 ml 

H20 4.6m1 5.7rnl 

Tris 1.5M, pH 8.8 3.75 ml - 

Tris 0.5M, pH 6.8 - .	2.5 ml 

Acrilamida30%: 

Bísacrilamida0.8 %

6.5 ml 1.67 ml 

Agitar Agitar 

SDSIO% 0.15m1 0.1 1111

Justo antes de vertirlo en los vidrios se agregó: 

TEMED	
1	

10 pi	
1	

lOpi
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Persulfato 10% 50 iii 100 pi 

Agitar Agitar

Se cargaron aproximadamente 40 j.ig de proteína en cada carril. Posteriormente se transfirió 

la proteína a una membrana de nitrocelulosa (Bio-rad). La membrana se bloqueó con TBS-

Tween 0.1% + 5% de leche descremada por 1 h, y posteriormente se incubó con 

anticuerpo primario, a-Bcl-2 (Neomarker) por 2 h. Sé hicieron de 3 lavados consecutivos 

con TBS-Tween y se incubó con el anticuerpo secundario, a-mouse IgG conjugado con 

peroxidasa de rábano (Pierce) por 1 h. Después de otros 3 lavados iguales a los anteriores, 

se reveló usando un agente quiniioluminicente comercial (Supersignal Pierce) 

SOBREEXPRESION DE LA PROTEÍNA Bcl-2 

Para determinar si un incremento en la concentración de la proteína BcI-2 confería i las 

células alguna protección contra el daño por estrés oxidativo, se decidió sobreexprsar 

dicha proteína en los cultivos primarios de las células tanto de los animales jóvenes como 

de los viejos. Esto se realizó mediante una infección retroviral, para lo cual, primero 

tuvieron que producirse las partículas virales que contuvieran el transgen con la 

información de bcl-2. 

Normalmente para generar partículas virales se acostumbra emplear dos tipos de plásmidos: 

los que poseen la información referente a la cápside del virus y los que tienen la 

información de la proteína de interés que se inserta dentro de dicha cápside. Ambos 

plásmidos se introducen o cotransfectan en una célula que genera las partículas 'ira1es 

denominada célula empaquetadora (células 293T). En este trabajo se empleó el plásínido 

pCL-ECO con la información para la cápside (gag + env + po!), y el plásmido pCL-GFPN-
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hBcl-2, con la secuencia de la proteína Bcl-2, así como la de la proteína verde reportera 

(GFP) (i,t/bc1-2 + gj). Como control de infección se utilizó al plásmido pCL-GFPN que 

no contiene el inserto de bcI2 sino sólo de gi. Estos últimos dos plásmidos fueron 

construidos en el Laboratorio del Dr. Luis Covarrubias del Instituto de Biotecnologia, 

IJNAM, por la Dra. María del Carmen Cárdenas Aguayo (Cárdenas-Aguayo et al., 2003) y 

donados gentilmente para este proyecto. 

13. TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS Y AN{PLWICACIÓN DE PLÁSMIDOS 

Para tener la cantidad de plásmidos requerida, fue necesario amplificarlos por la técnica de 

lisis alcalina. Para ello, primero se transformaron bacterias E.coli competentes, de la cepa 

Mn522 y DH5a. Se prepararon tubos Falcon de 15 ml estériles con 20 .il de agua estéril. Se 

les agregó 1 pd de plásmido a cada uno (esto se hizo de manera independiente para cada 

uno de los plásrnidos). La suspensión de bacterias competentes se resuspendió con cuidado 

y se agregaron 100 i1 al tubo, inmediatamente después, se incubó en hielo por lO mm. A 

continuación, se pasaron los tubos a un baño a 42 °C por 60 seg, para inducir un choque 

térmico, Posteriormente, se adicionó 1 ml de medio LB sin bactoagar y se dejó crecer a las 

bacterias en agitación a 37 °C por 1 o 2 h. (Medio LB: para 1 litro de agua, 10 g de triptona. 

Sg de NaC1, 5 g de extracto de levadura y 1 ml de NaOH IN). Mientras tanto se prepararon 

las placas con medio LB con bactoagar (Medio LB con bactoagar: para 1 litro de agua, 15 g 

de bactoagar, 10 g de triptona, Sg de NaCI, 5 g de extracto de levadura y 1 ml de NaOH 

IN). Se prepararon placas con ampicilina (100-200 .ig/ml). La ampicilina sirve para 

seleccionar a las bacterias que introdujeron el plásmido, ya que este les confiere resistencia 

frente al antibiótico.
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Una vez crecidas las bacterias, se sembraron en las placas a una dilución de 1: 100 para 

obtener colonias discretas. Se dejaron incubar a 37 oc por 12 h y posteriormente se 

refrigeraron. 

Una vez obtenidas !as bacterias transformadas, se inoculó una colonia bacteriana en 3 ml de 

medio LB suplementado con ampicilina (100 tL'm1), y se dejó crecer el cultivo a 37 °C en 

agitación constante por toda la noche para obtener suficientes bacterias de las cuales se 

pudiera aislar el plásmido. 

14. PURIFICACIÓN DE ADN PLASMÍDICO POR LISIS ALCALINA 

La técnica de Sambrook y Russell (2001) se basa en exponer a las bacterias a un detergente 

aniónico con un alto pH, lo cual abre la pared celular, desnaturalizando al ADN 

cromosomal y a las proteínas. El ADN plasmídico sale hacia el sobrenadante, pero no se 

rompe, ya que el hecho de que sea circular mantiene a las hebras de ADN topológicamente 

entrelazadas protegiéndolo. 

Para reaiizar la técnica, se tomó 1.5 ml del cultivo bacteriano en un tubo Eppendorf estéril y 

nuevo. Se centrifugó a 14,000 rpm en una microfuga marca Eppendorf a temperatura 

ambiente. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el botón en 100 tl de solución GTE 

(50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.0). Se agregaron 200 il de una 

solución recién preparada de NaOHJSDS (0.2 N NaOH, 1% SDS), y se mezcló por 

inversión. Se pasó a hielo durante 5 n-ún y se agregaron 200 pi de acetato de sodio 5 M, pH 

8.0. Se volvió a poner en hielo por otros 5 min hasta que se formó un precipitado denso. Se 

agitó con un vortex por 2 seg y se regresó al hielo por 5 n-ún más. Posteriormente se 

centrífugo a 14, 000 rpm durante 10 nui n a TA. Se recuperó el sobrenadante en un tubo



nuevo al cual se le agregaron 800 pi de etanol absoluto al 100% y se agitó por inversic' Se 

guardó el tubo a —20 oc por toda la noche. Pasado ese tiempo se centrifugó nuevameni a 

14,000 rpm por 10 min a TA., se decantó el sobrenadante y el botón se lavó una vez más 

con 1 ml de etanol al 70%. Se centrífugo a 14, 000 rpm durante 15 miri a TA. Se decantó el 

sobrenadante y el botón se resuspendió en 30 pil de solución TE (lOmM Tris-1-TCI. 1 mM 

EDTA, pH 80). Se cuantificó la concentración de ADN obtenido por espectrofotometría 

(260-280 nm). El plásmido se guardó a —20 ° C. 

15. IDENTIFICACIÓN DEL PLÁSM[DO 

Para asegurar que los plásmidos obtenidos eran los deseados, se realizó una digestión con 

enzimas de restricción específicas con las cuales habían sido manipulados y construidos los 

plásmidos, y se corrió una electroforesis para encontrar los fragmentos y los insertos 

esperados. 

Para ello, se preparó un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5X (Para un litro de TBE: 0.5 M 

ácido bórico, 0.5 M Tris base, y lO mM EDTA). Antes de que cuajara el gel se le agregaron 

2 pi de bromuro de etidio ( solución madre de 1 mg/mI). 

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: 

Para digerir al plásmido pCL-GFPN-hBcl-2 se tomaron 2 pil del mismo y se le agregó 1 ji.l 

de enzima Eco Rl, 1 j.il de amortiguador H y 6 pi de agua, volumen final 10 pi (tubo 1). De 

igual manera se preparó un tubo con el plásmido sin digerir, que contenía lo mismo excepto 

la enzima y se ajustó el volumen con agua para un volumen final de 10 pi (tubo 2). Además 

se preparó otro tubo de plásmido sin digerir que contenía únicamente 2 pi de plásmidc y 8 

W de agua (tubo 3).
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Para el caso del plásmido pCL-GFPN se llevó a cabo el mismo procedimiento pero se usó 

en una caso la enzima Cla-1 y en otro la enzima Xho-l. Para el plásmido pCL-ECO se usó 

la enzima Xba-I. 

Se usó al fago 8 digerido con Hind III como marcador de tamaño molecular. Para ello, se 

pusieron J pil del marcador, 3 pi de agua y 1 pil de amortiguador de cargado LB-DNA 

('loading buffer" o amortiguador de cargado. Para 10 ml de 6X LB-DNA: 0.25% de azul 

de bromofenol, 0.25% xilen cianol FF, glicerol). 

Una vez preparados los tubos se incubaron a 37 oc por una hora para activar la enzima y 

luego se calentaron a 95 oc por 5 mm, seguido de una incubación a 4 oc para inactivarla. 

Se tomaron 5 pi de cada tubo, se les agregó 1 p.tl de LB-DNA y se depositaron en el gel, que 

se corrió a 100 V durante 45 mm. 

Una vez corroborado que las bandas en los geles coincidían con los tamaños de los 

plásmidos y los insertos, se esterilizaron los plásmidos filtrándolos a través de filtros 

Millipore de 0.22 ptm. 

16. cOTRANSFEccIÓN DE CÉLULAS 293T POR EL MÉTODO DE FOSFATO DE 

cicio 

En este trabajo se utilizó la técnica de fosfato de calcio para introducir los plásmidos dentro 

de las células. Se emplearon células empaquedatadoras 293T que son células embrionarias 

de riñón humano. Estas células se caracterizan porque están transfectadas para que 

sobreexpresen el antígeno T del SV40 y la proteína Al de adenovirus, lo que facilita la 

multiplicación del genoma plasmídico. Se usaron los plásmidos puros y estériles antes 

mencionados. La transfección se llevó a cabo en placas de 6 pozos. Se cotransfectaron los



siguientes plásmidos: pCL-GFPN-hBcl-2 y pCL-ECO para el caso de las células que 

sobreexpresaron Bcl-2, y los plásínidos pCL-GFPN y pCL-ECO como controles de la 

infección. 

Para mayor facilidad, a las primeras se les denominó como células Bc1-2 y a las segundas 

como células GFP El término de células control se empleó para las células que no fueron 

infectadas, pero el control real de las células Bcl-2 fueron las células GFP. 

Un día antes de la cotransfección se sembraron las células 293T a una densidad de 200 x 

10 células por pozo en placas de 6 pozos, en 3 ml de medio DMIEM + 10% SFB. Al día 

siguiente, 3 o 4 h antes de transfectar, se les cambió el medio por 2 ml de medio nuevo sin 

antibiótico (DMIEM + 10% SFB). Una hora antes de que hubieran transcurrido las 4 11, se 

preparó la solución de cotransfección usando el sistema comercial "Calcium Phosphate 

Transfection System" (GIBCO BRL®) Se preparó por separado el contenido de los tubos 

número 1 que contenían los fosfatos y por otro lado los tubos número 2 con el ADN y el 

calcio 

Tubos 1. Solución HSB lx. Se preparó junto el volumen para todos los pozos a transfectar 

(incluido el control) y se consideró 10041 de esta solución para cada pozo (siempre se 

preparó para 1 pozo de más)

Para 1 pozo Para 4 pozos 

H20 para transfección 88.5j.il 354d 

HSB lOx, vortex lOp.l 40d 

NaOH,vortex 1.5il 641 

Solución de fosfatos, vortex 2.tl 8p1
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A los tubos 1 se les añadió IOOp.l / pozo de HSB xl. 

Para preparar los tubos 2 se agregó lo siguiente por pozo 

• 85.80 de agua de transfección (sistema comercial) 

• 0. 1 tl de ADN acarreador (sistema comercial) 

• 5 .tg de ADN plasmídico pCL-GFPN-hBcl-2 o pCL-GFPN 

• 5 ig de ADN plasmídico pCL-ECO 

Posteriormente se les añadió 1 pi (por pozo) de solución de calcio (sistema comercial), y se 

resuspendió suavemente. Se le agregaron otros 5 pi de solución de calcio (sistema 

comercial) y se volvió a resuspender. A continuación se burbujeó el tubo 1 con una pipeta 

Pasteur conectada al pipetor y simultáneamente se agregó el contenido del tubo 2 al tubo 1. 

Esto se realizó muy lentamente permitiendo que se formara el precipitado de la sal de 

fosfato de calcio. Se incubó 20 min a temperatura ambiente, y se agregó a los pozos con 

células 293T. 

A las 24 h, se cambió el medió a las células, empleando medio completo con suero y 

antibiótico. Se ha determinado que el máximo de producción de partículas virales es a las 

48h., por lo que a ese tiempo se recolectaron las partículas. Para ello, se colectó el 

sobrenadante y se centrífugo a una velocidad baja, únicamente para bajar las células que 

estén despegadas, 3000 rpm por 5 min a TA. Se recuperó el sobrenadante y se congeló a - 

70 oc hasta su uso.
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17. [NFECCION RETRO V[RAL. 

Los cultivos primarios se infectaron con una concentración 1: 1 de partículas y medio nuevo 

con el mínimo volumen necesario para cubrir todo el pozo. Se usaron pozos en placas de 6, 

por lo que el volumen ftie de 1 ml. 

Antes de agregar el medio con partículas se le agregó 500 ii.l de medio + Polibrent a cada 

pozo (DMEM + SFB 10%). El Po!ibrent se usó a una concentración de 2piJml de medio. 

Posteriormente se agregó el mismo volumen de medio con partículas. A las 24 h se cambió 

al medio por medio nuevo. 

Para verificar que la infección se realizó de manera exitosa, en primera instancia se observó 

a las células en un microscopio confocal o en uno de florescencia, en los cuales se observó 

el color verde de la proteína reportera GFP. Sin embargo, esto sólo confirmó que la 

información genética se encontraba dentro de los cultivos primarios. Para asegurar la 

sobreexpresión la proteína Bcl-2 también se realizaron inmunoensayos tipo Western 

18. EFECTO DE LA PROTEíNA BCL-2 FRENTE A UN RETO DE ESTRES 

OXIDATIVO 

Regresando al objetivo inicial de este apartado, el de determinar si un incremento en la 

concentración de la proteína Bcl-2 confería a las células alguna protección contra el daño 

por estrés oxidativo, se sometió a las células Bcl-2, GFP y control a una concentración que 

se ha reportado óptima para inducir senescencia: 75 iM de H202 por 2 h (Chen et al., 

1995). 

Se cuantificó la proliferación y el número de células senescentes una semana después de 

este tratamiento de la siguiente manera:



Cuatro días después de obtenido el cultivo primario, se despegaron las células y se 

sembraron en placas de 6 pozos a una densidad de 5,000 células por pozo. Se sembraropi la 

cantidad de pozos necesarios para realizar los experimentos de proliferación y SA--gal, 

por triplicado para cada uno de los tipos celulares (Bcl-2, GFP y control). A día siguiente se 

infectaron con sus correspondientes partículas virales y después de dos días, se les sometió 

a un tratamiento de 75 p.M de H202 por 30 min a 37 T. Pasado ese tiempo, se les retiró el 

agente tóxico y se les agregó medio nuevo suplementado con suero. Al cabo de una semana 

se cuantificó el número de células totales presentes en los pozos de proliferación . se 

determinó el número de células senescentes en los pozos de SA- 3-gal, según las 

metodologías antes descritas. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los experimentos se realizaon por triplicado en al menos tres experiniuitos 

independientes. Para la comparación de los datos obtenidos de los ensayos cometas , se 

utilizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del método de varianza 

Tamhane. Para todas las demás comparaciones se usó la prueba de t de Studeni de una cola. 

Se manejó un nivel de probabilidad de p< 0.05 como mínimo criterio de significancia.
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RESULTADOS 

PARTE L: PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO CELULAR 

1. CULTIVOS PRIMARIOS Y PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO CELULAR 

Para documentar si existen diferencias en el proceso de senescencia que se desarrolla ¡u 

vitro entre las células obtenidas de los pulmones de los ratones jóvenes en comparación con 

las obtenidas de los ratones viejos, se cuantificaron los 4 parámetros celulares descritos en 

la parte de material y métodos. 

Los fibroblastos fueron el tipo celular mayoritario en los cultivos primarios, en 

concordancia con lo que se sabe de este tipo de cultivos, donde después de una semana, si 

no se secciona un tipo celular en particular (ej. neumocitos), los fibroblastos tienden a 

colonizar todo el cultivo (Freshney, 1984). Lo anterior fue confirmado por la morfología 

que presentaron las células (figura 10). Aún así, no puede excluirse la posibilidad de que 

durante los primeros días del cultivo se encuentren presentes otros tipos celulares. Sin 

embargo, esta posible heterogeneidad celular pareció no haber afectado los resultados, ya 

que para la fase de crecimiento logarítmico, así como para la entrada a la senescencia es 

muy posible que únicamente se tuvieran fibroblastos. 

2. PROLIFERACIÓN CELULAR 

Para valorar la tasa de proliferación celular, se contó el número de las células por pozo cada 

segundo día del cultivo. Se comenzó con el día siete del cultivo y se terminó el día 

veintisiete. Los cambios en la tasa de proliferación se evaluaron analizando los cambios en 

las pendientes de las curvas de crecimiento obtenidas para cada uno. 

En la figura 11 se puede observar que ambos tipos celulares mostraron una curva de 

crecimiento característica de los cultivos primarios, con una fase de establecimiento del 
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Figura 10: CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS DE PULMÓN DE RATÓN 
A. Fotografía de fibroblastos durante la fase logaritmica de crecimiento. (Aumento de la 

fotografía 40X). 
B. Fotografía de fibroblastos durante la fase de senescencia replicativa. (Aumento de la 

fotografía 100X). Las células senescentes aumentan su tamaño y presentan una 
morfología extendida y aplanada. Así mismo, la densidad celular en los cultivos 
senescentes es menor que en los cultivos jóvenes.



cultivo, una fase de crecimiento logarítmico y un estancamiento del crecimiento conocido 

como senescencia replicativa o límite Hayflik (Hayflick y Moorhead, 1961). Al comparar 

ambos cultivos se hizo evidente que, aunque los dos tuvieron fases de proliferación lentas 

entre los días 7 y 15, las células derivadas de los animales jóvenes proliferaron casi cinco 

veces más rápido que las procedentes de los viejos (4.9 veces más rápido). Entre los días 15 

y 19, se observa un incremento en el número de células en ambos casos. Durante ese lapso 

de tiempo, la diferencia en la tasa de proliferación se mantuvo muy similar a la encontrada 

anteriormente (4.6 veces más rápida para las células de ratones jóvenes). Para el día 21, y 

hasta el final del experimento en el día 27 del cultivo, la tasa de proliferación se estabilizó. 

Esto sugiere que posiblemente exista una interrupción en la proliferación celular, 

presumiblemente dada por el arresto característico de la fase de senescencia, pero también 

indica que los cultivos presentaron un cierto índice de muerte celular. 

Al comparar el número total de células conespondientes a cada uno de los días de los 

experimentes, se encontró que todos los puntos mostraron una diferencia significativa 

(p<0.05). El mayor contraste se encontró en el día 19, donde la cantidad de células 

cuantificadas en el cultivo proveniente de los ratones jóvenes ii.ie lO veces mayor al 

determinado para el cultivo de células de los ratones viejos. Esta diferencia se mantuvo 

prácticamente constante hasta el final del cultivo. 

En resumen, tanto los fibroblastos primarios derivados de los ratones jóvenes como los 

derivados de los viejos presentaron las características descritas para los cultivos primarios, 

y ambos alcanzaron el límite de Hayflik en el día 19 del cultivo. En cuanto al número de 

duplicaciones (PD), estos cultivos presentaron de 14-17 duplicaciones con un promedio de 

aproximadamente 36 h por duplicación.
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Figura 11: TASA DE PROLIFERACIÓN CELULAR 
Los E representan células provenientes de ratones jóvenes y los • células provenientes de ratones 
viejos. Los resiltadrjs son ci promedio de cuatro cultivos independientes realizados por triplicado, por 
lo que cada dato representa una n 12. Los indican diferencias estadísticamente significativas de las 
células de animales viejos en comparación con las de jóvenes con un valor de p:!^ 0.05. El recuadro es 
una ampliación de los días 7 al 15.



El número de duplicaciones, así como el tiempo de duración del cultivo (27- 30 días) 

coincide con lo que se ha reportado para cultivos de fibroblastsos munnos (Rohme, 1981), 

y aunque la magnitud en cuanto al número de células fue distinto entre los cultivos de 

células de ratones jóvenes y viejos, el comportamiento del cultivo fue similar. 

3. StNTESIS DE ADN: INCOROPORACIÓN DE TIIvÍLDINA TRITIADA 

La figura 12 muestra la incorporación de tirnidina tritiada ([3FIj-T) por célula a lo largo del 

tiempo del cultivo. Como se observa en la figura, la incorporación aumenta desde el 

principio del experimento hasta el día 19 en ambos tipos celulares. Es importante notar que 

el comportamiento que siguen los dos cultivos es similar, puesto que tanto la pendiente del 

día 11 al día 15, así como la del día 15 al i9 son muy parecidas ambas curvas de 

crecimiento. Las células derivadas de los animales viejos incorporaron de 2 a 3.5 veces 

menos [31-[J-T por célula, que las células provenientes de animales jóvenes durante todo el 

cultivo. 

Depués del día 19, la incorporación de ( 3H1-T decreció de manera notable en ambos casos. 

Sin embargo, la pérdida de incorporación por parte de las células obtenidas de los ratones 

jóvenes a partir del día 21 es mucho más evidente debido a que llega a bajar hasta los 

niveles determinados para las células obtenidas de los ratones viejos. De modo tal, que para 

los días 25 y 27 del cultivo la diferencia en la incorporación de [3H]-T en los dos cultivos 

ya no es estadísticamente significativa. 

La incorporación de (3H1-T refleja la síntesis de ADN y esto en gran medida, está motivado 

por la continua duplicación celular. Por lo que es interesante resaltar que el decremento en 
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Figura 12: INCORPORACIÓN DE TIMIDINA TRITIADA 
Los El representan células provenientes de ratones jóvenes y los - células provenientes de ratones 
viejos. Los resultados son el promedio de cuatro cultivos independientes realizados por triplicado, por 
lo que cada dato representa una n 12. Los * indican diferencias estadísticamente significativas de las 
células de animales viejos en comparación con las de jóvenes con un valor de p—< 0.05.



la síntesis de ADN a partir del día 19, coincide con la intemipción de la proliferaón 

celular observada en ambos cultivos (figura 11). 

4. FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL: ENSAYO DE MIT 

La funcionalidad celular se determinó, de manera indirecta, midiendo la actividad de la 

cadena respiratoria mitocondrial como reducción del colorante MIT. Los resultados 

obtenidos se presentan de manera normalizada en la figura 13, en función de la absorbancia 

a 250 nm entre el número de células totales en cada pozo, según el día del cultivo. La 

gráfica muestra que ambos cultivos presentaron un incremento en su actividad mitocondrial 

del día 11 al día 15. A partir de ese momento, la actividad se estabiliza hasta el día 19, en 

que la actividad comenzó a decrecer. El aumento inicial en la actividad metabólica 

correlaciona con el aumento en la proliferación celular y con la incorporación de [ 3H] . T en 

ambos cultivos. Aunque, como es evidente en la figura, la tasa metabólica en las clu1as 

derivadas de los animales viejos, fue siempre menor (tres veces menor que la de las é'ulas 

de los animales jóvenes). 

Después del día 19, ambos cultivos disminuyeron su actividad. De nuevo, las células 

derivadas de los animales jóvenes redujeron su tasa metabólica proporcionalmente más

rápido que las células de los animales viejos, tanto, que para el día 25 ya no se encontro una 

diferencia estadísticamente significativa entre ambos cultivos. Esto sugiere que las células 

de los animales jóvenes en cultivo tienden a volverse metabólicamente indistinguill ' s de 

las células provenientes de los animales viejos.
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Figura 13: FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL (ENSAYO MTT) 
Los E representan células provenientes de ratones jóvenes y los - células provenientes de ratones 
viejos. Los resultados son el promedio de cuatro cultivos independientes realizados por triplicado, por 
lo que cada dato representa una n = 12. Los * indican diferencias estadísticamente significativas de las 
células de animales viejos en comparación con las de jóvenes con un valor de p^5 0.05.



5. SENESCENCIA CELULAR: ENSAYO SA- 13-GAL 

Para explorar la idea de que la acumulación de células senescentes se correlaciona con el 

fenotipo de deterioro asociado al envejecimiento, se utilizó la tinción positiva de 13-

galactosidasa asociada a la senescencia (SA-3-gaI). Las fotografias que se presentan en la 

figura 14 muestran un ejemplo de lo que se observa al utilizar está técnica: las células 

senescentes son positivas al SA- 3—gal (color azul verdoso), mientas que la células que 

siguen dividiéndose de manera normal no se tiñen. Los resultados que se muestran en la 

figura 15 indican que los cultivos presentan una población mixta en cuanto al número de 

células senescentes conforme avanza el tiempo de vida de los mismos. Es decir, existe un 

población proliferante (pre-senescente) y otra senescente. Esta última va creciendo al paso 

del tiempo del cultivo. Esto es muy importante al momento de interpretar los resultados, ya 

que prácticamente nunca se tiene una población homogénea. 

En los primeros días de los experimentos (días 7-9) no se observaron células positivas a la 

tinción SA- 13-Gal para el cultivo proveniente de los ratones jóvenes, mientras que se 

determinó un promedio de 14 % de células teñidas para los cultivos provenientes de los 

ratones viejos. 

La tasa o frecuencia en la aparición de las células positivas a S A-13-Gal en los cultivos de 

los animales viejos tuvo un valor constante a lo largo de todo el cultivo, lo que se refleja en 

la pendiente de la figura 15. Sin embargo, para el caso de los cultivos obtenidos de los 

animales jóvenes, se observó un cambio de pendiente a partir del día 19, es muy similar a la 

que se encontró para el cultivo de célula3 de los animales viejos, y además coincide con la 

etapa en la que el cultivo inició la entrada en la senescencia celular. Lo anterior apoya las 

observaciones encontradas para los otros parámetros de senescencia, especialmente sustenta 
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Figura 14: FRACCIÓN POBLACIONAL DE CÉLULAS SENESCENTES DETERMINADO POR EL 
ENSAYO SA-13-GAL. 

A. Células provenientes de ratones jóvenes al inicio del cultivo (día 7) 
B. Células provenientes de ratones viejos al inicio del cultivo (día 7) 
C. Células provenientes de ratones jóvenes al final del cultivo (día 25) 
D. Células provenientes de ratones viejos al final del cultivo (día 25) 
Estas son fotografías reprsentativas del ensayo SA-3- gal, en el cual se tomaron como positivas a las 

células teñidas de color azul-verdoso. Se contaron 100 células totales por pozo. El aumento en 
todos los casos es de 40X.
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Figura 15: FRACCIÓN POBLACIONAL DE CÉLULAS SENESCENTES (ENSAYO SA-3.GAL) 
Los EJ representan células provenientes de ratones jóvenes y los • células provenientes de ratones 
viejos. Los resultados son el promedio de cuatro cultivos independientes realizados por triplicado, por 
lo que cada dato representa una n = 12. Los * indican diferencias estadísticamente significativas de las 
células de animales viejos en comparación con las de jóvenes con un valor de p:!^ 0.05.



los datos del ensayo de MTT, puesto que el aumento en el número de células senescentes 

podría correlacionarse con la disminución en la actividad metabólica. 

Para el día 25 del experimento, 40% de las células derivadas de los ratones jóvenes fueron 

positivas a la tinción SA-3-gal comparadas con un 63 % para los cultivos provenientes de 

los ratones viejos. La diferencia en la fracción poblacional teñida con SA-3-Gal entre 

ambos cultivos fue estadísticamente a lo largo de todo el experimento. 

Resumiendo, los resultados obtenidos hasta este punto reflejan diferencias significativas 

entre las células provenientes de los animales jóvenes con respecto a las derivadas de los 

animales viejos al inicio del cultivo. Sin embargo con el transcurso del tiempo, y a mediada 

que las células envejecían en cultivo, las diferencias entre ambos fueron disminuyendo, 

hasta llegar a un punto (al final del cultivo, días 25 y 27), en que no se encontró una 

diferencia significativa en la tasa metabólica ni en la síntesis de ADN de los dos cultivos. Y 

si bien, se mantuvieron las diferencias en cuanto a] número de células teñidas con SA-13-

gal, así como en cuanto al número de células totales, el comportamiento de los dos cullivos 

a partir del día 19 (tomando como indicador las pendientes), fije muy similar. 

PARTE II: DAÑO BA SALEN EL ADN Y  RESPUESTA FRENTE AUN RETO DE ESTRÉS 

OXIL)A TIVO, 

6. DAÑO AL ADN 

Se ha documentado que la respuesta de las células o tejidos de animales viejos a 

tratamientos de estrés oxidativo, es exageradamente mayor que la que se observa en los 

animales jóvenes (Zhang et al., 2003). De modo que otro de los objetivos del proyecto fue 

el de analizar si existía una respuesta diferencial de las células de los animales jóvenes y 

76



viejos frente a un reto de estrés oxidativo en cuanto al daño generado sobre el ADN Para 

ello, se emplearon dos modelos de estudio. Uno induciendo el estrés oxidativo in 'ii y 

evaluando sus efectos en los hígados de los animales, y el otro generando dicho estrés sobre 

los cultivos primarios obtenidos de los pulmones. 

7. CUANTIFICACIÓN DEL ADUCTO 8-OHDG POR HPLC-EC. 

Para cuantificar el daño específico por estrés oxidativo en el ADN proveniente de los 

hígados de los ratones jóvenes y viejos, se cuantificó al aducto 8-OHdG por HPLC 

Esto se hizo integrando el área bajo la curva de los picos correspondientes a las desoxi-

guanosinas oxidadas (8-OHdG), que se encontraron mediante el detector electroquímico, 

normalizada con la integración de la curva de las desoxi-guanosinas totales (dG) q ue se 

detectaron en el Uy-VIS. El resultado por lo tanto, se expresa como el cociente de las 

guanosinas oxidadas entre el total de guanosinas presente en la muestra (8-01-IdG reskuosl 

106 dG). 

En la figura 16 se observa un cromatograma representativo obtenido con el detector UV-

VIS, el que se aprecian los 4 nucléosidos obtenidos de la hidrólisis del ADN, sin embargo, 

el único que se usa para la cuantificación es el pico de dG. Para poder cuantificar la 

concentración equivalente del área bajo la curva, se realizó una curva patrón para dG 

(figura 17). Con respecto a los cromatogramas obtenidos con el detector EC, se presenta un 

ejemplo de cada uno de los diferentes grupos de animales analizadcs en la figura 18, 

mientras que en la figura 19 aparece la curva patrón determinada para 8-OHdG. 

Las concentraciones basales de 8-OHdG determinados en el ADN proveniente de los 

ratones jóvenes control fueron muy bajos (0.49 ±0.10 residuos /106 dG) y en algunos casos 
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Minutes 

Figura 16: CROMATOGRAMA UV-VIS (254 nm) 
Este es un cromatograma representativo obtenido con el ADN aislado de los hígados de ratones 
jóvenes control. Se observan los picos correspondientes a los cuatro nucleósidos derivados de 
la hidrólisis enzimática del ADN.
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Figura 17: CURVA PARTÓN PARA LA DESOXIGUANOSINA (dG)



I 
L 

MC 

o
	

c 
aM 10.00 1201 1400 le 00 I&C( 2000 22,20 2000 2200 22.00 000:' 

u,"-

Figura 18: CROMATOGRAMA ELECTROQUÍMICO (290 mv) 
Cromatogramas representativo derivado de la hidrólisis enzimática del ADN del hígado de: 
A. Ratones jóvenes control 
B. Ratones viejos control 
C. Ratones jóvenes tratados con CC14 
D. Ratones jóvenes tratados con CCI4 
Los picos corresponden a las desoxiguanosinas oxidadas en el C-8 (80HdG)
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no se pudieron detectar. Esto contrasta con lo que se cuantificó para el ADN de los ratc nes 

viejos control (2.61 ± 0.52 residues 1106 dG), en donde se encontró que los niveles de 8-

OHdG eran 2.3 veces mayores a lo determinado para el ADN de los animales jóvenes» 

Indicando que los animales viejos presentan una acumulación de daño oxidativo al ADN 

que correlaciona con lo que se ha reportado en la literatura (Wolfet al., 2002). 

Después del tratamiento con CCL, el ADN tanto de los individuos jóvenes como el de los 

viejos, mostró un incremento en el contenido del aducto. La cantidad de 8-OHdG 

cuantificada para el ADN de los animales jóvenes fue de 7.39 ± 2.96 residuos /106 dG, 

mientras que para el ADN de los animales viejos sometidos a tratamiento fue de 10.!4 ± 

4.16 residuos 1106 dG (figura 20). Estos datos son estadísticamente diferentes ( p<0 . 05 ) e 

indican que existe un 27% más de daño oxidativo al ADN en el hígado de los ratones viejos 

que en el de los jóvenes después del tratamiento con CCL. 

Parte del propósito de este experimento fue el de comparar la respuesta diferencial de las 

células de los individuos jóvenes y viejos al agente tóxico generador de estrés oxidativo. 

Sin embargo, ya que desde un inicio se encontró que el ADN de los animales control 

presentaba un cierto daño basal previo al tratamiento (en especial el ADN de los rat3nes 

viejos), este daño (en términos de contenido de 8-OHdG), fue restado respectivamente de 

los datos obtenidos para cada grupo de animales tratados con CCLI. Después de realizar esta 

operación, el incremento en el contenido del aducto fue solamente 16% mayor en el caso 

del ADN de los animales viejos en comparación con los niveles observados en los anr1iales 

jóvenes. 

No se encontró una diferencia estadísticamente significativa entre el daño neto atribuible al 

CCL en los animales jóvenes y viejos, lo que sugiere que posiblemente el alto contenido de 
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Figura 20: EFECTO DEL CCL 4 SOBRE EL ADN DE RATONES JÓVENES Y VIEJOS 
Concentraciones de 80HdG en el ADN aisaldo del hígado de los ratones. Los resultados representan 
un promedio de 3 experimentos independientes en los que se hicieron 3 inyecciones cada vez (n 9). 
El recuadro representa la sustracción del daflo basal determinado en los hígados de los animales 
control (primeras dos barrasen la figura principal). 
* p<0.05 para las comparaciones entre el ADN de animales jóvenes y viejos control; 
# p<0.05 para las comparaciones del ADN de los ratones control conta los tratados con CC14



8-OHdG encontrado en el hígado de los ratones viejos después del tratamiento es la 'ma 

M daño previo asociado con la edad y el daño reciente inducido por el agente tóxico, ccrno 

se observa de manera gráfica en el recuadro de la figura 20. 

8. CUANTIFICACIÓN DE LOS ROMPIMIENTOS DE CADENA SENCILLA 

MEDIANTE EL ENSAYO COMETA. 

El ADN es uno de los blancos biológicos más importantes del daño por estrés oxidaivo 

(Wiseman y Hailiwell, 1996). En especial el tipo de daño relacionado con los rompimientos 

de cadena doble o cadena sencilla que se han relacionado con patologías como el cáncer y 

otras enfermedades degenerativas (Ames et al., 1990). 

Para determinar si en el caso de los cultivo primarios también existe una respista 

diferencial al tratamiento de un agente tóxico generador de ROS, se sometió a los cultivos 

primarios provenientes de animUes jóvenes y viejos a una concentración subletal de .1202 

(0.3 mM) y de determiné el rompimiento de cadenas sencillas mediante el ensayo corneta. 

El análisis de las muestras reveló la existencia de colas de cometas o estelas pequeñas, tanto 

en l as células tratadas como en las controles, debido a que el criterio que se tomó para el 

análisis fue muy estricto y se consideraron células no dañadas únicamente aquellas erá las 

que el núcleo de ADN se observaba como una esfera perfecta. Estos frieron los casos en los 

que el valor de la longitud de la cola fue de O pm-

Para analizar más a tóndo la magnitud del daño en cada uno de los casos, se agrupé a las 

células en dañadas y no dañadas. De nuevo se consideraron células no dañadas únicamente 

las que se observaron como esferas perfectas. Todas las células que mostraron una longitud 

de cola ^ 1 pim se consideraron como dañadas. En la figura 21 en Ja cuál se muestran 
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Figura 21: FOTOGRAFÍAS REPRESENTATIVAS DE CÉLULAS CON DAÑO AL ADN 
La presencia de rompimientos permite que el enrrollamiento del ADN se relaje y se mueva 

rápidamente al ánodo formando una cola o estela. El tamaño de ésta en p.m es un reflejo del 
daño. La esfera que se observa es el ADN condensado sin daño. 

A. Células sin daño 
B. Daño ligero o leve 
C. Daño severo 
D. Daño sumamente severo



algunas fotografias representativas del ensayo corneta, en las que se ve una células sin daño 

en comparación con otras que presentan diferente grado de desenrrollamiento del ADN o 

daño. En la figura 22 se presenta el porcentaje de células dañadas que se observaron en las 

células que fueron analizadas. Es importante notar que más de! 50% de los núcleos 

presentaron algún tipo de daño previo a cualquier tratamiento en ambos tipos celulares. 

Esto concuerda con los reportes recientes del grupo de Campisi (Parrinello et al., 2003), en 

los que se indica que las células munna.s presentan un cierto daño basa¡ en el ADN, que no 

se observa de manera común en las células de humanos. 

Sin embargo, resultó evidente que dentro de ese 501/o de células afectadas, la extensión del 

daño es diferente dependiendo de si el ADN provenía de células de animales jóvenes o 

viejos. Considerando que la longitud de la cola o estela del corneta o la migración del ADN 

(en p.m) es un parámetro aceptado como una medida directa del daño sobre el material 

genético (Tice et al., 2000), se comparó la longitud de la cola de los núcleos que 

presentaron daño, para evaluar si existía una diferencia en la magnitud del los mismos. Se 

agruparon los datos para contrastar más los resultados basándose en lo que se ha 

considerado daño en este tipo de ensayo (Collins et al., 1997; Kopjar y Garaj-Vrhovac, 

2001). Estos resultados pueden verse en la figura 23 en donde se muestra que 96% de las 

células control derivadas de individuos jóvenes presentaron una longitud de cola de corneta 

(LCC) de 1-20 Ftrn., que se definió como daño ligero, mientras que únicamente 4% 

presentaron un LCC de 21-41 j.trn considerado como daño leve. Lo cual contrasta con lo 

que se encontró en las células derivadas de animales viejos en donde 65% mostraron un 

daño ligero (LCC de 1-21 .tm), 21 % un daño leve (LCC de 21-41 Pm), 14% un daño 

moderado (LCC de 41-61 jtm) y 1.5 % un daño severo (LCC de 61-81 .tm). Los datos 
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Figura 22: PORCENTAJE DE CÉLULAS DAÑADAS EN FIBROBLASTOS CONTROL Y 
TRATADOS CON H202 
Se realizaron 3 experimentos independietes, en los cuales se analizaron 50 células para cada 

tratamiento (n 150). En la primera aproximación se analizó únicamente la presencia o ausencia de 
daño, considerando como no daño O pm y como daño cualquier valor mayor de 1 pm. La figura 
muestra el porcentaje de células que presentaron daño bajo ese criterio.
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Figura 23: MAGNITUD DE LA LONGITUD DE LA COLA DEL COMETA (LCC) 
Se analizó la magnitud de la LCC únicamente en las células que presentaron daño. Las definiciones 
del daño dependiendo de la LCC son: daño ligero de 1-20 jim, daño leve de 21-40 Vim, daño 
moderado de 41-60 pm, daño severo de 61-80 pm y daño sumamente severo mayores de 81 pm. 
Jc: células control derivadas de ratones jóvenes; V: células control derivadas de ratones viejos; 
J11202 : Células derivadas de ratones jóvenes tratadas con H202 ; VH202: células derivadas de ratones 
viejos tratadas con H202. 



% de células 

LCC control con H202 

Jóvenes Viejas Jóvenes Viejas 

1-60 100.0 98.79 100.0 51.78 

60-120 0.0 1.21 0.0 48.22

Tabla 1: CÉLULAS AGRUPADAS DE ACUERDO A LA SEVERIDAD DEL DAÑO 
Las células representadas en las figuras 21 y 22 se distribuyeron en dos grupos para 
evidenciar el efecto diferencial del H202 sobre el ADN. Se emplearon 2 categorías tomando 
en cuenta la LCC; de 1- 60 jim (daño moderado) y> de 60 p.m (daño severo). 



corresponden a los resultados de 3 experimentos independientes, con 50 observacione ,iara 

cada condición experimental. 

Después del tratamiento con H 202, todas las células provenientes de los animales viejos que 

se observaron estaban dañadas (el 1001/1), en comparación con el 79?/ determinado para las 

células de animales jóvenes. Al comparar la magnitud del daño, se encontró que el 46 o/ de 

los núcleos de las células provenientes de ratones jóvenes presentaron daño ligero (LCC de 

- 21 p.m), 38. 1% daño leve (LCC de 21-41 jim) y 15.1 % daño moderado. Mientras que 

los núcleos obtenidos de las células de los ratones viejos mostraron 10.6 % de daño ligero 

(LCC de 1-21 ptm), 26.2 % de daño leve (LCC de 21-41 jj.m), 26.21/o de daño moderado 

(LCC de 41-61 jim), 23 % de daño severo (LCC de 61-81 j.tm) y 24 % de daño sumamente 

severo (LCC ^ 81 .tm). 

El promedio de la LCC que se determinó para todos los núcleos alterados obtenidos de las 

células de individuos jóvenes tratados con 1-1202 resultó ser 2.3 veces mayor 'que el 

promedio del daño determinado para los núcleos control. Este resultado es similar al que se 

obtuvo para los núcleos derivados de células de individuos viejos, en los que el promedio 

de la LCC en las células tratadas fue 2.17 veces mayor que en sus controles. Sin embargo, 

es importante no perder de vista que aunque el porcentaje de núcleos dañados provenientes 

las células control de animales jóvenes y viejos es casi igual, los núcleos de las células de 

animales viejos mostraron un promedio de LCC 2.20 veces mayor que los provenientes de 

células de animales jóvenes. Si se compara el promedio de la LCC de los núcleos de células 

de ratones viejos tratados con H 202 contra el promedio de la LCC de los núcleos de ratones 

jóvenes control, el incremento es de 4.84 veces (figura 24). El análisis estadísticos ceveló 

una diferencia estadísticamente significativa en el promedio de la LCC entre las cuiu1as 

81



Jóvenes Viejas Jóvenes Viejas 
control control	H202	H202 

o 

o 

E 
2 

CL 

Jóvenes Viejas Jóvenes	Viejas 
control	control H202	H202

?100 

80 
o 
o 

iEs 
(D 40 
E 
o 
o-

Figura 24: PROMEDIO DE LA LCC EN LAS CÉLULAS DAÑADAS TANTO CONTROLES 
COMO TRATADAS CON H202 
Se realizó un promedio de la LCC de las celulas dañadas mostradas en las figuras 21 

y 22. La n es 
diferente en cada caso, puesto que de la n = 150 original, sólo se consideraron las células con un 
daño> 1 pim. El recuadro representa la sustracción del daño basal determinado para las células 
controles (primeras dos barras en la figura principal). 
* p<0.05 para las comparaciones entre el ADN de animales jóvenes y viejos control; 
# p<0.05 para las comparaciones del ADN de los ratones control contra los tratados con H 20 



control provenientes de animales jóvenes en comparación con las que derivan de ani ales 

viejos, así como entre las células tratadas con H202 y sus respectivos controles sin 

tratamiento (Kruskal-Wallis/ Tamhane p<0.05). El inserto en la figura 24 representa la 

sustracción del promedio de la LCC basal obtenida en las células control, del promedio 

determinado para las células tratadas con H 202 . El incremento neto en el daño al ADN de 

las células de los ratones viejos en comparación con las células de los ratones jóvenes 

debido al efecto del tóxico, fue del 52 % (p<0.05). 

Para evidenciar mejor los resultados antes descritos y ser consistentes con los result dos 

anteriores, se decidió agrupar al ADN dañado según la severidad del deterioro en dos 

categorías: daño leve (1 -60 .tm) y daño severo (60 -120 ptm) (tabla 1). Los resultados 

frieron los siguientes: Todas las células provenientes de los ratones jóvenes (las tratadas con 

H202 y las control), así como el 98 % de las células control y el 51.78% de las células 

tratadas obtenidas de los ratones viejos se agruparon en la categoría de daño leve. Mieiras 

que el 48.22 % de las células de animales viejos tratadas con H 202 se concentraron en el 

rango de daño severo. 

En resumen, las células control obtenidas de los animales viejos no presentaron un 

porcentaje mayor de núcleos dañados en comparación con las células de animales jóvenes, 

aunque si en cuanto a la magnitud del daño. Sin embargo, al ser tratadas con el H 202 se 

incrementó drásticamente la cantidad de núcleos dañados y la magnitud de daño de manera 

significativa con respecto a las células de los animales jóvenes. Lo que sugiere qur las 

células de animales jóvenes tengan una mejor respuesta al estrés, mientras que las cJulas 

de los animales viejos son más susceptibles al mismo. 
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9. GENERACIÓN DE ROS EN CÉLULAS PROVENIENTES DE RATONES JÓVENES 

Y VIEJOS. 

Para evaluar si la respuesta diferencial ante el tratamiento con un agente tóxico estresante 

observada en los animales jóvenes y viejos, se podía correlacionar con la generación de 

diferentes cantidades de ROS, se determinaron los niveles de estas especies en células 

control y células tratadas con H 202 . Esto se llevó a cabo por citometría de flujo usando el 

marcador fluorescente DCFH2. 

En la figura 25 se observa que las células control provenientes de los ratones jóvenes 

mostraron un nivel basa¡ de ROS estadísticamente mayor al que se determinó para las 

células obtenidas de los ratones viejos (p<0.02). El tratamiento con 0.3 mM de H202 por 

15 min tuvo solamente un ligero efecto sobre la inducción de las ROS en las células 

obtenidas de los individuos viejos y no pudo ser detectada en las células de los jóvenes 

(diferencia no estadísticamente significativa). Los valores de la intensidad de fluorescencia 

([F) se encuentran en la tabla 2. 

El hecho de que el incremento en la producción de ROS no se haya podido detectar a esta 

dosis, puede deberse a la rápida captura y neutralización de los radicales libres por parte de 

los sistemas antioxidantes, o a la alta velocidad que tienen estas especies para reaccionar 

con otras moléculas (Halliwell y Guteridge, 1999). 

Por otro lado, se ha reportado (Baraja et al., 1994), que una alta tasa metabólica 

correlaciona con un incremento en la generación de ROS, y que la fuente principal de 

dichas especies es la cadena respiratoria mitocondrial (Wei, 1998). 

Con el propósito de determinar si los altos niveles basales de ROS encontrados en las 

células control de los ratones jóvenes correlacionaban con una mayor actividad metabólica 

se analizaron los resultados del ensayo MTT, que mide de manera indirecta la 
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Figura 25: DETERMINACIÓN DE LOS NIVELESDE ROS POR CITOMETRÍA DE FLUJO. 
Histogramas representativos.: 
A. Células de ratones jóvenes control únicamente con DFCH 2 (Diacetato de diclorodihidrofluoresceina) 

B. Células de ratones viejos control con DCFH2 
C. Células de ratones jóvenes con DFCH2 , tratados con H202 por 15 mm. 
D. Células de ratones viejos con DFCH2 ,tratados con H202 por 15 mm. 
Las líneas representan el sitio donde se encuentra el promedio de la intensidad de fluorescencia en los 

controles y se emplearon las mismas líneas en los tratados para evidenciar el corrimiento de la 
flouresencia.



IF	(x de IF)(% eventos monitoreados) 

Tratadas con 
Control H202 

Jóvenes 1598.3± 1627.4± 
431.0 346.3 

Viejas 881.8± 1118.4± 
3479* 663.9 
(p<0.02)

Tabla 2: GENERACIÓN DE ROS CUANTIFICADAS POR CITOMETRÍA DE FLUJO 
Los resultados que se presentan son el promedio de 5 experimentos realizados por 
duplicado (n = 10). Los datos se encuantran normalizados ya que la Intensidad de 
Fluorescencia ( IF) = (promedio de la IF)(% de eventos moitoreados). 



Día del 
cultivo 

13 
inicio 

15 
logaritmica

Jóvenes 
DO/cél 

(normalizado) 

1.40 ± 0.20 

2.10 ± 0.21

Viejas 
DO/cél 

(normalizado) 

0.96±0.11* 

1.19 ± 0.43* 

19 
senescencia
	2.17 ± 0.42
	1.38 ± 0.49* 

Día del cultivo Jóvenes Viejas
DO/cél (normalizado) DO/cél (normalizado) 

Del díal3aIl9 1.89±0.45 1.18±0.42*

Tabla 3: GENERACIÓN DE ROS EN FUNCIÓN DE LA ACTIVIDAD RESPIRATORIA 
(ENSAYO MTfl 
Los resultados que se presentan son el promedio de 3 experimentos realizados por triplicado 
(n = 9). Los datos se obtuvieron en tres etapas del cultivo: al incio (día 13), durante la fase 
logarítmica de crecimiento (día 15) y al incio de la senscencia (día 19). 



funcionalidad de la cadena respiratoria mitocondrial y los radicales superóxido que se 

pudieran genera por esta vía (Mossman, 1983). 

En la tabla 3 se presenta la reducción del MT1' determinada en tres etapas del cultivo: al 

terminar la fase de establecimiento (día 13), durante la fase de crecimiento logarítmico (día 

15) y al inicio del límite de Hayffik o senescencia replicativa (día 19). Se encontró que hay 

un reducción del MTT significativamente superior (p<O.OS) en las células derivadas de 

animales jóvenes, sugiriendo diferencias metabólicas entre las células provenientes de 

individuos jóvenes y de individuos viejos. 

Estas diferencias fueron constantes e independientes de la fase de proliferación en la cual se 

encontraba el cultivo. Por lo tanto, estos resultados apoyan la idea de que la tasa metabólica 

podría tener un papel fundamental en la alta producción endógena basal de las ROS 

encontrada en las células de los ratones jóvenes. 

PARTE III: L4 PROJEINA Bcl-2 

¡O. EXPRESIÓN ENDÓGENA DE LA PROTEINA BCL-2 

Los inmunoensayos tipo Westem realizados en los homogenados obtenidos de los 

pulmones de los ratones a diferentes edades, mostraron que existe un claro incremento en la 

cantidad de la proteína Bcl-2 a lo largo de la vida en dicho órgano (figura 26A). Así mismo, 

se encontró un incremento en los niveles de la proteína Bel-2 en las células senescentes 

derivadas de los animales viejos, no así en el caso de las células senescentes provenientes 

de los animales jóvenes, en donde los niveles de Bcl-2 no aumentaron (Figura 26B). Este 

incremento, observado de manera exclusiva en las células de los animales viejos, sugiere la 

existencia de un fenómeno molecular persistente relacionado al deterioro fisiológico, que 
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me	meses 
BcI-2 

26 kDa
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Figura 26: EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA Bcl-2 , INMUNOENSAYO TIPO WESTREN 
A. Niveles de Bcl-2 en homogenado de pulmón de ratones neonatos hasta 12 meses de edad. 
B. Niveles de Bcl-2 en cultivos primarios de 15 y 30 días, derivados de 

pulmones de ratones jóvenes y viejos. 
Los páneles inferiores de cada figura son los controles de cargado teñidos con azul de Coumassie. El primer 

carril es el control positivo y valor del incremento es tomando como referencia al segundo o tercer 
carril dependiendo el caso.



únicamente ocurre in vivo, y que por lo tanto, se encuentra ausente en las células de los 

animales jóvenes. 

11. SOBREEXPRESIÓN DE LA PROTE[NA Bcl-2 

Se realizaron geles de agarosa para identificar los plásmidos que se amplificaron antes de 

realizar la cotransfectaron en las células empaquetadoras 293T. Así mismo, fue importante 

monitorear que la cotransfección y posteriormente la infección hubieran sido exitosas en 

cada una de las ocasiones en las que se efectuaron, antes de continuar con el resto de los 

experimentos. La verificación indirecta puede lograrse gracias a la propiedad de la proteína 

reportera GFP codificada en el mismo plásmido en el que se encuentra el cDNA de Bcl-2. 

Las células infectadas con las partículas virales presentan fluorescencia verde si se usa la 

longitud de onda adecuada en el microscopic de fluorescencia, permitiendo verificar la 

eficiencia de la transfección y de la infección. 

En la figura 27, se muestran las células observadas en el microscopio confocal de 

fluorescencia. En el panel A se presentan las células GFP y en panel C se distinguen las 

células Bcl-2, los páneles B y D son las mismas células vistas sin fluorescencia. Es 

importante mencionar, que las secuencias para la proteína GFP y para la proteína Bcl-2 no 

se encuentran bajo el control del mismo promotor. La secuencia bcl-2 se encuentra bajo la 

regulación del promotor del citomegalovirus murino (CMV), mientras que el gene 9q , está 

regulado por el promotor de la polimerasa 2. De modo que la fluorescencia dada por la GFP 

formalmente sólo refleja la eficiencia en la infección, más no en la sobreexpresión de Bcl-2. 

La manera directa de asegurar la presencia de la proteína Bcl-2 fueron los inmunoensayos 

tipo Western que se realizaron con este fin. Como puede advertirse en figura 28, no se 

observó un aumento evidente en este ensayo, esto pudiera estar relacionado con el hecho de 
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Figura 27: MICROSCOPÍA CONFOCAL DE LAS CÉLULAS INFECTADAS CON LAS 

PARTÍCULAS VIRALES. 
A. Células provenientes de animales jóvenes infectadas para que sobreexpresn la proteína GFP. 

Microscopia confocal de fluorescencia. 
C. Células provenientes de animales jóvenes infectadas para que sobreexpresn la proteína GFP.y a la 

proteína Bcl-2. Microscopía confocal de fluorescencia. 
B y D. Son los mismos campos que A y B, pero sin fluorescencia. 

CrtI GFP GFPH Bcl-2 BcI-2H 

26 kDa mm 	11 •i* Iff 
BcI-2 

Figura 28: SOBREEXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA Bcl-2, INMUNOENSAYO TIPO 
WESTERN 
En el primer carril se observa el control positivo. En los carriles donde se indica GFP H Y 
Bel-2 H' significa que esas células fueron tratadas con H207.



que no todas las células del cultivo se infectaron. Se ha estimado que aproximadamente un 

50% de la población incorporó la información genética, de modo que al analizar los 

resultados habrá que tomar en consideración que los cultivos representan una población 

mixta en cuanto a la sobreexpresión de la proteína Be¡-2. 

12. EFECTO DE LA PROTEÍNA BCL-2 FRENTE A UN RETO DE ESTRÉS 

OXIDATIVO EN CÉLULAS PRO VENTENTS DE RATONES JÓVENES 

Otro resultado que vate la pena discutir está relacionado con el hecho de que las células 

Bcl-2 antes de haber sido sometidas a ningún tipo de tratamiento, presentaron un 

decremento estadísticamente significativo en cuanto a su proliferación en comparación con 

las células GFP y las controles. Esto indica que la proteína Bcl-2 tiene un efecto negativo 

sobre la proliferación celular, hecho que podría estar relacionado con su protección en 

contra del estrés oxidativo. 

En la figura 29 se exhiben los resultados obtenidos después de una semana de haber 

sometido a las células provenientes de los animales jóvenes al estrés oxidativo. En el panel 

A se encuentran los resultados relacionados con la tasa de proliferación celular. Lo primero 

que vale la pena resaltar es que las células GFP se comportaron de la misma manera que las 

células control que no Rieron sometidas a la infección retroviral. Esto permite validar el 

modelo y asegurar que el efecto que se observa no fue debido a la infección retroviral sino 

a la sobreexpresión de la proteína Bcl-2. 

Tanto las células control, como las GFP, disminuyeron sus niveles de proliferación en un 

88% después de haberse sometido al tratamiento con H 202. Mientras que las células Bcl-2 

únicamente disminuyeron su proliferación en un 22 % (p< 0.05) . Lo que sugiere que la
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Figura 29: PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO EN CÉLULAS PROVENIENTS DE ANIMALES 
JÓVENES QUE SOBREEXPRESAN Bcl-2 

En ambas figuras ellas barras claras indican las células sin tratamiento y las oscuras las células tratadas 
con 75 tM de H202. Las células control no fueron infectadas, las células GFP se infectaron 
únicamente con la información para sobreexpresar a la proteína GFP, mientras que las células Bcl-2, 
sobreexpresan tanto a GFP como a Bcl-2. Los resultados se realizaron el día 15 del cultivo y son el 
promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado (n = 9). 

A. Tasa de proliferación. 
B. Porcentaje de células positivas al ensayo SA-f3-gal. 
En donde las barras que tienen las mismas letras significa que no hubo diferencias estadísticamente 

significativas entre ellas. 
* Diferencia estadística en comparación con las otras células sin tratamiento 
& Diferencia estadística en comparación con las otras células tratadas con H 202 (p< 0.05) 



proteína Bcl-2 pudiera aportar algún tipo de protección frente al estrés oxidativo, lo cual les 

permitió a estas células seguir proliferando. 

Los resultados en cuanto al número de células senescentes cuantificadas para los 

fibrob lastos obtenidos de los animales jóvenes aparecen en la misma figura 29, panel B. Se 

distingue, al igual que en los experimentos de proliferación, que existe un efecto adjudicado 

a la sobreexpresión de Bcl-2, antes de que se someta a las células a algún tratamiento. Las 

células Bcl-2 muestran un incremento del 30% en la cantidad de células senescentes con 

respecto a las células control (p<0.05). Sin embargo, después del tratamiento con H 202, no 

se encontró una diferencia estadísticamente significativa entre los tres cultivos. Esto sugiere 

que la proteína Bcl-2 podría estar induciendo la aparición de una senescencia prematura. 

13. EFECTO DE LA PROTEÍNA BCL-2 FRENTE A UN RETO DE ESTRÉS 

OXTDAT[VO EN CÉLULAS DERIVADAS DE RATONES VIEJOS. 

Los cultivos primarios derivados de ratones viejos resultaron ser muy sensibles a la 

infección retroviral, por lo que para obtener el número necesario de células para realizar los 

experimentos, hubo que esperar más días Es por ello que se decidió determinar el número 

de células que proliferaron después de la infección sin tratamiento con II202. Los resultados 

denotaron una proliferación disminuida tanto para las células GFP como para las Bcl-2 

(figura 30, panel A). Esta diferencia, estadísticamente significativa, indicó que la sola 

infección retroviral pudo haber dañado a las células de los animales viejos de manera tal, 

que no pudieron proliferar en forma semejante al grupo control sin infectar. De modo que 

en este caso el modelo no permitió sacar conclusiones en cuanto al efecto de Bcl-2, y es por 

esa razón que no se realizaron los experimentos de estrés oxidativo.
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El hecho de que las células obtenidas de animales viejos presentaran una susceptibilidad tan 

marcada a la infección vira], resulta interesante en si mismo, puesto que esto difiere cci lo 

que se observó en las células derivadas de individuos jóvenes. 

Los datos de la figura 30, panel B, referentes a la cantidad de células senescentes son 

también sugerentes y pueden complementar los experimentos anteriores. En este caso, las 

células GFP y Bch2 presentaron un incremento en el número de células senescentes que fue 

estadisticamente significativo en los dos primeros días del experimento (17 y 19) y no así 

en el día 21). En el día 17 se contaron 132 % más células positivas a la tinción SA--gl en 

los cultivos infectados que en el control. Mientras que para el día 19 esta diferencia fue del 

60% y para el día 21 no hubo una diferencia significativa- Al parecer la infección iral 

genera la cantidad de estrés suficiente como para inducir una senescencia prematura Cú las 

células de los ratones viejos.
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Figura 30: PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO EN CÉLULAS PROVENIENTES DE ANIMALES 
VIEJOS QUE SOBREEXPRESAN Bcl-2 

En ambas figuras el las barras claras indican las células control que no fueron infectadas, las barras 
blancas pertenecen a las células GFP que se infectaron únicamente con la información para 
sobreexpresar a la proteína GFP, mientras que las oscuras son las células Bcl-2 que sobreexpresan 
tanto a GFP como a Bcl-2. Estas células no tuvieron niñgún tratamiento posterior. Los resultados 
son el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado (n = 9). 

A. Tasa de proliferación. 
B. Porcentaje de células positivas al ensayo SA-3-gal. 

* Diferencia estadística en comparación con las control que no se infectaron (p< 0.05)



DISCUSION 

Es muy común que las investigaciones que pretenden estudiar fenómenos a nivel 

celular y/o molecular se realicen in vi/ro empleando lineas celulares que permitan mantener 

controladas una gran cantidad de variables y así poder analizar un fenómeno de manera 

particular. Sin embargo, para examinar el proceso del envejecimiento, este tipo de 

aproximación resulta inadecuada, ya que por definición las líneas celulares no envejecen. 

Es por eso que se han usado diferentes modelos de estudio tratando de definir los cambios 

que se generan a lo largo de la vida de los seres vivos. Para ello, se han empleado 

organismos cuya duración de vida ("life span") sea corta. Entre los modelos más 

explorados se encuentran las levaduras como la Saccharomyces cerevisiae (Culotta et al., 

1997; lmai y Guarente 2000), los nemátodos, en particular la especie Ceanorhabdihs 

elegans (Cypser y Johnson, 1999; Hekimi, 2000) y las moscas de la fruta, Drosphila 

me/anogaster (King y Tower 1999; On y Sohal, 2003). No obstante, cuando se trata de 

estudiar el envejecimiento en los mamíferos, los aspectos prácticos se complican, ya que 

los tiempos de vida de la mayoría de las especies son largos, incluso de las especies cuya 

vida se considera de corta duración (por ejemplo los roedores que viven 2 años). Por esta 

razón, muchos grupos dedicados a la investigación geriátrica utilizan a los cultivos 

primarios (principalmente de fibroblastos) como modelo de estudio para entender el 

proceso del envejecimiento. 

En nuestro caso particular, este hecho se complicaba doblemente. Lo ideal para contestar a 

la hipótesis planteada referente al efecto de la sobreexpresión de la proteína Bcl-2 sobre la 

prolongación de la viabilidad y el retraso en la senescencia, hubiera sido un modelo de 

estudio de ratones transgénicos de Bcl-2. Sin embargo, la obtención de animales 

transgénicos es un proceso largo, costoso y complejo, además de que después de haberlos 
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obtenido habría que esperar dos años para ver los efectos de Bcl-2. Una alternativa más 

viable y que proporciona información parecida a lo que sucede in vivo, son los cultivos 

primarios. Por lo que en este trabajo se emplearon cultivos primarios de fibroblastos de 

pulmón de ratón, a los cuales se les indujo la sobreexpresión de Bel-2 mediante infección 

retroviral. 

Una fortaleza de este modelo, es que se emplearon células provenientes tanto de animales 

jóvenes como de animales viejos, lo que permitió hacer un análisis más profundo de este 

fenómeno. Cabe resaltar que se emplearon hembras de pie de cría que, aunque por tener 12 

meses, cronológicamente aún no se consideran viejas, estas hembras presentaron un 

fenotipo envejecido muy parecido al que presentan las hembras de 24 meses, posiblemente 

asociado al deterioro fisiológico que implica los múltiples embarazos. Este modelo resultó 

ser muy interesante, y por lo tanto valdría la pena estudiarlo más a fondo. 

En cuanto al modelo in vitro, se saber que las células en cultivo tienen una vida finita y 

entran en una etapa que se conoce como senescencia replicativa en un tiempo relativamente 

corto, dependiendo del tipo y la especie de la que se trate (Hayfiick y Moorhead, 1961). 

Actualmente es posible conseguir ciertas lineas celulares, derivadas de células embrionarias 

que senescen en cultivo después de un cierto número de duplicaciones, como son los 

fibroblastos normales humanos IMR90 (Chen et al., 2000), los WI-38 (Wotfet al., 2002) o 

los MIRC-5 (Lee et al,, 2002), todos obtenidos de pulmón embrionario. 

En los últimos años, se ha reportado que es posible promover la senescencia de manera 

prematura en cultivos primarios, mediante la expresión inducida de ciertos genes como ras 

o raf (Palmero y Serrano, 2001); así como por su exposición a concentraciones subletales 

de agentes que generan estrés oxidativo (Chen et al., 1995; Toussaint et al., 2000). Incluso 

se ha reportado la inducción de la senescencia en cultivos tumorales (Chang et al., 1999;



Hwang 2002, Crescenzi et al., 2003). Todos estos tipos celulares presentan en gran part' las 

características fenotípicas y bioquímicas de las células senescentes, pero no necesariamente 

todas sus particularidades. Por lo que en ocasiones se les denomina células tipo-senescentes 

("senecsent-like"). Para complicar más el panorama, se ha sugerido que el arresto en la 

proliferación celular y el fenotipo tipo-senescente pudieran estar relacionados con las 

diferentes condiciones del cultivo (Kodama et al., 2001; Wrigth y Shay, 2002). Todos 

estos resultados han llevado a redefinir el concepto y los criterios de cuantificación d la 

senescencia en el campo de la biogerontología (Chen et al., 2000). 

Uno de los objetivos de este trabajo fue el de analizar si las células de animales jóvenes al 

envejecer en cultivo presentan las mismas características fenotípicas y fisiológicas que os 

cultivos de células obtenidas de animales que van envejeciendo de manera paulatina a lo 

largo de los años. Los resultados demostraron que, aunque el comportamiento general de 

ambos cultivos fue similar, se cbservó una diferencia estadísticamente significativa er. los 

datos de cada uno de los experimentos durante la primera fase del cultivo (días 7 al 19). Es 

decir, los fibroblastos de los ratones jóvenes proliferaban más rápidamente, incorporaban 

más timidina y tenían un metabolismo mitocondrial más activ que lOS de los animales 

viejos, y presentaron una menor cantidad (prácticamente nula) de células positivas a la 

tinción SA-3-gal. Esta última observación coincide con los datos reportados por otros 

investigadores, quienes han determinado la existencia de un mayor número de cduas 

senescentes (SA-3-gal positivas), en los cultivos provenientes de animales viejos o de 

personas ancianas, que en los cultivos de individuos jóvenes (Bruce et al., 1986). 

Se observó que conforme las células de los ratones jóvenes envejecían in vitro, se iban 

pareciendo cada vez más a las células de los ratones viejos, tanto desde el punto 
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morfológico (células grandes, aplanadas y con vacuolas), como en los parámetros de 

envejecimiento cuantificados. A partir del día 19, (da en el que el cultivo inicia la etapa de 

senescencia), se observó una disminución en la tasa de proliferación celular, así como de la 

síntesis de ADN y de la actividad respiratoria, que coincidió con un incremento en el 

número de células senescentes. De hecho, el decremento en la reducción del MTT y en la 

incorporación de timidina tritiada determinado en los cultivos provenientes de los animales 

jóvenes, fue mucho más drástico que en el cultivo proveniente de los animales viejos, 

sugiriendo que al acercarse al límite de Hayflik, las células en cultivo pudieran sufrir 

alteraciones que las induzcan a convertirse en células senescentes. 

La transformación de las células provenientes de los ratones jóvenes continuó hasta el 

punto en el que no se encontraron diferencias estadísticas en la actividad respiratoria, en la 

síntesis de ADN, ni en la tasa de proliferación en comparación con las células de los 

ratones viejos, en contraste con el número de células positivas a SA-3-gaI, que fue 

incrementando su tasa de aparición. Para el día 27 del experimento, ambos cultivos 

presentaron fenotipos senescentes prácticamente indistinguibles, corroborando la hipótesis 

de que la acumulación de las células senescentes en tejidos vivos pudiera contribuir al 

deterioro que presentan los organismos y que se asocia al envejecimiento (Campisi, 2000). 

Esto se debe a que, cuando se acumulan grandes cantidades de células senescentes (con un 

metabolismo alterado), dentro de un tejido, este empieza a perder en gran medida su 

funcionalidad. 

Si hubiésemos terminado esta primera parte del trabajo aquí, la conclusión lógica a la que 

habríamos llegado hubiera sido que las células jóvenes al senescer en cultivo adquieren 

exactamente las mismas características que las células de los animales viejos y por lo tanto 
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son equivalentes. Sin embargo, para complementar estos resultados, hacía falta cuantificar 

algún marcador molecular que aumentaia durante la senescencia in vivo y que se 

incrementara también mientras las células jóvenes envejecen en cultivo. En realidad un 

marcador así todavía no se ha descrito, por eso se sigue usando la tinción SA-3-ga1 como 

marcador de senescencia; pero se sabe que muchas proteínas criticas para la regulación del 

ciclo celular pueden inducir la muerte programada mientras que algunos componentes de 

la maquinaria apoptótica pueden influir en el ciclo celular (Dobashi et al., 2004; Liu et al., 

2004). Por lo anterior, se puede proponer que alguna proteína que participara en estas vías, 

pudiera funcionar como marcador molecular, e incluso tener alguna ingerencia dentro de la 

inducción de la senescencia. Una molécula que resulta atrayente por vanos motivos para 

cumplir este papel es la proteína Bcl-2. 

En los últimos diez años se han descrito funciones de Bcl-2, que aparentemente son 

independientes de su actividad anti-apoptótica (Vairo et al., 1996). Ahora se sabe que la 

sobreexpresión de Bcl-2 tiene la capacidad de retrasar e incluso frenar la proliferación 

celular (Kumazaki et al., 2002), así como la capacidad de proteger a las células frente al 

estrés oxidativo, puesto que incrementa los niveles de algunos antioxidantes como la SOD-

CulZn y el GSH (Lee et aL2001; Meredith el al, 1998). Si estas facultades están 

relacionadas entre sí o son independientes, aún queda por aclarase. 

Una de las características distintivas de las células senescentes es su falta de respuesta a 

estímulos apoptóticos. E Wang (1995) propuso que los fibroblastos senescentes humanos 

resisten la muerte celular programada debido a su incapacidad para suprimir la expresión de 

Bcl-2. Este primer reporte que vincula a Bcl-2 con la senescencia, visto a la luz de los 

nuevos hallazgos donde se relaciona a la proteína anti-apoptótica con la regulación del ciclo 
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celular, podrían interpretarse como una propiedad más de Bcl-2, haciéndola una proteína 

muy atractiva para estudiarse en el contexo de la senescencia y el envejecimiento. 

En cuanto a la expresión endógena de Bcl-2 a lo largo de la vida., la literatura reporta datos 

contrastantes. Mientras algunos autores han encontrado que los niveles de Bcl-2 aumentan 

en cerebro (Kaufmann et al, 2001), otros indican que disminuye en células T y corazón 

(Pahlavany y Vargas, 2001; Phaneuf y Leeuwenurg, 2002), ambos de rata. Esta diversidad 

en resultados podría explicarse con base en la especificidad y particularidad funcional y 

metabólica de los diversos tejidos. En este trabajo se encontró que el contenido de la 

proteína Bcl-2 se incrementa clara y constantemente en las células de pulmón conforme 

aumenta la edad de los ratones. El incremento observado ir, vivo, correlaciona con en 

aumento en los niveles de la proteína en las células senescentes derivadas de los animales 

viejos, más no así en el caso de las células senescentes provenientes de los animales 

Jóvenes, en donde la expresión de Bc1-2 no aumentó significativamente. Es innegable que 

la magnitud del incremento in vitro fue menos evidente que in vivo, lo cual puede 

explicarse debido a que el usado de proteínas obtenido de los homogenados de pulmón es 

cualitativamente diferente al usado procedente de los cultivos de libroblastos, ya que el 

primero contiene varios tipos celulares. Aún así, el incremento observado de manera 

exclusiva en las células de los animales viejos, sugiere la existencia de un fenómeno 

molecular persistente relacionado al deterioro fisiológico, que únicamente ocurre in vivo. 

Este podría estar relacionado con la continua exposición a factores del medio ambiente; y 

por lo tanto, se encontraría ausente en las células de los animales jóvenes que no 

estuvieron expuestas a ese tipo de estímulos. 

El aumento en la expresión endógena asociada a la edad que se encontró en las células 

provenientes de los animales viejos sólo presenta un efecto pobre en cuanto a la protección 
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contra la muerte en las células senescentes. La tasa de muerte celular entre los días 19 y 27 

es sólo 1.5 veces mayor en los cultivos derivados de los animales jóvenes en los que el 

contenido de Bcl-2 es menor (0.8) que el que presentan los cultivos provenientes de los 

animales viejos (1.6) (Figura 26B). Sin embargo, esto debería analizarse con más cuidado, 

ya que es posible que sin la participación de Bcl-2, el daño que presentan dichas células 

pudiera haber activado al programa de muerte apoptótica Nuestros resultado no 

demuestran una protección en ese sentido, aún así, la idea de correlacionar los niveles 

elevados de Bcl-2 con el hecho de que las células senescentes no respondan a estímulos 

apoptóticos, sigue siendo muy interesante. En otras palabras, una célula de un individuo de 

edad avanzada con un alto contenido de Bcl-2, y que al mismo tiempo, por estar expuesta al 

estrés oxidativo o algún otro agente tóxico o del medio ambiente, presentara una 

desregulación en el ciclo celular o alguna alteración a nivel del ADN, no estaría en 

condiciones de iniciar un proceso de muerte celular programada por sus altos niveles de 

Bcl-2. Esto pondría en peligro al organismo, ya que la división celular perpetuaría el daño 

pasándolo a la siguiente generación. Sin embargo, como ya se ha mencionado, se sabe que 

Bcl-2 tiene la capacidad de disminuir la velocidad del ciclo celular alargando el tiempo en 

el que las células pasan de GO a GI e incluso puede llegar a inducir un arresto irreversible 

en este punto, promoviendo así la senescencia prematura (Tombor et al., 2003). El hecho de 

que las células dañadas arresten su proliferación estaría protegiendo al organismo, por lo 

que se ha propuesto 'a la senescencia como un mecanismo supresor de tumores (Campisi, 

1997), y Bel-2 podría tener una participación en este fenómeno (figura 31). 

La hipótesis anterior es muy sugestiva, sin embargo, existen otras ideas alternativas que 

explican el incremento de Bcl-2 observado en las células senescentes. La teoría de Harman 

(1956) del envejecimiento por radicales libres postula que el organismo esta expuesto a 
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diferentes niveles de estiés oxidativo a lo largo de la vida, y que el daño acumulado por 

dicho estrés se manifiesta como envejecimiento. Puesto que Bel-2 se ha relacionado con 

una resistencia ante el estrés oxidativo (Hockembery et al.,1993), puede postularse que el 

incremento en esta proteína pudiera ser una respuesta gradual de las células a los cambios 

redox que se suceden en la célula (Droge. 2002) yio a la acumulación de alteraciones 

moleculares y cambios epigenéticos inducidos por el estrés oxidativo generado por el 

metabolismo normal, y no por cuestiones relacionadas con el ciclo celular o a la 

senescencia en si misma. Existen reportes de experimentos en los cuales se utilizaron 

concentraciones subletales de H202 para inducir la senescencia prematura en los 

fibroblastos humanos IMR-90. En estas células se observó una elevación en el contenido de 

Bcl-2 (y no de Bax) después del tratamiento con H202 (Chen et al., 1995; Chen et al, 

2000). Este no fue el caso en los experimentos realizados con xatro líneas de fibroblastos 

humanos (HCA2,TIG-I, TIG-3 and WI-38) que envejecieron in vitro y adquirieron un 

fenotipo senescente, al mismo tiempo que disminuyeron los niveles basales de Bcl-2, sin 

presentar cambios en otras proteínas anti-apoptóticas (Bcl-XL Be¡-W) o pro-apoptóticas 

(Bax, Bak, Bid, Bik, Bad; Sasaki et al., 2001). Si se comparan estos dos experimentos, 

parecería que la presencia de estrés oxidativo juega un papel muy importante en la 

inducción de la expresión de Bel-2 en el envejecimiento in viro. Esto confirma nuestros 

resultados de que las células derivadas de animales jóvenes que envejecen en cultivo logran 

obtener un fenotipo senescente, pero que este fenotipo es incompleto o se alcanza por un 

mecanismo distinto al que se adquiere gradualmente en el envejecimiento in vivo. 

Recientemente se ha relacionado al envejecimiento con alteraciones a nivel epigenético 

(Lezhava, 2001; Issa, 2002; Ikura and Ogryzko, 2003). Por lo que no se puede descartar el 

que la sobreexpresión de Bcl-2 sea un fenómeno secundario ante alguna disflinción del



ciclo celular o una respuesta orientada a contrarrestar los daños por el estrés oxidativo, sino 

únicamente una desregulación en la estructura, compactación y señalización de la 

cromatina que induce una sobreexpresión anormal de esta proteína. 

Todos estos escenarios podrían coexistir, lo que nos lleva a la siguiente parte de este trabajo 

en donde se analizó, si no las alteraciones epigéneticas directamente, si los daños a nivel 

del ADN y la diferente susceptibilidad que muestran las células de animales jóvenes y 

viejos frente a un reto de estrés oxidativo, así como la respuesta que presentan en cuanto a 

su proliferación y senescencia cuando se induce artificialmente la sobreexpresión de Bcl-2. 

Retomando la teoría de Harman del envejecimiento por radicales libres, existen 

estudios que correlacionan un incremento en la lipoperoxidación., en los niveles de 

carbonilos (Mutlu-Turkoglu et al., 2003), así como ca el daño oxidativo sobre el ADN 

(Hamilton et al., 2001; Wolf et al., 2002), con la edad avanzada de los organismos. Es por 

ello que se propone que la incidencia de estos factores, de manera independiente o en 

conjunto, contribuya de una manera importante al deterioro y a las enfermedades 

relacionadas con la vejez. 

No es por lo tanto sorprendente, que los animales viejos y las personas ancianas sean más 

propensos a infecciones (Effros, 2003), a enfermedades autoinrnunes y neurodegenerativaS 

(Weyand at al., 2003), y especialmente a neoplasias (Campisi, 2000). Además, se ha 

presupuesto que existe un decremento en la tolerancia al estrés oxidativo asociado a la edad 

avanzada, que conlleva a daños considerablemente mayores a los que se observan en los 

organismos más jóvenes (Zhang et al., 2003). 

Esta parte de los experimentos estuvo encaminada a determinar la existencia de una 

susceptibilidad diferencial en el ADN de los animales viejos frente al estrés oxidativo, en 
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comparación con el de los animales jóvenes. Como agentes tóxicos se emplearon CCL y 

H202 debido a su conocido potencial para generar estres oxidativo (Ahmad et al., 1987; 

Beddowes et al 2003; Lueken et al; 2004). El CCL es metabolizado rápidamente en el 

sistema de mono-oxigenasas de las celulas hepáticas, mediante una deshalogenación 

reductora catalizada por el citorcromo P450, que lo convierte en el radical triclorometilo 

(CC1 3 ). Sin embargo, la mayoría de las lineas celulares de origen hepático y los cultivos 

primarios, pierden o disminuyen sus sistemas de P450, (o cual los inhabilita para 

metabolizar al CCL (Guillouzo, 1998). Por esa razón, se decidió usar otro agente para 

generar estrés oxidativo en los experimentos Éfl vitro. El H202 es un candidato excelente ya 

que al ser un precursor de especies reactivas de oxígeno genera al radical hidroxilo (OH) 

en una reacción no enzimática catalizada por metales (Reacción de Fenton) (Hailiwell y 

Gutteridge, 1999). 

El daño oxidativo al ADN es una de las consecuencias más importantes del estrés 

oxidativo, causando disfunciones muchas veces irreversibles, que pueden incluso culminar 

con la muerte celular (Yoneda et al., 1995), y se ha usado también como un marcador de 

envejecimiento (Wolf et al., 2002). Para cuantificar el rompimiento de cadenas sencillas del 

ADN, se realizaron ensayos cometas con los fibroblastos obtenidos de ratones jóvenes y 

viejos, durante la fase de crecimiento logarítmico, y se encontró que existía un daño basa¡ 

en ambos tipos celulares. El hecho de que se encontraran más células (3 5%) con daño 

moderado (LCC ^: 20 l.tm) en los cultivos de los animales viejos que en los jóvenes (41/5), 

confirma la idea de que el daño al ADN se acumula con la edad (Hamilton et al., 2001). 

Después del tratamiento con H202, el daño en ambos tipos celulares aumentó, sin embargo 

la LCC determinada para las células obtenidas de los ratones viejos fue considerablemente 
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mayor, presentando más de un 50% de células con daño severo (LCC 2^ 60 pm). En 

contraste, no se encontraron células proveniente de animales jó;enes que presentaran una 

LCC de esta magnitud. En vista de que las células, en particular la que provenían de 

individuos viejos, presentaron un daño basa¡ importante previo al tratamiento, fue necesario 

restar este valor (en términos de LCC), para poder determinar la aportación neta del daño 

inducido por el H202 . Después de hacer esta sustracción, en ambos tipos celulares, se 

encontró que el incremento en la migración de la cola de los cometas promovido por el 

H202 en las células de animales viejos, es muy similar a lo que se cuantificó para el ADN 

de las células de animales jóvenes. Esto sugiere que el aumento en la sensibilidad que se 

observa en los individuos viejos frente al estrés oxidativo no resulta únicamente por el daño 

que generan los tóxicos, o por la disminución en los sistemas primarios de defensa 

antioxidante, sino en gran medida, por el daño previo que se ha acumulado a lo largo de la 

vida. 

En contraste con lo anterior, los resultados obtenidos con los experimentos de citometria 

para determinar los niveles de ROS endógenos, resultaron también interesantes. Las células 

derivadas de ratones jóvenes mostraron mayores niveles basales de ROS que las células 

derivadas de ratones viejos. Lo se puede explicar por el hecho de que las células de los 

organismos jóvenes tienen un metabolismo mas activo y por lo tanto generan más ROS. 

Esto concuerda con otros reportes donde se compararon diferentes especies de animales 

encontrándose que las que tenían una tasa metabólica mayor producían más ROS (Pérez-

Campo et al., 1998). Este resultado se corroboró con los datos obtenidos en el ensayo de 

MTT, que también se utiliza para cuantificar especies reactivas de oxigeno del tipo del 

superóxido (Mosanmn, 1983). Los resultados indicaron que existe una mayor actividad 
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mitocondrial en las células de los animales jóvenes independientemente de la fase del 

cultivo que se determine (tabla 3). Sin embargo, al tratar a las células con una dosis subletal 

de H202 por 15 miii, no se encontraron diferencias estadísticas entre cada uno de los tipos 

celulares con respecto a sus controles. Este resultado es dificil de explicar, ya que la misma 

dosis es la que causó el daño que se cuantificó mediante el ensayo corneta. No es factible 

pensar que la dosis empleada para generar estrés oxidativo en los experimentos de 

citometría haya sido demasiado baja como para permitir observar una respuesta, ya que de 

ser así no se habrían generado los daños analizados en el ensayo corneta. Una posible 

explicación pudiera ser que los 15 miii que se esperaron para determinar los niveles de ROS 

después de agregar el H202, hayan sido un tiempo demasiado largo, y los sistemas de 

defensa antioxidante ya hubieran eliminado a los radicales libres generados, no así la 

reparación del daño que produjeron en ese lapso de tiempo. De manera contraria al 

paradigma que se tenía de que los sistemas antioxidantes disminuyen con la edad (Ames, 

1990), se ha demostrado recientemente que las diferentes enzimas que participan en estos 

sistemas de defensa, varían con la edad de una manera muy irregular. Se determinaron los 

niveles de SOD, GPx, CAT, ceruloplasmina, ácido úrico y bilirrubina en sangre de 

pacientes de diversas edades y no se encontraron diferencias estadísticas entre las 

concentraciones de ellos (Barnett y King, 1995). En contraste, la actividad de la SOD 

resultó ser más elevada en el hígado y cerebro de ratas viejas, mientras que la actividad de 

la GPx disminuyó y el contenido de GSH no tuvo cambio en estos órganos con respecto a 

la edad (Kim et al., 2003). Mosini y colaboradores reportan que aunque los niveles de GSH 

disminuyen en músculo de rata en relación a la edad, la actividad de la GPx y de la GSSG 

reductasa no presentan cambios en músculo e hígado (Mosini et al., 2004).
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Por todo lo anterior, se ha sugerido (Bamett y King, 1995), que el incremento en la 

frecuencia de mutaciones y otras alteraciones del ADN asoc ada a la edad no son el 

resultado de un sistema antioxidante disminuido, sino probablemente de un decremento en 

la eficiencia para reparar los daños inducidos por las ROS, en particular el que se infringe 

sobre el ADN. Esto es muy interesante ya que se ha propuesto que las ROS no solamente 

causan daño estructural directamente sobre las biomoléculas, sino que son mediadores 

fisiológicos importantes que regulan varios procesos metabólicos, que pudieran responder a 

cambios en el estado redox de las células (Droge, 2002). 

De manera contradictoria a lo sugerido por Barnett y King, Hamilton y colaboradores 

(2001) proponen que el aumento encontrado en el contenido de 8-OHdG, tanto en el ADN 

nuclear como mitocondrial, en los ratones viejos, no es el resultado de una capacidad 

reducida para remover las lesiones, sino por un incremento en a sensibilidad de los tejidos 

de animales viejos al estrés oxidativo. 

Nuestros resultados indican que los niveles basales de 8-OHdG determinados en el ADN 

extraído de ratones viejos sin ningún tratamiento, fue 2.3 veces mayor que el que se 

cuantificó en el ADN de los ratones jóvenes Después del tratamiento con CCL, el 

contenido de 8-OHdG en ambos grupos de animales aumentó de manera significativa. Se 

encontró que había un 27% más de daño en el ADN del hígado de los ratones viejos que en 

el de los jóvenes. Para determinar el valor neto del daño producido por el tóxico, se restó el 

daño basal que presentaba el ADN de los animales respectivamente, de manera similar a 

como se hizo para los ensayos cometas. Se encontró que el aumento en el contenido de 

80H-dG determinado para los animales viejos, es solamente de un 16%, apoyando la idea 

de que la disminución en la tolerancia al estrés oxidativo en los animales viejos 

correlaciona con el daño previo. Estos resultados indican que cuando las células de los 
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organismos viejos se tratan con un agente generador de ROS, la cantidad desproporcionada 

de daño que se ha reportado (Elder et al., 2000; Aikawa et al., 2003) no únicamente está 

dada por una respuesta inapropiada de las células frente a un reto oxidativo inmediato, sino 

que esta alta susceptibilidad podría explicarse por el daño al ADN acumulado a lo largo de 

la vida, como propone la teoría de Harman (Harman, 1956). 

Para analizar si existe algún efecto protector conferido por la sobreexpresión 

exógena de la proteína Bcl-2 en cuanto a la proliferación y al retraso en la entrada a la etapa 

de senescencia, así como una protección contra el estrés oxidativo, se realizó un infección 

retroviral para lograr que se sobreexpresara dicha proteína. 

Es importante aclarar que la infección retroviral al parecer no causó ningún efecto sobre los 

fibroblastos primarios de los ratones jóvenes, ya no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas en cuanto a la tasa de proliferación o la respuesta a la tinción 

SA-3-gal entre los controles sin infección y las células infectadas únicamente con el gene 

para la proteína GFP. Esto indica que todas las diferencias encontradas en los cultivos que 

sobreexpresan a Bcl-2, pueden atribuirse a la expresión de esta proteína y no a la infección. 

No obstante, este no lite el caso para los cultivo primarios provenientes de los ratones 

viejos, ya que los datos mostraron diferencias significativas con respecto a los controles no 

infectados. Por esto no fue posible atribuir algún efecto a la proteína Bcl-2 debido a que la 

sola infección pudo haber sido la causante de los resultados observados, lo que se discutirá 

más adelante. 

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo parecieron inesperados y contradictorios 

con lo que se esperaba, pero concuerdan con reportes recientes de la literatura (Kuma.zaki et 
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al., 2002). En primer lugar, se encontró que la sobreexpresión de Bcl-2 disminuye la 

proliferación celular de una manera significativa, lo cual concuerda con los resultados 

observados en fibroblastos murinos y en células linfoides, en donde se determinó que Bcl-2 

puede intervenir en el ciclo celular regulando la transición entre el estado quiescente y el 

estado cíclico de las células (Vairo et al , 1996; OReilly et al.. 1996). Bc1-2 fue 

considerado por años como un oncogene debido a que originalmente se encontró asociado 

al linfoma folicular humano de las células B (Tsujimoto et al., 1984), y es común encontrar 

altas concentraciones de Bcl-2 en varias neoplasias (Manda¡ y Kumar, 1997). Sin embargo, 

precisamente estas altas concentraciones de Bcl-2, se han asociado tanto con una 

disminución en la tasa de proliferación celular, como con una prognosis favorable en varios 

carcinomas humanos (Biden et al., 1999). Por otro lado, se ha establecido una correlación 

entre la disminución en el contenido de Bcl-2 y la progresión de los tumores (Geisler el al., 

1998). Experimentalmente, se ha encontrado una actividad supresora de tumores 

adjudicada a su acción anti-mitótica en la carcinogénisis hepática y mamaria en ratones 

transgénicos (Va¡¡ et al., 2002; Murphy et al., 1999). 

Al parecer la disminución en la tasa de proliferación celular no es el único efecto de Bcl-2 

sobre el ciclo celular; se ha demostrado que niveles altos de Bcl-2 pueden incluso promover 

la senescencia prematura en fibroblastos normales o en carcinomas (Tombor et al., 2003; 

Crescenzi et al., 2003). Este mismo efecto se observó en los cultivos de las células 

derivadas de animales jóvenes que sobreexpresaron Bcl-2, puesto que el número de células 

senescentes fue mayor que el determinado en los cultivos de las células control y las GFP. 

El mecanismo para explicar estos efectos aún no se conoce en su totalidad. Algunos grupos 

de investigación que trabajan desde hace muchos años con BcI-2, como el de Jerry Adams 

en Melbourne y con ciclo celular con el de Andrew Koff en Nueva York, han propuesto un 
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modelo muy sugerente (Vairo et al., 2000). Se sabe que de manera normal, en las células en 

estado quiescente, con bajos niveles de Bcl-2, 1 a estimulación rnitogénica inhibe la síntesis 

del inhibidor de CDKs p27 e inactiva a p130 que retiene isoformas de E2F, facilitando así 

la entrada al ciclo celular. Sin embargo, estos investigadores sugieren que la acrecentada 

actividad de Bcl-2 inducida por ciertos factores ambientales, pudiera incrementar tanto los 

niveles de p27 como de p130. Un aumento de p27 conllevaría a la inhibición de la actividad 

de la Cdk-2 inhibiendo así la progresión del ciclo celular. Por su parte pi30, al ser una 

proteína del tipo represor constitutivo de la familia Rb, y por estar hipofosforilada, se uniría 

al factor E2F4. El complejo p130-E2F4 reprimiría la trascripción de varios genes 

necesarios para permitir la entrada al ciclo celular desde el estado quiescente, entre ellos 

E2F 1. La inhibición de la cinasa Cdk-2 no sólo detendría el ciclo celular, sino que 

perpetuaría el arresto, ya que esta enzima es la encargada de fosforiiar a p27 y p130 

marcándolos para su posterior destrucción. De manera que los diferentes niveles de Bcl-2 

que contenga una célula podrían ir disminuyendo la tasa de la proliferación al grado de 

llegar a un arresto irreversible. 

Recientemente se ha publicado más evidencia experimental que apoya la participación de 

p27, p130, E2F4 y Cdk-2 en la forma en que lo sugieren Vairo y col. (Crescenzi, et al., 

2003; Bonnefoy-Berard et al., 2004), por lo que este modelo resulta muy atractivo. 

Asimismo se ha sugerido que entre los agentes que pudieran activar la senescencia inducida 

por Bcl-2 se encuentra el oncogene ras (fombor, 2003; Ma.zzocca et al., 2003). 

Lo que sigue siendo una pregunta dificil de contestar es cual seria el mecanismo por el que 

Bcl-2 podría inducir la expresión de factores reguladores del ciclo celular como p27 y 

p130, si dicha proteína se encuentra anclada en las membranas (especialmente en la 

membrana externa mitocondrial). El mismo grupo de investigadores antes mencionado, 
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sugiere que presumiblemente Bcl-2 actué mediante la unión a una proteína hasta el 

momento desconocida., a la cual se le ha denominado X. La proteína X se uniría a Bcl-2 en 

el dominio N-terminal, cerca de la tirosina 28, y esta proteína sería la que induciría el 

incremento de p27 y p130. No obstante, no existen reportes posteriores que apoyen 

experimentalmente la existencia de la proteína X, por lo que la pregunta sigue sin 

resolverse (figura 9). 

Existen numerosos reportes relacionados con el efecto de Bci-2 como protector contra el 

estrés oxidativo, sin embargo, no se han relacionado con su efecto regulador del ciclo 

celular. El grupo de Hailiwell, entre otros, ha reportado que la sobreexpresión de Bcl-2 

aumenta las defensas antioxidantes, incrementando las concentraciones de GSH y de 

CuJZn-SOD, pero no de Mn-SOD, GPx y GSSG reductasa. Un aumento en la 

concentración de CAT sólo se ha encontrado en algunas lineas celulares y en otras no (Lee 

at al 2001). Aún y cuando este mismo grupo no encontró disminución en el daño oxidativo 

sobre el ADN (medido como 8-OHdG) ni en la lipoperoxidación, si reportó que las células 

tranfectadas con bcl-2 presentaron mayor resistencia al tratamiento con H202. 

Existen otros grupos que proponen que el efecto protector de Bel-2 está dado por un 

mecanismo pro-oxidante (Steinman, 1995). Es decir, la sobreexpresión de Bcl-2 pudiera 

provocar que aumenten los mecanismos antioxidantes, de tal manera que cuando se somete 

a las células a un tratamiento generador de estrés oxidativo, las defensas antioxidantes ya se 

encuentren listas y puedan contrarrestar el efecto de los radicales libres, algo así como una 

vacuna. 

Es dificil pensar que la sola presencia de Bcl-2 genere ROS de algún tipo, por lo que 

posiblemente actúe inhibiendo y estimulando la expresión de las enzimas y dispositivos 

antioxidantes. No obstante, no hay reportes que propongan algún mecanismo para explicar 

..-	
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como es que Bcl-2 puede regular la expresión de dichas enzimas antioxidantes, ya que, 

como se mencionó antes, se piensa que Bc!-2 no se transloca al núcleo. Esto nos lleva al 

mismo punto ciego referente a las vías de señalización. 

Es posible especular que el mismo efecto de retrasar la progresión del ciclo celular pudiera 

beneficiar a las células a enfrentarse a retos como el del estrés oxidativo. Si la célula no está 

comprometida a dividirse, puede usar su maquinaria metabólica para detener los radicales 

libres y reparar el daño. Tal vez la misma maquinaria enzimática que revisa que la célula se 

encuentre en buen estado antes de duplicarse y dividirse, pudiera incrementar los niveles de 

antioxidantes y sistemas reparadores que protegen frente al estrés oxidativo. Un efecto 

parecido al que ocurre cuando se agrega un agente tóxico a los cultivos con un alto grado 

de confluencia, en los cuales no se puede observar el efecto del tóxico (Ventura, 

comunicación personal). 

Queda aún por discutir los resultados obtenidos mediante la infección retroviral a las 

células derivadas de los animales viejos. Es evidente que no se puede correlacionar un 

efecto directo de la sobreexpresión de Bcl-2 con la tasa de proliferación o el número de 

células senescentes, ya que las células que únicamente fueron infectadas con 

presentaron diferencias estadísticas con las que no se infectaron 1 indicando que el 

tratamiento por sí mismo afectó a las células. Aún así, estos resultados inesperados fueron 

muy interesantes. El hecho de que no se encontraran diferencias estadísticas entre los datos 

obtenidos entre las células infectadas con gfp o con bcl-2, indica que el efecto de la 

infección retroviral sobre los cultivos primarios de células de animales viejos es algo 

reproducible y que se puede analizar, como se hará a continuación. 

Poniendo especial atención en el aumento del número de células positivas a la tinción SA-

3-gal conforme pasa el tiempo de vida del este cultivo (figura 23), se observa que una



diferencia muy grande en el número de células senescentes en los cultivos infectados con 

respecto al control (132%) los primeros días después de la infección. Sin embargo, 

conforme el cultivo se acerca al límite de Haytlik e inicia la etapa de senescencia, esta 

diferencia va desapareciendo, y en el día 2 1 va no se encuentra una diferencia estadística 

con el control. Esto sugiere que la infección vira¡ o los mecanismos de respuesta celulares 

asociados a ella pudieran haber causado el estrés necesario para inducir una senescencia 

prematura en las células provenientes de ratones viejos, no así en las de ratones jóvenes en 

las que la infección no tuvo ningún perjudicial sobre la tasa de proliferación o el número de 

células senescentes. Lo anterior apoya los sugerencia previa de que el daño acumulado en 

los organismos viejos los hace ser más susceptibles a los agentes inductores de estrés y, en 

este caso, la infección viral podría desencadenar respuestas más drásticas que lo que se 

esperaría en un individuo joven. 

En resumen, los datos aquí presentados demuestran que el fenotipo senescente 

adquirido por las células provenientes de los ratones jóvenes al envejecer en cultivo es 

indistinguible del que presentan las células provenientes de los ratones viejos, excepto por 

el contenido de Bcl-2. Esto sugiere que deben existir factores a los cuales los organismos se 

ven expuestos a lo largo de la vida (como el estrés oxidativo), que pudieran estar 

relacionados con el proceso del envejecimiento natural, y que no están presentes en el 

envejecimiento in vitro. Estos factores, posiblemente debidos al medio ambiente o al 

metabolismo particular de los organismos, pudieran dañar de tal modo las biomoléculas, tal 

y como sugiere Harman, acumulándose, entre otras cosas, en forma de daño al ADN, y que 

esto se reflejara como una mayor susceptibilidad de los organismos viejos frente a los 

agentes tóxicos y radicales libres. Por otro lado, los altos niveles de Bcl-2 en las células de 
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los animales viejos, podría inducir un arresto irreversible (senescencia), de manera que la 

acumulación de células senescentes si podría reiacionarse con el deterioro asociado al 

envejecimiento como se ha propuesto (Campisi, 1997).
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CONCLUSIONES 

1. Se determinó que el fenotipo senescente que adquieren las células obtenidas de los 

animales jóvenes al envejecer in vitro, es prácticamente indistinguible (en función 

de los parámetros analizados) del uue ostentan las células provenientes de los 

animales viejos que han envejecido in vivo, a lo largo del tiempo. El hecho de que 

BcI-2 no se encontrara incrementado en las células de los animales jóvenes que 

envejecieron en cultivo, postula la posibilidad de un fenotipo incompleto o 

diferente, carente de los marcadores que se adquieren de manera gradual en el 

envejecimiento in vivo; y sugiere que se puede llegar a la senescencia 

aparentemente por vías bioquímicas y moleculares distintas. 

2. Los resultados confirman la correlación entre la sobreexpresión endógena de la 

proteína Bcl-2 y el aumento de la edad en algunos tejdos de los ratones, en este 

caso en el pulmón. No obstante, aún queda por resolver si el aumento de esta 

proteína se manifiesta como una respuesta al estrés oxidativo al que se ven 

sometidos los organismos a lo largo de su vida. O bien, si es el efecto de alguna 

alteración a nivel epigenético que involuntariamente bloquea la apoptosis 

favoreciendo la senescencia, o algún otro mecanismo como una posible búsqueda de 

la supervivencia celular. 

3. La mayor susceptibilidad que se observa en el ADN de los animales viejos frente al 

estrés oxidativo, en comparación con el de los animales jóvenes, no está dada 

únicamente por una respuesta inapropiada de las células frente a un reto oxidativo 

inmediato, sino que podría explicarse por la presencia del daño acumulado en el 

ADN, (oxidativo y epigenético), a lo largo de la vida, como propone la teoría de 

Harman.
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4. En las células provenientes de los ratones jóvenes se encontró que la sobreexpresión 

exógena de la proteína Bcl-2 retrasa la tasa de proliferación celular. Una posible 

explicación podría relacionarse con el hecho de que la alta concentración de Bel-2 

fomentaran el arresto transitorio de algunas células en la fase Gi del ciclo celular, 

mientras que en otras, ese arresto fuera permanente induciendo la senescencia 

celular. 

5. El aumento de Bcl-2 mostró un efecto protector frente al estrés oxidativo inducido 

por el H202 lo que permitió que las células continuaran proliferando. Esto 

corroboró una de las funciones conocidas y reportadas de la sobreexpresión de la 

proteína Bcl-2. 

6. La infección retroviral o el mecanismo de respuesta celular ante esta agresión, 

indujo la senescencia de manera prematura en las células provenientes de los 

animales viejos, apoyando la idea previa de que la susceptibilidad que presentan los 

organismos viejos frente a los agentes estresantes pudiera estar asociado a la 

acumulación del daño a lo largo del tiempo. 

7. El modelo animal de ratonas hembras de 12 meses de edad pero que han tenido 

múltiples embarazos, es un modelo interesante y relevante, que debiera, por tanto 

ser explorado más ampliamente puesto que dichas hembras presentan características 

fenotípicas y bioquímicas relacionadas al envejecimiento aún y cuando 

cronológicamente no han llegado a esa etapa. 

8. El modelo en cultivo de estos mismos animales es muy complicado y presenta 

varios inconvenientes, por lo que para estudiar la senescencia in vitro, se propone 

usar el modelo de senescencia inducida por estrés o SIPS.
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PERSPECTIVAS 

1. Estudiar más a fondo el modelo de hembras con múltiples embarazos y compararlo 

con las hembras vírgenes de la misma edad, para tratar de determinar si existe 

alguna correlación entre el desgaste metabólico asociado a la procreación y la 

aceleración del proceso del envejecimiento. 

2 Inducir la senescencia de manera prematura por estrés opn los cultivos de fibroblastos 

de ratón joven usando para ello H 202 (Stress-Induced Premature Senescence = 

S[PS). Esto con el fin de reducir el tiempo en el cual la mayor parte de la fracción 

poblacional se encuentra en fase senescente. Además de que, al someter a las 

células a una concentración subletal de estrés oxidativo, es probable que el 

mecanismo por el cual se induzca el fenómeno de senescencia sea lo más parecido 

posible (para un modelo in vitro) del que ocurre durante el envejecimiento normal 

adquirido a lo largo del tiempo Este modelo ya se ha descrito para fibroblastos 

primarios humanos de origen embrionario como las líneas WI-38, IMR-90, HCA-2 

etc (que son lineas celulares que senescen) ( En nuestro caso podría ser muy 

interesante ya que tiene la ventaja de que se emplean ratones jóvenes, pero al 

someterlos a estrés oxidativo es probable que el mecanismo por el cual se induzca el 

fenómeno de senescencia sea más parecido al que ocurre durante el envejecimiento 

normal adquirido a lo largo del tiempo para usarlo como modelo de estudio in vitro. 

3 Determinar los niveles de Bcl-2 en diferentes tejidos a lo largo de la vida de los 

ratones. Por ejemplo: hígado, riñones, cerebro, etc. 

4. Estudiar si la expresión de Bcl-2 se induce como respuesta al estrés oxidativo, y 

tratar de diferenciar si esta es una respuesta regulada por el estrés o debido al daño 

enelADN (vía p53).
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5. Estudiar la relación entre la proteína Bcl-2 y otras moléculas asociadas al ciclo 

celular y al envejecimiento, por ejemplo !a enzima telomerasa. 

6. Estudiar la participación de las modificaciones epigenéicas con el arresto de la 

proliferación y la inducción de la senescencia. 

7. Estudiar la relación entre los niveles de algunas enzimas antioxidantes y la cadena 

respiratoria mitocondrial. 

8. Estudiar participación de la senescencia como respuesta celular al estrés en otros 

modelos, por ejemplo fibrosis hepática.
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Senescent phenotypc can be attained by diversc agents, thus suggesting that there migbt be molecular dtfferenccs between the 
senescencc achieved in vivo and the scnescencc-like state attained in vitro under culttre conditions. In tks study we compare thc 
sencsccnt phenotype reached by cells derived from young anirnais when cuiturei in vitro with the one associated with the in vivo 
aging proccss. Several in vitro senescence parameters, including MTT reduction, proliferation rate, DNA synthesis, SA-3-gal 
stainmg, and both ¡a vivo and in vitro Bel-2 conteat, were cetermined. Alteatons in DNA electrophoretic mobility were evaluated 
to test diffcrcnces in bulk chromatin structure. Our resulis indicate that although it is possibk to achieve a senescent phenotype with 
celis derived from young animats aged ja culture, this phenotypc differs from the one observed in older animais, due to lack of in 
vivo damage inducers Lo which celis are bcing exposed dw-ing natural aging. 
© 2004 International Federation for Celi Biology. Published by Elsevier Ud. Alt rights reserved. 
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1. Introduction 

The process whereby normal primary cells in culture 
undergo physiological and molecular alterations at the 
end of their replicative life span is defined as replicative 
senescence. Ibis is thought to be a contributor to aging 
(Faraher and Kipling, 1998), as well as a tumor 
suppression mechanism, in a pleiotropic antagonistic 
manner (Campisi, 1997). Early in life, senescence may 
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have the dbilitv to protect organisms from cancer. 
However, as senescent culis accumulate in tissues later in 
life, this process may actually promote carcinogenesís 
and contribute to a variety of pathological changes seen 
in the aged (Campisi, 2000). Senescent celis are in-
capable of replication, since they are irreversibly 
arrested in the G 1 phase of the ccli cycie (K.rtolica 
et al., 2001), but they do respond to environmental 
signais and are metabolically active for long periods of 
time. They exhibit selected, ceIl-specific changes in 
furiction and resist apoptotic cdl death (Bree et al., 
2002). Thcsc celis were first described in primary 
cultuies (Hayfiick and Moorhead, 1961), but most 
recentiy their presence has also been documented in 
vivo (Dirnri et al., 1995). The most important criterion 

1065-6995/S - e front mauer © 2004 International Federsuon for Cefl Biology. Publibed by Elsevier Ltd. Afl nghts reserved. 
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for senescence is that thc celis must fail tc, divide under 
appropriate mitogenic stimuli. Mosi of the direc 
evidence for the presence of sencscent celis in viv 
comes fi-orn a modified histochermcal stain for 
3-gaiactosidase that is specific for senescent fihrob1a s 
(Dimi-i et al., 1995). Additional factors that support tEc-
relevance of the model of replicative senescence to heip 
understand in vivo aging are the influence of speci 
longevity, donor age and premature aging syndromes Oí 

the replicative life span of normal cus in cultu.. 
(Campisi, 2000; Chen et al., 2000a). 

An apparently identical senescent state can also be 
prematurely induced in vitro by diverse stirnuli, such as 
oncogenic Ras (Palmero and Serrano, 2001) or oxidative 
stress (Chen cc al., 1995). Moreover, a senescence-likc 
state has recently been described in cancer-derived celis 
(Hwang, 2002). Al! these indicate that senescent 
phenotype can be attained by different celi types and 
induced by various agents. 

In spite of the significance and strength of this model 
and the similarities found in the senesccnt phenotype of 
dilTerent cultured cell unes, there are still sorne un-
resolved issues about the reguiation of the different 
senescence-inducing pathways and the role of sorne 
elements shown to induce senescence, such as telomere 
shortening (Chen et al., 2001; Munro et al., 2001; Von 
Zglinicki T, 2000), cefl cycle inhibitors, tumor suppres-
sors and oncogenes such as Ras, p21 and p14 (Chen 
et al., 2000b; Macip et al., 2002; Pantoja and Serrano, 
1999). Al! these indicate that biochemical and molecular 
differences exist between the replicative senescence 
achieved in vivo, associated with a progressive decline 
in the biological and physiological functions of an 
organism, and the senescence-Iike state attained in vitro 
under culture conditions. Thus, it is interesting to 
compare the senescence physiology and phenotypc 
reached by celis derived from young animais when 
cultured in vitro with the one attained during in vivo 
physiological deterioration. 

Besides the ccli cycle inhibitors and tumor suppressor 
proteins that have been related to senescence induction, 
Bel-2 has been reported to be overexpresscd during 
senescence (Wang, 1995), and was recentiy found co 
promote premature senescence induced by oncogemc 
Ras (Tombor et al., 2003). This cffect, added co the 
previous novel functions described for Bci-2 related to 
oxidative stress protection"(Hockenbery et al., 1993; 
Steinman, 1995) and ccli cycie regulation (Borner, 1996; 
Vairo cc al., 1996), points to Bel-2 as an intriguing 
protein associated with cellular survival through severa! 
pathways, making it very attractive for further in-
vestigation. 

The aim of this study was to compare the ability of 
celis derived from young and oid animais to senesce in 
culture, in order to determine whether the scnescent 
phenotype achieved in vitro by ceHs derived from young

animais is similar to che one actained during tbe in vivo 
aging proce. 1-encc, the senescent phenotype of 
primary fibroblast cultures obtained form the lungs of 
young mice (2 months) was compared to thosc denved 
from older mice (12 rnonths). The lung was chosen 
because its high P°2 (López-Torres et al., 1993) might 
induce oxidative stress responses not achieved in other 
tissues. Ccli proliferation, DNA synchesis, MT!' 
reduction and the expression of senescence-associated 
-gaiactosidase activity (SA 13-gal) were evaluated as 

aging parameters. In order co test differences in bulk 
chromatin structure in both cell cultures, alteiations in 
DNA clectrophoretic mobility were evaluated by comet 
assay. Bd-2 content was analyzed both in vivo and 
in vitro. 

2. Materials and xnethods 

2.). ChemicaLs 

AB chemicals and reagents were of the highest 
analytical grade and the rnajority were purchased from 
Sigma Chemicais (St. Louis, MO, USA). The reagents 
obtained from other sources are detailed in the text. 

2.2. Animals 

CD-1 female mice were used in our experiments. It 
has been reported (Altamirano, 1994) that vaginal 
openings for CD-1 females occur between 50 and 60 
days. At this age, che female mouse is considered to be 
a young adult, completely developed and capable of 
reproduction. It is also known that thc reproductive 
span of feinak breeders is 8-9 months, rn.;ulting in 6-8 
litters in total (Zurcher et al., 1982). After this, female 
mice deteriorate morphologically and physioiogically, 
and display a classic oid age phenotype, with an increase 
in benign tumora, hair loss and weakness. Therefore, 
2-month oid virgin femaies were considered co be young 
aninials, while 12-month oid retired breeders were 
considered to be deteriorating older animals. 

23. Ce!! cullure 

Primary cultures of normal lung fibroblasis were 
obtained from young or older femak CD-1 mice 
according to Doyle et al. (1998)'s protocol. CelIs were 
maintained routinely in Dulbecco's modified essentiai 
mediurn (DMEM) (GEBCO-BRL, Gaithersburg, MD, 
USA) supplemented with 15% inactivated fetal bovine 
seruin (FRS) (Hyclone, Logan, UT, USA), 1% non-
essentiai amino acids, 100 U m1 penicillin and 100 zg/ 
ml streptomycin (GIBCO-BRL, Gaithersburg MD, 
USA). The mediwn was replaced every two co three 
days and ce!ls were trypsinized upon reaching conflu-
ence. CelIs were grown at 37 °C in 60 mm diameter
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culture dishes (Corning, Acton, MA, USA) in an 
atmosphere of 95% air vid 5% CO2. 

2.4. Aging parameter.: proliferation rase, MTT 
assay, DNA synihesis and senescence 

After approximately 5-6 days of primary culture, 
celis were trypsinized and seeded at a density of 5 X  103 

celis per weli on a 48-wdll multi-chamber (Corning. 
Acton, MA, USA). Ml experiments began on day 7 after 
establishing the primary culture; all measuretnents were 
performed eery two days until day 27 (before Hay-
flick's limit). The four aging parameters were analyzed 
in triplicate on each day of the experiment, and four 
independent cultures from independent donor animais 
were set up for young and oid mouse celis. All 
measurements were performed on sub-confluent ciii-
tures. To prevent quiescence due to contact inhibition, 
ce!l cultures that achieved confluence were trypsinized 
and the entire population seeded in larger wells (24- or 
6-weli multi-chambers) (Corning, Acton, MA, USA). 

2.5. FroI feration rafe 

The entire popuiation of celis was quantified and 
scored every two days in order to measure the pro-
liferation rate. Celis were trypsinized and a 20 .tl aliquot 
was stained with an equal volume of 0.4% trypan blue 
solution. The number of living celis in 10 pi of this 
suspension was scored using five fields of a hernocytom-
eter under a phase-contrast optical microscope. 

2.6. [3HJ-thymidine labe(ingfor DNA synzhesL 

An aliquot of 1 ILCi (3E1J-thymidine (NEN, USA) was 
added to the culture medium. Incorporation was 
allowed to occur for 24 h, and celis were washed with 
PBS and flaed for 15min with 0.5m! of 95% 
methanol—PBS solution. Subsequently, cells were gently 
washed twice with PUS. Five hundred microlitres of 
0.2 N NaOH solution was added overniglit to hydrolyze 
the DNA. The alkaline extract was transferred to a vial 
containing 3 ml of scrntillation liquid. The incorporated 
radioactivity was quantified in a scintillation counter 
(Beckman LS 6500). 

2.7. MTTassay 

Mitochondrial respiratory function was indirectly 
deterrnined every two days using the MTF assay 
(Mosmann, 1983), which has been reported to quantify 
mitochondrial succinate dehydrogenase activity. This 
assay was chosen as art indicator of cellular energetic 
and metabolic status, Briefly, cells were incubated with 
DMEM—FBS containing 0.5mgmI' MiT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-ylJ-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

for 4 h at 37 °C. The medium was discarded and 800 pi 
of extracting solution (0.04 M HCI in isopropanol) was 
added to each well. After 15 n-ún of incubation at room 
temperature, the colored formazan salt was measured at 
570 nm using a Beckman DV 640 spectrophotcrneter. 

2.8. Senescence-associaled 
Ø-galacsosidase-posiiive celLs 

The activity of senescence-associated -ga1actosidase 
(SA--ga!) was determined as described by Dimri et al. 
(1995). Celis were fi.xed with 2% paraformaldehyde. 
Three wells were stained every two days and the number 
of SA--gal-positive cells was determined by couniing at 
least 100 cells per well under a rnicroscope. The number 
of cells positive for SA--gal activity is reported as 
a percentage of the total cells scored. 

2.9. BcI-2 conteni ¿ti lung homogenale.t 
and ce!! lysates 

Bcl-2 was determined by Western biot independently 
in mice lung homogenates at different ages, and in ce!l 
culture lysates at the indicated stages. Lungs were 
obtained from newborn, 1 week, 1, 4, 8 and 12 month 
CD-1 feirale mice, and homogenised ui lysis buffer 
(50 mM Tris—Ha, pH 8-0,120 mM NaCI, C.5% NP40, 
100 mM NaF, 0.2 mM NaV0 3, 10 jLgIm1 aprotinin, 
5 mM PMSF, 10 jtg/m! leupeptin). Homogenates were 
incubated aL 4 oc for 5-10 mm, and centrifuged at 
14,000 rpm at 4 oc for 20 min. The supernatant was 
collected for Western blot and protein determination. 
The ce!l culture lysates were performed at 15 vid 30 
days of culture. The same procedure was used for 
cellular pellets, except that the lysis buffer contained 
a different concentration of protease inhibitors (1 g/m1 
aprotinin, 1 mM PMSF, 1 tg/mi leupeptin). Protein 
concentration was determined using a commercial 
Bradford reagent (BioRad, Hercules, CA, USA). 

2.10. Western blor anatysis 

Celi and lung lysates were independently separated 
on 13% SDS-PAGE and transferred to a nitrocdllulose 
membrane (BioRad. Hercules, CA, USA). Membranes 
were biocked with 0.1% TBS—Tween contailung 5% 
non-fat milk for 1 h, and incubated with z-Bc1-2 
antibody (Neomarker, Frernont, CA, USA) for 2h. 
The membranes were washed 3 times with TBS—Tween 
and incubated with a horseradish peroxidase-conjugated 
anti-mousc IgG econdary antibody (Pierce, Rockford, 
IL, USA) for 1 h. After three washes, the blots were 
developed using a comn'iercial chemilumincscent reagent 
(Supersigr!.a!® Pierce, Rockford, IL, USA).
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2.11. Alkaline s ingle ce!l gel elec:rophoresis 

(SCGE) or come: assav 

Semi-confluent cultures of tung fibroblasts frorn 
young and older animais. in 60 mm diameter cultu 
dishes, at carly cumulative population doubling 
(CPD ^ lO) were exposed te sub-lethal oxidative stres 
with 0.3 mM F1 202 in DMEM containing 10% FBS ar 
incubated at 37 °C for 30 mm. At this concentratior, 
alterations in DNA structure occur without an' 
associauon with ccli death within 24 h (data not shown, 
Control celis free of 1-1 202 were run ¡a parallei After 
incubation, cells were trypsinized aiid centrifuged at 
1000 rpm for 4 mm. 

The comet assay was essentialiy performed as de-
scribed by Singh et al. (1988) and modified by Tice 
(1994) and Betancourt et al. (1995). Briefly, the ccli 
suspension was embedded in threc layered agarose geis 
en frosted sudes and immersed in lysis buffer (2.5 M 
NaC1, 100 mM EDTA, 1% Na sarcosinate and 10 mM 
Tris, pU 10.0 with Triton X-100 and 10% (y/y) DMSO 
added fresh) and maintained at 4 'C for at least 2 h. The 
sudes were removed and placed en a horizontal 
electrophoresis box (BioRad, Hercules, CA, USA). 
The reservoirs were fihied with fresh electrophoresis 
buffer consisting of 300 mM NaOH and 1 mM EDTA. 
The sudes were Ieft ¡a alkaline buffer for 20 min te allow 
DNA unwinding and the expression of alkali-labile 
damage. Electrophoresis was performed at a voltage of 
25 V and a current of 300 mA for 20 mm. The sudes 
were rinsed twice with rteutraiization buffer (0.4 M Tris, 
pH 7.5), before staining the DNA with 50 jt1 ethidium 
bromide at 2 mg/mI. Sudes were analyzed using a 40 X

objective cns en an cpiftiorescent microscope (Olym-
çus), eçuipped with an cxcitation filter of 515-560 nm 
and a barrier filter of 590 nm. Fifty celis per treatment 
(25 cells en each of two replicate sudes), in three 
independent expenments, were analyzed lo¡- DNA 
migration. The tail length was measured from the 
trailing edge using a calibrated scale in the ocular of 
the microscope. 

2.12. Data analysis 

Data aro ieported as the mean ± SD for at least three 
mdLpendent experiments in triplicate using different 
donor arimais. The Kruskal—Wailis non-parametrlc 
method followcd by Tamhane variance analysis wcre 
used to compare the comet assay data. The one tailed 
Student'st test was used for al¡ the other data. A 0.05 
leve¡ of probability was used as a minimum criterion of 
sigu ficance in aH cases. 

3. Resdts 

3.1. Pro1 feration rate 

Te uctermine the cellular prolifera:ion rate, cells 
obtained from young and older rice were scored every 
two days, from days 7 te 27 of the culture. Changes in 
the proliferation rate were evaluated by analyzing 
variations in the siope of the growth curves. When the 
proliferatiori rates from Fig. 1 were analyzed, it became 
evident (hat although both ce!l cultures had a s!ow 
proliferation rate between days 7 and 15, celis from 
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Fig. 1. Protiferation rate. Celis obmained from young mice (oçen tymbola O) and oldeT mice (solid symbois $) were seeded at 5 X W celIa per wdl in 

a 48-weU multichamber. use experiinent begari oit Use sevenih day of culture, and tIte number of celis mu the catire populatiun was acored every (wo 

days as described i n Scetion 1 TIte inseri la a magniticaiion of Use first five days of Use cxpecuacnt. Resulta art tIte mean ± S.D. of four mdcpendens 
experimenta (p <0.05).
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young animais protiferated 5 times faster thart those 
from older ones. Between days 15 and 19, both cultures 
showed an increment in ceil number. During this period, 
a similar difference in the proliferation rate prevaiied 
(i.e. nearly 5 times faster in young animal celis). From 
days 21 to 27, the proliferation rate decreased slightly, 
producing a negative siope in both cases, indjcating ceil 
death. The siope for cells from young mice was 1.5 times 
that from older mice. When the ccli numbers in both 
cultures were compared, aH points showed a statistically 
significant difl'erence (ji <0.05). The largest difference in 
ccli number was found on day 19, where the number of 
celis from young mice was 10 times higher than that 
from older mice. This difference persisted until the end 
of the culture. En suinmary, primary fibroblasts from 
young and older animals behaved as reported for 
primary cultures, displaying a chai-actenstic logarithmic 
growth phase. The rate of ccli proliferation in both 
cultures declined after reaching Hayflick's Iitnit (Hay-
flick and Moorhead, 1961) at day 19. 

3.2. DNA synthesis
3.4. Senescence 

coincided with the interruption in cefl proliferation 
observed in both cultures (Fig. 1). 

3.3. MiT assay 

Mitochcndriai activity was evaluated by MT1' assay; 
the results expressed as absorbance per ceil are 
normalized and shown in Fig. 3. Both cultures showed 
an increase in their functionality from days 7 to 15, 
when they appeared to stabilize. This increase in 
metabolic activity coincided with the increase in cellular 
proliferation and DNA synthesis ([3H]-thymidine in-
corporation) in both cultures, aithough celis derived 
from older animais were 3 times iess metabolically 
active. After day 19, both cultures showed a decrease in 
mctaboiic activity. However, as can be seen in Fig. 3, 
celis from young mice deteriorated faster. On day 25. 
celis from young mice seemed to behave in a very similar 
manner to those from older mice. This suggests that 
when cells from young animals age in culture, they tend 
to become metabolically indistinguishable from those 
derived from older aminais. 

Fig. 2 shows that [ 3 H}-thymidine incorporation per 
celi increases from the beginning of the culture until day 
19 in both cases. It is worth pointing out that both 
cultures showed similar [3 U]-thymidinc incorporation 
(as revealed by similar siope values up to day 21), 
although the celis from older animals always incorpo-
rated 2-3.5 times less [3HJ-thymidine per cd. After day 
19, the (3H1-thymidine incorporation sharply decreased 
in both ceil cultures. (3HJ-thymidine incorporation in 
celis from young animals decreased down to the leveis 
obtained for older culis, and no significant difference was 
found between thc two cultures from day 25 onwards. 
Interestingly, the decrease in [3H]-thyinidine incorpora-
tion on day 19, indicative of reduced DNA synthesis,

To explore the idea that the accumulation of 
sertcscent celis correlates with the senescent phenotype 
related lo iging deterioration, staining for positive SA-
a-gal culis was performed. The results presented in Fig. 4 
indicate that there is a mixed popuiation of senescent 
and non-senercent culis in both cultures during the entire 
culture life span. During the early days of the 
experiment (days 7-9), no SA--ga1-positive culis were 
scored from the culture of young mice, while 10% of 
SA--gal-positive cells were scored for those derived 
from older mice. By day 25, 42% of the culis from 
cultures obtained from young animais were posiive, 
compared Lo 65% for older mice. These differences were 

Days 

Fig. 2. j3H)-thymidine labeling to evaluate DNA synthesis. Celia obtained from youna mice (open sy.nbos O) and oldet mice (salid symbois •) were 
seeded al 5 x 103 celia per well on a 45weil multichamber. [ 3 14}thymidine inc3rporation was detennined every two days as dctibed in Section L 

?'1otc thai ihe behavior of boih cultures was very similar, and beçamç jdentical in zhc last few Jays of thc eiperimcnt. Results are (he mean ± S.D. of 
íour independeni experimenta (p <O.O5)
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Fig. 3. MTT assay. Celia obtained from young mice (open symbois 3, and cider mice (solid symboLs •) were seeded at 5 X W celis per well on 
a 43-wel1 multi-chamb. Mli' reduction was determincd every twodays, as desrited in Section 1 Tlic resulta are exprcssed as O.D. 520 nm per ccli, 
and are normahzed. Results are ibe nn ± S.D. of four indencndent cxperimenis (' p <0.05). 

statistically signifi.cant throughout the whole culture. 
The rate of appearance of SA--ga1-positive celis was 
estimated in culturw from yomig asid oid animais from 
days 9 lo 25 (Fig. 4), This rate was constant in older 
animais, but it increased between days 19 asid 21 in 
young animais, so the siope for these days was very 
similar to that obtained for the entire culture ilfespan of 
cells from older animais. This supports the observations 
fi-orn the MT!' assay, where the decrease in mitochon-
drial functionality could be due to an mci-case in the 
population of sencscent celis. It is important to note that 
ceff proliferation, DNA synthesis and metabolic a#tivity 
showed a marked decrease in both cultures en days 19 
and 21, coinciding with the Hayflick's limit observed for 
these celis (Hayffick and Moorhead, 1961).

35. Bcl-2 content increases during developrnent 

To determine Bcl-2 content during the mouse life-
span, Western blots of lung lysate were peiformed at 
various stages between newborn and 12 month oid 
animals. Fig. 5A demonstrates the mercase in Bel-2 
leveis during uging. To establish if in vitro aging also 
coi reIacs with increased Bel-2 expression, we pert'ormed 
Western biots of senescent cells (30 days) and compared 
them to celis in logarithmic growth phase (15 days), 
froni yourig (2 months) and older mice (12 months). 
Fig. 5B shows that there is also an increment in BcI-2 
leveis associated with replicative senescence in celis 
derived frorn older animais, but this was not the case for 
senescence in celis derived from young mice, where Bcl-2 

80 
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Fig. 4. SA4-gal activity. Celia obtained from young mice copen symbois O) and older mice (solid symbob •) were seeded st 5 X le celis per well 
on a 45-well multichainber. SA-R-gal activity was determined as described by Dimzi et W. (1995). Tbe number of celis positive for SA4-gal activity la 
given as a percentage of the total celia scored Note thai ihe siope fer (he dlis (rom oung mice becomes identical co thai for older mice at dey 21. 
Resulta are the mean ± S.D. of four indepcndent experimcnts (p <0.05).
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A	MCF-7 newjçn 2 veks 6 weeks 4 months 8 months 12 monis 
Bd-2 

26 kDa	 j. 

2ErI1!L•] 
Foid Increase 1.0	1.0 1.7 2.2 5.5	6.0 

B	MCF7 Log phaseLog phase Senescent Senescent 

Bcl-2 young oid young oid 

26 kDa — -

Foki increase	1.0	1.0	 0.8	1.6 

Fig. 5. Bcl-2 levela in mouse lung during its lifetime (A) BcI-2 was deterinined by Western biot tu mouse lung homogenales at different devclopmental 
stages, as descnbed in Section 2. MCF-7 celis overexpressing Bel-2 were used as a positive control (lane 1). (8) Bcl-2 was determined by Western bio 
in ceil culture lysates obtained from young and older mice during the log4rithlric gro kth pisase (15 days) or dunng senescence (30 days). la both 
tases. non-transferred sections of geis staincd with coomassie blue are shown as loading controL (lower panela). Dala are tite nonnalined values of 
densitometric analysi& 

leveis did not mercase. This persistent in vitro Bcl-2 
expression observed only in cells from older animals 
suggests a molecular difference related to in vivo 
physiological deterioration, which is absent in cells from 
young animais. 

3.6. Chromatin analysis by come: as.say 

The differences in Bci-2 expression suggested a mod-
ified pattern of gene control. It was therefore interesting 
to postuiate if the progressive physiological det.eriora-
tion attained in the ni vivo aging process con-elated with 
a significant alteration in butk chromatin structure. 

The potential differences between celis from young 
and older mice were assessed by the aikaline SCGE 
(comet) assay, performed on untreated celis from both 
types of animals, or on celis caposed lo a sub-tethal dose 
of H 202 . Tabie 1 shows the average DNA migration 
(tajl iength) of control and H202 treated cela from 
young and older animais. The alkaline comet assay 
resolves the relaxation of DNA supercoiling rather than 
discrete DNA fragrnents, which conventional electro-
phoresis reveals (CoIlins et al., 1997). This assay 
quantifies individual celis, and usually displays a wide 
degree of intrinsic deviation between them (Cortés etal., 
2001; Pouget et al., 1999). It is for this reason that the

Kruskal—Wallis non-parametric method was used to 
analyze these resulta. Similar statistical significances 
were obtained when other non-parametric staustical 
methods were used. 

The average tail length of untreated celia was 30% 
longer in celis derived from older animais. Tail length 
increased significantly in both ccli cultures when tre2ted 
with H202 . Celia from older mice presented an mercase 
of 120% in tail length compared with control cus, while 
only a 61% increase was observed in young mice celis 
with respect to their controls. In conclusion., the comet 
assay demonstrates that thc celis derived from older 
anmsals aIready had buIk chromatin rearrangemeuts 
befome being subjected to any treatment, as reflected by 
a 30% longer taj!. The fact that a 78% longer tail was 
observed in cells from older animais when exposed to 
oxidative stress points to an altered and/or more fragile 
chromatin structwe associated with in vivo physiolog-
ical detenoration. 

4. DiscsIoa 

Senescent cUs have long been used as an experimen-
tal model to study the biology of aging at the celluiar 
and molecular leve¡ (Campisi, 1997; Chen et al., 1995). 
Recently, a number of studies have found that features 
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Tabk 1 
Mean tail Icngth of control and H 202 treated c&Li 

Tíl Iength (pm) 

Celia from	 CeUs froin 
young mice	 older mice 

Control	 30.9 ± 14.8	 40.5 ± 24.5 
H?OTtreated	49.9 ± 19 .9#	 89. 1 ± 30.0 

CCIIS denved fiom young and oId mice were exposed te oxidative stress 
with H 202, as indicated in Section 2. Comet tau Icngth la expressed in 
micrometrea. Each value representa the mean ± S.D. of the analysis uf 
150 treated celIa in three independent expeíimenta. Sgniiicantly 
different frore celta obcaincd from young mice () and H02-treated 
cells (#) (p <0.05) using the Kruskal—Wallis non-parametric rnethod 

foltowed by Tamhane vanance analysia. 

of senescence can be prematurely induced in cultured 
primary cells of human and murine orign by the 
exprcssion of a variety of genes, such as activated Ras 
or Raf (Palmero and Serrano, 2001), or by exposure to 
sub-lethal leveis of DNA darnaging agents or oxidative 
stressors (Chen et al., 1995; Toussaint et al., 2000). A 
few studies have even extended senescence lo tumor celis 
(Chang et al., 1999, Hwang, 2002). These results 
challenge biogerontology lo redefine the concept and 
measurements of signilicant criteria for senescence 
(Chen et al., 2000a). Complicating this notion, there 
are also reports that growth arrest and senescent-like 
phenotype may be related lo different culture conditions 
(iCodania et al., 2001; Wright and Shay, 2002). 

To compare the senescent physiology and phenotype 
achieved in vitro by rodent puimonary cells with those 
attaincd during the ¡u vivo aging process, we cultured 
primary lung fibroblasts from young and older mice and 
ciLaracterized these celis by measuring proliferation and 
ja vitro senescence parametera, as well as changes in Bcl-
2 content a molecule associated with ccli survival. 

It is known thai tissues from older donors contain 
a higher fraction of senescent celis than those from 
younger ones (Bruce et al., 1986). Wc corroborated this 
observation by finding a larger fraction of SA--ga1-
positive cells in cultures from lungs derived from older 
aninutls compared to those derived from young ones. At 
the beginning of the culture, a significant difference in ah 
tested parameters (MTF reduction, proliferation rate, 
DNA synthesis, and the fraction of SA--ga1-positive 
celis) was observed. However, as the cdlls from young 
mice aged in culture, they became increasingiy similar lo 
those derived from older aimals. This transformation 
persisted up to the point where no statistical difference 
was observed in MTT reduction, proliferation rate and 
DNA synthesis, ¡u contrast lo the Tate of appearance of 
SA-3-gal-positive cells. Despite the fact that the primary 
cultures from young and older animais showed different 
growth rates, when both cultures carne closer to 
Hayflick's limit (Hayflick and Moorhead, 1961) and 
replicative senescence, the cehls from young ammals 
started a rapid decline that lcd thern lo a physiological

leve¡ similar lo their counterparts trom older animais. 
On tite 27th day, both cultures showed a senescent 
phenotype without any signiflcant ø.ifferences, corrobo-
rating tite fact that tite accumulation of senescent cells in 
vivo may contribute to the deterioration associated with 
oid age (Campisi, 2000). 

BcI-2 content was analyzed both in vivo and in vitro. 
Interestingly, the increment in Bel-2 protein steady st.ate 
conteut in vitro in the cehis denved from older mice 
(Fig. 58) correlates with the increase in Bcl-2 expression 
observed in the lung through in vivo aging (Fig. SA) 
althougli, the magnitude of tite increment in Bcl-2 
content in vtro is less substantial titan in vivo. Aa 
important factor that rnight explain this resuit is the 
cellujar heterogeneity of the lung sample. The abihity of 
Bcl-2 and reiated subfamily proteins lo promote cdl 
survival has been extensivehy studied (Adams and Cory, 
1998). This property sometimes clouds other Bcl-2 
physiological functions that are related lo its antioxi-
dant effects (Degli-Esposi et al., 1999; Lee et al., 
2001a,b) and its irifluence on the cdl cycle (Vairo 
et al., 2000). It is likely that aH Bc!-? functions may 
contribute lo the mechanisms that regulate cefl survival. 

There is sorne controversia¡ 'nformation about Bel-2 
coatent during aging. It has been reported t.hat tite-e is 
no change in Bcl-2 leveis in human mononuclear celis 
with age (Monti et al., 2000), while others have reported 
that Bcl-2 content in mt T celis and heart decreases with 
age (Pahlavany and Vargas, 2001; Phaneuf and Leeu-
wer.burgh, 2002). These contradictory results could be 
explained on the basis of tissue speciflcity and difieren-
nal aging rates between species. While monocytes and T 
cells are constantly replaced, celis from the tung and 
heart have a slower rate of exchange. In addition, 
compared to the heart, the lung is constantly exposed to 
a higher oxygen tension, and hence predisposed to 
oxidative damage (Schock et al., 2001). Thus, a closer 
analysis of the Bcl-2 content in different tissues 
throughout the hifespan of several species, as well as 
a more detailed knowledge of the cefl types that display 
thesc differences, is still required. It would be of great 
interest to determine the correlation between SA-3-ga1 
activity and Bel-2 overexpression, both in vivo and 
in vitro. 

The finding that Bcl-2 leveis increase in sorne tissues 
during the in vivo aging process, but not during 
senescence att.ained in vitro, is very relevant in relation 
to its reccntly described role as a cefl cycle modulator 
(Kumazaki et al., 2002; Vairo et al., 1996) and 
a protector against ROS (Deng et al., 1999; Hockenbery 
el al., 1993; Steinrnan, 1995). Overexpression of Bel-2 
can also delay cefl cycle progression and DNA 
replication (Borner, 1996) and may even increase the 
rate at which celle withdraw from the cefl cycle and 
bccor.e quiercent (Vairo et al., 2000). Thus, it cannot be 
disputed that Bcl-2 content may be one of the regulating
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factors t.hat preserves ceHular tongcvity and induces 
replicative senescence. A physiologicai liiadvantage of 
Bcl-2 overexpression associated with senescence de-
velopment is the preservation of daxnaged cells that 
would otherwise have died. From this perspective, it was 
interesting Lo note that while the fraction of SA4.gal

-positive celis obtained from older mice reached 60%, 
this value was only 40% when the cellz of young animais 
were aged in vitro. 

It is known that cellular antioxjdant defences, such as 
SOD and catatase, decrease with age (Ames et al., 1990), 
and since BcI-2 has been related to oxidative stress 
resistance (Hockenbery et al., 1993), ita increase may be 
a gradual response to the accwnulation of epigenetic 
changes and low leve¡ oxidative stress brought abouL by 
free radicals formed during normal metabolism, as 
predicted by Harman's aging hypothesis (Harrnan, 
1956), and not by senescence per se. Our results show 
that the natural overexpression of Bd-2 has only a mild 
protective effect against death ja senescent celis. lic rate 
of cell death between days 19 and 27 (Fig. 1) is 1.5 times 
faster in cultures detived from young mice where Bl-2 
content was low (0.8) (Fig. 58), compared Lo cultures 
from aging mice. 

The lack of Bcl-2 in senescerit cdlls derived from 
young mice supports the idea that there rnay be sorne in 
vivo pre-established commitment associated with age 
that cannot be accomplished by the in vitro senescence 
of celis derived from young arilmais, due to the lack of 
environmental factors associated with aging induction 
that are only present ja vivo, j.c. oxidative stress. The 
experiments where sub-lethal concentrations of H202 
show induction of sencsccnce-like growth arrest in early 
passage human diploid fibroblasts (IMR-90) support 
this idea, since an elevation of Bcl-2 (and not of Bax) 
was observed in thesc celis after 14 202 treatment (Bladier 
eL al., 1997; Chen et al., 1995; Chen et al., 2000b). This 
was not the case for in vitro aging in four fibroblast 
strains (HCA2, TIG-1, TIG-3 and WI-38) that de-
c'reased their Bcl-2 steady state level without an increase 
in other anti-apoptotic (Bcl-XL, Bel-W) or pro-
apoptotic factors (Bax, Bak, Bid, Bik, Bad) (Sasaki 
eL al., 2001). AH thcsc data support the idea that aging 
achieved ja culture is different from that ja vivo. 

Another icteresting goal was to determine whether 
the progressive deterioration associated with aging was 
reflected in a significant altecation m bulk chromatin 
structure analyzed by DNA electrophoretic mobility, 
since this kind of modificat ion could eventually lead Lo 
epigenetic changes aral deregulation of gene expression. 
The reduced tajl length observed in cultures from young 
animais compared to that found in older ones (Table 1) 
suggests that DNA from the latter was already damaged 
before being subjccted to any treatnlent. Aftcr cxposurc 
to oxidative stress, the tau length in this DNA increased 
2.2-foid. This could be indicative of changes m the

overali chromatin structure (Collins eL al., 1997; Fairban 
ct al., 1995). These findings are not unexpected, since 
chromain alterations have already been related to 
cancer, age and oxidative damage (lkura and Ogryzko, 
2003; Issa, 2002; Lezhava, 2001), and suggest that 
another ditfercncc between in vivo and in vitro 
senescence nay be the chromatin arrangemenl This 
concept needs further research Lo analyze chromatin 
structure and function. 

Our data demonstrate that the senescent celi pheno-
type achieved by cells denved from young animals 
cultured in vitro is indistinguishable from that dispiayed 
by cells den ved from older mice for al¡ tested 
parameters.. except Bcl-2 content. This may indicate 
that although it is possible to achieve a senescent 
phenotype when celis derived from young animals are 
aged in culture, this phenotype is either incomplete or 
different from that observed in older animais, because it 
lacks thc in vivo damage or deterioration inducers that 
celis and organiszns are gradually being exposed to 
during thc proccss of natural aging. 
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