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RESUMEN

El envejecimiento puede definirse como el deterioro de las funciones bioquimicas,
estructurales y metabolicas de un organismo, aunado a una disminucion de su capacidad
proliferativa. Hasta ahora no se han descubierto las causas que [o inducen, sin embargo
existen algunas hipotesis que tratan de explicarlo. Se ha sugerido que existen factores
internos y externos, que provocan dafio en las moléculas celulares generando una
disfuncion metabdlica que puede acumularse a lo largo del tiempo. Se propone. que los
darios se acumulan poncipalmente en el ADN y que pueden ser mediados por especies
reactivas de oxigeno (ROS), ademas alteraciones en la estructura de la cromatina. Por
otro lado, se ha propuesto que el envejecimiento se induce por cambios programados
de la expresion 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 Ssenescencia replicativa, Ambas hipotesis 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 proteina que podra jugar un papel
protagonico en esta integracion es la proteina Bcl-2, cuya funcién engloba mecanismos
de anti-apoptosis, regulacion del ciclo celular y proteccion antioxidante. Este trabajo
constd de dos objetivos principales, uno analitico, que fue el de evaluar si la
sobreexpresion de la proteina Bel-2 confiere un efecto protector al estrés oxidativo y si
retrasa la entrada a la senescencia de cultivos primarios de fibroblastos de pulmon de
raton. 'Y otro descriptivo, el de evaluar si el fenotipo senescente adquirido por los
fibroblastos provenientes de animales jovenes in vifro, 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 pulmon de ratén joven
(2 meses) y viejo (12 meses). Estos ulimos fueron hembras de pie de cria con un deterinro
fisiologico muy similar al fenotipo envejecido.

Se determinaron cuatro parametros de envejecimiento a seguir: la proliferacion celular, la
incorporacién de timidina tntiada, la funcionalidad mitocondnial y el ensayo de f-
galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-gal). Asi mismo, se cuantificaron los niveles
de ROS vy la susceptibilidad del ADN al dafio por estrés en este mismo modelo empleando
el ensayo cometa, y por otro lado, en células de higado cuantificando el aducto 8OHdG.
Para sobreexpresar a la proteina Bcl-2 en los cultivos primarios, se realizd una infeccion
retroviral y posteriormente se cuantifico la proliferacidon celular y el numero de células
positivas a SA-fB-gal.

Los resultados indicaron que la senescencia in vivo e in vifro es fenotipicamente
indistinguible, excepto por el contenido de B¢l-2, lo que sugiere que probablemernte se
llegue a ellas por vias distintas. Se encontré que las concentraciones de Bcl-2 aumentan
conforme a la edad de organismo en homogenado de pulmén y en los cultivos pnmarios
provemientes de animales viejos, apuntando a que Bcl-2 puede incrementar su expresion
como respuesta al estrés. Asimismo, se determind que la sobreexpresion exdgena de Bcl-2
protege contra e} estrés oxidativo, disminuye la proliferacion e induce la sentencta. Por otro
lado, se determind que el ADN de las células de los animales viejos es mas susceptible a
dafio por agentes que generan estrés oxidativo, probablemente debido a la acumulaciéa de
dafo previo, tanto oxidativo como epigenéitico.

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

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



viral 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 maltiples partos, en las
cuales se encontrd una relacion entre el deterioro fisiologico provocado por los multiples
embarazos y el fenotipo de envejecimiento prematuro.

Finalmente y como conclusion, puede decirse que la proteina Bel-2 tiene un papel de por-
supervivencia celular que esta constituido por su ingenieria en varias vias metabdlicas y

que valdria la pena continuar su estudio.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1. EL ENVEJECIMIENTO COMO UN PROBLEMA SOCIODEMOGRAFICO

La poblacion mexicana atraviesa por una fase de plena y acelerada transicion demografica,
en un proceso que nicio en la década de los treinta con el descenso paulatino de la
mortalidad y posteniormente se acentud, a mediados de los sesenta, con la declinacion de la
fecundidad (Tuiran, 1999). Segtin el censo de poblacion realizado por el Instituto Nacional
de Estadistica, Geografia e Informatica (INEG1) en el afic 2000, en la actualidad el nimero
de nifios y adolescentes es significativamente mayor al de los “adulios mayores” (2 65
anos), uno de cada tres mexicanos tiene m;enos de 15 afios, en tanto que solo uno de cada
veinte tiene mas de 65. Sin embargo, el Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO) estima
que para el ano 2050 esta proporcion se vera profundamente alterada. Se prevé que uno de
cada siete mexicanos estara en edad escolar, mientras que los adultos mayores
representaran a uno de cada cuatro habitantes del pais (figura 1).

Este hecho constituye un problema tanto desde el punto de vista social , como econdmico,
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 disminucion de la autonomia y
adaptabilidad, el menoscabo de roles familiares y sociales, el retiro del trabajo, la perdida
de la capacidad econémica y el detemoro en la salud con consecuencias incurables y
progresivas.

Es por ello que en 1999 se realizo en México un taller auspiciado por el CONAPO donde
se sefialdé que el proceso de envejecimiento debera ser tomado muy en cuenta si se quiere

aspirar a un futuro con planeacion y perspectivas adecuadas. Al igual que las vanables de
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Figura 1: DEMOGRAFIA MEXICANA
Distribucion demografica de la poblacién mexicana. Ambas graficas se han

A.

B.

intervalos de edades: 0-14 nifios, 15-64 jévenes y adultos, > 65 adultos may«
edad.

Resultados aportados por el censo nacional de poblacién y vivienda del afio :
el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI).
Estimacién de la distribucién poblacional mexicana para el afio 2050, realiz
Nacional de Poblacién (CONAPO).



salud, la fecundidad o el medio ambiente, las condiciones del envejecimuento deberan
figurar explicitamente y desde ahora en los planes de desarrollo economico y social de
nuestro pais (Ham-Chande, 1999). Se propone enfocar todo tipo de esfuerzos para
minimizar los riesgos caracteristicos de la vejez, aminorar sus consecuencias y acrecentar
las posibilidades de bienestar, no solo para la persona que envejece, sino para todo el
entorno familiar, social y economico que lo rodea.

En esta busqueda se intenta encontrar lo que se ha conceptualizado como el “buen
envejecimiento” (Rodriguez-Ajenjo, 1999} en el cual se lograria minimizar las incidencias y
prevalencias de enfermedades cronicas, degenerativas e incapacitantes, se conseguiria
mantener la funcionalidad fisica y mental de las personas; se concientizaria a la sociedad y
a la familia para que existieran contactos e intercambios de ayuda matenal y apoyo
emocional, se¢ obtendria un apoyo economico suficiente y se realizarian actividades
productivas y satisfactorias, no necesaniamente remuneradas, entre muchos otros

beneficios.

2. BIOLOGIA 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 [o inducen.
Durante afios han surgido diversas hipétesis que tratan de explicarlo. En la actualidad,
puede decirse que estas hipotesis se dividen en dos grandes categorias.

La pnimera, es una linea de pensamiento que involucra factores, tanto internos como
externos, que provocan dafio en las moléculas celulares. El dafio compromete a las células,
ya que provoca una disfuncion metabélica que puede acumularse a lo largo del tiempo,

dando lugar a la alteracion de sus funciones o incluso matar células que son imposibles de
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reemplazar. Se propone que los dafios ocurren a nivel de proteinas, lipidos y ADN, que
pueden ser mediados por especies reactivas de éxjgerlo (ROS) que se generan
principaimente en la mitocondria, ademas de otros sistemas enzimaticos (Harman 1956;
Halliwell y Gutterdige, 1984; Ames, et al, 1990, Bohr et at, 1998, Finkel y Holbrook,
2000).

Dentro de la otra gran categoria, se encuentran las hipotesis que tratan de explicar el
envejecinuento basandose en cambios programados de la expresion 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 mas importante o motor del
fenomeno 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 hipétesis 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, aln es poco lo que se sabe sobre la relacion entre el dafio sobre el ADN generado
por el estrés oxidativo con las sefiales génicas que intervienen con la capacidad

proliferativa, y su relacién con el envejecimiento celular.

2.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y TEORIA DEL ENVEJECIMIENTO POR
RADICALES LIBRES.

Un radical libre se puede definir como cualquier especie atdmica o molecular con uno o
mas electrones desapareados (Halliwell y Gutterdige, 1984). Dentro de esta definicién tan
amplia se puede incluir al O; y a la mayoria de los metales de transicion. El O tiene dos

electrones desapareados, cada uno localizado en un orbital Pi de anti~-unién {n*) diferente,
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por lo que tienen el mismo niamero cuantico de spin, de manera que para que el O; oxide a
otra molécula y acepte dos electrones (2e-), estos deben ser de “spin” o giro paralelo para
que puedan ser admitidos en las vacantes de los orbitales. Ello impone una restriccion muy
fuerte que hace que el O, acepte un solo electron a la vez y hace muy lentas sus reacciones.
Sin embargo, cuando reacciona con metales de transicion que pueden donar o recibir un
electron a la vez, estas restricciones quedan anuladas.

La reactividad del oxigeno aumenta cuando uno de los electrones se mueve de manera que
alivia la restriccion del “spin”, generando un estado que se conoce como oxigeno singulete.
St un electron es aceptado por la molécula de O; en estado basal, debe entrar en uno de los
orbitales n* de anti-union y el producto de ello es el radical superoxido (O;*). Este radical,
que es al mismo tiempo un anién, se forma en varios procesos fisioldgicos normales de
todas las celulas aerobicas, entre los cuales destacan la destoxificacion de xenobidticos por
la familia de los citocromos P450 ( Hasler et al., 1999; Cancino , 2001), el metabolismo de
los acidos nucleicos mediante la xantina oxidasa (Bermudez-Fajardo, 2001), la respuesta
inmune contra las infecciones (Garcia-Triana, 2001) y de manera pnincipal la cadena
respiratoria mitocondrial. Se propone la fuga de electrones sea en el complejo LI, donde la
semiquinona puede ceder su electrén directamente al O, para formar la quinona y el radical
superoxido (Turrens, 1985), o bien en el complejo 1.

La adicién de un segundo electron al O, da lugar al anion peroxido (07, que no es un
radical libre por no tener electrones desapareados. Cualquier O, formado a pH fisiologico
se protonara inmediatamente dando lugar al peréxido de hidrogeno (H;0O-). Esta reaccion
ocurre de manera natural en las células en donde es catalizada por ia enzima superdxido

dismutasa (SOD) como un mecanismo de defensa antioxidante (Femandez-Checa, 1997).
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Existen varios tipos de SOD, pero los mas importantes son la SOD tipo I, que tiene como
cofactores al cobre y al zinc y que se encuentra de manera constitutiva en el citosol La
SOD tipo I, posee al Mn como cofactor (Melov et al.,1999), y es una isoforma inducible
que se esta presente en el interior de las mitocondnas (Haliwell y Gutterdige, 1999). Una
vez formado el H;O,, las células cuentan con enzimas capaces de degradarlo y convertirlo
en agua, como son la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX) entre otras (Haliwel!
y Gutterdige, 1999).

No obs-ta.nte, en muchas ocasiones puede darse el caso de un rompimiento homolitico del

enlace O-O en el HyO,. Esta reaccidn se lleva a cabo mediante una catalisis quimica {no

enzimatica) y produce un anién (OH ) y un radical hidroxilo (OHe ). Los catalizadores

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

radiaciones ionizantes y otros agentes. Esta reaccion se conoce como reaccion de Fenton:
Fe’ (Cu") + H,0, ___ Fe” (Cu"?) + OH + OHe

Otra manera de producir el radical hudroxito es via la reaccion de Haber-Weiss catalizada

por metales:

0, +0,~ ¥ 0, + OH + OH

La mitocondria utiliza aproximadamente del 98 al 99% del oxigeno consumido por las
células, y aun cuando la cadena respiratoria es muy eficiente, parte del oxigeno consumido
genera O, in vive, via la ubiquinona (UQ). El superdxido a su vez produce H;Q; por
dismutacion, como este fenomeno se lleva a cabo muy cerca de la membrana interma

mitocondrial cuyos complejos proteicos poseen atomos de fierro y de cobre como
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cofactores, es aceptado que la generacion de radicales hidroxilo se lleva a cabo a este nivel
(Roberfroid y Buc-Calderon, 1994).

Los radicales libres en general, y el radical hidroxifo en particular, pueden reaccionar con
moléculas organicas reducidas, en especial con las que contienen dobles enlaces como los
lipidos insaturados y los anillos aromaticos de aminoacidos v bases nitrogenadas. Por otro
lado, se sabe que el H20; no es un radical hibre, sin embargo una parte significativa de su
importancia radica en su potencial como precursor detl O,* debido a su capacidad para
difundir a través de las membranas y llegar a sitios distantes en la célula (Zhang et al,
1990). Ademas el O;® y el H,O; pueden liberar al fierro de la ferritina y de las proteinas
hemo respectivamente (Wiseman y Halliwell, 1996), lo que es relevante puesto que la
célula generalmente mantiene secuestrados a los metales de transicion para que no se
encuentren disponubles para la reaccion de Fenton y Haber-Weiss.

Todo lo antenor llevd a Denﬁam Harman en los anos cincuentas a proponer la teoria del
envejecimiento por radicales hibres (Harman, 1956), y desde entonces se ha acumulado una
gran cantidad de evidencia experimental que la apoya. La teoria propone que dicho
fenomeno es el resultado de la acumulacion del dafio oxidativo no reparado sobre distintos
componentes celulares debido al ataque de los radicales libres generados a lo largo de la
vida del organismo.

Una manera mas modemna de concebir la teoria de los radicales libres en el envejecimiento
es la de interpretarla en funcion del estrés oxidativo. La teoria reformulada propone que el
envejecimiento es causado por un desbalance entre los niveies de los sistemas antioxidantes
y de los agentes oxidantes, que se inclina mas hacia los Gltimos (Rikans y Hormbrook,

1997).
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2.2 DANO OXIDATIVO A LAS BIOMOLECULAS

2.2.1 Lipidos

La alteracion mas importante inducida por las ROS sobre los lipidos esta dada por los
dafios generados sobre las membranas en un proceso llamado lipoperoxidacidn. Existen
diversas manera para terminar este evento, como son la dismutacion, la B-escision y la
ciclizacion. Asi como la tnactivacion de los radicales libres realizada por el sistema de
defensa antioxidante constituido por la vitamina E, la vitamuna C y el glutation (GSH). En
{a mayoria 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 pnimer caso, se
altera la estructura de las proteinas transmembranales, perdiéndose la afinidad ligando-
receptor y los mecanismos de segundos mensajeros por lo que se altera la funcion de
hormonas y neurotransmisores. En el segundo caso, se pierde la facultad de ser barrera

10nica y osmotica (Rikans y Hombrook, 1997; Grune y Davies, 2001).

2.2.2 Proteinas

Uno de los fendmeno mas importantes durante la oxidacion de proteinas es la formacion de
carbonilos, la cual puede estar ligada a la transformacion de un residuo aminoacidico en
otro y a la amidacion . Por ejemplo, una histidina puede transformarse en una prolina o un
acido glutamico y, al mismo tiempo, generar un carbonilo en la cadena lateral de un residuo
vecino. Los grupos carbonilos son distintivos de proteinas oxidadas y las hacen susceptibles
a protedlisis. Otra alteracton relacionada con las ROS es el entrecruzamiento intra e
intermolecular dado por la oxidacién de los grupos SH en los residuos de cisteinas,

induciendo [a formacion de puentes disulfuro en sitios donde no deberian de existir.
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Estos cambios en la estructura primaria (que por supuestc se reflejan en cambios en la
estructura secundana y terciana) dan como resultado cambios en la inmunogenicidad de las
proteinas del sistema inmune, cambios en la hidrofobicidad de las proteinas de membrana,
y alteraciones generales en la estructura de todas las proteinas y enzimas oxidadas. Todo
ello con la consecuente pérdida de la funcién y mayor susceptibilidad a la proteolists
(Roberfroid y Buc-Calderon, 1994). A la fecha existe una gran cantidad de literatura que
relaciona la oxidacion de proteinas y el envejecimiento, ya que se ha encontrado un

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

2.2.3 ADNNUCLEAR

Se ha aceptado que en condiciones fisiologicas las especies como el O, | el H;0; o el
6xido nitrico (NO) tienen muy poca o nula capacidad para reaccionar con el ADN, por lo se
considera que es el OH el que lo hace de manera preferente. Los dafios directos sobre el
ADN pueden ocurnr sobre las bases puricas y pirimidicas y/o sobre los azucares
(desoxirribosa). Cuando el OH" ataca a las bases nitrogenadas no hay abstraccion del H
como en el caso de los lipidos o las proteinas, en cambio el OH' se une de manera directa a
la base nitrogenada formando un aducto. Hasta la fecha se han reportado mas de 20
diferentes aductos formados durante la oxidacion del ADN. Uno de los mds estudiados es el
caso de la guanosina, donde se sabe que el OH" se puede unir a las posiciones 4, 5 u 8 del
anillo purinico. La adicién al carbono 8 produce un aducto radical C-8-OH, llamado 8-oxo-
7,8-dihidro-2"-deoxiguanosina o bien 8-OHdG, que es el mas estable y por 1o tanto el que
generalmente se cuantifica (figura 2). La generacion de los aductos induce alteraciones en

los puentes de hidrégeno que estabilizan la complementarizacion en la doble cadena del
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Figura 2: MODIFICACIONES DE [LA GUANINA POR RADICALES HIDROXILO
La adicion del radical OHe al C-8 de la guanina genera un radical 8-hidroxiguanina qu
tener difenetes rearreglos moleculares, y después reducirse con un electrén mas para f
8-hidroxiguanina o el producto de anillo abierto: 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidoy
El ataque del OHe en otra posicidn (C4, C5) también es posible.



ADN, de manera tal que durante el proceso de duplicacion, la enzima ADN-polimerasa
puede tener errores y generar transversiones y translocaciones. 1.os aductos originan por lo
tanto, mutaciones puntuales en el ADN (Cheng et al., 1992).

El dafio en los azucares sigue un mecanismo similar al de la lipoperoxidacion, iniciando
con la abstraccion de un H y el ataque de un oxigeno singulete, que finaliza con el
rompimiento del enlace fosfodiéster dando como resultado escisiones de cadena doble o
sencilla. Resumiendo, el dafio en las bases da como resultado mutaciones puntuales,
mientras que el dafio sobre los azicares genera rompimientos de las hebras del ADN
(Martinez et al, . 2003).

Existe una gran cantidad de evidencia experimental que involucra el dafio oxidativo sobre
el ADN y la disminucion en la capacidad de los mecanismos de reparacién con el proceso
del envejecimiento y de las enfermedades relacionadas a él, como el cancer (Bohr et al |
1998; Izzoti et al., 1999; Hamilton et al,, 2001; Wolf et al., 2002). Sin embargo, el dafio
directo sobre el ADN no es suficiente para explicar su importante repercusion sobre la
transduccion de sefiales, la proliferacion y la muerte celular, asi como en la comunicacion
intracetular. Es por eso que se piensa que deben haber otro tipo de alteraciones,
posiblemente a nivel epigenético, que se encuentren relacionadas con la expresion
desregulada de diversos genes (Lezhava, 2001; [ssa, 2002; Tkura y Ogryzko, 2003).

El dafio al ADN puede ser evaluado por diversos métodos entre los que destacan la
electroforesis unicelular alcalina (SCGE) o ensayo cometa, que es un método muy sensible
para detectar rompimientos de cadena sencilla (Singh et al 1988; Tice et al, 1994). Una de
ias ventajas que presenta esta técnica es que pernute cuantificar el dafic al ADN in sifu, 1.€.
sin necesidad de extraerlo de las células. Esto ha resultado ser muy importante, puesto que

se ha reportado que la nmusma extraccidn del matenal genético de las células genera
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oxidaciones que comunmente se cuantifican como falsos positivos, sobreestimando el dafo
generado por algin tratamiento (Collins, et al 1997).

Por otro lado, en los afios recientes se han desarrollado y comparado vanas tecnicas de
extraccion del ADN que minimizan las oxidaciones indeseadas asociadas debidas al manejo
de la muestra y a la técnica de extraccion, 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 especifica a
fos 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
especifico de! dafio generado por estrés oxidativo sobre el ADN (Helbock et al, 1998). Su
cuantificacion ha ganado popularidad sobre otros tipos de aductos puesto que es una de las
especies mas abundantes y resistentes que se producen cuando se oxida el ADN (Pouget et
al, 2000) y su aparicion se ha correlacionado con mutagénesis, carcinogensis y
envejecimiento (Chen et al; 1995). Para determinarlo existen varias técmcas de las cuales
las mas aceptadas son la deteccidén del aducto por cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a un detector electroquimico (HPLC-EC) y por cromatografia de gases acoplado a
espectrofotometria de masas (GC-MS) (Cadet et al., 2000). Para realizar estas técnicas, es
necesario extraer el ADN e hidrolizarlo hasta el nivel de nucledsidos para poder inyectarse
en el sistema cromatografico. En el caso del HPLC se separan primero los 4 nucledsidos
(dA, dG, dC y dT). Esta separacion puede visualizarse y cuantificarse gracias a sus doble
enlaces conjugados, usando un detector UV-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 asi la

cuantificacion del 8OHAG.
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Existen varios articulos en ia literatura donde se comparan las ventajas y desventajas de las
técnicas antes mencionadas (Cadet et al, [998), de modo que es frecuente encontrar
trabajos en los que se emplean tanto los ensayos cometas como la cuantificacion del aducto
8-OHdG, ya que esto claramente aumenta la confiabilidad de los resultados (Wolf et al |

2002).

2.2.4  ADN mitocondrial

En condiciones normales, las mitocondras tienen en su interior mecanismos de defensas
antioxidantes como son el GSH y la SOD dependiente de manganeso (MnSOD) entre otros
(Fernandez-Checa, 1997). Aan cuando estas proteinas protectoras v de reparacion estan
codificadas por el ADN nuclear, su funcion estd bien delimitada en el interior de la
mitocondria. Sin embargo, los niveles de las defensas antioxidantes disminuyen con la
edad, lfevando a la mitocondria a tener altos niveles de ROS, lo cual inevitablemente
llevara a la produccidon de mas radicales libres que generan estrés oxidativo. Se ha asumido
que los radicales hbres producidos en la mitocondria se encuentran en proporcion al
metabolismo celular, y que la reaccion de esos radicales con las macromoléculas
mitocondriales durante la vida del organismo produce dafios progresivos que contribuyen a
los efectos fenotipicos del envejecimiento (Ames, et. al. 1990). Los cuales pueden ser tan
importantes que han llevado a que algunos investigadores propongan modificaciones a la
teoria de Harman denomindndola: “Teoria del envejecimuento por radicales libres
mitocondriales” (Wei, 1998).

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

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

(Shoffner et al., 1993), asi como a miopatias mitocondnales (Tntschler y Medon, 1993)

2.2.5 Cambios en los sistemas de defensas antioxidantes asociados al envejecimiento
Como se mencior:o antes, el organismo cuenta con sistemas antioxidantes que contrarrestan
el efecto de las ROS. Esta pnmera linea de defensa se ha dividido en antioxidantes de tipo
enzimatico como las SOD, la CAT y la GPx, que son producidos directamente por el
organismo, y otros no enzimaticos 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 cientifica al
respecto.

En el caso de los antioxidantes no enzimaticos, la mayoria de los estudios coinciden en que
hay una disminucidon significativa de sus respectivas concentraciones asociada al
envejecimiento, no obstante existen controversias al respecto. Se ha reportado que la
concentracion de vitamina E en el plasma presentan una curva bifasica, con un maximo 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 disminucion en tejidos como cerebro, pulmén y musculo de rata y raton
{Mosini et al., 2004).

Debido a que los estudios realizados para cuantificar las concentraciones de los
antioxidantes enzimaticos son rnuy contrastantes, se han descnto resultados varables en
sistemas diversos. Como ejemplo se puede citar el estudio de Barnett y King {1995) en el

que se compararon los niveles de SOD, GPx, CAT, ceruloplasmina, acido umnco vy
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bilirubina, en sangre de individuos jovenes y viejos y no se encontrd diferencias
significativas entre ambos grupos. Por el contrario, Kim y colaboradores (2003) reportaron
mayor actividad de la SOD en el higado y el cerebro de ratas vigjas, y asi como
disminucion en la actividad de la GPx. Mosini reportd que a pesar de que los niveles de
GSH disminuyen en el musculo de la rata, las actividades de GPx y GSSG reductasa no se
alteran con la edad (Mosini et al, 2004) Estos resultados contradictonios se repiten
continuamente, lo unico que queda claro en este caso, es que los sistemas de defensa
antioxidante varian de una manera iregular con la edad y dependen del tejido y de la
especie que se trate.

Se ha sugerido que la alta frecuencia en dafios inducidos por ROS relacionados a edades
avanzadas no solo depende del estado en que se encuentien los sistemas antioxidantes, sino
también, en forma muy importante, del decremento en los sistemas de reparacion y
mantenimiento celulares (Barnett and King, 1995) No obstante, es imposible deiar de
mencionar en este apartado, que existen estudios en donde la sobreexpresion de enzimas
antioxidantes, como la SOD y la CAT, han aumentado la longevidad en organismos como
Drosophila (O y Sohal, 1994) y Chaenorabditis elegans entre otros (Mockett et al.,
2001; Melov et al., 2001, Zimmerman et al, 2003), lo que inevitablemente sitia a los
antioxidantes en un punto crucial, al mismo que tiempo explica la razon de la extraordinaria

popularidad y atencidn que han recibido estos sistemas en los ultimos afios.

2.3 SENESCENCIA REPLICATIVA
Se ha denominado senescencia celular o senescencia replicativa al proceso que limita la
capacidad de division celular. Este fenomeno fue descrito por Hayflick (Hayflick vy

Moorhead, 1961) en cultivos primanios 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 sugendo que la
senescencia replicativa es al mismo tiempo un mecamusmo de supresion de tumores y un
factor contribuyente al envejecimiento de los organismos {Campisi, 2000). No obstante, por
muchos afios no fue posible demostrar la presencia de células senescentes in vivo y
permanecia la duda s1 los cambios morfologicos y funcionales asociados a este fenémeno
eran unicamente cambios que ocurrian in viiro. Sin embargo, dos estudios recientes han
aportado evidencias convincentes de que el fenomeno de senescencia ocurre en las células
in vivo. En uno de ellos se usaron ratones con teldbmeros erosionados a los cuales se les
practicO una hepatectomia parcial. Los hepatocitos de estos ratones presentaron una
habilidad [imitada para proliferar y regenerar el higado, en cambio entraron en senescencia
(Satyanarayana et al., 2003). En el segundo estudio, se traté a ratones con linfoma con un
agente quiumioterapeutico. Se observo que cuando el programa de apoptosis se bioqueaba
por sobreexpresion de bel-2, las células de linfoma entraban en senescencia replicativa
(Schmutt 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. El fenotipo senescente

Las células senescentes permanecen vivas por largos periodos de tiempo. Sintetizan ARN y
proteinas, responden a sefiales del medio ambiente y retienen muchas caracteristicas de las
células pre-senescentes, ya que ambas expresan un gran nimero de genes en comun,
algunos de los cuales siguen respondiendo a estimulos externos a lo largo de todo el tiempo
de vida de la célula. Hay tres caracteristicas que diferencian a las células senescentes de las
otras células: en primer lugar, son incapaces de proliferar en respuesta a estimulos

mitogénicos. Ya que se encuentran arrestadas en la fase GO/G1 de ciclo celular en forma
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ureversible (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 aun
se desconoce, este hecho podria explicar el que las células senescentes se acumulen in vivo
a pesar de estar alteradas (Wang, 1995). Tercero, presentan cambios especificos en sus
funciones diferenciadas que dependen del tipo celular del que se trate. Muchos tipos
celulares muestran cambios fenotipicos cuando senescen. Morfologicamente se observan
como células grandes y aplanadas, con una gran cantidad de vacuolas. Incrementan la
biogénesis de lisosomas y reducen su velocidad de sintesis y degradacion de proteinas;
ademas de que se presentan cambios en la regulacion y expresion de genes es'peciﬁcos.
Por ejemplo, en el endotelio senescente humano, se incrementa notablemente la expresion
de la interleucina la ([L-la) y de la molécula de adhesion [-CAM. En céluias
adrenocorticales epiteliales, la senescencia causa una pérdida selectiva en la habilidad de
inducir a la 17c hidroxilasa, una enzima clave en la biosintesis del cortisol. Al senescer, los
fibroblastos humanos presentan un importante incremento en la exbresién de colagenasa y
estromielicina, asi como una reduccidn en la expresion de los intubidores de
metaloproteinasas de tejidos 1 y 3 (TIMP-1 y TIMP-3), por lo que en lugar de generar
matriz extracelular, estin produciendo proteinas que la degradan. Todo esto sugiere que la
acumulacidon 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 mas

importantes que el arresto celular en si mismo (Campisi, 1999; Dimn et al., 2000).
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2 3.2. Genética de la senescencia replicativa

Se postula que el limute en la capacidad replicativa de las células es un fenotipo dominante.
Esta aseveracion se basa en estudios en donde células humanas normales en proliferacion,
se fusionaron con células inmortales derivadas de tumores también humanos. En Ja mayoria
de los casos las c€lulas hibndas proliferaron por un tiempo y eventualmente senescieron
(Tormmunaga et al., 2002). Este expenmento, entre otros, sugiere fuertemente que la
senescencia es una caracteristica genéeticamente dominante, mientras que la inmortalidad
replicativa es genéticamente recesiva. Segun esta hipotesis se esperaria que las células que
se encuentran en la etapa de senescencia replicativa, generaran una regulacion selectiva de
clertos genes cuya participacion es importante para la progresion de la fase Gl del ciclo
celular y la sintesis det ADN. La informacion que cxiste hasta el momento es adn
incompleta y en algunos casos contradictonia, pero se han obtenido datos interesantes,
principalmente en fibrobiastos humanos. Se ha reportado que la respuesta temprana a la
estimulacion 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 c€lulas
senescentes no tienen una falla en sintetizar ADN en respuesta a estimulos mitogénicos
sino que posiblemente las alteraciones sea en los mecanismos de transduccidn de seiiales
necesarios para que continte la division cefular. Por lo menos dos genes cuya respuesta
temprana es esencial para que los fibroblastos inicien la sintesis de ADN tienen ningun
efecto sobre las células senescentes cuando se inducen de manera exogena. Ellos son el
proto-oncogene c¢-fos (Seshadn y Campisi, 1990), que codifica para un componente del
factor de transcripcion AP-1; y los genes Id1 e Id2 (Hara et al., 1996) que codifican para
reguladores negativos de factores de transcripcion de la familia hélice-asa-hélice (helix-

loop-helix, bHLH). Un fenomeno semejante ocurre con los genes gue normalmente se
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inducen en la etapa tardia 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 expresion de las histonas, los
genes para las ciclinas A y B y la cinasa dependiente de ciclinas cdc2. Asi como los genes
de algunas enzimas necesarias para el metabolismo del ADN como las timidincinasas (TK),
la DNA polimerasa o y la dihidrofolato reductasa (DHEFR) (Campisi, 1999). Ademas, s¢
presenta una actividad deficiente en las proteinas E2F1, E5F5 (Dimn 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 fos fibroblastos senescentes
sobreexpresan dos reguladores negativos que inhiben a las cinasas dependientes de ciclinas,
como son p2l y pl6 (Dulic et al,, 2000), pero atn queda por aclarar quienes son lfos

reguladores de estos inhubidores.

2.3.3. Senescencia replicativa y Telomeros

No se sabe con certeza que es lo que induce a una célula a detener su proliferacion y
convertirse en una célula senescente. Una de las pnimeras propuestas fue la que sugind que
el acortamiento de los telémeros o el desarreglo de la estructura telomerica, conllevan a la
activacion de multiples y diversos mecanismos de sefiales que eventualmente detienen la
division celular. Los telomeros son la parte termiral de los cromosomas, de ahi su nombre
(del griego telos- final). Su funcion especifica es la de mantener la estabilidad estructural de
los cromosomas y evitar las fusiones entre ellos (Muller 1938; McClintock, 1941). Estudios
realizados con el protozoano ciliado Terrahymena thermophila (Blackburn y Gall, 1978),
demostraron que los telémeros estan formados por secuencias repetidas, altamente

conservadas, ricas en guaninas que en vertebrados consisten de la secuencia TTAGGG. El
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nimero 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 catalitica de la enzima telomerasa h-TERT (Bodnar, et al., 1998),
en los Gltimos afios el papel protagonico de los telémeros como motor de la senescencia
celular ha decaido, puesto que se ha logrado inducir la senescencia sin el acortamiento de
los teldbmeros. Se propone que el estrés oxidativo ocasiona daiios a nivel del ADN y que
estos promueven el arresto celular, fenomeno al cual se le ha denominado senescencia
prematura inducida por estrés (SIPS) y presenta un fenotipo similar al observado en la
senescencia replicativa normal (Lundberg, 2000).

Se ha logrado inducir SIPS generando e daflo al ADN por tratamiento con radiaciones UV
y gamma, por estrés oxidativo usando perdxido de hidrogeno (H,O; ) o hiperoxia oxidante
(Chen, 2000}, o bien mediante el uso de inhibidores de desacetilasas de histonas o la
sobreexpresion 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
telomeros (Von Zgliniki, 2000) y en otras no (Chen et al,, 2001). De hecho, se ha logrado
inducir SIPS en células inmortalizadas que sobreexpresaban hTERT, suginendo que en
estos casos la presencia de la telomerasa no protegio a las celulas de SIPS. En esos
experimentos se observo que las células que sobreexpresaban hTERT, fueron mas
resistentes a la apoptosis y la necrosis inducida por estrés, sugiriendo un mecanismo de
reparacion en ef que se podria encontrar involucrada la telomerasa (Gerbunova et al,

2002).
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A pesar de que se ha cuantificado la expresion génica de una gran cantidad de moléculas
implicadas en la senescencia replicativa y la SIPS para comprender los mecanismos

involucrados, aun quedan muchas dudas por resolver.

2.3.4. Senescencia replicativa y envejecimiento

La idea de que la senescencia celular esta relacionada al envejecimiento de los organismos
esta basada en una gran cantidad de correlaciones expenmentales, sin embargo, hay poca
evidencia directa (Faragher y Kipling, 1998). Una primera linea de evidencia correlativa se
basa en que los cultivos pnmarios denvados de donadores de edad avanzada, tienden a
senescer después de una cantidad menor de duplicaciones celulares (PD = population
doublings) que los cultivos de donadores jovenes (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 mas longevas. En
tercer lugar, se encuentran los estudios realizados en tejidos humanos denvados de
personas con sindromes de envejecimiento prematuro hereditario, en especial con
donadores con sindrome 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).
Aun y cuando la evidencia experimental directa es muy poca, recientemente se describid la
acumulacion de ceélulas senescentes in situ, evidenciando la acumulacidn de células
senescentes en tejildo humano envejecido. Esto se hizo utilizando un marcador enzimatico
basado en la actividad de la enzima B-galactosidasa 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 tincion histoquimica a pH 6.0 usando el
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sustrato artificial X-gal. Esta técnica es conocida como B-galactosidasa asociada a la
senescencia (SA-f3-gal) y difiere en su pH optimo de la B-galactosidasa lisosomal (pH 4.0)
y de la B-galactosidasa bactenana (pH 7.5). Se ha demostrado que la expresion de SA-(3-gal
estd ligada a la senescencia y no a la quiescencia o a la diferenciacion termunal, sin
embargo la funcion y regulacion exactas de esta 3-galactosidasa en las células senescentes
es aun desconocido (Dimn et al., 1995). Este marcador se ha usado en numerosos tejidos
con gran éxito, y los resultados apoyan el hecho de que la senescencia esta relacionada al

envejecinlento.

2.3.5. Senescencia replicativa y supresion de tumores

En una primera instancta, la 1dea de que la senescencta replicativa pudiera contnbuir tanto a
un mecanismo supresor de tumores como al fenémeno del envejecimiento, pareceria
contradictonia. Sin embargo, algunas teorias evolucionistas del envejecimiento (Martin et
al., 1996) sugieren que existen rasgos o caracteristicas que se ha seleccionado para
optimizar la salud o la adaptacion al medio durante la etapa de capacidad reproductiva, los
cuales pueden ser dafiinos o deletéreos en otra etapa de la vida (antagonismo pleiotropico).
De modo que la senescencia replicativa pudo haberse seleccionado (al menos en
mamiferos) para proteger al organismo contra neoplasias en etapas tempranas de la vida,
antes y durante la reproduccion. Empero, la acumulacion de células senescentes, que tienen
un fenotipo disfuncional y enrarecen el ambiente, no sdlo hace que la funcion e integrnidad
del tejido en el que se encuentran se pierda o se deterores, sino que fomentan una
desregulacion metabolica en las células vecinas que las lleva a incrementar las

posibilidades de iniciar un proceso de cancer {Campisi, 2000).
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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 sinnumero de
estudios. La desregulacion de la apoptosis se ha visto implicada como parte del mecanismo
fundamental de una gran cantidad de patologias relacioradas al envejecimiento humano.
Por ejemplo, la eliminacion ineficiente de células malignas o autoreactivas puede conllevar
al desarrollo de un cancer o una enfermedad autoinmune. Por el contrano, la muerte
apoptotica excesiva puede resultar en una aberrante pérdida de células que culmina en
eventos patologicos. Es evidente por tanto, que para que ef organismo esté en homeostasis,
debe haber una regulacion muy fina y muy sﬁtil en el proceso que induce a la muerte
celular programada.

La apoptosis es necesaria durante el desarrollo cuando el exceso de células deben ser
remowvidas, por ejemplo durante la morfogénesis. Sin embargb, con la edad, se pierde el
control de esta delicada regulacton dando como resultado, ya sea el retener células que
deberian haberse eliminado, o bien, el eliminar otras que deberian haberse conservado
(Wang et al, 1995). Algunos de los padecimientos mas estudiados en los cuales se ha
asociado al proceso del envejecimiento con una disminucion innecesana en el namero de
células por muerte apoptdtica son las enfermedades neurodegenerativas, la disfuncion
cardiovascular, la atrofia muscular, los desérdenes intestinales y las enfermedades renales.
El estado anti-apoptdtico que presentan las células senescentes, es diferente de otros
estados que resisten la apoptosts, ya que la mayoria de ellos escapan a la muerte celular de

una manera que esta relacionada con su rapida tasa de proliferacion y culminan con su
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transformacion en células cancerosas. Esto no sucede en las células senescentes que se
encuentran arrestadas.

EL hecho de que las células senescentes, que se encuentran metabolicamente alteradas,
sean resistentes a la apoptosis, puede proveer a los tejidos de un niumero de células que dan
sostén al tejido y hasta cierto punto mantienen su estabilidad y en algun grado su
funcionalidad, pero una cantidad grande de eilas, puede ser perjudicial. La presencia de
neuronas dafiadas en el cerebro o de cardiomiocitos disfuncionales en el corazon, pueden
comprometer la funcionalidad de todo el tejido o el drgano. Por lo que la acumulacion de
células senescentes puede contribuir al deterioro asociado al envejecimiento (Zhang y
Herman, 2002). Lo antenior 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 algunzs 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 fisiologicos como la senescencia
celular o la apoptosis, no se llevan a cabo de manera simultanea e idéntica en todas las
células de un organismo, sugiriendo que, aunque exista un programa genético codificado en
el ADN, la regulacion 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 aportd esta contnbucidn, han surgido inevitablemente una gran cantidad
de preguntas. Los organismos de una misma especie comparten casi en su totalidad la

secuencia de nucleotidos que los caracteriza como tales, pese a ello, son diferentes entre si.
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Lo que implica que dicha secuencia no es la unica informacion genética que posee una
célula, y que por lo tanto, debe existir otro nivel de regulacion que controle la expresion
diferencial que tienen los genes de cada individuo durante las distintas etapas de su vida en
respuesta a los diversos estimulos a los que se ve expuesto.

Actualmente se ha empezado a valorar la informacidon que confiere ta estructura de la
cromatina a la expresion de los genes. La epigenética (fuera de la genética) es el estudio de
las alteraciones estables en la expresion de los genes que surgen durante el desarrollo v la
proliferacion celular y, de manera muy importante, por la influencia del medio ambiente
(Bandyopadhayay y Medrano, 2003). Desde hace mas de dos décadas Macieira-Coelho
{1980) propuso que el “envejecimiento en las células en proliferacion™ es el resultado de la
reorganizacion del genoma que ocurre durante la division celular. A partir de ahi se ha
sugendo que las modificaciones epigenéticas pueden tener un papel critico dentro del
fenémeno del envejecimiento celular y de los organismos (Lezhava, 2001, Issa, 2002; Ikura

y Ogryzko, 2003).

2.5.1 Mecanismos involucrados en las modificaciones epigenéiicas

Los cromosomas son estructuras heterogéneas con actividad genética, tiempo de
replicacion y grado de condensacion vanables. Dicha condensacion depende de los
diferentes arreglos en cuanto a la compactacion y el doblamiento que puede tener el ADN
genomico y es proporcionada principalmente por las proteinas de tipo histonas y no
histonas que se asocian a él. La condensacidon estructural de los cromosomas se
correlaciona con su funcionalidad: las regiones de cromatina altamente condensadas
(heterocromatina) son generalmente inactivas, de replicacion tardia y practicamente

carentes de transcripcidn; mientras que las regiones descondensadas (eucromatina) tienen
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una alta capacidad funcional de traduccion y replicacion (Lezhava, 2001). Los distintos
niveles en la organizacion de la cromatina dependen a su vez, de una estructuracion mas
dinamica denominada nucleosoma, que representa la unidad basica de la cromatina. Cada
nucleosoma mantiene enrolladas dos vueltas de ila doble hélice del ADN sobre un octamero
de histonas. El octamero se encuentra formado por un tetramero de histonas H3-H4 y dos
dimeros de histonas H2A-H2B. Los nucleosomas y el ADN se encuentran estabilizados por
la hustona H1. Las histonas son pequefas proteinas basicas consistentes de dos dominios:
uno globular y otro mas flexible en el amino terminal con carga positiva, y que se
denomina cola de la histona puesto que sobresale del nucleosoma

Las remodelaciones pnncipales que puede tener la cromatina consisten de cambios directos
sobre la estructura del ADN sin perturbar la secuencia de nucledtidos (metilacion dei ADN)

y modificaciones post-transcripcionales de las histonas.

252 Metilacion del ADN

La metilacion del ADN ocurre en bactenas, hongos, plantas y animales, sin embargo su
papel varia dependiendo el organismo. En los genomas de invertebrados, a diferencia de los
de vertebrados, la metilacién no correlaciona con la localizacion de los genes. Por lo que se
ha sugenido que este mecanismo se ha extendido y ha evolucionado en los vertebrados
como un factor de control transcripcional (Hendrich y Tweedie, 2003). La metilacion del
ADN es uno de los mecanismos de supresion de la expresion genica o silenciamiento. En
los mamiferos, este fenomeno se refiere especificamente a la metilacion de la
desoxicitosina (dC) en la posicién 5 para formar una desoximetil-citosina (dmC) (figura 3).
La mayoria de las dmC se encuenran en secuencias ricas en los dinucleotidos CG, por lo

que se les conoce como “islas CpG”. Estas contienen multiples sitios de unidn a factores de
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transcripcidn y sirven como promotores asociados a genes. La mayoria de los genes que se
necesitan para regular la homeostasis celular (“Housekeeping genes”™) contienen islas CpG
(Richardson, 2003).

Hace algunos afios se propuso que la pérdida gradual de la metilacién podria funcionar
como un “mecanismo de conteo” que llevara a las células a entrar en senescencta, ya que
se encontro que la metilacion en las islas CpG disminuia con el incremento en el numero de
duplicaciones de células en cultivo y durante el envejecimiento de los orgamsmos (Wilson
y Jones, 1983). Para reconciliar la idea de que la metilacion del ADN reprime la
transcripcién con el hecho de que la metilacién disminuye durante la senescencia, se ha
planteado la idea de que la metilacion podria reprimir una serie de genes inhibidores del
ciclo celular que al desmetilarse inhibirian la proliferacion. Esta hipotesis estd sustentada en
la demostracion de que la inhibicion de la DNA-metiltransferasa (DNMT) induce el arresto
en el ciclo celular por la transcripcion del gene p2/*4™ (Young y Smith, 2001).
Paradojicamente, existen reportes de un incremento progresivo en la metilacidn 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 propension al cancer
en ese tejido (Issa, 2002).

Es evidente que hace falta mas estudios al respecto. Sin embargo, lo que queda claro es que
los cambios en los patrones de metilacion correlacionan con el envejecimiento y
enfermedades asociadas a la desregulacion del ciclo celular como el cancer. Por lo que seria
importante determinar si1 los cambios en la metilacién del ADN se dan de una manera
estocastica 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 codigo de las histonas

Las modificaciones covalentes en los aminos termunales de las histonas H3 y H4
contrnibuyen de una manera muy importante a la remodelacion de la cromatina. Estas
modiﬁcaciones, que incluyen acetilacion, metilacion, fosfonlacion y ubiquitinacién,
permiten un contacto regulado con la cadena del ADN. Lo anterior ha llevado a proponer lo
que se conoce como el “Cddigo de las Histonas” y significa que la exquisita combinacién
en las modificaciones de las histonas es reconocida por las diferentes proteinas que se
asocian al ADN y puede llevar a la activacion o al silenciamiento de la transcripcion de
genes (Jenuwein y Allis, 2001). Por ejemplo, la histona H3 tiene 4 sitios potenciales de
modificacion: Lis-4 {metilacion), Lis-9 (metilacion y acetilacion), Ser-10 (fosforilacidn)
Lis-14 (acetilacion). La fosforilacion en la Ser-10 facilita la metilacion en la Lis-4 y la
acetilacion en las Lis 14 y 9. A su vez, la acetilacion en la Lis-9 impide la metilacion en ese
mismo aminoacido, lo que cormrelaciona con activacion del sitio. La metilacion de la Lis-9
por su parte inhibe la acetilacion de la Lis-14 y eso correlaciona con represion (figura 4).

En general, la acetilacion se lleva a cabo por enzimas denominadas hiétona-acetil
transferasas (HAT), una de las cuales es la proteina p300. La acetilacion neutraliza las
cargas positivas de las histonas y permite el acceso de factores de transcripcidn, asi como
de las ARN polimerasas, por o que se dice que activa o abre la cromatina. Por el contrario,
la desacetilacion silencia o repnime la transcripcion. Existen dos familias de enzimas con
actividad de desactilasas de histonas (HDAC). La famila de las desactilasas clasicas que se
subdivide en dos clases filogenéticas: HDAC clase [ y HDAC clase [, y la familia de las
proteinas Sir2 que son dependientes de NAD", y que tienen papel muy interesante sobre el

envejecimiento.
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Figura 4: REMODELACION DE LA CROMATINA (Cédigo de las Histonas).
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2.5.4. La familia de las desacetilasas de histonas Sir2 y la restriccion calorica

El gene para la proteina Sir2p se describié onginalmente en la levadura Saccharomyces
cerevisiae y es el representante de una familia de genes identificados como componentes de
represion transcripcional o silenciamiento del loci de apareamuento de AML y HMR, de ahi
su nombre (SIR = Silent {nformation Regulator). |

Ademas de su actividad como silenciadora de genes, la proteina Sir2 de levadura (ySir2p)
se ha relacionado con la estabilidad cromosomica, la represion del ADNr y el
envejecimiento. Se ha sugerido que ySir2p y otros miembros de su familia se localizan en
las regiones proximales de los teldmeros y causan silenciamuento en esas zonas. Como las
proteinas Sir también funcionan como reparadoras de rompimientos de cadena doble y
pueden moverse al sitio de la lesidn, las regiones proximales de [os telomeros se consideran
como “cuartos de espera” para las proteinas Sir mientras estin en alerta de algun dafio al
ADN (Kimura et al., 2002).

Los primeros indicios de que sirZp estaba relactonada con la longevidad se dieron por
estudios en los que de observo que la sobreexpresion de sir2 aumentaba la longevidad en
Saccharomyces (Kaeberlein et al., 1999). En esos momentos no se sabia que Sir2p era una
desacetilasa de histonas. El descubrimiento de este hecho, asi como de que Sir2p
dependiera de NAD", generd una teoria muy provocativa con respecto a la participacion de
la farmulia de proteinas Sir en la restriccion caldrica y el envejecimiento celular, puesto que
relaciona el estado redox de [a célula con la remodelacion de la cromatina. Se ha sugerido
que durante la restriccion calonca, el flujo de carbonos en la glucélisis y el ciclo de Krebs
es mucho menor que en las condiciones normales. Por lo que el cociente NADH/NAD' se
desplaza mas hacia este ultimo. Como resultado la cadena respiratona es mas lenta, esta

mas acoplada y genera menos especies reactivas de oxigeno. Al mismo tiempo, hay mas
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NAD" disponible para unirse a Sir2p que compacta y silencia la cromatina protegiendo al
ADN de posibles dafios. De esta manera se liga el efecto metabdlico de disminuir la ingesta
de calorias con la proteccion del material genético y la longevidad (figura 5).

Existen pocos estudios a este nivel en humanos, sin embargo, se ha demostrado que la
proteina SIRT1 (homologa de Sir2p), funciona como una desacetilasa de pS3, previniendo
la senescencia celular y la apoptosis inducida por dafio al ADN y estrés (Vazin et al,
2001). Estos estudios sugieren que las proteinas Sir en mamiferos pudieran tener otras

finciones.

3. LA PROTEINA Bcl-2

Cada vez es mas evidente que resulta imposible estudiar los fenomenos de apoptosis, ciclo
celular y senescencia de manera independiente uno de los otros, ya que se encuentran
sumamente interrelacionados. Esta relacion se basa en que comparten una gran cantidad de
moléculas (que antes se creia eran exclusivas de cada fenomeno), que utilizan vias de
transduccion de sefiales entrelazadas, ademas de que pueden inducirse por estimulos
similares. Una molécula que ejemplifica lo antenor, es la proteina supresora de tumores
p53, que se ha estudiado ampliamente y se relaciona tanto con la induccion de la muerte
apoptotica como con el arresto de la proliferacion celular (Hofseth et al., 2004). Asi como
p53, cada dia se describen mas conexiones entre estos fendomenos y proteinas con
parti(;ipacién en todos ellos. Una de estas moléculas podria ser la proteina Bcl-2.

El gene bcl-2 fue orginalmente descubierto como el responsable del linfoma folicular
humano de las células B, producido por la translocacion cromosomal t (14;18) (Tsujimoto
et al. 1984), que yuxtapone el locus de bc¢i-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2) del cromosoma

18 con la cadena pesada de la inmunoglobulina J del cromosoma 14. Debido a que la region
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Figura 5: VINCULACION DEL ESTADO REDOX CON LA REMODELAC
CROMATINA (Restriccion calérica RC).

Durante el metabolismo normal, la cadena respiratoria produce especies reactivas
(ROS) como subproductos del metabolismo aerdbico de la glucosa. Las ROS dafi:
modifican la estructura de la cromatina. Durante laRC dlsmmuye la ingesta de gl
que disminuyen las ROS. Al mismo tiempo, el balance de NADH/NAD+ se despl
altimo. Ya que la proteina Sir2p es una desacetilasa de histonas dependiente de N
incrementa su actividad, silenciando a la cromatina, e impidiendo asi dafios y des
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 sobreexpresion aberrante de b¢f-2 (Tsujimoto et al. 1987; Liu, 1994).

La proteina Bcl-2 tiene una masa molecular de 26 kDa y hasta la fecha se han reportado al
menos 20 miembros de esta famulia en céluias de mamifero y un mayor numero en otras
especies. Todos ellos relacionados con la supervivencia celular. Se ha agrupado a los
miembros de esta familia basicamente en dos categorias: los miembros anti-apoptotices
(Bcl-2, Bel-X, Bel-w, Al, Mcl-1, CED-9 en C. elegans, etc), y los miembros pro-
apoptoticos (Bax, Bcl-Xg Bak, Bid, Bad, Hrk, etc) que a su vez se dividen en dos

subfamilias.

3.1 Estructura de la proteina Bcl-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 homdlogos de Bcl-2,
conocidos como BHI, BH2, BH3 y BH4. (por Bcl-2 Homology; figura 6). Los miembros
pro-apoptoticos generalmete contiene a los cuatro dominios, mientras que los anti-
apoptéticos presentan de 1 a 3 dominios. Las dos subfamilas pro-apoptéticas 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 BH1, BH2 y BH3. Mieniras que el otro subgrupo estd constituido
por componentes denominados “killers”, que incluye a Bid, Bad, Hrk y Bim, entre otros,
s6lo presentan el domino BH3. Las proteinas de este grupos son bastante diferentes entre
si, por lo que se ha sugerido que el dominio BH3 es esencial para la funcién pro-apoptotica
(Adams y Cory, 1998).

La estructura tridimenstonal de Bcl-X. ya ha sido resuelta por espectroscopia de resonancia

magnética nuclear y por cristalografia de rayos X (Muchmore et al., 1996; Antomi et al |
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Figura 6: DOMINIOS DE LA FAMILIA DE Bcl-2

La homologia en los dominios (BH) corresponde a 4 de las 7 o hélices revela
estructura 3D de Bcel-y, . El dominio BH4 esta confinado unicamente a las mo
- pro-supevivencia. Al, Bad, Bid y Noxa no poseen una region hidrofdbica en ¢
carboxilo-terminal(anclaje a }a membrana). En las sub-familas de Bel-2 y Bax

que es capaz de formar un poro corresponde a las regiones a5 y a6 de la estru
Bel-XL.



Figura 7: ESTRUCTURA PROPUESTA PARA Bcl-y; DE RATA.
Esta estructura estd basada en la determinacién de cristalografia por rayc
Se observan los dominios BH1, BH2, BH3 y BH4 caracteristicos de la f

Bcl-2 con efecto pro-apoptético. Los miembro anti-ﬂgpoptéticos care
dominio BH4..



1997) indicando que Bcl-Xi, contiene dos hélices hidrofobicas centrales rodeadas por cinco
hélices anfipaticas. Las regiones BH1, BH2 y BH3 estan muy cercanas entre si formando
una hendidura hidrofobica {figura 7). Se ha demostrado (Sattler et al, 1997) que esta
hendidura es el sitio de union para un péptido de la region BH3 de la proteina pro-
apoptética Bak. Asi mismo se ha encontrado una semejanza notable entre la estructura
terciaria de Bcl-X; vy la de algunas toxinas de orgen bacteriano como la toxina de la
difteria (Muchmore et al., 1996). Estas toxinas se insertan en las membranas externas de las
células para translocar proteinas al interior, lo que ha sugendo la posibilidad de que las
proteinas relacionadas con Bcl-X pudieran igualmente formar poros, lo cual ha sido
confirmado Gricamente in vitro (Basanez et al., 2001).

Los miembros anti-apoptéticos de la familia de Bcl-2  poseen un extremo carboxilo-
terminal hidrofébico (19-22 amino acidos) que les sirve para anclarse a la membrana, sin
ser una proteina integral. Bcl-2 y Bel-X|, se localizan asociadas a la envoltura nuclear, a la
membrana del reticulo endoplasmico y en especial a la membrana externa mitocondnal
(Reeds et al., 1998). La proteina pro-apoptética Bax se localiza normalmente en el citosol,
pero durante la apoptosis se transloca a la mitocondria donde se oligomenza 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 translocan 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 accion de los miembros de la familia de Bcl-2
Aun existen controversias con respecto a los mecanismos de accion de los miembros de la

familia de Bcl-2, sin embargo se propone que Bcl-2 y Bcl-Xp previenen la apoptosis
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controlando la permeabilidad mitocondrial (Adams y Cory, 1998; Reeds et al. 190%) e
impidiendo la liberacion del citocromo ¢ por e! canal de aniones dependiente de voitaje
(VADC) (Shimizu et al. 1999). Se sugiere que tanto los miembros pro- como los anti-
apoptoticos pueden dimerizarse entre si, alterando tanto la funcion de unos como de otros.
Al parecer, su concentracion relativa puede actuar como modulador dentro del programa de
muerte. Se propone que cuando dos proteinas anti-apoptéticas dimerizan entre si (forinando
homodimeros) la célula no tnicia un programa de muerte, mientras que cuando se dimeriza
una proteina anti-apoptotica con una pro-apoptotica (formando un heterodimero) se inicia
la apoptosis (Ctter et al. 1998). En estudios con mutantes de la familia anti-apoptotica que
no pueden unirse a los miembros pro-apoptoticos, se ha descubierto que las células siguen
manteniendo su funcidon de supervivencia, por lo que se ha sugerido que 'as proteinas anti-
apoptoticas son los reguladores cruciales del fendmeno de apoptosis (O Connor y Strasser,
1999). Sin embargo, seria sobre simplificar el proceso el tratar de explicar un fenémero de
esta naturaleza unicamente en base a homodimerizaciones o heterodimerizaciones (rigura
8).

Por otro lado, en estudios realizados con C. elegans, se ha reportado que la proteina CED-9
inhibe la apoptosis uniéndose a la proteina adaptadora CED-4 e impidiendo que esta
interactue con la caspasa CED-3. Por lo que se ha propuesto que Bel-2 pudiera interactiiar
con el homdlogo CED-4 en mamiferos, Apaf-1, para impedir que inicie la actividad de las
caspasas en particular la procaspasa 9 homologa de CED-3. Sin embargo, muchas de estos
experimentos se han realizado in vitro, por lo que el mecanismo de accion de la proteina

Bcl-2 y su familia ain queda por resolverse (Baliga y Kumar, 2002).
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Figura 8: PARTICIPACION DE Bcl-2 EN LA APOPTOSIS

La proteina Bcl-2 se encuentra anclada en la membrana externa mitocor
encuentra como homodimero mantiene inhibidos a Apaf-1 y a la procasp:
formacién del apoptosoma. Cuando se libera el citocromo ¢, o cuando
heterodimero con Bax, se liberan Apaf-1y la procaspasa 9 y la célula in!
apopt6sis. Bcl-2 también se ha realcionado con impedir™la salida del

mitocondria. Por todo elio se dice que Bcl-2 tiene una participacién post-t
fenomeno de apoptosis.



3.3 Expresion de Bcl-2 a lo largo de la vida.

Otro hecho que dificulta el entendimiento de la funcion de Bcl-2, esta relactonado con la
expresion de esta proteina a lo largo de la vida. Existen reportes de que el contenido de Bel-
2 en las celulas T (Pahlavany y Vargas, 2001) y en el corazon de la rata (Phaneuf y
Leeuwenurg, 2002) disminuye con la edad. Sin embargo, otros estudios realizados con
cerebros de rata (Kaufmann et al, 2001) indican que la expresion 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 penférica no hay
modificacion del contenido de Bcl-2 asociado a la edad (Monti et al,, 2000). Mientras que
en estudios con linfocites humanos de individuos jovenes (<35 afios) y de individuos viejos
(>60 afios), se encontrd una correlacion entre el aumento en la expresion de Bel-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 corazon 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 antioxidante.

Ademas de su efecto anti-apoptotico, en les ultimos afios se ha reportado que la expresion
de la proteina Bcl-L. protege contra el dafio oxidativo (Hockenbery, 1993; Steinman, 1995),
evita la lipoperoxidacion (Hockenbery, 1993) y aumenta la longevidad celular (Liu, 1994).
El mecarusmo de accién de Bcl-2 en este sentido es aun incierto, pero su sitio de incidencia
parece ser la mitocondria (Mignotte y Vayssiere, 1998). Se ha sugerido que Bcl-2 pudiera

funcionar como proteccion 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 generacion de especies reactivas de oxigero deberia ser muy baja, v.gr.
durante la anoxia (Jacobson y Raff, 1995). Ademads de que la evidencia experimental indica
que no posee la capacidad de atrapar electrones de manera directa (Satoh et al., 1999;
Degli-Espost et al., 1999). El grupo de trabajo de Halliwell (Lee et al. 2001a) confimé los
datos previos, indicando que Bcl-2 no tiene una habilidad significativa en reducir los
niveles de O, mi de H,0,, sin embargo, reportd que si disminuye los niveles de
peroxinitrito (QNOO') y otras especies reactivas de nitrégeno. Esto resulta interesante
puesto que se ha encontrado que cuando se disminuyen los niveles de Bcl-2, las células son
mas sensibles a la muerte inducida por ROS y disminuyen su vida media (Kumazaki et al.,
2002).

Por otro lado, algunos investigadores han sugendo que Bcl-2 pudiera ser una molécula pro-
oxidante (Steinman, 1995), ya que induce un aumerito en los niveles de ROS, que a su vez
alerta o prepara a la célula para que promueva la generacion de sistemas antioxidantes. Se
sabe que la sobreexpresion de Bcl-2 aumenta la actividad proteolitica del proteosoma, y de
la enzima superdoxido dismutasa de CuZn (SOD1) (Lee et al., 2001a; Lee et al., 2001b),
ademas de incrementar los niveles de GSH (Meredith et al., 1998; Lee et al., 2001b) .

Por otro lado, también se ha explorado la posibilidad de que la proteina Bcl-2 esté
invofucrada en aumentar los sistemas de reparacion del ADN, contrarrestando de esta

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

3.5 Bel-2 reguladora del ciclo celular
De manera contrana a lo que se pensaba cuando Bcl-2 fue descubierta, y a la idea que ain

prevalece en algunas publicaciones, Bcl-2 no es el producto de un oncogen, ya que ni Bcl-
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2, ni otras proteinas anti-apoptoticas de esta familia inducen la proliferacion. Sin embargo,
si pueden influir en el ciclo celular. Se ha venido confirmando en los Gltimos afios que
muchas proteinas que regulan de manera critica el ciclo celular, pueden también inducir la
muerte celular programada, y viceversa. Alguncs componentes de la maquinaria apoptética
influyen en la regulacion del ciclo. Este es el caso de Bcel-2 (y algunas otras proteinas anti-
apoptoticas de la misma familia), que les permite influir en la transicion 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-apoptoticas. Sin embargo, no es' posible separar totalmente
estas funciones (Vairo et al., 1996).

Las células ciclantes son mas wvulnerables a la apoptosis, posiblemente porque en
condiciones desfavorables para' la proliferacion, ciertos efectores del ciclo celular
promuevan este fendmeno. El hecho de que Bcl-2 pudiera promover la quiescencia bajo
condiciones de estrés podra, de manera indirecta, aumentar la supervivencia celular.
Existen varios reportes que confirman que Bcl-2 arresta a las células en las fase Gl del
ciclo celular, pero el mecanismo por el cual se lleva a cabo esta nueva funcion es aun
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 ai., 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 de ciclinas (CDK) o bien
proteinas de la familia de represores constitutivos tipo retinoblastosma que actuan
formando complejos represivos con factores de transcripcion (E2F), los cuales controian la

expresion de genes esenciales para la progresion del ciclo celular. Se ha sugerido un
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modelo en el cual como respuesta a estimulos externos debidos a cambios en el medio
ambiente o por induccion del estrés oxidativo, se incrementen la expresion de Bcl-2, y esta
a su vez induce la expresion de p27 y pl130. Se ha postulado un modelo en el cual Bel-2
pudiera actuar uniendo su dominio N-terminal, cerca de la tirosina 28 a una proteina
inductora antn no caracterizada. Los altos niveles de p27 disminuirian la actividad de la
cinasa CDK-2 , mientras que la proteina pl30 focrmaria complejos pl130-E2F4 que
reprimifian la transcripcion de genes que permiten la entrada al ciclo cetular como E2F1
(figura 9)(Vairo et al., 2000).

La capacidad antiproliferativa de Bcl-2 pudiera haber evolucionado como un mecanismo de
modulacion del potencial oncogénico de supervivencia celular excesiva (Adams y Cory,
1988). Para respaldar esta propuesta existen varios estudios que demuestran que fa
expresion inducible de Bcl-2 en lineas celulares de carcinoma endometnal y carcinoma
pulmonar, promueven un arresto del ciclo celular con las caracteristicas fenotipicas clasicas
de la senescencia replicativa Aunado al hecho de que concentraciones elevadas de Bcl-2 se
han asociado a una tasa de proliferacion reducida v a una prognosis favorable en varios
carcinomas humanos, mientras que una disminucion selectiva en la expresion de Bel-2 se

ha observado durante la progresion de diversos tipos de neoplasias (Crescenz et al., 2003}).
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Figura 9: PARTICIPACION DE Bel-2 EN EL CICLO CELULAR

Se ha propuesto que la vroteina Bcl-2 pudiera incrementar los niveles del inh
p27, asi como la de algunos represores constitutivos de la familia de
retinoblastoma Rb, especiﬁcﬁmente de p130. El aumento en la Concentracién d
retrasria la transicién de GO a G1 retrasando el ciclo celular.



JUSTIFICACION

El objetivo de este trabajo fue el de tratar de entender el papel que juega la proteina
Bcl-2 dentro de la regulacion e induccion de la senescencia y explorar si ese papel se
encuentra relacionado con la proteccion contra el estrés oxidativo. El comprender como
funciona Bcl-2 resulta importante en cuanto a que, esta proteina pudiera jugar un papel
clave dentro de las cascadas de sefializaciones que inducen a una célula a tomar la via de la
apoptosis, la senescencia o continuar con una proliferacion aberrante que la podria llevar a
generar cancer. Asi mismo, el estudiar el fendmeno de senescencia y situario como otra
respuesta celular al estrés (distinta de la apoptosis o la necrosis), abre el panorama dentro
del campo de estudio de la biologia celular, e incluso del estudio de vanias enfermedades.
Uno de los problemas que a los cuales se ha enfrentado el campo de la gerontologia es la
dificultado en elegir un modelo de estudio. Puesto que s muy dificil estudiar el
envejecimiento en mamiferos, por la larga vida que tienen los amimales. Una opcion que ha
surgido, es la de emplear células en cultivo, sin embargo, las lineas celulares que se utilizan
son lineas de origen embrionano que senescen en cultivo después de un cierto nimero de
duplicaciones, pero no se sabe hasta que punto representan al fenomeno de envejecimiento
in vivo que ocurre de manera paulatina a lo largo de muchos afios de vida. De ahi la
importancia de analizar si las células de animales jovenes al envejecer en cultivo presentan
las mismas caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas que los cultivos de células obtenidas de
animales que van envejeciendo de manera paulatina a lo largo de los afios.
Los dos objetivos planteados en este trabajo ayudaran 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 basica, pero sus implicaciones a largo plazo pueden llevar a

ser relevantes en la ingerencia sobre una disminucion del deterioro asociado a la edad.

45



En Meéxico, carecemos de grupos de trabajo tanto clinicos como basicos, que estudien el
envejecimiento desde este punto de vista. Es por ello, que es de interés crear y consolidar
un grupo de investigacion que se dedique al estudio del envejecimiento celular a nivel
basico, pero cuyas investigaciones se puedan aplicar a la clinica. El desarrollar lineas de
investigacion que se avoquen al estudio del envejecimiento nos dara mas herramientas en [a
prevencion del detertoro asociado al mismo, asi como en el tratamiento de las

enfermedades propias de la tercera edad.

HIPOTESIS

El envejecimiento esta relacionado a la acumulacion de dafios generados por estrés
oxidativo, por lo que si se sobreexpresara una proteina que contrarresta el estrés oxidativo,
como la proteina Bcl-2, se esperaria observar que se prolongue la viabilidad celular y se

retrase la apanicion de la senescencia.

OBJETIVOS GENERALES
1. Evaluar si la sobreexpresion de la proteina Bcl-2 confiere un efecto protector al
estrés oxidativo y si retrasa la entrada a la senescencia de cultivos primarios de
fibroblastos de pulmon de ratén.
2. Evaluar si el fenotipo senescente adquindo por los fibroblastos provenientes de
animales jovenes in vifro, es similar al que presentan los fibroblastos de animales

viejos durante el proceso de envejecimiento in vivo.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Comparar en los cultivos primarios derivados de los ratones jovenes y de los ratones
viejos cuatro parametros asociados al envejecimiento como son: la proliferacion
celular, la incorporacion de tinudina, el ensayo MTT y la tincion SA-B-gal .
Cuantificar los niveles de ROS en las células provenientes de los animales jovenes y
tos viejos.

Evaluar si existe una diferente susceptibilidad al estrés oxidativo del ADN de
animales jovenes en comparacion con el de arumales viejos.

Cuantificar los niveles de la proteina Bcl-2 en los cultivos primarios provenientes de
les animales jovenes y de los viejos en diversas etapas del cultivo.

Cuantificar los parametros de senescencia en los cultivos pnmarios obterudos de los
ratones jovenes y de los ratones viejos, que sobreexpresen Bcl-2.

Evaluar la capacidad protectora de la sobreexpresion de la proteina Bel-2 en cuanto
a la prolongacion de la viabilidad celular y un posible retraso en la aparicién de la

senescencia.
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MATERJAL Y METODOS

Reactivos

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado analitico y la mayoria de ellos
fueron comprados a Sigma. Los reactivos obtenidos de otras compaiiias se mencionan en el

texto.

Modelo de estudio

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD1 mantenidos en el bioterio de la Universidad
Autonoma Metropolitana- Iztapalapa (UAM-I), cuidados conforme a los pnncipios de la
norma oficial mexicana 062-Z00-1999.

La apertura vaginal para las hembras de esta cepa ocurre entre los 50 y 60 dias de nacidas,
por lo que a esta edad se les puede considerar como adultos jovenes, completamente
desarroliados y capaces de reproducirse {Altamirano, 1994). Se ha determunado que la edad
reproductiva util de las hembras de pie de cria de 1a mayoria de las cepas de munnos es de
8 a 9 meses, con aproximadamente de 6 a 8 camadas en total (Zurcher et al, [982).
Después de ese lapso de tiempo, las hembras se detenoran fisica y fisiolégicamente
presentando un fenotipo francamente envejecido, caracterizado por un aumento en la
aparicion de tumores, pérdida de pelo y debilidad.

Existe el reporte de hace bastantes afios, de un estudio realizado con 15 cepas de ratones
“inbreed” descendientes de las familias de cnanza de la fundacion Jackson-lab para
desarrollo y cria de arumales, en el cual las hembras virgenes de 14 de las 15 cepas
estudiadas, sobrevivieron significativamente mas (de 20 a 25%) de lo que lo hicieron sus

hermanas dedicadas al pie de cria (Russel, 1964).
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Por lo cual, en este trabajo se consider¢ a las hembras virgenes de 2 meses edad con
apertura vaginal como adultos jovenes totalmante desarrollados y a las hembras de pie de
cria, 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 basicamente dos razones para ello:

1. Debido a que los pulmones son organos que se encuentran expuestos de manera
constante a altas presiones parciales de oxigeno, se ha visto que se pueden inducir
respuestas particulares al estrés oxidativo que no son comunes en otros tejidos
(Lopez-Torres et al., 1993).

2. Los fibroblastos en general, y los derivados de pulmén o de piel en particular, se
han usado frecuentemente con gran éxito como modelo de estudio en trabajos
relacionados con la senescencia celular (Dimn et al., 1995; Campis, 2000; Lueken
et al., 2004).

Es importante aclarar que en algunos experimentos se realizaron tratamientos /r vivo
directamente con los ratones y posteriormente se extrajo el higado de estos animales. En
dichos casos, se emplearon los mismos critenios referentes a la edad y sexo antes

mencionados.

PARTE I: METODOS PARA EVALUAR LOS PARAMETROS DE ENVEJECIMIENTO
CELULAR

1. OBTENCION DE LOS FIBROBLASTOS DE PULMON

Se empled la metodologia de Doyle y colaboradores (1998). Se sacrificaron los ratones por
dislocacion cervical. Se desinfectaron con etanol al 70% y se abrid la parte superior del
torax. Se removieron los pulmones enteros y se transfineron a un tubo cérico (Falcon) de

50 ml que contenia 10 ml de PBS con 2% de antibidtico-antimitético (antibac, GIBCO,
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BRL), para enjuagarlos. Posteriormente, se transfineron a una caja de Petn con PBS + 2%
de antibac, en la que se cortaron en fragmentos menores a | mm’. Los fragmentos se
lavaron 3 veces con la misma solucion utilizando una jeringa para no perder el tejido.
Después del ultimo lavado, se aspiro la solucidn y se agrego tnpsina 0.25% diluida 1:1 con
PBS + antibac. Los pedazos de tejido se incubaron a 37°C por 10 min. Pasado ese tiempo
se retiro la tripsina con la jeringa y se volvio a lavar con PBS + antibac. Se agregaron 10 ml
de colagenasa tipo IA al 0.3% y se incubo a 37°C por 1 hora. Después de la incubacion 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 repartio el
homogenado celular en las cajas de Petri, que se guardaron en una incubadora humidificada

con 5% de CO, en el aire 2 37°C. El medio se cambio cada tercer dia.

2. PARAMETROS DE ENVEJECIMIENTO CELULAR

Como se menciono anteriormente, el envejecimiento se puede definir como el detertoro
progresivo de las funciones metabolicas, bioquimicas y estructurales de un organismo, asi
como una pérdida en la capacidad reproductiva. Es por ello que, para comparar las células
obtenidas de los animales jovenes con las obtenidas de los animales viejos, se decidio
analizar especificamente algunos de los conceptos anteriores, que sirvieran como
parametros que reflejen la funcionalidad celular, asi como su capacidad proliferativa.

Una vez obtenido el cultivo primario, se dejo que las celulas proliferaran hasta obtener la
cantidad suficiente para realizar todas las determinaciones. Este tiempo fue de alrededor de
6 dias. Por lo que, una vez que se alcanzod la cantidad necesania de células, se despegaron

con tripsina al 0.25%, se contaron en un hemocitometro 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 necesanos para realizar cada una de las determinaciones de los 4 parametros, cada
segundo dia 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 1nactivado (Hyclone), penicilina {100 U/ml), estreptomicina (100m g/ml) y 1% de
aminoacidos esenciales (Microlab). Las células se incubaron a 37°C, 5% de CO, y 90% de
humédad, y se les cambid el medio cada tercer dia. Los expenmentos se realizaron siempre
con cultivos subconfluentes. Para evitar resultados mespecificos, cuando las células de
algin pozo llegaban a confluencia, el contenido celular completo del pozo se transferia a un

pozo mas grande.

2.1 Proliferacion celular

La proliferacion se deterrund contando todas las células vivas en un pozo. Cada dia del
experimento, las células se lavaron con PBS y se despegaron con tripsina-EDTA 0.25%. Se
tomo una alicuota de 20 l de suspension celular y se le agregaron 20 pl de azul de tripano.
Después de homogenizar, se tomaron 10 pul de esta suspensidon y se contaron las células
utilizando un hemocitémetro y un microscopio 0ptico. Se contaron cinco campos para cada

determinacion. El resultado fue el promedio del nimero de células contado x 10° por ml.
2.2 Determinacion de la funcionalidad Mitocondrial (Ensayo de MTT).

Esta técnica se usé para evaluar la actividad mitocondrial de manera indirecta {Mosman,

1983), asi como para medir los radicales libres del tipo del superdxido que son los que se
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generan de [a 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-il)-2 5-difenil
bromuro de tetrazolio].

Para realizar el ensayo, se retird el medio de los pozos con las células correspondientes al
dia del expertmento y lavaron cuidadosamente con PBS. Se retir6 el PBS y se agregd 1 mi
de MTT (Sigma) (0.5 mg/ml) pH 7.5. Las células se incubaron durante 3 h a 37 °C. Se
retird el MTT y se agregaron 800 ul de solucion de extraccion (HC1 0.04 M en i1sopropanot)
a cada pozo. Las placas de cultivo se colocaron sobre un plato de agitacion (Thermoiyne
AROS 160) durante 15 min a temperatura ambiente para disolver el formazan. El contenido
de cada pozo se determuiné mudiendo fa absorbancia a una longitud de onda de 570 nm en
un espectrofotometro (Beckman DU 640). El valor de fondo se midid a 630nm y ese valor
se resto a cada determinacion. La funcionalidad mitocondrial se determind como densidad

Optica (D.0.) por numero de células y los resultados se presentan normalizados.

2.3. Sintesis de ADN: Incorporacion de timidina tritiada

Para estimar la sintesis de ADN, una alicuota de | uCi de [*H]-timidina (NEN, USA) se
agregd al medio de cultivo después de que las células habian sido lavadas con PBS. Las
células se incubaron a 37°C por 24 h para permutir que la timidina se incorporara. Pasado
ese tiempo, se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con 0.5 ml de solucion de metanol
95%- PBS por 15 min. Se retird el metanol y las células se lavaron cuidadosamente con
PBS dos veces mas. Posteriormente se agregaron 500 pl de NaOH 0.2 N por pozo para
hidrolizar el ADN, vy se mantuvo en incubacion durante toda la noche a 37°C. Al otro dia,

se transfiro el contenido de cada pozo a un vial que contenia 5 ml de liquido de centelleo
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(120g de naftaleno, 8g de 2, 5-difeniloxasol (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 cuantifico en un contador de centelleo (Beckman LS 6500). Los

resultados se reportan como cpm por numero de células.

2.4 Senescencia Celular: ensayo SA- B-gal

Para realizar la tincion segun la técnica de Dimri y colaboradores (1995), se retird el medio
a las células, se agregaron 500 pl de solucion fijadora (PIPES 0.1 M, pH 6.9 ; 2% de
paraformaldehido; MgCl, 2 mM y EGTA 1.25 mM, pH 8.0) y se dejo incubar durante una
hora a 37 °C. Posteriormente se¢ retird {a sclucion fijadora y se realizaron tres lavados con
PBS. Inmediatamente después se afiadieron 300 pl de la solucion de X-gal [KaFe{CN)s 5
mM; KaFe(CN)e3H,0 5 mM, pH 6.0; X-gal 1 mg/ml (Promega)], y se incubaron las células
a 37°C hasta el dia siguiente.

La cuantificaciéon se hizo contando el nimero de células refiidas y sin tefiir por pozo,

usando un microscopio Gptico. Se contaron aproximadamente 100 células por pozo.

PARTE II: DANO BASAL EN EL ADN Y RESPUESTA FRENTE A UN RETO DE ESTRES
OXIDATIVO.

3. INDUCCION DE ESTRES OXIDATIVO in vivo

El tertacloruro de carbono (CCL) es un compuesto que se usa de manera frecuente para
generar hepatotoxicidad ya que su transformacion metabolica en el sistema de oxidasas de
la familia del citocromo P450 genera radicales libres como el triclorometilperoxilo (CCly%),

(Hasler et al, 1999; Cancino, 2001; Beddowes et al., 2003).
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En este proyecto se administro CCle de manera aguda para inducir dafio por estrés
oxidativo sobre el ADN de los higados de los ratcnes jovenes y viejos. Se emplearon 4
grupos de tres animales cada uno. Los grupos a y b estaban formados por los animales
jovenes y los grupos ¢ y d por animales viejos. A los grupos a y c se les inyectd
intrapentonealmente 0.16 ml/ Kg de peso de CCly 1:5 en aceite mineral durante 3 dias
consecutivos. A los grupos b y d (controles) se les invectd la misma cantidad de aceite
mineral durante los mismos 3 dias. Los ratones fueron sacrificados el cuarto dia por
desnucacion, se extrajeron los higados y se congelaron a — 70 °C para posteriormente aislar

el ADN.

4. INDUCCION DE ESTRES OXIDATIVO in vitro

Para inducir estrés oxidativo en las células en cultivo, se empled al perdxido de hidrégeno
(H20), que se usa de manera habitual en cultivos de diversos tipos celulares como los
fibroblastos de piel y de pulmoén (Lueken et al | 2004).

Se us6 una dosis subletal de HO; de 0.3 mM ya que se determuind que al someter a [as
células a esta dosis por 15 -30 min se generaba dafio al ADN sin causar la muerte.

Es importante aclarar que el H,O, se degrada faciimente de manera natural, por lo que en
cada ocasion que se utilizd, se determind la concentracion espectrofotométricamente. Para
ello se tomaron 100 pl de H;0,, se mezclaron con 100 ml de agua desiorizada y se
cuantificé su absorbancia a 240 nm. Se calculé la concentracion molar con la siguiente

formula:

M=D.0O. X 1000
3576
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5. EXTRACCION DE ADN DE HIGADO DE RATON

Para aislar el ADN se empleo la técnica de Weng v colaboradores (1994) modificada por el
grupo de la Dra. Medeiros (matos et al., 2001). Una vez obterido el higado de los animales
tratados con CCls, se lavo con PBS, se peso 1 g de tejido y se transfirio a un tubo con 5 ml
de amortiguador A, frio (sacarosa 320 mM, MgCl, 5 mM, Trs-HCl 10 mM,
desferroxamina 0.1 mM, 1% Trton X-100, pH 7.5). Se homogenizé el tejido y se
centrifugo a 1500 x g, 4°C por 10 min. Se descarté el sobrenadante y se agregaron otros 5
ml del amortiguador A. Se resuspendio el boton y se volvio a lavar a 1500 g, 4°C por otros
10 min. Se descarto el sobrenadante y se agregaron 6 ml de amortiguador B (Tris-HCI 10
mM, EDTA-Na; 5 mM, desferroxamina 0.15 mM, pH 8.0). Se resuspendio el boton y
posteriormente se agregaron 350 pl de SDS 10% y se agitd levemente. A continuacion se
agregaron las RNAsas previamente disueltas en el amortiguador C (Tris-HCl 10 mM,
EDTA-Na; 1 mM, desferroxamina 2.5 mM, pH 7.4), 20 ul de RNAsa T1 (solucién madre
1000 U/ml) y 30 pul de RNAsa A (solucidon madre 10 mg/ml) y se agité ligeramente. Se
incubo 1h a 37°C; pasado ese tiempo se agregaron 300 pl de proteinasa K (solucton madre
20 mg/ml, preparada al momento), y se incubd otra hora a la misma temperatura. Al
término de la incubacién se centrifugo a 5000 x g, 4°C por 15 min. Se recuperé todo el
sobrenadante y se le agregaron 4 ml de SOIUC:IC'H] de Nal (Nal 7.6 M, Tris-HCI 40 mM,
EDTA-Na; 20 mM, desferroxamina 0.3 mM, pH 8.0) y 8 ml de isopropanol 100% frios. Se
agité el tubo suavemente por inversion y se guardo en el congelador hasta el dia siguiente.
Pasado ese tiempo, se centrifugd todo el contenido de los tubos a 9000 x g , 4°C por 10
min. Se descartd el sobrenadante, se agregaron 5 ml de isopropanol al 60% frio y se

centrifugo a 9000 x g, 4°C por 10 min. Se descartd el sobrenadante y se agregaron 5 ml de
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etanol al 70% frio, para volver al lavar el ADN a 9000 x g . 4°C por 10 min. Se descarto el

sobrenadante y se resuspendio el boton el 500 pl de desferroxamina 0.1 mM.

6. CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE ADN

Se tomaron 10 pl del ADN extraido del higado de los ratones y se les agregaron 990 ul de
H,0. Se determiné su absorbancia a 260 y 280 nm en un espectro UV-VIS (Beckman DU
640). Para obtener la concentracion de ADN se utilizé la siguiente férmula:

[1g/ml] = 100 (50) (Absasa).

Para determinar la pureza del ADN en cuanto a su posible contaminacion con proteinas se

determino el coeficiente 260/280, tomando como aceptable un valor mayora 1.5

7. HIDROLISIS DEL ADN

Para hidrolizar el ADN obtenido se uso la metodologia de Matos y colaboradores (2001). A
cada 100 pug de ADN se le agregaron 2 !l de acetato de sodio 1 M, pH 5.0, 2.5 pl de
Nucleasa P1 (solucion madre de 0.4 U/ul) y el agua necesania para completar 100 pl
(incluyendo todas las enzimas de hidrolisis). Se dejo incubar a 37°C por 30 mun. Pasado el
tiempo de incubacion se agregaron 4 pl de Tris-HCI 1.0 M, pH 7.4, y 13.5 pl de fosfatasa
alcalina {solucién madre de 0.22U/ul) disuelta en amortiguador de fosfatasa (glicerol 50%,
MgCl, 50 mM, ZnCl, 0.1 mM, pH 7.5), y se incubd a la misma temperatura por 1 h mas.
Inmediatamente después se inyectd el ADN hidrolizado al HPLC.

NOTA: Todo el procedimiento debe hacerse en tubos protegidos de la luz y al finalizar la
hidrolisis se deben conservar los tubos en hielo hasta su inyeccion. La hidrélisis se debe

realizar el mismo dia en que se inyecta, ya que el SOHdAG es inestable.
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8. CUANTIFICACION DEL DANO AL ADN POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA PRESION

La cuantificacion del aducto 8-OHdG se hizo usando un equipo de cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) segun la técnica de Park y colaboradores (1998) modificada por el
grupo de la Dra. Medeiros (Matos et al., 2001}. Se utilizo una bomba marca Waters modelo
600 acoplada a un detector UV-VIS Waters 486 operado a 254nm y posteriormente a un
detector electroquimico marca Antec Leyden Modelo Intra a 290 mV.

Para la separacion se usé una cromatografia isocratica de fase reversa con una columna
LC18 Supleco de 25 cm x 46 mm y 5 pm. La fase movil consistio en 92% de
amortiguador de fosfato de potasio monobasico (KH;PO4) 50 mM a pH 5.5, 8 % de
metanol, y 6 mM de KCI. El flujo fue de 1 mI/min y se degasifico con He durante todo el
proceso. Se inyectaron 100 pug de ADN h:droiizados en un volumen de 100 pl.

La cuantificacion de la concentracion se hizo integrando el area bajo la curva de los picos
de las guanosinas oxidadas (8-OHdG), que se detectan unicamente con el detector
electroquimico, dividiendo este valor entre las guanosinas totales (dG) que se detectan en el
UV-VIS. El resultado es un cociente que se reporta de la siguiente manera: 8-OHdG
residuos/ 106 dG.

Para la curva patrén del 8-OHdAG se uso el estandar 8-hidroxi-2’-dosoxiguanosina marca
esa. Se inyectaron concentraciones conoctdas del estandar desde 20 nM (2pmol/ 100 pl)
hasta 2 nM (0.2 pmol/ 100 pl).

Como el 8-OHdG es inestable, debe mantenerse oculto de la luz y en refrigeracion. La

concentracion se cuantificd espectrofotométricamente usando 2600 mM 'cm™, que es el



coeficiente de extinciéon molar a 246 nm .(Existe otro coef. de extincion a 293 nm con un
valor de 9600 mM™'cm™).
Para la curva de dG se usd 2'-desoxiguanosina de sigma a concentraciones crecientes de

25 a 300 nM.

9. ELECTROFORESIS UNICELULAR ALCALINA (Ensayo Cometa)

Para llevar a cabo el ensayo cometa (Tice, 1994, Betancourt et al., 1995) se utilizaron
cultivos semi-confluentes de fibroblastos de pulmén de los ratones jovenes y viejos,
sembrados en cajas de 6 pozo (60 mm de diametro). Los cultivos se encontraban en la fase
logaritmica de crecimiento y se sometieron a un nivel de estrés oxidativo subletal con 0.3
mM de H,O, en DMEM que contenia 10% de SFB y se incubaron a 37°C por 30 mun.
Pasado ese tiempo se despegaron usando tripsina 0.1 ‘Vo-ED”fA y se centrifugaron para
obtener un boton celular el cual se resuspendid postericrmente en agarosa de bajo punto de
fusion 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 fusién al 0.5%. En la capa de en medio se encontraban las celulas.
Los geles se despositaron en una solucién de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tnis 10
mM, NaOH 0.25 M, Tntdéa 1%, DMSO 10%, pﬁ 10.0) a 4° C en la que permanecieron toda
la noche, para precipitar las proteinas. A continuacton, los geles se sumergieron en la
solucion de electroforesis alcalina (NaOH 300 mM, Na,EDTA 1 mM, pH 13.0) en la cual
permanecieron por 20 min antes de iniciar la electroforesis que se llevod a cabo a 300 mV y
25 mA, por 20 min. Una vez terminado el proceso, los geles se enjuagaron con solucion de

neutralizaciéon (Tns 0.4 M, pH 7.4) tres veces por 5 min y se tifieron con bromuro de etidio
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(0.1 g/mi). Se guardaron los geles en camaras himedas a 4° C durante toda la noche y
posteriormente se cuantifico el dafio al ADN como la longitud de la cola del cometa medida
en um, en un analizador de imagenes Sindptics. Los expenmentos se realizaron por
tnplicado en eventos independientes de los cuales cada vez se cuantificaron cincuenta

cometas de cada condicion experimental.

10. NIVELES DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO POR CITOMETRIA DE
FLUJO

Se determinaron los niveles de radicales libres mediante citometria de flujo usando al
tluoréforo diacetato de diclorodihidroflouresceina (DCFH;) (Cathcart et al,, 1983; Bass et
al., 1983). Se emplearon cultivos celulares semiconfluentes que se encontraban en la fase
logaritmica de crecimiento (dias 15 al 19). El dia del experimento, las celulas se despegaron
y se resuspendieron en PBS conteniendo 4 pM de DCFH; a una concentracion 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 fluoréforo. Posteriormente se centrifugaron a 1500 rpm
por 5 min para eliminar el DCFH; no incorporado y se resuspendieron en 1 ml de PBS, y se
les agregd el H;0; a una concentracion de 0.3 mM por 30 mun. Inmediatamente después se
cuantifico la flourescencia en un citometro 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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PARTE IIf: LA PROTEINA Bcl-2

A. NIVELES ENDOGENOS DE LA PROTEINA Bcl-2

Para determinar el conterudo de la proteina Bel-2 a lo largo de la vida de los ratones, se
realizaron inmunoensayos tipo Western de homogenados de pulmon a diferentes edades. Se
emplearon ratones hembra de {a cepa CD1 tomando en cuenta los criterios antes
mencionados. Se obtuvieron los pulmones de ratones neonatos y de una semana de vida,
asi como de [, 4, 8 y 12 meses.

Por otro lado, para establecer si la senescencia in vitro correlaciona con un incremento en el
conterudo de la proteina Bcl-2, se realizaron de manera paralela inmunoensayos tipo
Western de células en fase de crecimiento logaritmico (15 dias de cultivo) y se comparé el
contenido de Bcl-2 con el de células senescentes (a los 30 dias del cultivo). Esto se realizd

tanto para las células provenientes de los ratones jovenes como de los viejos.

11. EXTRACCION DE PROTEINAS PARA INMUNOENSAYO TIPO WESTERN

Para obtener las proteinas totales de los homogenados, se extrajeron los pulmones, se
depositaron en PBS, se cortaron y se homogenizaron en aproximadamente 1 ml de
anmortiguador de lisis (50 mM Trs-HCI pH 8.0, 120 mM NaCl, 0.5% NP40, 100 mM NaF,
0.2 mM NaVQOs, 10 p1g/ml aprotinina, 5 mM PMSEF y10 pg/mi leupeptina). El volumen de
la solucién de Lisis usada dependié del tamafio de los drganos de los individuos. Los
homogenados se incubaron a 4°C por 5-10 min. Postennormente se centnifugaron a 14000
rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante se colect6 y la proteina aislada se guardo a -20 °C
para posteriormente cuantificar su concentracion y realizar el inmunoensayo tipo Western.

Todo el procedimiento se llevo a cabo en frio.
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Para la extraccion de las proteinas de las células, se empled el mismo procedimiento, pero
en presencia de distintas concentraciones de los inhibidores de proteasas (1 pg/ml
aprotimina, 1 mM PMSF, 1 pg/ml leupeptina). Asi mismo, se tuvo mucho cuidado de lavar
muy bien a las células con PBS antes de agregar de 50 a 100 ul de la solucion de lisis, para
eliminar los restos de medio y de suero que pudiera quedar. Posteriormente se incubaron en
frio por 5 min, y después se despegaron con un gendarme de goma y se siguid el mismo

procedimiento mencionado para los homogenacdos de pulmon,

12. INMUNOENSAYQO: WESTERN BLOT

La determinacién de proteinas se llevd a cabo usando el reactivo comercial Bradford
(Bradford, 1976) de Bio-rad. Se prepard un gel desnaturalizante de acrilamida al 13%
(Laemmli, 1970) en el cual se obtuvo una buena separacion de la proteina Bel-2 que pesa

26 kDa. El gel se preparo de la siguiente manera:

GEL GEL 1
En este orden se| SEPARADOR CONCENTRADOR
' agregaron los reactivos | Vol. final 15 ml Vol. final 10 mf
H;0 4.6 ml 5.7ml
Tris 1.5M, pH 8.8 3.75 ml -
Tris 0.5M, pH 6.8 - : 2.5 m!
Acrilamida 30%: 6.5 mi 1.67 ml
Bisacrilamida0.8 %
Agitar Agitar
SDS 10% 0.15 ml 0.1 ml

Justo antes de vertirlo en los vidrios se agrego:

TEMED 10 pl 10yl
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Persulfato 10% 50 pl 100 ul

Agitar

Se cargaron aproximadamente 40 pg de proteina en cada carnil. Postenormente se transfirio
la proteina a una membrana de nitrocelulosa (Bio-rad). La membrana se bloqued con TBS-
Tween 0.1% + 5% de leche descremada por 1 h, y posteriormente se incubd con el
anticuerpo primano, a-Bcl-2 (Neomarker) por 2 h. Se hicieron de 3 lavados consecutivos
con TBS-Tween y se incubd con el anticuerpo secundario, a-mouse IgG conjugado con
peroxidasa de rabano (Pierce) por 1 h. Después de otros 3 lavados iguales a los antenores,

se revelo usando un agente quimioluminicente comercial (Sup-s:rsignal® Pierce)

SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA Bcl-2

Para determinar si un incremento en la concentracion de la proteina Bcl-2 conferia ¢ las
células alguna proteccion contra el dafio por estrés oxidativo, se decidio sobreexprasar
dicha proteina en los cultivos primarios de las células tanto de los animales jovenes como
de los viejos. Esto se realizo mediante una infeccion retroviral, para lo cual, primero
tuvieron que producirse las particulas virales que contuvieran el transgen con la
informacion de bc¢l-2.

Normalmente para generar particulas virales se acostumbra emplear dos tipos de plasnudos:
los que poseen la informacion referente a la capside del virus y los que tienen la
informacion de la proteina de interés que se inserta dentro de dicha capside Ainbos
plasmidos se introducen o cotransfectan en una célula que genera las particulas virales
denominada célula empaquetadora (células 293T). En este trabajo se empled el plasmido

pCL-ECO con la informacién para la capside (gag + env + pol), y el plasmudo pCL-GFPN-
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hBcl-2, con la secuencia de la proteina Bcl-2, asi como la de la proteina verde reportera
(GFP) (w'bci-2 + gfp). Como control de infeccion se utilizd al plasmido pCL-GFPN que
no contiene el inserto de bclf2 sino solo de gfp. Estos ultimos dos plasmidos fueron
construidos en el Laboratorio de! Dr. Luis Covarrubias del Instituto de Biotecnologia,
UNAM, por la Dra. Maria del Carmen Cardenas Aguayo (Cardenas-Aguayo et al., 2003) y

donados gentilmente para este proyecto.

13. TRANSFORMACION DE BACTERIAS Y AMPLIFICACION DE PLASMIDOS

Para tener la cantidad de plasmidos requenda, fue necesario amplificarlos por la técnica de
lisis alcalina. Para ello, primero se transformaron bactenas E.cofi competentes, de la cepa
Mn522 y DHSa. Se prepararon tubos Falcon de 15 ml estériles con 20 pl de agua esténl. Se
les agregd 1 pl de plasmido a cada uno (esto se hizo de manera independiente para cada
uno de los plasmidos). La suspension de bacterias competentes se resuspendié con cuidado
y se agregaron 100 pl al tubo, inmediatamente después, se incubé en hielo por [0 min. A
continuacion, se pasaron los tubos a un bafio a 42 °C por 60 seg, para inducir un choque
térmico. Posteriormente, se adiciond 1 ml de medio LB sin bactoagar y se dejé crecer a las
bactenas en agitacién a 37 °C por 1 0 2 h. (Medio LB: para 1 litro de agua, 10 g de tniptona,
Sg de NaCl, 5 g de extracto de levadura y 1 ml de NaOH 1N). 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, 5g de NaCl, 5 g de extracto de levadura y | ml de NaOH
IN). Se prepararon placas con ampiciina (100-200 pg/ml). La ampicilina sirve para
seleccionar a las bactenias que introdujeron el plasmido, ya que este les confiere resistencia

frente al antibiotico.
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Una vez crecidas las bacterias, se sembraron en las placas a una dilucidon de 1100 para
obtener colonias discretas. Se dejaron incubar a 37 °C por 12 h y posteriormente se
refngeraron.

Una vez obtenidas las bacterias transformadas, se inoculo una colonia bacteniana en 3 ml de
medio LB suplementado con ampicilina (100 pl/ml), y se dejo crecer el cultivo a 37 °C en
agitacion constante por toda la noche para obtener suficientes bacterias de las cuales se

pudiera aislar el plasoudo.

14. PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO POR LISIS ALCALINA

La técnica de Sambrook y Russell (2001) se basa en exponer a las bacterias a un detergente
anionico con un alto pH, lo cual abre la pared celular, desnaturalizando al ADN
cromosomal y a las proteinas. El ADN plasmidico sale hacia el sobrenadante, pero no se
rompe, ya que el hecho de que sea circular mantiene a las hebras de ADN topologicamente
entrelazadas protegiéndolo.

Para realizar la técnica, se tomé 1.5 ml del cultivo bacteriano en un tubo Eppendorf estéril y
nuevo. Se centrifugd a 14,000 rpm en una microfuga marca Eppendorf a temperatura
ambiente. Se descarto el sobrenadante y se resuspendio el botén en 100 pl de solucion GTE
(50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8.0). Se agregaron 200 u! de una
solucion recién preparada de NaOH/SDS (0.2 N NaOH, 1% SDS), y se mezclo por
inversion. Se paso a hielo durante 5 min y se agregaron 200 pl de acetato de sodio 5 M, pH
8.0. Se valvid a poner en hielo por otros 5 min hasta que se formé un precipitado denso. Se
agito con un vortex por 2 seg y se regresd al hielo por 5 min mas. Posteriormente se

centrifugo a 14, 000 rpm durante 10 min a TA. Se recuperd el sobrenadante en un tubo



nuevo al cual se le agregaron 800 pl de etanol absoluto al 100% y se agito por inversién Se
guardo el tubo a -20 °C por toda la noche. Pasado ese tiempo se centrifugé nuevamen:s a
14,000 rpm por 10 min a TA, se decanto el sobrenadante y el botdn se lavo una vez mas
con | ml de etanol al 70%. Se centrifugo a 14, 000 rpm durante 15 min a TA Se decanto el
sobrenadante y el boton se resuspendid en 30 ul de solucion TE (10mM Trs-HCI. 1 mM
EDTA, pH 8.0). Se cuantifico la concentracion de ADN obtenido por espectrofotometria

(260-280 nm). El plasmido se guardd a -20° C.

15. IDENTIFICACION DEL PLASMIDO

Para asegurar que los plasmidos obtenidos eran los deseados, se realizd una cigestion con
enzimas de restriccion especificas con las cuales habian sido manipulados y construidos los
plasmidos, y se cormo una electroforesis para encontrar los fragmentos y los insertos
esperados.

Para ello, se prepard un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5X (Para un litro de TBE: 0.5 M
acido bérico, 0.5 M Tris base, y 10 mM EDTA). Antes de que cuajara el gel se le agregaron
2 ul de bromuro de etidio ( solucion madre de 1 mg/ml ).

Las muestras se prepararon de [a siguiente manera;

Para digenr al plasmido pCL-GFPN-hBcl-2 se tomaron 2 ul del mismo y se le agrego 1 ul
de enzima Eco RI, 1 pl de amortiguador Hy 6 ul de agua, volumen final 10 ul {tubo 1. De
1igual manera se prepard un tubo con el plasmido sin digenr, que contenia lo mismo excepto
la enzima y se ajusto el volumen con agua para un volumen final de 10 pl (tubc 2). Ademas
se preparo otro tubo de plasmudo sin digenr que contenia Unicamente 2 ul de plasmude y 8

ul de agua (tubo 3).
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Para el caso del plasmido pCL-GFPN se llevd a cabo el mismo procedimiento pero se uso
en una caso la enzima Cla-[ y en otro la enzima Xho-1. Para el plasmido pCL-ECO se uso
la enzima Xba-1.

Se uso al fago & digerido con Hind UI como marcador de tamafio molecular. Para ello, se
pusieron 3 pl del marcador, 3 ul de agua y 1 pl 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 °C por una hora para activar la enzima y
luego se calentaron a 95 °C por 5 min , seguido de una incubacion a 4 °C para inactivarla.
Se tomaron S ul de cada tubo, se les agregd 1 ul de LB-DNA y se depositaron en el gel, que
se cormno a 100 V durante 45 min.

Una vez corroborado que las bandas en los geles coincidian con los tamafos de los
plasmidos y los insertos, se esterilizaron los plasmidos filtrandolos a través de filtros

Millipore de 0.22 um.

16. COTRANSFECCION DE CELULAS 293T POR EL METODO DE FOSFATO DE
CALCIO

En este trabajo se utilizé la técnica de fosfato de calcio para introducir los plasmidos dentro
de las células. Se emplearon células empaquedatadoras 293T que son células embrionanas
de rinén humano. Estas células se caracterizan porque estan transfectadas para que
sobreexpresen el antigeno T del SV40 y la proteina Al de adenovirus, lo que facilita la
multiplicacion del genoma plasmidico. Se usaron los plasmidos puros y estériles antes

mencionados. La transfeccion se llevo a cabo en placas de 6 pozos. Se cotransfectaron los
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siguientes plasmidos: pCL-GFPN-hBcl-2 y pCL-ECO para el caso de las células que
sobreexpresaron Bcl-2, y los plasmidos pCL-GFPN y pCL-ECQ como controles de la
infeccion.

Para mayor facilidad, a las pnmeras se les denomino como células Bcel-2 y a las segundas
como células GFP. El termuno de células control se empled para las celulas que no fueron
infectadas, pero el control real de las células Bel-2 fueron las células GFP.

Un dia antes de la cotransfeccion se sembraron las células 293 T a una densidad de 200 x
10° células por pozo en placas de 6 pozos, en 3 mi de medio DMEM + 10% SFB. Al dia
siguiente, 3 0 4 h antes de transfectar, se les cambid el medio por 2 ml de medio nuevo sin
antibidtico (DMEM + 10% SFB). Una hora antes de que hubieran transcurrido las 4 h, se
preparo la solucion de cotransfeccion usando el sistema comercial “Calcium Phosphate
Transfection System” (GIBCO BRL®) . Se preparo por separado el contenido de los tubos
namero 1 que contenian los fosfatos y por otro lado los tubos nimero 2 con el ADN vy el
calcio.

Tubos . Solucion HSB 1x. Se preparé junto el volumen para todos los pozos a transfectar
(incluido el control) y se considerd 100ul de esta solucidon para cada pozo (siempre se

prepar¢ para | pozo de mas)

Para 1 pozo Para 4 pozos
H,0 para transfeccion 88 5ul 354
| HSB 10x, vortex 10l 40l
NaOH, vortex 1 5ud 6l
L Solucion de fosfatos, vortex 2l 8ul
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A los tubos 1 se les afadio 100l / pozo de HSB x1.
Para preparar los tubos 2 se agregd lo siguiente por pozo

e 858 ul de agua de transfeccion (sistema comercial)

e 0.1 pul de ADN acarreador (sistema comercial)

¢ 5 ug de ADN plasmidico pCL-GFPN-hBcl-2 o pCL-GFPN

¢ 5 pg de ADN plasmidico pCL-ECO
Posteriormente se les afiadio 1 wl (por pozo) de solucion de calcio (sistema comercial), y se
resuspendid suavemente. Se le agregaron otros 5 pl de solucion de calcio (sistema
comercial) y se volvio a resuspender. A continuacion se burbujed el tubo I con una pipeta
Pasteur conectada al pipetor y simultineamente se agrego el contenide del tubo 2 al tubo 1.
Esto se realizo muy lentamente permitiendo que se formara el precipitado de la sa1 de
fosfato de calcio. Se incubd 20 min a temperatura ambiente, y se agregd a los pozos con
células 293T.
A las 24 h, se cambid el medid a las células, empleando medio completo con suero y
antibidtico. Se ha determinado que el maximo de produccion de particulas virales es a las
48h, por lo que a ese tiempo se recolectaron las particulas, Para ello, se colecto el
sobrenadante y se centrifugo a una velocidad baja, urucamente para bajar las células que
estén despegadas, 3000 rpm por 5 min a TA. Se recuperd el sobrenadante y se congelo a -

70 °C hasta su uso.
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17. INFECCION RETROVIRAL.

Los cultivos primarios se infectaron con una concentracion 1:1 de particulas y medio nuevo
con el minimo volumen necesano para cubrir todo el pozo. Se usaron pozos en placas de 6,
por lo gue el volumen fue de 1 ml.

Antes de agregar el medio con particulas se le agregd 500 ul de medio + Polibrent a cada
pozo (DMEM + SFB 10%). El Polibrent se usé a una concentracién de 2pl/mi de medio.
Posteriormente se agregd el mismo volumen de medio con particulas. A las 24 h se cambio
al medio por medio nuevo.

Para verificar que la infeccion se realizé de manera exitosa, en primera instancia se observo
a las células en un microscopio confocal o en uno de florescencia, en los cuales se observo
el color verde de la proteina reportera GFP. Sin embargo, esto solo confirmé gque la
informacién genética se encontraba dentro de los cultivos primarios. Para asegurar la

sobreexpresién la proteina Bcl-2 también se realizaron inmunoensayos tipo Western.

18. EFECTO DE LA PROTEINA BCL-2 FRENTE A UN RETO DE ESTRES
OXIDATIVO

Regresando al objetivo inicial de este apartado, el de determinar si un incremento en la
concentracion de la proteina Bcl-2 conferia a las células alguna proteccion contra el dafio
por estrés oxidativo, se sometid a las células Bcl-2, GFP y control a una concentracidn que
se ha reportado optima para inducir senescencia: 75 uM de H;O, por 2 h (Chen et al,
1995)

Se cuantifico la proliferacion y el nimero de células senescentes una semana después de

este tratamiento de la siguiente manera:
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Cuatro dias después de obtenido el cultivo primario, se despegaron las células vy se
sembraron en placas de 6 pozos a una densidad de 5,000 células por pozo. Se sembraroi la
cantidad de pozos necesarios para realizar los experimentos de proliferacion y SA-f-pal,
por tniplicado para cada uno de los tipos celulares (Bcl-2, GFP y control). A dia siguiente se
tnfectaron con sus correspondientes particulas virales y después de dos dias, se les sometiod
a un tratamiento de 75 pM de H;0, por 30 min a 37 °C. Pasado ese tiempo, se les retiro el
agente toxico y se les agregé medio nuevo suplementado con suero. Al cabo de una semana
se cuantifico el nimero de células totales presentes en los pozos de proliferacion v se
determiné el namero de células senescentes en los pozos de SA- f3-gal, segun las

metodologias antes descntas.

ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaon por triplicado en al menos tres expenmentos
independientes. Para la comparacidon de los datos obtenidos de los ensayos cometas , se
utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del método de vananza
Tamhane. Para todas las demas comparaciones se usé la prueba de ¢ de Student de una cola.

Se manejo un nivel de probabilidad de p< 0.05 como minimo criterio de significancia.
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RESULTADOS

PARTE I: : PARAMETROS DE ENVEJECIMIENTO CELULAR

1. CULTIVOS PRIMARIOS Y PARAMETROS DE ENVEJECIMIENTO CELULAR
Para documentar si existen diferencias en el proceso de senescencia que se desarroila in
vitro entre las células obtenidas de los pulmones de los ratones jovenes en comparacion con
las obtenidas de los ratones viejos, se cuantificaron los 4 parametros celulares descritos en
la parte de matenal y métodos.

Los fibroblastos fueron el tipo ;:elular 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 secctona un tipo celular en particular (ej. neumocitos), los fibroblastos tienden a
colonizar todo el cultivo (Freshney, 1984} Lo antenor fue confirmado por la morfologia
que presentaron las células (figura 10). Aun asi, no puede excluirse la posibilidad de que
durante los prnimeros dias del cultivo se encuentren presentes otros tipos celularcs. Sin
embargo, esta posible heterogeneidad celular parecio no haber afectado los resultados, ya
que para la fase de crecimiento logaritmico, asi como para la entrada a la senescencia es

muy posible que unicamente se tuvieran fibroblastos.

2. PROLIFERACION CELULAR

Para valorar la tasa de proliferacion celular, se conto el nuimero de las células por pozo cada
segundo dia del cultivo. Se comenzo con el dia siete del cultivo y se termind el dia
veintisiete. Los cambios en la tasa de proliferacion 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 caracteristica de los cultivos primarios, con una fase de establecimiento del
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Figura 10: CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS DE PULMON DE RA

A. Fotografia de fibroblastos durante la fase logaritmica de crecimiento. (.
fotografia 40X).

B. Fotografia de fibroblastos durante la fase de senescencia replicativa. (.
fotografia 100X). Las células senescentes aumentan su tamafio y
morfologia extendida y aplanada. Asi mismo, la densidad celular e
senescentes es menor que en los cultivos jovenes.



cultivo, una fase de crecimiento logaritmico y un estancaniiento del crecimiento conocido
como senescencia replicativa o limite Hayflik (Hayflick y Moorhead, 1961). Al comparar
ambos cultivos se hizo evidente que, aunque los dos tuvieron fases de proliferacion lentas
entre los dias 7 y 15, las células derivadas de los animales jévenes proliferaron casi cinco
veces mas rapido que las procedentes de los viejos (4.9 veces mas rapido). Entre los dias 15
y 19, se observa un incremento en el nimero de células en ambos casos. Durante ese lapso
de tiempo, la diferencia en la tasa de proliferacion se mantuvo muy similar a la encontrada
anteriormente (4.6 veces mas rapida para las células de ratones jovenes). Para el dia 21, y
hasta el final del experimento en el dia 27 del cultivo, la tasa de proliferacion se estabilizo.
Esto sugiere que posiblemente exista una interrupcion en la proliferacion celular,
presumiblemente dada por el arresto caracteristico de la fase de senescencia, pero también
indica que los cultivos presentaron un cierto indice de muerte celular.

Al comparar el nimero total de células correspondientes a cada uno de los dias de los
experimentcs, se encontrd que todos los puntos mostraron una diferencia significativa
(p<0.05). El mayor contraste se encontrd en el dia 19, donde la cantidad de células
cuantificadas en el cultivo proveniente de los ratones jovenes fue 10 veces mayor al
determinado para el cultivo de células de los ratones viejos. Esta diferencia se mantuvo
practicamente constante hasta ef final del cultivo.

En resumer, tanto los fibroblastos primanos derivados de los ratones jovenes como los
derivados de los viejos presentaron las caracteristicas descritas para los cultivos primarios,
y ambos alcanzaron el limite de Hayflik en el dia 19 del cultivo. En cuanto al nimero de
duplicactones (PD), estos cultivos presentaron de 14-17 duplicaciones con un promedio de

aproximadamente 36 h por duplicacion.
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Figura 11: TASA DE PROLIFERACION CELULAR
Los O representan células provenientes de ratones jovenes y los M células proven
viejos. Los resultados son ¢l promedio de cuvatre coltivos independientes realizados §
lo que cada dato representa una n = 12, Los * indican diferencias estadisticamente sig
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El numero de duplicaciones, asi como el tiempo de duracion del cultivo (27- 30 dias)
coincide con lo que se ha reportado para cultivos de fibroblastsos murinos (Rohme, 1981),
y aunque la magnitud en cuanto al nimero de células fue distinto entre los cultivos de

células de ratones jovenes y viejos, el comportamiento del cultivo fue similar.

3. SINTESIS DE ADN: INCOROPORACION DE TIMIDINA TRITIADA

La figura 12 muestra la incorporacion de timidina tritiada ([*H]-T) por célula a lo largo del
tiempo del cultivo. Como se observa en la figura, la incorporacion aumenta desde el
principio del experimento hasta el dia 19 en ambos tipos celulares. Es importante notar que
el comportamiento que siguen los dos cultivos es similar, puesto que tanto la pendiente del
dia 11 al dia 15, asi como la del dia 15 al 19 son muy parecidas ambas curvas de
crecimiento. Las células denvadas de los animales viejos incorporaron de 2 a 3.5 veces
menos [*H]-T por célula, que las células provenientes de animales jovenes durante todo el
cultivo.

Después del dia 19, la incorporacion de [*H}-T decrecié de manera notable en ambos casos.
Sin embargo, la pérdida de incorporacion por parte de las células obtenidas de los ratones
jovenes a partir del dia 21 es mucho mds 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 dias 25 y 27 del cultivo la diferencia en fa incorporacion de [’H]-T en los dos cultivos
ya no es estadisticamente significativa.

La incorporacion de ['H]-T refleja la sintesis de ADN y esto en gran medida, esta motivado

por la continua duplicacion celular. Por lo que es interesante resaltar que el decremento en



0.2

0.1

11 13 15 17 19 21 23
Dias

Incorporacion de [*H] - timidina (cpm/ céluIaJ

Figura 12: INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA

Los 3 representan células provenientes de ratones jovenes y los M células prove
viejos. Los resultados son el promedio de cuatro cultivos independientes realizados
lo que cada dato representa una n = 12. Los * indican diferencias estadisticamente si
células de animales viejos en comparacién con las de jévenes con un valor de p< 0.0!



la sintesis de ADN a partir del dia 19, coincide con la interrupcion de la prolifera:dn

celular observada en ambos cultivos (figura 11).

4. FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL: ENSAYO DE MTT

L.a funcionalidad celular se determind, de manera indirecta, midiendo la actividad de la
cadena respiratoria mitocondrial como reduccion del colorante MTT. Los resultados
obtenidos se presentan de manera normalizada en la figura 13, en funcion de la absorbancia
a 250 nm entre el niumero de células totales en cada pozo, segun el dia del cultivo. La
grafica muestra que ambos cultivos presentaron un incremento en su actividad mitocondrial
del dia 11 al dia 15. A partir de ese momento, |a actividad se estabiliza hasta el dia 19, en
que ia actividad comenzd a decrecer. El aumento inicial en la actividad metabolica
correlaciona con el aumento en la proliferacion celular y con la incorporacion de PH)-T en
ambos cultivos. Aunque, como es evidente en la figura, la tasa metabdlica en las cclulas
derivadas de los animales viejos, fue siempre menor (tres veces menor que la de las ¢é'ulas
de los animales jovenes).

Después del dia 19, ambos cultivos disminuyeron su actividad. De nuevo, las células
derivadas de los animales jOvenes redujeron su tasa metabolica proporcionalments mas
rapido que las células de los animales viejos, tanto, que para el dia 25 ya no se encontro una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos cultivos. Esto sugiere que las zélulas
de los animales jovenes en cultivo tienden a volverse metabolicamente indistinguibics de

las células provenientes de los animales viejos.
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Figura 13: FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL (ENSAYO MTT)

Los [ representan células provenientes de ratones jovenes y los B células proven
viejos. Los resultados son el promedio de cuatro cultivos independientes realizados
lo que cada dato representa una n = 12. Los * indican diferencias estadisticamente sig
células de animales viejos en comparacion con las de jovenes con un valor de p< 0.05.



5. SENESCENCIA CELULAR: ENSAYQ SA- 3-GAL

Para explorar la 1dea de que la acumulacién de células senescentes se correlaciona con el
fenotipo de deterioro asociado al envejecimiento, se utilizd la tincion positiva de [3-
galaciosidasa asociada a la senescencia (SA-(3-gal). Las fotografias que se presentan en la
figura !4 muestran un ejemplo de lo que se observa al utilizar esta técnica: las células
senescentes son positivas al SA- —gal (color azul verdoso), mientas que la células que
siguen dividiéndose de manera normal no se tifien. Los resultados que se muestran en la
figura 15 indican que los cultivos presentan una poblacion mixta en cuanto al nimero de
células senescentes conforme avanza el tiempo de vida de los mismos. Es decir, existe un
poblacion proliferante (pre-senescente) y otra senescente. Esta Gftima va creciendo al paso
del tiempo del cultivo. Esto es muy importante al momento de interpretar los resultados, ya
que practicamente nunca se tiene una poblacion homogénea.

En los pnimeros dias de los experimentos (dias 7-9) no se observaron células positivas a la
tincion SA- B-Gal para el cultivo proveniente de los ratones jovenes, muentras que se
determino un promedio de 14 % de células tefiidas para los cultivos provenientes de los
ratones viejos.

La tasa o frecuencia en la aparicion de las células positivas a SA-B-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 jovenes, se observd un cambio de pendiente a partir del dia 19, es muy similar a la
que se encontro para el cultivo de células de los animales viejos, y ademas coincide con la
etapa en la que el cultivo inicid la entrada en la senescencia celular. Lo anterior apoya las

observaciones encontradas para los otros parametros de senescencia, especialmente sustenta
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Figura 14: FRACCION POBLACIONAL DE CELULAS SENESCENTES DETEF
ENSAYO SA-B-GAL.

A. Células provenientes de ratones jovenes al inicio del cultivo (dia 7)

B. Células provenientes de ratones viejos al inicio del cultivo (dia 7)

C. Células provenientes de ratones jovenes al final del cultivo (dia 25)

D. Células provenientes de ratones viejos al final del cultivo (dia 25)

Estas son fotografias reprsentativas del ensayo SA-[- gal, en el cual se tomaron «
células tefiiddas de color azul-verdoso. Se contaron 100 células totales por p
todos los casos es de 40X.
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Figura 15: FRACCION POBLACIONAL DE CELULAS SENESCENTES (ENSAY(
Los O3 representan células provenientes de ratones jovenes y los B células prover
viejos. Los resultados son el promedio de cuatro cultivos independientes realizados |
lo que cada dato representa una n = 12. Los * indican diferencias estadisticamente si;
células de animales viejos en comparacién con las de jovenes con un valor de p< 0.05



los datos del ensayo de MTT, puesto que el aumento en el nimero de células senescentes
podna correlacionarse con la disminucién en la actividad metabolica.

Para el dia 25 del expenmento, 40% de las células derivadas de los ratones jovenes fueron
positivas a la tincion SA-B-gal comparadas con un 63 % para los cultivos provenientes de
los ratones viejos. La diferencia en la fracciéon poblacional tefiida con SA-PB-Gal entre
ambos cultivos fue estadisticamente a lo largo de todo =l experimento.

Resumiendo, los resultados obtenidos hasta este punto reflejan diferencias significativas
entre las celulas provenientes de los animales jovenes con respecto a las dernvadas de los
animales viejos al inicio del cultivo. Sin embargo con el transcurso del tiempo, y a mediada
que las células envejecian en cultivo, las diferencias entre ambos fueron disminuyendo,
hasta Uegar a un punto (al final del cultivo, dias 25 y 27), en que no se encontrd una
diferencia significativa en la tasa metabdlica ni en la sintesis de ADN de los dos cultivos. Y
si bien, se mantuvieron las diferencias #n cuanto al numero de céiulas tefidas con SA-fB-
gal, asi como en cuanto al namero de células totales, el comportamiento de los dos culiivos

a partir del dia 19 (tomando como indicador las pendientes), fue muy sinular.

PARTE II: DANO BASAL EN EL ADN Y RESPUESTA FRENTE A UN RETO DE ESTRES
OXIDATIVO.

6. DANO AL ADN

Se ha documentado que la respuesta de las células o teidos de amimales viejos a
tratamientos de estrés oxidativo, es exageradamente mayor que la que se observa en los
animales jovenes (Zhang et al., 2003). De modo que otro de los objetivos del proyecto fue

el de analizar si existia una respuesta diferencial de las células de los animales jovenes y
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viejos frente a un reto de estrés oxidativo en cuanto al dafio generado sobre el ADN Para
ello, se emplearon dos modelos de estudio. Uno induciendo el estrés oxidativo in viva y
evaluando sus efectos en los higados de los animales, y el otro generando dicho estrés sobre

fos cultivos primanios obtenidos de los pulmones.

7. CUANTIFICACION DEL ADUCTO 8-OHDG POR HPLC-EC.

Para cuantificar el dafio especifico por estrés oxidativo en el ADN proveriente de los
higados de los ratones jovenes y viejos, se cuantifico al aducto 8-OHdG por HPLC-cC.
Esto se hizo integrando el drea bajo la curva de los picos correspondientes a las desnxi-
guanosinas oxidadas (8-OHdG), que se encontraron mediante el detector electroquimico,
normalizada con la integracion de la curva de las desoxi-guanosinas totales (dG) que se
detectaron en el UV-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-OHdAG resiciuos/
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 hidrolisis del ADN, sin embargo,
el unico que se usa para la cuantificacién es el pico de dG. Para poder cuantificar la
concentracion equivalente del area bajo la curva, se realizd una curva patrén 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 patron determinada para 8-OHdG.

Las concentraciones basales de 8-OHdG determinados en el ADN proveniente de los

ratones jovenes control fueron muy bajos (0.49 +0.10 residuos /10° dG) y en algunos casos
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Este es un cromatograma representativo obtenido con el ADN aislado de los higa
jovenes control. Se observan los picos correspondientes a los cuatro nucledsido:
la hidrélisis enzimética del ADN.
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Cromatogramas representativo derivado de la hidrélisis enzimética del ADN de
A. Ratones jovenes control

B. Ratones viejos control

C. Ratones jévenes tratados con CCl,

D. Ratones jovenes tratados con CCl,

Los picos corresponden a las desoxiguanosinas oxidadas en el C-8 (80OHdG)
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no se pudieron detectar. Esto contrasta con lo que se cuantifico para el ADN de los ratcnes
vigjos control (2.61 + 0.52 residues /10° dG), en donde se encontrd que los niveles dz 8-
OHdG eran 2.3 veces mayores a lo determinado para el ADN de los animales jovenes.
Indicando que los arumales viejos presentan una acumulaciéon de dafio oxadativo al ADN
que correlaciona con lo que se ha reportado en la literatura (Wolf et al., 2002).

Después del tratamiento con CCly, el ADN tanto de los individuos jovenes como el de los
viejos, mostré un incremento en ef contenido del aducto. La cantidad de 8-OHdG
cuantificada para el ADN de los animales jovenes fue de 7.39 + 2.96 residuos /10° dG,
mientras que para el ADN de los animales viejos sometidos a tratamiento fue de 10.14 £
4.16 residuos /10° dG (figura 20). Estos datos son estadisticamente diferentes (p<0.05) e
indican que existe un 27% mas de dafio oxidativo al ADN en el higado de los ratones vicjos
que en el de los jovenes después del tratamiento con CCl.

Parte del proposito de este experimento fue el de comparar la respuesta diferencial de las
células de los individuos jovenes y viejos al agente toxico generador de estrés oxidativo.
Sin embargo, ya que desde un inicio se encontrd que el ADN de los arumales control
presentaba un cierto dafio basal previo al tratamiento (en especial el ADN de los ratones
viejos), este dafio {en téminos de contenido de 8-OHdG), fue restado respectivameute de
los datos obtenidos para cada grupo de animales tratados con CCly. Después de realizar esta
operacion, el incremento en el contenido del aducto fue solamente 16% mayor en el caso
del ADN de los animales viejos en comparacion con los niveles observados en los aniraales
jovenes.

No se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre el dafio nete atribuible al

CCly en los animales jovenes y viejos, lo que sugiere que posiblemente el alto contenico de
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Figura 20: EFECTO DEL CCL, SOBRE EL ADN DE RATONES J OVENES Y VIE
Concentraciones de 8OHdG en el ADN aisaldo del higado de los ratones. Los rest
un promedio de 3 experimentos independientes en los que se hicieron 3 inyecciones
El recuadro representa la sustraccion del dafio basal determinado en los higadc
control (primeras dos barrasen la figura principal).

* p<0.0S para las comparaciones entre el ADN de animales jévenes y viejos control;
# p<0.05 para las comparaciones del ADN de los ratones control conta los tratados



8-OHAG encontrado en el higado de los ratones viejos después del tratamiento es la <oma
del dafio previo asociado con la edad y el dafio reciente inducido por el agente toxico, ccmo

se observa de manera grafica en el recuadro de la figura 20.

8. CUANTIFICACION DE LOS ROMPIMIENTOS DE CADENA SENCILLA
MEDIANTE EL ENSAYO COMETA

El ADN es uno de los blancos bioldgicos mas importantes del dafio por estrés oxadativo
(Wiseman y Halliwell, 1996). En especial el tipo de dario relacionado con los rompimientos
de cadena doble o cadena sencilla que se han relacionado con patologias como el cancer y
otras enfermedades degenerativas (Ames et al., 1990).

Para determinar si en el caso de los cultivo primanos también existe una respuzsta
diferencial al tratamiento de un agente toxico generador de ROS, se sometio a los cultivos
primarios provenientes de animzles jOvenes y viejos a una concentracion subletal de -0,
(0.3 mM) y de determino el rompimiento de cadenas sencillas mediante el ensayo cometa.

El analisis de las muestras revel6 la exastencia de colas de cometas o estelas pequeiias, tanto
en las células tratadas como en las controles, debido a que el criterio que se tomé para el
analisis fue muy estricto y se consideraron células no dafiadas unicamente aquellas en las
que el nucleo de ADN se observaba como una esfera perfecta. Estos fueron los casos en los
que el valor de la longitud de la cola fue de O pm.

Para analizar mas a tondo la magnitud del dafio en cada uno de los casos, se agrupd a las
células en dafiadas y no daiiadas. De nuevo se consideraron células no dafiadas unicamente
las que se observaron como esferas perfectas. Todas las células que mostraron una longitud

de cola 2 1 pm se consideraron como dafiadas, En la figura 21 en la cual se muestran
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Figura 21: FOTOGRAFIAS REPRESENTATIVAS DE CELULAS CON DANO
La presencia de rompimientos permite que el enrrollamiento del ADN se re
rapidamente al anodo formando una cola o estela. El tamafio de ésta en um
dafio. La esfera que se observa es el ADN condensado sin dafio.

Células sin dafio

Daiio ligero o leve

Dafio severo

Dafio sumamente severo

COwp»



algunas fotografias representativas del ensayo cometa, en las que se ve una células sin dafio
en comparacion con otras que presentan diferente grado de desenrroilamiento del ADN o
dafio. En Ja figura 22 se presenta el porcentaje de células dafiadas que se observaron en las
células que fueron analizadas. Es importante notar que mas del 50% de los nicleos
presentaron algun tipe de dafio previo a cualquier tratamiento en ambos tipos celulares.
Esto concuerda con los reportes recientes del grupo de Campisi (Parminello et al., 2003), en
los que se indica que las células murinas presentan un cierto dafio basal en el ADN, que no
se observa de manera comin en las células de humanos.

Sin embargo, resultd evidente que dentro de ese 50% de células afectadas, la extension del
dafio es diferente dependiendo de si el ADN provenia de células de animales jovenes o
viejos. Considerando que la longitud de la cola o estela del cometa o la migracion del ADN
(en um) es un parametro aceptado como una medida directa del dafio sobre el matenal
genético (Tice et al., 2000), se comparo la longitud de la cola de los nucleos que
presentaron dafio, para evaluar si existia una diferencia en la magnitud del los mismos. Se
agruparon los datos para contrastar mas los resultados basandose en lo que se ha
constderado dafio en este tipo de ensavo (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 jOvenes presentaron una longitud de cola de cometa
(LCC) de 1-20 pm, que se defini6 como dafio ligero, mientras que unicarnente 4%
presentaron un LCC de 2141 um considerado como dafio leve. Lo cual contrasta con lo
que se encontro en las células derivadas de animales viejos en donde 65% mostraron un
dafo ligero (LCC de 1-21 um), 21 % un dafio leve (LCC de 21-41 pum), 14% un dafio

moderado (LCC de 41-61 pm) y 1.5 % un dafio severo (LCC de 61-81 um). Los datos
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Figura 22: PORCENTAJE DE CELULAS DANADAS EN FIBROBLASTC
TRATADOS CON H,0,
Se realizaron 3 experimentos independietes, en los cuales se analizaron 50
tratamiento (n = 150). En la primera aproximacién se analiz6 inicamente la prese
dafio, considerando como no dafio 0 um y como dafio cualquier valor mayor de
muestra el porcentaje de células que presentaron dafio bajo ese criterio.
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Figura 23: MAGNITUD DE LA LONGITUD DE LA COLA DEL COMETA (LCC
Se analiz6 la magnitud de la LCC tnicamente en las células que presentaron dafio. I
del dafio dependiendo de la LCC son: dafio ligero de 1-20 um, dafio leve de 2
moderado de 41-60 um, dafio severo de 61-80 um y dafio sumamente severo mayore
Jc: células control derivadas de ratones jovenes; V.. células control derivadas de
JH202 Células derivadas de ratones jovenes tratadas con H,0,; V,,,: células deriv
viejos tratadas con H,0,,.



% de células
LCC control con H,O,
pm Jévenes || Viejas Jévenes Viejas
1-60 100.0 98.79 100.0 51.78
60-120 0.0 1.21 0.0 48.22

Tabla 1: CELULAS AGRUPADAS DE ACUERDO A LA SEVERIDAD DEL D
Las células representadas en las figuras 21 y 22 se distribuyeron en dos g
evidenciar el efecto diferencial del H,0, sobre el ADN. Se emplearon 2 categoria
en cuenta la LCC:; de 1- 60 um (dafio moderado) y > de 60 um (dafio severo).



corresponden a los resultados de 3 experimentos independientes, con 50 observaciones para
cada condicidn experimental.

Después del tratamiento con H,O,, todas las células provenientes de los animales viejos que
se observaron estaban dafiadas (el 100%), en comparacion con el 79% determinado para las
células de amimales jovenes. Al comparar la magnitud del dafo, se encontrd que el 46 % de
los nucleos de las cé€lulas provenientes de ratones jovenes presentaron dafio ligero (LCC de
1- 21 pm), 38.1% dario leve (LCC de 2141 pm) y 15.1 % dafio moderado. Mientras que
los nucleos obtenidos de las células de los ratones viejos mostraron 10.6 % de dafio lizero
(LCC de 1-21 um), 26.2 % de dafio leve (LCC de 2141 pum), 26.2% de dafio moderado

(LCC de 41-61 pm), 23 % de dafio severo (LCC de 61-81 um) y 24 % de dafio sumaraente

severo (LCC 2 81 um).

El promedio de la LCC que se determino para todos los nucleos alterados obtenidos de las
células de individuos jovenes tratados con H,O:; resulto ser 2.3 veces mayor gue el
promedio del dafio determinado para los nicleos control. Este resultado es similar al que se
obtuvo para los nucleos 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 emburgo,
es importante no perder de vista que aunque el porcentaje de nucleos daflados provenientes
las células control de animales jovenes y viejos es casi igual, los nicieos de las células de
animales viejos mostraron un promedio de LCC 2.20 veces mayor que los provenientes de
células de animales jovenes. Si se compara el promedio de la LCC de los nicleos de cclulas
de ratones viejos tratados con H,O, contra el promedio de la LCC de los nicleos de ratones
jovenes control, el incremento es de 4.84 veces (figura 24). El anilisis estadisticos reveld

una diferencia estadisticamente significativa en el promedio de la LCC entre las ciiulas
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Figura 24: PROMEDIO DE LA LCC EN LAS CELULAS DANADAS TANT
COMO TRATADAS CON H,0,

Se realiz6 un promedio de la LCC de las celulas dafiadas mostradas en las figuras
diferente en cada caso, puesto que de la n = 150 original, sélo se consideraron Iz
dafto > 1 um. El recuadro representa la sustraccion del dafio basal determinado

controles (primeras dos barras en la figura principal).
* p<0.05 para las comparaciones entre el ADN de animales jovenes y viejos contre

# p<0.05 para las comparaciones del ADN de los ratones control contra los tratadc



control provenientes de animales jovenes en comparacion con las que derivan de anirr iles
viejos, asi como entre las células tratadas con H,0O; y sus respectivos controles sin
tratamiento (Kruskal-Wallis/ Tamhane p<0.05). El inserto en la figura 24 representa la
sustraccion del promedio de la LCC basal obtenida en las células control, del promedio
determinado para las células tratadas con H;O,. El incremento neto en el dafio al ADN de
las celulas de los ratones viejos en comparacion con las células de los ratones jovenes
debido al efecto del toxico, fue det 52 % (p<0.05).

Para ewvidenciar mejor los resultados antes descnitos y ser consistentes con los resultedos
anteriores, se decidio agrupar al ADN dafiado segun la severidad del detenoro en dos
categorias: dafio leve (1 -60 um) y dafio severo (60 -120 um) (tabla 1). Los resultados
fueron los siguientes: Todas las células provenientes de los ratones jovenes (las tratadas con
H,0, y las control), asi como el 98 % de las células control y el 51.78% de las células
tratadas obtenidas de los ratones viejos se agruparon en la categoria de dafic leve. Mieiuras
que el 48.22 % de las células de animales viejos tratadas con H;O, se concentraron en el
rango de dario severo.

En resumen, las células control obtemidas de los amimales viejos no presentaron un
porcentaje mayor de nacleos dafiados en comparacidn con las células de animales joveues,
aunque si en cuanto a la magnitud del dafio. Sin embargo, al ser tratadas con el H;O2 se
increment$ drasticamente la cantidad de nicleos dafiados y la magnitud de daiio de manera
significativa con respecto a las células de los animales jovenes. Lo que sugiere que las
células de animales jovenes tengan una mejor respuesta al estrés, mientras que las células

de los amimales viejos son mas susceptibles al mismo.
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9. GENERACION DE ROS EN CELULAS PROVENIENTES DE RATONES JOVENES
Y VIEJOS.

Para evaluar si la respuesta diferencial ante el tratamiento con un agente toxico estresante
observada en los amimales jovenes y viejos, se podia correlacionar con la generacion de
diferentes cantidades de ROS, se determinaron los niveles de estas especies en células
control y células tratadas con H;O,. Esto se llevd a cabo por citometria de flujo usando el
marcador fluorescente DCFH,.

En la figura 25 se observa que las células control provenientes de los ratones jovenes
mostraron un nivel basal de ROS estadisticamente mayor al que se determind para las
células obtenidas de los ratones vigjos (p<0.02). El tratamiento con 0.3 mM de H,O, por
15 min tuvo solamente un ligero efecto sobre la induccion de las ROS en las células
obterudas de los individuos viejos y no pudo ser detectada en las células de los jovenes
(diferencia no estadisticamente significativa). Los valores de la intensidad de fluorescencia
(IF) se encuentran en la tabla 2.

El hecho de que el incremento en la produccidén de ROS no se haya podido detectar a esta
dosis, puede deberse a la rapida captura y neutralizacion 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 Gutenidge, 1999).

Por otro lado, se ha reportado (Baraja et al, 1994), que una alta tasa metabolica
correlaciona con un incremento en la generacion de ROS, y que la fuente principal de
dichas especies es la cadena respiratoria mitocondrial (Wei, 1998).

Con el proposito de determinar si los altos niveles basales de ROS encontrados en las
células control de los ratones jovenes correlacionaban con una mayor actividad metabolica

se analizaron los resultados del ensayo MTT, que mide de manera indirecta la
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Figura 25: DETERMINACION DE LOS NIVELESDE ROS POR CITOMETRIA D

Histogramas representativos. :

A. Células de ratones jovenes control tinicamente con DFCH,, (Diacetato de diclorod

B. Células de ratones viejos control con DCFH,

C.  Células de ratones jévenes con DFCH, , tratados con H,0, por 15 min.

D.  Células de ratones viejos con DFCH, , tratados con H,O, por 15 min.

Las lineas representan el sitio donde se encuentra el promedio de la intensidad de fl
controles y se emplearon las mismas lineas en los tratados para evidenciar e

flouresencia.



IF =7(x de IF)(% eventos monitoreados)
Tratadas con
Control H,0,
Jovenes 1598.3 £ 1627.4 +
431.0 346.3
Viejas - 881.8+ 1118.4 +
347.9* 663.9
(p<0.02)

Tabla 2: GENERACION DE ROS CUANTIFICADAS POR CITOMETRIA DE |
Los resultados que se presentan son el promedio de 5 experimentos reali:
duplicado (n = 10). Los datos se encuantran normalizados ya que la Inte
Fluorescencia ( IF) = (promedio de la IF)(% de eventos moitoreados).



DO/cel (normalizado)

e
, | Jovenes Viejas
Dia _del DO/cél DOJ/cél
cultivo {(normalizado) (normalizado)
13| T
inicio } 1.40+0.20 | 0.96 £+ 0.11*
B [T | ]
logaritmica 2o B 0 1 Lo
19 -
senescencia 2.17 £0.42 1.38 + 0.49*
Dfa del cultivo Jovenes Viejas

DO/cél (norma

Del dia13 al 19

1.89 £ 0.45

1.18 + 0.42*

Tabla 3: GENFRACION DE ROS EN FUNCION DE LA ACTIVIDAD RESPIR,

(ENSAYO MTT)

Los resultados que se presentan son ¢l promedio de 3 experimentos realizados por t
(n = 9). Los datos se obtuvieron en tres etapas del cultivo: al incio (dia 13), duran
logaritmica de crecimiento (dia 15)y al incio de la senscencia (dia 19).



funcionalidad de la cadena respiratoria mitocondrial y los radicales superoxido que se
pudieran genera por esta via (Mossman, 1983).

En la tabla 3 se presenta la reduccion del MTT determinada en tres etapas del cultivo: al
termirar la fase de establecimiento (dia 13), durante la fase de crecimiento logaritmico (dia
15) y al inicio del limite de Hayflik o senescencia replicativa {dia 19). Se encontrd que hay
un reduccion del MTT significativamente superior (p<0.05) en las celulas derivadas de
animales jovenes, sugiriendo diferencias metabodlicas entre las células provenientes de
individuos jovenes y de individuos viejos.

Estas diferencias fueron constantes e independientes de la fase de proliferacion en la cual se
encontraba el cultivo. Por lo tanto, estos resultados apoyan la idea de que la tasa metabdlica
podria tener un papel fundamental en la alta produccion enddgena basal de las ROS

encontrada en las células de los ratones jovenes.

PARTE III: LA PROTEINA Bel-2

10. EXPRESION ENDOGENA DE LA PROTEINA BCL-2

Los inmunoensayos tipo Western 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 proteina Bcl-2 a lo largo de la vida en dicho organo (figura 26A). Asi mismo,
se encontrd un incremento en los niveles de la proteina Bcel-2 en las células senescentes
denvadas de los animales viejos, no asi en el caso de las células senescentes provenientes
de los animales jévenes, 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 fendmeno molecular persistente relacionado al deterioro fisioldgico, que
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Figura 26: EXPRESION DE LA PROTEINA Bcl-2 , INMUNOENSAYO TIPO WES
A. Niveles de Bcl-2 en homogenado de pulmon de ratones neonatos hasta 12 meses
B. Niveles de Bcl-2 en cultivos primarios de 15 y 30 dias, derivados de

pulmones de ratones jovenes y viejos.
Los paneles inferiores de cada figura son los controles de cargado tefiidos con azul de

carril es el control positivo y valor del incremento es tomando como referencia :
carril dependiendo el caso.



unicamente ocurre in vivo, y que por lo tanto, se encuentra ausente en las células de los

animales jOvenes.

[1. SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA Bel-2

Se realizaron geles de agarosa para identificar los plasmidos que se amplificaron antes de
realizar la cotransfectaron en las células empaquetadoras 293T. Asi mismo, fue importante
monitorear que la cotransfeccion y posteriormente la infeccion hubieran sido exitosas en
cada una de las ocasiones en las que se efectuaron, antes de continuar con el resto de los
experimentos. La verificacion indirecta puede lograrse gracias a la propiedad de la proteina
reportera GFP codificada en el mismo plasmido en el que se encuentra el cDNA de Bcl-2.
Las células infectadas con las particulas virales presentan fluorescencia verde st se usa la
longitud de onda adecuada en el microscopic de fluorescencia, permitiendo verificar la
eficiencia de la transfeccion y de ia infeccion.

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 paneles B y D son las mismas células vistas sin fluorescencia. Es
importante mencionar, que las secuencias para la proteina GFP y para la proteina Bci-2 no
se encuentran bajo el control del mismo promotor. La secuencia bci-2 se encuentra bajo la
regulacion del promotor del citomegalovirus murino (CMV), mientras que el gene gfp esta
regulado por el promotor de la polimerasa 2. De modo que la fluorescencia dada por la GFP
formaimente solo refleja la eficiencia en la infeccion, mas no en Ia sobreexpresion de Bel-2.
La manera directa de asegurar la presencia de la proteina Bcl-2 fueron los inmunoensayos
tipo Western que se realizaron con este fin. Como puede advertirse en figura 28 no se

observo un aumento evidente en este ensayo, esto pudiera estar relacionado con el hecho de
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Figura 27: MICROSCOPIA CONFOCAL DE LAS CELULAS INFECT/
PARTICULAS VIRALES.

A. Células provenientes de animales jovenes infectadas para que sobreexpres
Microscopia confocal de fluorescencia.

C. Células provenientes de animales jovenes infectadas para que sobreexpresn la
proteina Bcl-2. Microscopia confocal de fluorescencia.

B y D. Son los mismos campos que A y B, pero sin fluorescencia.

Crtt GFP GFPH Bcl-2 Bcl-2H

6kDa wm W S P

Figura 28: SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA Bcl-2, INMUNOENSA
WESTERN

En el primer carril se observa el control positivo. En los carriles donde se indic
Bcl-2 , significa que esas células fueron tratadas con H,0,.




que no todas las c€lulas dei cultivo se intectaron. Se ha estimado que aproximadamente un
50% de la poblacion incorpord la informacion genética, de modo que al analizar los
resultados habra que tomar en consideracion que los cultivos representan una poblacion

mixta en cuanto a la sobreexpresion de la proteina Bel-2.

12. EFECTO DE LA PROTEINA BCL-2 FRENTE A UN RETO DE ESTRES
OXIDATIVO EN CELULAS PROVENIENTS DE RATONES JOVENES

Otro resultado que vale la pena discutir esta relacionado con el hecho de que las células
Bcl-2 antes de haber sido sometidas a ningun tipo de tratamiento, presentaron un
décremento estadisticamente significativo en cuanto a su proliferacion en comparacion con
las células GFP y las controles. Esto indica que la proteina Bcl-2 tiene un efecto negativo
sobre la proliferacion celular, hecho que podria estar relacionado con su proteccion en
contra del estres oxidativo.

En la figura 29 se exihuben los resultados obtenidos después de una semana de haber
sometido a las células provenientes de los animales jovenes al estrés oxidativo. En el panel
A se encuentran los resultados relacionados con la tasa de proliferacion 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 fueron sometidas a la infeccion retroviral. Esto permite validar el
modelo y asegurar que el efecto que se observa no fue debido a la infeccion retroviral sino
a la sobreexpresion de la proteina Bel-2.

Tanto las células control, como las GFP, disminuyeron sus miveles de proliferacion en un
88% después de haberse sometido al tratamiento con H;O,. Mientras que las células Bcl-2

unicamente disminuyeron su proliferacion en un 22 % (p< 0.05) . Lo que sugiere que la
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Figura 29: PARAMETROS DE ENVEJECIMIENTO EN CELULAS PROVENIEN
JOVENES QUE SOBREEXPRESAN Bcl-2

En ambas figuras el las barras claras indican las células sin tratamiento y las oscura
con 75 uM de H,0,. Las células control no fueron infectadas, las células
Unicamente con la informacién para sobreexpresar a la proteina GFP, mientras «
sobreexpresan tanto a GFP como a Bcl-2. Los resultados se realizaron el dia 1!
promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado ( n =9)

A. Tasa de proliferacién.

B. Porcentaje de células positivas al ensayo SA-[3-gal.

En donde las barras que tienen las mismas letras significa que no hubo diferenc
significativas entre ellas.

* Diferencia estadistica en comparacion con las otras células sin tratamiento

& Diferencia estadistica en comparacién con las otras c€lulas tratadas con H,O, (p< (



proteina Bcl-2 pudiera aportar algin tipo de proteccion frente al estrés oxidativo, lo cual les
permitio a estas células seguir proliferando.

Los resultados en cuanto al nimero de células senescentes cuantificadas para los
fibroblastos obtenidos de los animales jOvenes aparecen en la misma figura 29, panel B. Se
distingue, al igual que en los experimentos de proliferacion, que existe un efecto adjudicado
a la sobreexpresion de Bcl-2, antes de que se someta a las células a algun 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 de! tratamiento con H,04, no
se encontro una diferencia estadisticamente significativa entre los tres cultivos. Esto sugiere

que la proteina Bcl-2 podria estar induciendo la aparicion de una senescencia prematura.

13. EFECTO DE LA PROTEINA BCL-2 FRENTE A UN RETO DE ESTRES
OXIDATIVO EN CELULAS DERIVADAS DE RATONES VIEJOS.

Los cultivos primarios derivados de ratones wviejos resultaron ser muy sensibles a la
tnfeccion retroviral, por lo que para obtener el namero necesario de células para realizar los
experimentos, hubo que esperar més dias. Es por ello que se decidié determunar el nimero
de células que proliferaron después de la infeccion sin tratamiento con H,O,. Los resultados
denotaron una proliferacion disminuida tanto para las células GFP como para las Bcl-2
(figura 30, panel A) Esta diferencia, estadisticamente significativa, indicd que la sola
tnfeccion retroviral pudo haber dafiado a las ceélulas de los animales viejos de manera tal,
que no pudieron proliferar en forma semejante al grupo control sin mnfectar. De modo que
en este caso el modelo no permitio sacar conclusiones en cuanto al efecto de Bel-2, y es por

esa razon 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 susceptibilidac tan
marcada a la infeccidn viral, resulta interesante en si mismo, puesto que esto difiere con: lo
que se observo en las células derivadas de individuos jovenes.

Los datos de la figura 30, panel B, referentes a la cantidad de células senescentes son
tambien sugerentes y pueden complementar los experimentos anteriores. En este caso, las
células GFP y Bcl-2 presentaron un incremento en el numero de células senescentes que fue
estadisticamente significativo en los dos primeros dias del experimento (17 y 19) y no asi
en el dia 21). En el dia 17 se contaron 132 % mas células positivas a la tincién SA-B-gal en
los cultivos infectados que en el control. Mientras que para el dia 19 esta diferencia fue del
60% y para el dia 21 no hubo una diferencia significativa. Al parecer la infeccion wiral
genera la cantidad de estrés suficiente como para inducir una senescencia prematura en las

células de los ratones viejos.
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Figura 30: PARAMETROS DE ENVEJECIMIENTO EN CELULAS PROVENIENT
VIEJOS QUE SOBREEXPRESAN Bcl-2

En ambas figuras el las barras claras indican las células control que no fueron i
blancas pertenecen a las células GFP que se infectaron dnicamente con
sobreexpresar a la proteina GFP, mientras que las oscuras son las células Bcl-
tanto a GFP como a Bcl-2. Estas células no tuvieron ningun tratamiento post
son el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado (

A. Tasa de proliferacion.

B. Porcentaje de células positivas al ensayo SA-p-gal.

* Diferencia estadistica en comparacién con las control que no se infectaron (p< 0.05



DISCUSION

Es muy comuin que las investigaciones que pretenden estudiar fenomenos a nivel
celular y/o molecular se realicen in vitro empleando lineas celulares que permitan mantener
controladas una gran cantidad de vanables y asi poder analizar un fenémenc de manera
particular. Sin embargo, para examinar e! proceso del envejecimiento, este tipo de
aproximacion resulta inadecuada, ya que por definicion las lineas 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 duracion de vida (“life span™) sea corta. Entre los modelos mas
explorados se encuentran las levaduras como la Saccharomyces cerevisiae ( Culotta et al.,
1997, Imai y Guarente 2000), los nematodos, en particular la especie Ceanorhabditis
elegans (Cypser y Johnson, 1999; Hekimi, 2000) y las moscas de la fruta, Drosphila
melanogaster (King y Tower 1999; Orr y Sohal, 2003). No obstante, cuando se trata de
estudiar el envejecimiento en los mamiferos, los aspectos practicos se complican, ya que
los tiempos de vida de !a mayoria de las especies son largos, incluso de las especies cuya
vida se considera de corta duracién (por ejemplo los roedores que viven 2 afios). Por esta
razon, muchos grupos dedicados a la investigacion gemainca utilizan a los cultivos
pnmarios (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
Ja hipdtesis planteada referente al efecto de la sobreexpresion de la proteina Bcel-2 sobre la
prolongacion de la viabilidad y el retraso en la senescencia, hubiera sido un modelo de
estudio de ratones transgénicos de Bel-2. Sin embargo, la obtencién de animales

transgénicos es un proceso largo, costoso y complejo, ademas de que después de haberlos
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obtenido habria que esperar dos afios para ver los efectos de Bel-2. Una alternativa mas
viable y que proporciona informacion parecida a lo que sucede in vivo, son los cultivos
primarios. Por lo que en este trabajo se emplearon cultivos primarios de fibroblastos de
pulmén de raton, a los cuales se les indujo la sobreexpresion de Bcl-2 mediante infeccidn
retroviral.

Una fortaleza de este inodelo, es que se emplearon células provenientes tanto de animales
jovenes como de animales vigjos, lo que permitid hacer un analisis mas profundo de este
fendmeno. Cabe resaltar que se emplearon hembras de pie de cﬁa que, aunque por tener 12
meses, cronologicamente aun no se consideran wviejas, estas hembras presentaron un
fenotipo envejecido muy parecido al que presentan las hembras de 24 meses, posiblemente
asociado al deterioro fisioldgico que implica los mltiples embarazos. Este modelo resultd
ser muy interesante, y por lo tanto valdra [a pena estudiarlo mas 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 (Hayflick y Moorhead, 1561).
Actualmente es posible conseguir ciertas lineas celulares, derivadas de células embrionanas
que senescen en cultivo después de un cierto niumero de duplicaciones, como son los
fibroblastos normales humanos IMR90 (Chen et al., 2000), los WI-38 (Wolif et al., 2002) o
los MRC-5 (Lee et al., 2002), todos obtenidos de pulmén embrionario.

En los tltimos anos, se ha reportado que es posible promover [a senescencia de manera
prematura en cultivos primanos, mediante la expreston inducida de ciertos genes como ras
0 raf (Palmero y Serrano, 2001); asi como por su exposicion a concentraciones subletales
de agentes que generan estrés oxidativo (Chen et al., 1995; Toussaint et al., 2000). Incluso

se ha reportado la induccién de la senescencia en cultivos tumorales (Chang et al | 1999,
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Hwang 2002, Crescenzi et al., 2003). Todos estos tipos celulares presentan en gran part= las
caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de las células senescentes, pero no necesariainente
todas sus particulandades. Por lo que en ocastones se les denomina células tipo-senescentes
(“senecsent-like™). Para complicar mas el pancrama, se ha sugendo que el arresto en la
proliferacion 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 critenios de cuantificacion de la
senescencia en el campo de la biogerontologia (Chen et al., 2000).

Uno de los objetivos de este trabajo fue el de analizar si las células de amimales jovenes al
envejecer en cultivo presentan las mismas caracteristicas fenotipicas y fisiolégicas que ios
cultivos de células obtenidas de animales que van envejeciendo de manera paulatine a lo
largo de los afios. Los resultados demostraron que, aunque el comportamiento general de
ambos cultivos fue similar, se ¢bservd una diferencia estadisticamente significativa er. los
datos de cada uno de los experimentos durante l2 primera fase del cultivo (dias 7 al 15). Es
decir, los fibroblastos de los ratones jovenes proiiferaban mas rapidamente, incorporaban
mas timicﬁna y tenian un metabolismo mitocondrial mas activ que los de los anumales
viejos, y presentaron una menor cantidad (practicamente nula) de células positivas a la
tincion SA-B-gal. Esta dltima observacion coincide con los datos reportados por otros
investigadores, quienes han determinado la existencia de un mayor nimero de c¢lulas
senescentes (SA-B-gal positivas), en los cultivos provenientes de animales viejos o de
personas ancianas, que en los cultivos de individuos jovenes (Bruce et al., 1986).

Se observd que conforme las células de los ratones jovenes envejecian in vitro, se ban

pareciendo cada vez mas a las células de los ratones viejos, tanto desde el punto
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morfolégico (células grandes, aplanadas y com vacuolas), como en los parametros de
envejecimiento cuantificados. A partir del dia 19, (dia en el que el cultivo inicia la etapa de
senescencia), se observo una disminucion en la tasa de proliferacion celular, asi como de la
sintesis de ADN y de la actividad respiratonia, que coincidid con un incremento en el
numero de células senescentes. De hecho, el decremento en la reduccion del MTT y en la
incorporacion de timidina tritiada determinado en los cultivos provenientes de los animales
jovenes, fue mucho mas drastico que en el cultivo proveniente de los animales viejos,
sugiriendo que al acercarse al limite de Hayflik, las células en cultivo pudieran sufrir
alteraciones que las induzcan a convertirse en células senescentes.

La transformacion de las células proveniertes de los ratones jovenes continuo hasta el
punto en el que no se encontraron diferencias estadisticas en la actividad respiratoria, en la
sintesis de ADN, ni en la tasa de proliferacion en comparacion con las celulas de los
ratones viejos, en contraste con el numero de celulas positivas a SA-B-gal, que fue
incrementando su tasa de aparicion. Para el dia 27 del experimento, ambos cultivos
presentaron fenotipos senescentes practicamente indistinguibles, corroborando la hipotess
de que la acumulacion de las células senescentes en tejidos vivos pudiera contribuir al
deterioro que presentan los organismos y que se asocia al envejecimiento (Campist, 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 aqui, la conclusion logica a la que
habriamos llegado hubiera sido que las células jovenes al senescer en cultivo adquieren

exactamente las mismas caracteristicas que las células de los ammales viejos y por lo tanto
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son equivalentes. Sin embargo, para complementar estos resultados, hacia falta cuantificar
algun marcador molecular que aumentara durante la senescencia in vivo y que se
incrementara también muentras las células jovenes envejecen en cultivo. En realidad un
marcador asi todavia no se ha descrito, por €so se sigue usando la tincidn SA-B-gal como
marcador de senescencia; pero se sabe que muchas proteinas criticas para la regulacion del
ciclo celular pueden inducir la muerte programada, mientras que algunos componentes de
la maquinaria apoptoética pueden influir en el ciclo celular (Dobashu et al., 2004; Liu et al.,
2004). Por lo anterior, se puede proponer que aiguna proteina que participara en estas vias,
pudiera funcionar como marcador molecular, e incluso tener alguna ingerencia dentro de la
inducctdn de la senescencia. Una molécula que resulta atrayente por varios motivos para
cumplir este papel es la proteina Bcl-2.

En los dltimos diez afios se han descrito funciones de Bcl-2, que aparentemente son
independientes de su actividad anti-apoptética (Vairo et al., 1996). Ahora se sabe gue la
sobreexpresion de Bcl-2 tiene la capacidad de retrasar e incluso frenar la proliferacion
celular (Kumazaki et al., 2002), asi como la capacidad de proteger a las células frente al
estrés oxidativo, puesto que incrementa los niveles de algunos antioxidantes como la SOD-
Cu/Zn y el GSH (Lee et al2001, Meredith et al, 1998). Si estas facultades estin
relacionadas entre si 0 son independientes, aun queda por aclarase.

Una de las caracteristicas distintivas de las células sencscentes es su falta de respuesta a
estimulos apoptéticog. E Wang (1995) propuso que los fibroblastos senescentes humanos
resisten la muerte celular programada debido a su incapacidad para suprimir la expresion de
Bcl-2. Este primer reporte que vincula a Bel-2 con la senescencia, visto a la luz de los

nuevos hallazgos donde se relaciona a la proteina anti-apoptotica con la regulacién del ciclo
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celular, podrian interpretarse como una propiedad mas de Bcl-2, haciéndola una proteina
muy atractiva para estudiarse en el contexc de la senescencia y el envejecimiento.

En cuanto a la expresion endégena de Bcl-2 a lo largo de la vida, la literatura reporta datos
contrastantes. Mientras algunos autores han encontrado que los niveles de Bel-2 aumentan
en cerebro (Kaufmann et al, 2001), otros indican que disminuye en células T y corazén
(Pahlavany y Vargas, 2001; Phaneuf y Leeuwenurg, 2002), ambos de rata. Esta diversidad
en resultados podria explicarse con base en la especificidad y particularidad funcional y
metabolica de los diversos tejidos. En este trabajo se encontrd que el contenido de la
proteina Bcl-2 se incrementa clara y constantemente en las células de pulmon conforme
aumenta la edad de los ratones. El incremento observado in vive, correlaciona con en
aumento en los niveles de la proteina en las células senescentes derivadas de los animales
viejos, mas no asi en el caso de las células sencscentés provenientes de los amimales
jovenes, en donde la expresion de Bcl-2 no aument6 sigmficativamente. Es innegable que
la magnitud del incremento in vitro fue menos evidente que in vivo, lo cual puede
explicarse debido a que el lisado de proteinas obtenido de los homogenados de pulmén es
cualitativamente diferente al lisado procedente de los cultivos de fibroblastos, ya que el
primero contiene varios tipos celulares. Auin asi, el incremento observado de manera
exclusiva en las células de los animales viejos, sugiere la existencia de un fenomeno
molecular persistente relacionado al deterioro fisiologico, que Unicamente ocurre in vivo.
Este podria estar relacionado con la continua exposicion a factores del medio ambiente; y
por lo tanto, se encontraria ausente en las células de los animales jovenes que no
estuvieron expuestas a ese tipo de estimulos.

El aumento en la expresion enddgena asociada a la edad que se encontré en Jas células

provenientes de los amimales viejos solo presenta un efecto pobre en cuanto a la proteccion
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contra la muerte en las células senescentes. La tasa de muerte celular entre los dias 19 y 27
es solo 1.5 veces mayor en los cultivos derivados de los animales jovenes en los que el
contenudo de Bel-2 es menor (0.8) que el que presentan ios cultivos provenientes de los
animales viejos (1.6) (Figura 26B). Sin embargo, esto deberia analizarse con mas cuidado,
ya que es posible que sin [a partictpacion de Bel-2, el dafio que presentan dichas células
pudiera haber activado al programa de muerte apoptotica. Nuestros resultado no
demuestran una proteccion en ese sentido, aun asi, la idea de correlacionar los niveles
elevados de Bcl-2 con el hecho de que las células senescentes no respondan a estimulos
apoptoticos, sigue siendo muy interesante. En otras palabras, una célula de un individuo de
edad avanzada con un alto conterudo de Bcl-2, y que al mismo tiempo, por estar expuesta al
estrés oxidativo o algun otro agente toxico o del medio ambiente, presentara una
desregulacion en el ciclo celular o alguna alteracidon a nivel del ADN, no estaria en
condiciones de iniciar un proceso de muerte celular programada por sus altos niveles de
Bcl-2. Esto pondria en peligro al organismo, ya que la division celular perpetuarta el dafio
pasandolo a la siguiente generacion. 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 célufas pasan de GO a GI e incluso puede llegar a inducir un arresto irreversible
en este punto, promoviendo asi la senescencia prematura (Tombor et al., 2003). El hecho de
que las células danadas arresten su proliferacion estaria protegiendo al organismo, por lo
que se ha propuesto a la senescencia como un mecanismo supresor de tumores (Campisi,
1997), y Bcl-2 podria tener una participacion en este fenomeno (figura 31).

La hipotesis antertor es muy sugestiva, sin embargo, existen otras ideas alternativas que
explican el incremento de Bcl-2 observado en las células senescentes. La teoria de Harman

(1956} del envejecuniento por radicales libres postula que el organismo esta expuesto a
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diferentes niveles de estrés oxidativo a lo largo de la vida, y que el dafio 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 proteina pudiera ser una respuesta gradual de las células a los cambios
redox que se suceden en la célula (Droge, 2002) y/o a la acumulacidén 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 0 a la
senescencia en st misma Existen reportes de experimentos en los cuales se utilizaron
concentraciones subletales de H;0, para inducir la senescencia prematura en los
fibroblastos humanos IMR-90. En estas células se observo una elevacién en el contenido de
Bcl-2 (y no de Bax) después del tratamiento con H;0; (Chen et al, 1995; Chen et al,
2000). Este no fue el caso en los experimentos realizados con cuatro lineas de fibroblastos
humanos (HCA2,TIG-1, TIG-3 and WI-38) que euvejecieron in vifro y adquineron un
fenotipo senescente, al mismo tiempo que disminuyeron los niveles basales de Bcl-2, sin
presentar cambios en otras proteinas anti-apoptoticas (Bcl-XL, Bcl-W) o pro-apoptoticas
(Bax, Bak, Bid, Bik, Bad; Sasaki et al., 2001). Si se comparan estos dos experimentos,
pareceria que la presencia de estrés oxidativo juega un papel muy importante en la
induccion de la expresion de Bcl-2 en el envejecimiento in vifro. Esto confirma nuestros
resultados de que las células derivadas de animales jOvenes 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 mivel epigenético
(Lezhava, 2001, Issa, 2002; Jkura and Ogryzko, 2003). Por lo que no se puede descartar el

que la sobreexpresion de Bcl-2 sea un fendmeno secundario ante alguna disfuncion del
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ctclo celular o una respuesta orientada a contrarrestar los dafios por el estrés oxidativo, sino
unicamente una desregulacion en la estructura, compactacion y sefalizacion de la
cromatina que induce una sobreexpreston anormal de esta proteina.

Todos estos escenartos podrian coexistir, lo que nos lleva a la siguiente parte de este trabajo
en donde se analizo, st no las alteraciones epigéneticas directamente, si los dafios a nivel
del ADN y la diferente susceptibilidad que muestran las células de ammales jovenes y
vigjos fTente a un reto de estrés oxidativo, asi como la respuesta que presentan en cuanto a

su proliferacion y senescencia cuando se induce artificialmente la sobreexpresion de Bel-2,

Retomando la teoria de Harman del envejecimiento por radicales libres, existen
estudios que correlacionan un incremento en la lipoperoxidacion, en los ruveles de
carbonilos (Mutlu-Turkoglu et al., 2003), asi como ea el dafio 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 anclanas sean mas
propensos a infecciones (Effros, 2003), a enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas
(Weyand at al., 2003), y especialmente a neoplasias (Campisi, 2000). Ademids, se ha
presupuesto que existe un decremento en la tolerancia al estrés oxidativo asociado a la edad
avanzada, que conlleva a dafios considerablemente mayores a los que se observan en los
organismos mas jovenes (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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comparacion con el de los animales jovenes. Como agentes toxicos 3e emplearon CCly y
H;0; debido a su conocido potencial para generar estrés oxidativo (Ahmad et al., 1987;
Beddowes et al 2003; Lueken et al; 2004). El CCly es metabolizado rapidamente en el
sistema de mono-oxigenasas de las celulas hepaticas, inediante una deshalogenacion
reductora catalizada por el citorcromo P450, que lo convierte en el radical trnclorometifo
(CCl"). Sin embargo, la mayoria de las lineas celulares de ongen hepatico y los cultivos
primarios, pierden o disminuyen sus sistemas de P450, lo cual los inhabilita para
metabolizar al CCly (Guillouzo, 1998). Por esa razon, se decidid usar otro agente para
generar estrés oxidativo en los experimentos in vitro. El H,O; es un candidato excelente ya
que al ser un precursor de especies reactivas de oxigeno genera al radical hidroxilo (OH")
en una reaccion no enzimatica catalizada por metales (Reaccion de Fenton) (Halliwell y
Gutteridge, 1999).

El dafio oxidativo al ADN es una de Jas consecuencias mas importantes del estrés
oxidativo, causando disfunciones muchas veces ureversibles, 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 jovenes y
viejos, durante la fase de crecimiento logaritmico, y se encontré que existia un dafio basal
en ambos tipos celulares. El hecho de que se encontraran mas células (35%) con dafio
moderado (LCC > 20 um ) en los cultivos de los animales viejos que en los jovenes (4%),
confimma la idea de que el dafio al ADN se acumula con la edad (Hamilton et al., 2001).
Después del tratamiento con H,(O-, el dafio en ambos tipos celulares aumento, sin embargo

la LCC determinada para las células obtenidas de los ratones viejos fue considerablemente

98



mayor, presentando mas de un 50% de células con dafio severo (LCC 2 60 um). En
contraste, no se encontraron células proveniente de animales jovenes que presentaran una
LCC de esta magnitud. En vista de que l!as células, en particular la que provenian de
individuos viejos, presentaron un dafio basal importante previo al tratamiento, fue necesario
restar este valor (en términos de LCC), para poder determinar la aportacion neta del danio
inducido por el H,O,. Después de hacer esta sustraccion, en ambos tipos celulares, se
encontrd que el incremento en la migracion de la cola de los cometas promovido por el
H,0; en las células de amimales viejos, es muy similar a lo que se cuantifico para el ADN
de las células de animales jovenes. Esto sugiere que el aumento en la sensibilidad que se
observa en los individuos viejos frente al estrés oxidativo no resuita Ginicamente por el dano
que generan los tdxicos, o por la disminucion en los sistemas primarios de defensa
antioxidante, sino en gran medida, por el dafio previo que se ha acumulado a lo largo de la
vida.

En contraste con lo anterior, los resultados obterudos con los experimentos de citometria
para determinar los niveles de ROS endogenos, resultaron también wnteresantes. Las celulas
derivadas de ratones jovenes mostraron mayores mveles basales de ROS que las células
derivadas de ratones viejos. Lo se puede explicar por el hecho de que las celulas de los
organismos jovenes tienen un metabolismo mas activo y por lo tanto generan mas ROS.
Esto concuerda con otros reportes donde se compararon diferentes especies de animales
encontrandose que las que tenian una tasa metabolica mayor producian mas ROS (Pérez-
Campo et al., 1998). Este resultado se corrobord con los datos obtemidos en el ensayo de
MTT, que también se utiliza para cuantificar especies reactivas de oxigeno del tipo del

superoxido (Mosamnn, 1983} Los resultados indicaron que existe una mayor actividad
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mitocondrial en las células de los animales jovenes independientemente de la fase del
cultivo que se determine (tabla 3). Sin embargo, ai tratar a las células con una dosis subletal
de H,O; por 15 min, no se encontraron diferencias estadisticas 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 causo el dafio que se cuaniificG mediante el ensayo cometa. No es factible
pensar que la dosis empleada para generar estrés oxidativo en los experimentos de
citometria haya sido demasiado baja como para permitir observar una respuesta, ya que de
ser asi no se habrian generado los dafios analizados en el ensayo cometa. Una posible
explicacion pudiera ser que los 15 min que se esperaron para determinar los mveles de ROS
después de agregar el H,O,, hayan sido un tiempo demasiado largo, y los sistemas de
defensa antioxidante ya hubieran eliminado a los radicales libres generados, no asi la
reparacion del dafio que produjeron en ese lapso de tiempo. De manera contrana al
paradigma que se tenia 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, varian con la edad de una manera: muy irregular. Se determinaron los
niveles de SOD, GPx, CAT, ceruloplasmina, acido turico y bilirrubina en sangre de
pacientes de diversas edades y no se encontraron diferencias estadisticas entre las
concentraciones de ellos (Bamett y King,1995). Ln contraste, la actividad de la SOD
resultd ser mas elevada en el higado y cerebro de ratas viejas, mientras que ia actividad de
la GPx dismunuy¢ y et contenido de GSH no tuvo cambio en estos drganos con respecto a
la edad (Kim et al., 2003). Mosini y colaboradores reportan que aunque los niveles de GSH
disminuyen en masculo de rata en relacion a la edad, la actividad de la GPx y de la GSSG

reductasa no presentan cambios en muasculo e higado (Mosini et al., 2004).
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Por todo lo anterior, se ha sugerido (Barnett y King, 1995), que el incremento en la
frecuencia de mutaciones y otras alteraciones del ADN asociada a la edad no son el
resultado de un sistema antioxidante disminuido, sino probablemente de un decremento en
la eficiencta para reparar los dafios inducidas 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 dafo estructural directamente sobre las biomoléculas, sino que son mediadores
fisiologicos importantes que regulan vanos procesos metabdlicos, que pudieran responder a
cambios en el estado redox de las células (Droge, 2002).

De manera contradictonta a lo sugerido por Bamett y King, Hamilton y colaboradores
{2001) proponen que e! aumento encontrado en el contenido de 8-OHAG, tanto en el ADN
nuclear como mitocondrial, en los ratones viejos, no es el resuitado de una capacidad
reducida para remover [as lesiones, sino por un incremento en ia sensibilidad de los tejidos
de animales viejos al estrés oxidativo.

Nuestros resultados indican que los niveles basales de 8-OHdG determinados en el ADN
extraido de ratones viejos sin mingin tratamiento, fue 2.3 veces mayor que el que se
cuantificé en el ADN de los ratones jovenes. Después del tratamiento con CCls, el
contenido de 8-OHdG en ambos grupos de animales aumentd de manera significativa. Se
encontrd que habia un 27% mas de dafio en el ADN del higado de los ratones viejos que en
el de los jovenes. Para determinar el valor neto del dafio producido por el toxico, se resto el
dafio basal que presentaba el ADN de los animales respectivamente, de manera similar a
como se hizo para los ensayos cometas. Se encontrdo 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 disminucion en la tolerancia al estrés oxidativo en los ammales viejos

correlaciona con el dafio previo. Estos resultados indican que cuando las células de los

101



Organismos viejos se tratan con un agente generador de ROS, la cantidad desproporcionada
de daro que se ha reportado (Elder et al., 2000; Aikawa et al., 2003) no Unicamente esta
dada por una respuesta inapropiada de tas células frente a un reto oxidativo inmediato, sino
que esta alta susceptibilidad podria explicarse por el dafio al ADN acumulado a lo largo de

la vida, como propone la teoria de Harman (Harman, 1956).

Para analizar si existe algun efecto protector confendo por la sobreexpresion
exogena de la proteina Bcl-2 en cuanto a la proliferacion y al retraso en la entrada a la etapa
de senescencia, asi como una proteccion contra el estrés oxidativo, se realizé un infeccién
retroviral para lograr que se sobreexpresara dicha proteina.

Es importante aclarar que la infeccion retroviral al parecer no causd ningun efecto sobre los
fibroblastos pnmarios de los ratones jovenes, ya no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la tasa de proliferacion o la respuesta a la tincion
SA-B-gal entre los controles sin infeccion y las células infectadas Gnicamente con el gene
para la proteina GFP. Esto indica que todas las diferencias encontradas en los cultivos que
sobreexpresan a Bcl-2, pueden atribuirse a la expresion de esta proteina y no a la infeccion.
No obstante, este no fue 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 postble atribuir algun efecto a la proteina Bcl-2 debido a que la
sola infeccion pudo haber sido la causante de los resultados observados, lo que se discutira
mas 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 (Kumazaki et
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al., 2002). En primer lugar, se encontrd que la sobreexpresion de Bel-2 disminuye la
proliferacion celular de una manera significativa, lo cual concuerda con los resultados
observados en fibroblastos murinos y en células linfoides, en donde se determin6 que Bcl-2
puede intervenir en el ciclo celular regulando la transicion entre el estado quiescente y el
estado ciclico de las células (Vairo et al, 1996, O'Reilly et al, 1996). Becl-2 fue
considerado por afos como un oncogene debido a que onginalmente se encontrd asociado
al linfoma folicular humano de las células B (Tsujimoto et al., 1984), y es comin encontrar
altas concentraciones de Bcl-2 en vanas neoplasias (Mandal y Kumar, 1997). Sin embargo,
precisamente estas altas concentraciones de Bcl-2, se han asociado tanto con una
dismunucion en la tasa de proliferacion celular, como con una prognosis favorable en vanos
carcinomas humanos (Biden et al., 1999). Por otro lade, se ha establecido una correlacion
entre la dismunucion en el contenido de Bcl-2 y la progresion de los tumores {Gersler el al.,
1998). Expenmentalmente, se ha encontrado una actividad supresora de tumores
adjudicada a su accion anti-mitdtica en la carcinogénisis hepatica y mamana en ratones
transgénicos (Vail et al., 2002; Murphy et al., 1999).

Al parecer la disminucion en la tasa de proliferacion celular no es el unico efecto de Bel-2
sobre el ciclo celular; se ha demostrado que niveles altos de Bcl-2 pueden incluse promover
la senescencia prematura en fibroblastos normales o en carcinomas (Tombor et al., 2003;
Crescenzi et al., 2003). Este mismo efecto se observo en los cultivos de las celulas
derivadas de animales jovenes que sobreexpresaron Bcl-2, puesto que el nimero de células
senescentes fue mayor que el determinado en los cultivos de las celulas control y las GFP.

El mecanismo para explicar estos efectos alin no se conoce en su totalidad. Algunos grupos
de investigacion que trabajan desde hace muchos afios con Bcl-2, como el de Jerry Adams

en Melboumne y con ciclo celular con el de Andrew Koff en Nueva York, han propuesto un
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modelo muy sugerente (Vatro et al., 2600). Se sabe que de manera normal, en las células en
estado quiescente, con bajos niveles de Bcl-2, la estimulacion mitogénica inhibe la sintesis
del inhibidor de CDKs p27 e inactiva a p130 que retiene isoformas de E2F, facilitando asi
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 conllevaria a ia inhibicion de la actividad
de la Cdk-2 ihibiendo asi la progresion det ciclo celular. Por su parte pl130, al ser una
proteina del tipo represor constitutivo de la familia Rb, y per estar hipofosforilada, se uniria
al factor E2F4. El complejo pl30-E2F4 reprimiria !a trascripcion de varos genes
necesarios para permitir la entrada al ciclo celular desde el estado quiescente, entre ellos
E2F1. La inhibicion de la cinasa Cdk-2 no sélo detendria el ciclo celular, sino que
perpetuaria el arresto, ya que esta enzima es la encargada de fosforiar a p27 y pl30
marcandolos para su posterior destrucciéon. De manera que los diferentes niveles de Bcl-2
que contenga una célula podrian ir disminuyendo la tasa de la proliferacion al grado de
llegar a un arresto irreversible.

Recientemente se ha publicado mas evidencia expenmental que apoya la participacion 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 [a senescencia inducida
por Bcl-2 se encuentra el oncogene ras (Tombor, 2003; Mazzocca et al., 2003).

Lo que sigue siendo una pregunta dificil de contestar es cual setia el mecanismo por el que
Bcel-2 podria inducir la expresion de factores reguladores del ciclo celular como p27 y
p130, si dicha proteina 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 presuriblemente Bcl-2 actué mediante la unidn a una proteina hasta el
momento desconocida, a la cual se le ha denomirado X. La proteina X se uniria a Bcl-2 en
el dominio N-terminal, cerca de la tirosina 28, y esta proteina seria la que induciria el
incremento de p27 y pl30. No obstante. no existen reportes posteriores que apoyen
expenimentalmente la existencia de la proteina X, por lo que la pregunta sigue sin
resolverse (figura 9).

Existen numerosos reportes relacionados con el efecto de Bel-2 como protector contra el
estrés oxidativo, sin embargo, no se han relacionado con su efecto regulador del ciclo
celular. El grupo de Halliwell, entre otros, ha reportado que la sobreexpresion de Bel-2
aumenta las defensas antioxidantes, incrementando las ooncentracion_es de GSH y de
Cu/Zn-SOD, pero no de Mn-SOD, GPx y GSSG reductasa. Un aumento en la
concentracion de CAT solo se ha encontrado en algunas lineas celulares y en otras no (Lee
at al 2001). Adn y cuando este mismo grupo no encontrd disminucion en el dafio oxidativo
sobre et ADN (medido como 8-OHdG) ni en la lipoperoxidacion, si reporto que las células
tranfectadas con bcl-2 presentaron mayor resistencia al tratamiento con H2O,.

Existen otros grupos que proponen que ¢l efecto protector de Bcel-2 esta dado por un
mecanismo pro-oxidante (Steinman, 1995). Es decir, la sobreexpresion 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 asi como una
vacuna.

Es difictl pensar que la sola presencia de Bcl-2 genere ROS de algun tipo, por lo que
posiblemente actue inhibiendo y estimulando la expresion de las enzimas y dispositivos

antioxidantes. No obstante, no hay reportes que propongan algiin mecanismo para explicar
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como es que Bcl-2 puede regular la expresion de dichas enzimas antioxidantes, ya que,
como se menciond antes, se piensa que Bcl-2 no se transloca al nicleo. Esto nos lleva al
mismo punto ciego referente a las vias de sefializacion.

Es posible especular que el mismo efecto de retrasar la progresion del ciclo celular pudiera
beneficiar a las células a enfrentarse a retos como el del estrés oxidativo. Si la célula no esta
comprometida a dividirse, puede usar su maquinaria metabolica para detener los radicales
libres y reparar el dafio. Tal vez la misma maquinaria enzimatica 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 oxidativa. Un efecto
parscido al que ocurre cuando se agrega un agente toxico a los cultivos con un alto grado
de confluencia, en los cuales no se puedé observar el efecto del toxico (Ventura,
comuricacion personal ).

Queda aln por discutir los resultados obtenidos mediante la infeccion retroviral a las
células derivadas de los animales viejos. Es evidente que no se puede correlacionar un
efecto directo de la sobreexpre.sic')n de Bcl-2 con la tasa de proliferacion o el numero de
células senescentes, ya que las células que unicamente fueron infectadas con gfp,
presentaron diferencias estadisticas con las que no se infectaron, indicando que el
tratamiento por si mismo afecto a las células. Aun asi, estos resultados inesperados fueron
muy interesantes. El hecho de que no se encontraran diferencias estadisticas entre los datos
obtenidos entre las células infectadas con gfp o con bcl-2, indica que el efecto de la
infeccion retroviral sobre los cultivos primarios de células de amimales viejos es algo
reproducible y que se puede analizar, como se hara a continuacion.

Poniendo especial atencion en el aumento del namero de célvlas positivas a la tincion SA-

B-gal conforme pasa el tiempo de vida del este cultivo (figura 23), se observa que una
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diferencia muy grande en el numero de células senescentes en los cultivos infectados con
respecto al control (132%) los primeros dias despvés de ia infeccion. Sin embargo,
conforme el cultivo se acerca al linute de Hayflik e inicia la etapa de senescencia, esta
diferencia va desapareciendo, y en el dia 21 ya no se encucntra una diferencia estadistica
con el control. Esto sugiere que la infeccion viral o fos 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 asi en las de ratones jovenes en
las que ia infeccion no tuvo ningln perjudicial sobre la tasa de proliferacion o el numero de
células senescentes. Lo amterior apova los sugerencia previa de que el dafio acumulado en
los organismos viejos los hace ser mas susceptibles a los agentes inductores de estrés y, en
este caso, la infeccion viral podria desencadenar respuestas mas drasticas que lo que se

esperaria en un individuo joven.

En resumen, los datos aqui presentados demuestran que el fenotipo senescente
adquirido por las células provenientes de los ratones jovenes 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 wvida (como el estrés oxidativo), que pudieran estar
relacionados con el proceso del envejecimiento natural, y que no estan presentes en el
envejecimiento in vitro. Estos factores, posiblemente debidos al medio ambiente o al
metabolismo particular de los organismos, pudieran dafar de tal modo las biomoléculas, tal
y como sugiere Harman, acumulandose, entre otras cosas, en forma de dafio al ADN, y que
esto se reflejara como una mayor susceptibilidad de los organismos viejos frente a los

agentes toxicos y radicales libres. Por otro lado, los altos niveles de Bcl-2 en las celulas de
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los animales viejos, podria inducir un arresto irreversible (senescencia), de manera que 1a
acumulacion de células senescentes si podra reiacionarse con el deterioro asoctado al

envejecimiento como se ha propuesto (Campisi, 1997).
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CONCLUSIONES

1.

Se determind que el fenotipo senescente que adquieren las celulas obterudas de los
animales jovenes al envejecer in vifro, es practicamente indistinguible (en funcion
de los parametros analizados) del que ostentan las células provenientes de los
animales viejos que han envejecido i vivo, a lo largo del tiempo. El hecho de que
Bcl-2 no se encontrara incrementado en las celulas de los animales jovenes 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 i vivo, y sugiere que se puede llegar a la senescencia
aparentemente por vias bioquimicas y moleculares distintas.

Los resultados confirman la correlacion entre la sobreexpresion endogena de la
proteina Bcl-2 y el aumento de la edad en algunos tej'dos de los ratones, en este
caso en el pulméon No obstante, alin queda por resolver si el aumento de esta
proteina 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
alteracion a nivel epigenético que involuntariamente bloquea la apoptosis
favoreciendo la senescencia, o algin otro mecanismo como una postble busqueda de
la supervivencia celular.

La mayor susceptibilidad que se observa en el ADN de los animales viejos frente al
estrés oxidativo, en comparacion con el de los animales jovenes, no esta dada
unicamente por una respuesta inapropiada de las células frente a un reto oxidativo
inmediato, sino que podria explicarse por la presencia del dafio acumulado en el
ADN, (oxidativo y epigenético), a lo largo de la vida, como propone la teoria de

Harman .
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En las células provenientes de los ratones jOvenes se encontrd que la sobreexpresion
exogena de la proteina Bcl-2 retrasa la tasa de proliferacion celular. Una posible
explicacion podria refacionarse con el hecho de que la alta concentracion de Bel-2
fomentaran el arresto transitorio de algunas células en la fase G del ciclo celular,
mientras que en otras, ese arresto fuera permanente induciendo la senescencia
celular.

El aumento de Bcl-2 mostro un efecto protector frente al estrés oxidativo inducido
por el H,O; lo que permitid que las células continuaran proliferando. Esto
corrobord una de las funciones conocidas y reportadas de la sobreexpresion de la
proteina Bel-2.

La infeccion retroviral o el mecanismo de respuesta celular ante esta agresion,
indujo la senescencia de manera prematura en las células provenientes de los
arumales viejos, apoyando la idea previa de gque la susceptibilidad que presentan los
orgatusmos viejos frente a los agentes estresantes pudiera estar asociado a la
acurmulacion del dafio a lo largo del tiempo.

El modelo animal de ratonas hembras de 12 meses de edad pero que han tenido
multiples embarazos, es un modelo interesante y relevante, que debiera, por tanto
ser explorado mas ampliamente puesto que dichas hembras presentan caracteristicas
fenotipicas y bioquimicas relacionadas al envejecimiento ain y cuando
cronologicamente no han llegado a esa etapa.

El modelo en cultivo de estos mismos amimales es muy complicado y presenta
varios inconvenientes, por lo que para estudiar la senescencia in vifro, se propone

usar el modelo de senescencia inducida por estrés o SIPS.
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PERSPECTIVAS

1.

Estudiar mas a fondo el modelo de hembras con maltiples embarazos y compararlo
con las hembras virgenes de la misma edad, para tratar de determinar si existe
alguna correlacion entre el desgaste metabolico asociado a la procreacion y la
aceleracion del proceso del envejecimiento.

Inducir [a senescencia de manera prematura por estrés ¢n los cultivos de fibroblastos
de raton joven usando para ello H,OQ, (Stress-Induced Premature Senescence =
SIPS). Esto con el fin de reducir el tiempo en el cual 1a mayor parte de la fracciéon
poblacional se encuentra en fase senescente. Ademas de que, al someter a las
células a una concentracion subletal de estrés oxidativo, es probable que el
mecanismo por el cual se induzca el fendmeno de senescencia sea lo mas parecido
posible (para un modelo in vifro} del que ocurre durante el envejecimiento normal
adquindo a lo largo del tiempo Este modelo ya se ha descrito para fibroblastos
primarios humanos de origen embrionario como las lineas WI-38, IMR-90, HCA-2
etc (que son lineas celulares que senescen) ( En nuestrc caso podria ser muy
interesante ya que tiene la ventaja de que se emplean ratones jovenes, pero al
someterlos a estrés oxidativo es probable que el mecanismo por el cual se induzca el
fenomeno de senescencia sea mas parecido al que ocurre durante el envejecimiento
normal adquindo a lo largo del tiempo para usario como modelo de estudio in vitro.
Determinar los niveles de Bcl-2 en diferentes tejidos a lo largo de la vida de los
ratones. Por ejemplo: higado, niones, cerebro, etc.

Estudiar si la expresion 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 dario

en el ADN (via p53).
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Estudiar la relacion entre la proteina Bcl-2 y otras moléculas asociadas al ciclo
celular y al envejecimiento, por ejemplo !a enzima telomerasa.

Estudiar la participacion de las modificaciones epigenéiicas con el arresto de la
proliferacién y la induccidn de la senescencia.

Estudiar la relacion entre los niveles de algunas enzimas antioxidantes y la cadena
respiratoria mitocondrial.

Estudiar participacion de la senescencia como respuesta celular al estrés en otros

modelos, por ejemplo fibrosis hepatica.
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Abstract

Senescent phenotype can be altained by diverse agents, thus suggesting that there might be molecular differences between the
senescence achieved in vivo and the senescence-like state atlained in vitro under cultvre conditions. In this study we compare the
senescent phenotype reached by cells derived from young animals when cultured in vitro with the one associated with the in vivo
aging process. Several in vitro senescence parameters, including MTT reduction, proliferation rate, DNA synthesis, SA-B-gal
staining, and both in vivo and in vitro Bel-2 content, were Getermined. Alterations in DNA, electrophoretic mobility were evaluated
to test differences in bulk chromatic structure. Qur results indicate that although it is possible to achieve a senescent phenotype with
ctlls derived [rom young animals aged in culture, this phenotype differs from the one observed in older animals, due to fack of in

vivo damage inducers to which cells are being exposed during natural aging.
© 2004 International Federation for Cell Biology. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

The process whereby normal primary czlls in culture
undergo physiological and molecular alterations at the
end of their replicative life span is defined as replicative
senescence. This is thought to be a contributor to aging
(Faraher and Kipling, 1998), as well as a tumor
suppression mechamsm, in a pleiotropic antagonisuc
manner (Campisi, 1997). E,ar'fy in life, senescence may
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have the ability to protect organisms from cancer.
However, as senescent cells accumulate in ussues later in
life, this process may actuzlly promote carcinogenesis
and contnbute to a variety of pathological changes seen
in the aged (Campisi, 2000). Senescent cells are in-
capable of replication, since they are irreversibly
arrested in the G; phase of the cell cycle (Krtolica
et al, 2001), but thcy do respond te environmental
signals and are metabolically acuve for long periods of
time. They exhibit selected, cell-specific changes in
function and resist apoptotic cell death {Bree et al,
2002). These cells were first described in primary
cultwes (Hayflick and Moorhead, 1961}, but most
recently their presence has also been documented in
vivo (Dimn et al., 1995). The most important criterion
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for senescence is that the cells must fail to divide under
appropniate mitogenic sumuli. Most of the direc:
evidence for the presence of senescent cells in vivo
comes from a modified histochemical stain for
$-palactosidase that is specific for senescent fihrobla: =s
(Dimn et al.,, 1995). Additional ractors that support the
relevance of the model of replicative senescence to help
understand in vivo aging are the influence of spec
longevity, donor age and premature aging syndromes on
the replicative life span of normal cells in culture
(Campisi, 2000; Chen et al., 2000a).

An apparently identical senescent state can also be
prematurely induced in vitro by diverse stimul, such as
oncogenic Ras (Palmero and Serrano, 2001) or oxidative
stress {Chen et al., 1995). Moreover, a senescence-likc
state has recently been described in cancer-denived cells
(Hwang, 2002). All these indicate that senescent
phenotype can be attained by different cell types and
induced by various agents.

In spite of the significance and strength of this model
and the similarities found in the senescent phenotype of
different cultured cell lines, there are sull some un-
resolved issues about the regulation of the different
senescence-inducing patbways and the role of some
¢lements shown to induce senescence, such as telomere
shortening (Chen et al., 2001; Munro et al., 2001; Von
Zglimcka T, 2000), cell cycle inhibitors, tumor suppres-
sors and oncogenss such as Ras, p2l and pl4 (Chen
et al., 2000b; Macip et al., 2002; Pantoja and Serrano,
1999). All these indicate that biochemical and molecular
differences exist between the replicative senescence
achieved in vivo, associated with a progressive decline
mm the biological and physiological functions of an
organism, and the senescence-like state attained in vitro
under culture conditions. Thus, it is interesting to
compare the senescence physiology and phenotype
reached by cells derived from young animals when
cultured in wvitro with the one attained during in vivo
physiological detenoration.

Besides the cell cycle inhibitors and tumor suppressor
proteins that have been related to senescence induction,
Bcl-2Z has been reported to be overexpressed duning
senescence (Wang, 1995), and was recently found to
promote premature scnescence induced by oncogenic
Ras (Tombor et al., 2003). This effect, added to the
previous novel functions described for Bel-2 related to
oxidative stress protection~(Hockenbery et al., 1993;
Steinman, 1995) and cell cycle regulation (Borner, 1996;
Vairo et al, 1996), points to Bel-2 as an intriguing
protein associated with cellular survival through several
pathways, making it very atiractive for further in-
vestigation.

The aim of this study was to compare the ability of
cells derived from young and old animals to senesce in
culture, in order to determine whether the senescent
phenotype achieved in vitro by cells derived from young

animals is similar to the ¢ne attained duning the m vivo
aging process. Hence, the scnescent phenotype of
primary fibroblast cultures obtained form the lungs of
voung muce (2 months) was compared to those derived
from older mice (12 months). The lung was chosen
because its high pOy (Lopez-Torres et al., 1993) might
induce oxidative stress responses not achieved in other
ussues. Cell proliferation, DNA synthesiss, MTT
reduction and the expression of senescence-associated
f-galactosidase activity {SA-P-gal) were evaluated as
aging parameters. In order to test differences in bulk
chromatin structure in both cell cultures, alterations in
DNA clectrophoretic mobility were evaluated by comet
assay. Bcl-2 content was analyzed both in vivo and
in vitro,

2. Materials and methods
2.4, Chemicals

All chemicals and reagents were of the highest
analytical grade and the majonty were purchased from
Sigma Chemicals (St. Louis, MQ, USA). The reagents
obtained from other sources are detailed in the text.

2.2. Animals

CD-1 female mice were used in our experiments. [t
has been reported (Altamirano, 1994) that vaginal
openings for CD-1 females occur between 503 and 60
days. At this age, the female mouse is considered to be
a young adult, completely developed and capable of
reproducton. It is also known that the reproductive
span of female breeders is 8—9 months, msulting in 6—8
litters in total (Zurcher et al., 1982). Afler this, female
mice deteriorate morphologically and physiologically,
and display a classic old age phenotype, with an increase
in benmign tumors, hair loss and weakness. Therefore,
2-month old virgin females were considered to be young
aninals, while 12-month old retired breeders were
cunsidered to be deteriorating older animals.

23. Cell culture

Primary cultures of normal lung fibroblasts were
obtained from young or older femalk CD-1 mice
according to Doyle et al. (1998)’s protocol. Cells were
maintained routinely in Dulbecco’s modified essential
medium (DMEM) (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD,
USA) supplemented with 15% inactuvated fetal bovine
serum (FBS) (Hyclone, Logan, UT, USA), 1% non-
essential amino acids, 100 U ml~" penicillin and 100 pg/
ml streptomycin (GIBCO-BRL, Gaithersburg MD,
USA). The medium was replaced every two to three
days znd cells were trypsinized upon reaching conflu-
ence. Cells were grown at 37 °C in 60 mm diameter
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cuiture dishes (Coming, Acton, MA, USA) in an
atmosphere of 95% air and 5% COa..

2.4. Aging parameiers: proliferation rate, MTT
assay, DNA synthesis and senescence

After approximately 5—6 days of primary culture,
celis were trypsinized and seeded at a density of § X 10°
cells per well on a 48-well mulu-chamber (Corning,
Acton, MA, USA). All experiments began on day 7 after
establishing the primary culture; ali measurements were
performed every two days uatil 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 animals
were set up for young and old mouse cells. All
measurements were performed on sub-confluent cul-
tures. To prevent quiescence due to contact inhibition,
cell cultures that achieved confluence were trypsinized
and the entire population seeded in larger wells (24~ or
6-well multi-chambers) (Coming, Acton, MA, USA).

2.5. Proliferation rate

The entire population of cells was quantified and
scored every two days in order to measure the pro-
liferation rate. Cells were trypsinized and a 20 ul aliquot
was stained with an equal volume of 0.4% trypan blue
solution. The number of lLiving cells i 10 W of this
suspension was scored using five fields of a hemocytom-
eter under a phase-coptrast optical microscope.

2.6. [*H]-thymidine labeling for DNA synthesis

An aliquot of 1 pCi [*H}-thymidine (NEN, USA) was
added to the culture medium. [ncorporation was
allowed to occur for 24 h, and cells were washed with
PBS and fixed for }5min with 0.5ml of 95%
methanol—PBS solution. Subsequently, cells were gently
washed twice with PBS. Five hundred microlitres of
0.2 N NaOH solution was added overnight to hydrolyze
the DNA. The alkaline extract was transferred to a vial
containing 3 ml of scintillation liquid. The incorporated
radioactivity was quantified in a scintillation counter
{Beckman LS 6500).

2.7. MTT assay

Mitochondrial wmespiratory function was indirectly
determined every two days using the MTT assay
{(Mosmann, 1983), which has been reported to quantify
mitochondrial succinate dehydrogenase activity. This
assay was chosen as an indicator of cellular energetic
and metabobc status. Briefly, cells were incubated with
DMEM-FBS contaiping 0.5mgm}~' MTT (3-{4,5
dimethylthiazol-2-yi}-2, 5-diphenyltetrazolium bromide)

for 4 h at 37 °C. The medium was discarded and 800 ul
of extracting solution (0.04 M HCl in isopropanol) was
added to each well. After 15 min of incubation at room
temperature, the colored formazan salt was measvred at
570 nm using a Beckman DU 640 spectrophotcmeter.

2.8. Senescence-associated
B-galaciosidase-positive cells

The activity of senescence-associated $-galactosidase
(SA-B-gal) was determined as described by Dimn et al.
(1995). Cells were fixed with 2% paraformaldehyde.
Three wells were stained every two days and the number
of SA-B-gal-positive cells was determined by counting at
least 100 cells per well under a microscope. The number
of cells positive for SA-p-gal activity i1s reported as
a perventage of the total cells scored.

2.9. Bel-2 content in lung homogenates
and cell lysates

Bcl-2 was determined by Western blot independently
in mice lung homogenates at different ages, and in cell
culture lysates at the indicated stages. Lungs were
abtained from newborn, [ week, 1, 4, 8 and 12 month
CD-1 female mice, and homogenised in lysis buffer
(50 mM Tris—HCI, pH 8.0, 120 mM NaCl, (5% NP4J,
100 mM NaF, 0.2mM NaVvVQO,;, 10 pg/ml aprotinin,
5mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin). Homogenates were
incubated at 4 °C for 5—10 min, and centrifuged at
14,000 rpm at 4 °C for 20 min. The supernatant was
collected for Western blot and protein determination.
The cell culture lysates were performed at 15 and 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 pg/ml
aprotinin, 1 mM PMSF, 1ug/ml leupeptin). Protein
concentration was determined using a commercial
Bradford reagent (BioRad, Hercules, CA, USA).

2.10. Western blot analysis

Cell and lung lysates were independently separated
on 13% SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose
membrune (BioRad, Hercules, CA, USA). Membranes
were biocked with 0.1% TBS—Tween containing 5%
non-fat milkk for 1h, and incubared with a-Bcl-2
antibody (Neomarker, Fremont, CA, USA) for 2 h.
The membranes were washed 3 times with TBS—Tween
and incubated with a horseradish peroxidase-conjugated
anti-mouse I1gG secondary antibody (Pierce, Rockiord,
IL, USA) for | h. After threc washes, the blots were
developed using 1 commercial chemiluminescent reagent
(Supersignal® Pierce, Rockford, IL, USA).
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2.11. Alkaline single cell gel electrophoresis
{SCGE) or comet assay

Semi-confluent cultures of lung fibroblasts from
young and older animals, in 60 mm diameter cultu::
dishes, at early cumulative population doublings
(CPD < 10) were exposed to sub-lethal oxidative stress
with 0.3 mM H,0, in DMEM containing 10% FBS ar
incubated at 37 °C for 30 min. At this concentration,
alterations in DNA structure occur without anv
association with cell death within 24 h (data not shown).
Control cells free of H;O; were cun in parallel. After
incubation, cells were trypsinized and centrifuged at
1000 rpm for 4 min.,

The comet assay was essentially performed as de-
scribed by Singh et al. (1988) and modified by Tice
(1994) and Betancourt et al. (1993). Briefly, the cell
suspension was embedded in three layered agarose gels
on frosted slides and immersed in lysis buffer (2.5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 1% Na sarcosinate and 10 mM
Tos, pH 10.0 with Triton X-100 and 10% (v/v) DMSO
added fresh) and maiotained at 4 “C for at least 2 h. The
slides were removed and placed on a honzontal
electrophoresis box (BioRad, Hercules, CA, USA).
The reservoirs were filled with fresh electrophoresis
buffer consisting of 300 mM NaOH and | mM EDTA.
The slides were left in alkaline buffer for 20 min to allow
DNA unwinding and the expression of alkali-labile
damage. Electrophoresis was performed at a voltage of
25V and a current of 300 mA for 20 min. The slides
were rinsed twice with neutralization buffer (0.4 M Tns,
pH 7.5), before staining the DNA with 50 pl ethidium
bromide at 2 mg/ml. Slides were analyzed using a 40X

L)

Call number x 10%

objective lens on an epifluorescent microscope (Clym-
pus), equipped with an excitavon filter of 515—560 nm
and a barrier fiiter of 590 nm. Fifty cells per treatment
(25 ceils on each of two replicate slides), in three
independent experirnents, were analyzed for DNA
migration. The tail length was measured from the
trailing edge using a calibrated scale in the ocular of
the microscope.

2.12. Data anaiysis

Data ar= reported as the mean + SD for at least three
indcpendent experiments in triplicate using different
donor animals. The Kruskal—Wallis non-parametric
method followed by Tambane vanance analysis were
used tn compare the comet assay data. The one tailed
Student’s ¢ test was used for all the other data. A 0.05
level of probability was used as a minimum cniterion of
significance in all cases.

3. Results
3.1. Proliferation rate

To determine the ceflular proliferation rate, cells
obtained from young and older mice were scored every
two days, from days 7 to 27 of the culture. Changes in
the proliferation rate were evaluated by analyzing
variations in the slope of the growth curves. When the
proiiferation rates from Fig. 1 were analyzed, it became
evident that although both cell cultures had a slow
proliferation rate between days 7 and 15, cells from
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Fig. . Proliferation rate. Cells obuined from young mice {(open symbols (1) and older mice (solid symbols # } were seeded at 5 X 107 celis per well in
a 48-wel multicharaber. The experiment began on the seventh day of culture, and the number of cells in the entire population was scored every two
days as described in Section 2 The insen is a magnification of the first five days of the experiment. Results are the mean + $.D. of lour independent

experiments {(*p < 0.05).
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young animals proliferated 5 times faster than those
from older ones. Between days 15 and 19, both cultures
showed an increment in cell number. During this period,
a similar difference in the proliferation rate prevailed
(i.e. nearly S times faster in young animal cells). From
days 21 to 27, the proliferation rate decreased slightly,
producing a negative slope 1n both cases, indicating cell
death. The siope for cells (rom young mice was 1.5 times
that from older mice. When the cell numbers m both
cultures were compared, all points showed a statistically
significant difference (p < 0.05). The largest difference in
cell number was found on day 19, where the number of
cells from young mice was 10 times higher than that
from older mice. This difference persisted until the end
of the culture. In summary, pnmary fibroblasts from
young and older ammals behaved as reported for
primary cultures, displaying a characteristic loganithmic
growth phase. The rate of cell proliferation in both
cultures declined after reachung Hayflick’s iimit (Hay-
flick and Moorhead, 1961} at day {9.

3.2. DNA synthesis

Fig. 2 shows that [*H}-thymidine incorporation per
ceil increases from the beginning of the culture untl day
19 in both cases. It is worth pointing out that both
cultures showed similar [*H}-thymidine incorporation
(as revealed by similar slope values up to day 21),
although the cells from older animals always incorpo-
rated 2—3.5 times less [*H]-thymidine per cell. After day
19, the [*H]-thymidine incorporation sharply decreased
in both cell cultures. PH}-thymidine incorporation in
cells from young animals decreased down to the levels
obtained for older cells, and no significant difference was
found between the two cultures from day 25 onwards.
Interestingly, the decrease in [*Hl-thymidine incorpora-
tion on day 19, indicative of reduced DNA synthesis,

coincided with the interruption in cell proliferation
observed in both cultures (Fig. 1).

33. MTT assay

Mitochendnal activity was evaluated by MTT assay;
the results expressed as absorbance per cell are
rormalized 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 ([*H}-thymidine in-
corporation) in both cultures, although cells derived
from older animals were 3} tmes less metabolically
active. After day 19, both cultures showed a decrease in
metabolic activity. However, as can be seen 1o Fig. 3,
cells from young mice deteriorated faster. On day 25,
ceils from young mice sezmed to behave in a very similar
magnner to those from oider mice. This suggests that
when cells from young animals age in culture, they tend
to become metabolically indistinguishable from those
denved from older animais.

3.4. Senescence

To explore the idea that the accumulation of
sencscent cells correlates with the senescent phenotype
related 1o aging deterioration, staining for positive SA-
B-gal cells was performed. The results presented in Fig. 4
indicate that there is a mixed populaton of senescent
and non-senescent cells in both cultures during the entire
culture life span. During the early days of the
experiment (days 7—9), no SA-B-gal-positive cells were
scored from the culture of young mice, while 10% of
SA-B-gal-positive cells were scored for those derived
from older mice. By day 235, 42% of the cells from
cultures obtained from young animals were positive,
compared to 65% for older mice. These differences were
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Fig. 2. 'H)-thymidine labeling to evaluate DNA synthesis. Cells obtained from young mice (open sy.nbols £1) and older mice (solid symbols # ) were
seeded at 5 X 107 cells per well on a 48-well multichamber. {*H]-thymidine incarporation was determined svery two days as described in Section 2
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Fig. 3. MTT assay. Cells obtained from young mice (open symbols 1} and older mice {solid symbols #) were seeded a1 5 X 10° cells per well on
1 43-well multchamber. MTT reduction was determined every two days, as descrioed in Section 2. The results are expressed as O.D. 520 nm per cell,

and are normalized. Results are the mean 1+ S.D. of four indeneadent experiments (*s < 0.05)L

statistically significant throughout the whole culture.
The rate of appearance of SA-B-gal-positive cells was
estimated in cultures from young and old animals from
days 9 to 25 (Fig. 4). This rate was constant in older
antmals, but it increased between days 19 and 21 in
young animals, so the slope for these days was very
similar to that obtained for the entire culture lifespan of
cells from older animals. This supports the observations
rom the MTT assay, where the decrease in mitochon-
dral functionality could be due to an increase in the
population of senescent cells. It is important to note that
cell proliferation, DNA synthesis and metabolic activity
showed a marked decrease in both cultures on days 19
and 2}, coinciding with the Hayflick’s limit observed for
these cells (Hayflick and Moorhead, 1961).

% SAf-Gal positive cells

3.5. Bel-2 coment increases during developmeni

To determine Bcl-2 content durmg the mouse life-
span, Western blots of lung lysate were performed at
various stages between newbormn and 12 month old
animals. Fig. 5A demonstrates the increase in Bcl-2
levels during aging. To establish if in vitro aging also
col relutes with increased Bcl-2 expression, we performed
Western blots of senescent cells (30 days) and compared
them to cells in logarithmic growth phase (15 days),
from young (2 months) and older mice (12 months).
Fig. 5B shows that there is also an increment in Bcl-2
levels associated with replicative senescence in cells
derived {rom older animals, but this was not the case for
senescence in cells denived from young mice, where Bel-2

r
// g 1 13 15 17 19 21 <IN

Fig. 4. SA-B-gal activity. Cells obtained from young mice ‘open symbols (1) and older mice (solid symbols #) were seeded ar § X 107 ceils per well
on a 48-well multichamber. SA-p-gal activity was determined as described by Oumii et al. (1995). The sumber of cells positive for SA-P-gal activity is
given as a percentage of the total cells scored. Note that the slope for the =lls from vouny mice becomes ientical to that for older mice at day 21.
Results are the mean + 5.D. of four independent experiments (*p < 0.05).
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A MCF-7  newbom 2weeks 6wecks 4 months 8 months 12 months

B2

26 kDag w=p ﬁ

Fold Increase
B MCF-7  |og phasetog phase Senescent  Senescent

Bel-2 young old

26 ko= AN

35

young old

Fold Increase 1.0 1.0 0.8 16

Fig. 5. Beh-2 levels in mouse lung durng its lifetime (A) Bel-2 was detenmiced by Western blot in mouse lung homogenates at differeat developmental
stages, as descnbed in Section 2. MCF-7 cells overexpressing Bdl-2 were used as a positive control (lane 1). (B) Bck-2 was determined by Western blot
in cell culture [ysates obtained from young and older mice during the logarithmic groath phase (15 days) or dunog senescence (30 days). Ia both
cases, non-transferred sections of gels stained with coomassie blue are shown a. loading controts (lower panets). Data are the normalized values of

densitometric analysis.

levels did not increase. This persistent in vitro Bel-2
expression observed only in cells from older animals
suggesis a molecular difference related to in vivo
physiclogical deterioration, which is absent in cells from
young animals.

3.6. Chromatin analysis by comet assay

The differences in Bcl-2 expression suggested a mod-
ified pattern of gene control. It was therefore interesting
to postulate if the progressive physiological deteriora-
tion attained in the in vivo aging process correlated with
a significant alteration in bulk chromatin structure.

The potential differences between ceils from young
and older mice were assessed by the alkaline SCGE
(comet) assay, performed on untreated cells from both
types of animais, or on cells exposed to a sub-lethal dose
of H,0,. Table 1 shows the average DNA migration
(tail length) of control and H,(O, treated cclls from
young and older animals. The alkaline comet assay
resolves the relaxation of DNA supercoiling rather than
discrete DNA fragments, which conventional electro-
phoresis reveals (Collins et al, 1997). This assay
quantifies individual cells, and usually displays a wide
degree of intrinsic deviation between them (Cortés et al.,
2001; Pouget et al., 1999). It is for this reason that the

Kruskal—Wallis non-parametric method was used to
analyze these results. Simular statistical significances
were obtained when other non-parametnc statstical
methods were used.

The average tail length of untreated cells was 30%
longer i cells derived from older animals. Tail length
increased significantly in both cell cultures when trezted
with H,O-. Cells from older mice presented an increase
of 120% in tail length compared wath control cells, while
only a 61% increase was observed in young mice cells
witi respect 1o their controls. In conclusion, the comet
assay demonstrates that the cells derived from older
animals already had bulk chromatin rcarrangements
belore being subjected to any treatment, as reflected by
a 30% longer tail. The fact that a 78% longer tail was
observed in cells from older animals when exposed to
oxidative stress points to an altered and/or more fragile
chromatin structure associated with in vivo physiolog-
tcal deterioration.

4. Discuassion

Senescent cells have long been used as an experimen-
tal model to study the biology of aging at the cellular
and molecular level (Campist, 1997; Chen et al., 1995).
Recently, a number of studies have found that features
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Table t
Mean tail length of conool and HzO4 treated cells
Tail length (pm)
Cells from Cells from
young mice older mice
Control 109+ 1438 40.5 + 245
HyOr reated 49.9 + 19.9% 89.1 + 3007

Cells derived from young and okd mice were exposad to oxidalive stress
with H,0q, as indicated in Section 2. Comet 1ail fength is expressed in
micrometres. Each value represents the mean + 5.D. of the analysis of
[50 treated cells in three iodependent experniments. Significantly
different from cells obtaimed from young mice (%) and H Os-treated
cells (#) (p < 0.05) using the Kruskal—Wallis non-parametric methosd
followed by Tamhane variznce analysia

of senescence can be prematurely induced in cuitured
primary cells of human and munne origin by the
exprassion of a variety of genes, such as activated Ras
or Raf (Palmero and Serrano, 2001), or by exposure to
sub-lethal levels of DNA damaging agents or oxidative
stressors (Chen et al,, 1995; Toussaint et al., 2000). A
few studies have even extended senescence to tumor cells
{Chang et al, 1999; Hwang, 2002). These results
challenge biogerontology to redefine the concept and
measurements of significant criterta for senescence
(Chen et al., 2000=). Complicating this notion, there
are also reports that growth arrest and senescent-like
phenotype may be related to different culture conditions
(Kodama et al,, 2001; Wright and Shay, 2002).

To compare the senescent physiology and phenotype
achieved i vitro by rodent pulmonary cells with those
attained duning the in vivo aging process, we cultured
primary lung fibroblasts from young and older mice and
characterized these cells by measuring proliferation and
10 vilro senescence parameters, as well as changes in Bel-
2 content; a molecule associated with cell survival.

It is known tha! tissues from older donors contain
a higher fraction of senescent cells than those from
younger ones (Bruce et al., 1986). We corroborated this
observation by finding a larger fraction of SA-B-gal-
positive cells in cultures from lungs derived from older
animals compared to those denived from young ones. At
the beginning of the culture, a significant difference in al}
tested parameters (MTT reduction, proliferation rate,
DNA synthesis, and the fraction of SA-B-gal-positive
cells) was observed. However, as the cells from young
mice aged in culture, they became increasingly similar to
those denived from older arimals. This transformation
persisted up to the point where no statistical difference
was observed in MTT reduction, proliferation rate and
DNA synthesis, in contrast to the rate of appearance of
SA-B-gal-positive cells. Despite the fact that the primary
cultures from young and older animals showed different
growth rates, when both cultures came closer to
Hayflick’s limit (Hayflick and Moorhead, 1961) and
replicative senescence, the cells from young animals
started a rapid decline that led them to a physiological

level siinilar to their counterparts from older animals.
On the 27th day, both cultures showed a senescent
phenotype without any significant differences, corrobo-
rating the fact that the accumulation of senescent cells in
vivo may contribute to the detenioration associated with
old age (Campis:, 2000).

Bcl-2 content was analyzed both in vive and in vitro.
Interestingly, the iacrement in Bel-2 protein steady state
conteut in vitro in the cells denved from older mice
(Fig. 5B) correlates with the increase in Bcl-2 expression
observed in the lung through m vivo aging (Fig. 5A)
although, the magnitude of the increment in Bcel-2
content in vitro 15 less substantial than in vivo. An
important factor that might explain this result is the
cellular heterogeneity of the lung sample. The ability of
Bcl-2 and related subfamily proleins to promote cell
survival has been extensively studied (Adams and Cory,
1963). This property sometimes clouds other Bcl-2
physiological functions that are related to its antioxi-
dant eflects (Degli-Esposi et al, 1999; Lee et al,
200la,b) and iis influence on the cell cycle (Vairo
et al., 2000). It is likely that all Bel-? functions may
coniribute to the mechanisms that reguiate cell survival.

There is some controversial information about Bcl-2
coatent during aging. It has been reported that thewe is
no change in Bel-2 levels in human mononuclear cells
with age (Monti et al., 2000), while others have reported
that Bei-2 content tn rat T cells and heart decreases with
age (Pahlavany and Vargas, 2001; Phaneuf and Leeu-
werburgh, 2002). These contradictory results could be
explained on the basis of tissue specificity and difieren-
tial aging rates between species. While monocytes and T
cells are constantly replaced, cells from the luag 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 lifespan of several species, as well as
a more detailed knowledge of the cell types that display
thesc differences, is stll required. It would be of great
interest to determine the correlation between SA-$-gai
activity and Bcl-2 overexpression, both in vivo and
o vitro.

The finding that Bcl-2 levels increase in some tissues
during the in vivo aging process, but not during
senescence attained in vitro, is very relevant in refation
to 1ts recently described role as a cell cycle modulator
(Kumazaki et al, 2002; Vairo et al, 1996) and
a protector against ROS (Deng et al., 1999; Hockenbery
et al,, 1993; Steinman, 1995). Overexpression of Bel-2
can also delay cell cycle progression and DNA
replication (Borner, 1996) and may even increase the
rate at which cells withdraw from the cell cycle and
becorse quiescent (Vairo et al., 2000). Thus, 1t cannot be
disputed that Bel-2 content may be one of the regulating
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factors that preserves cellular longevity and induces
replicative senescence. A physiological Jisadvantage of
Bcl-2 overexpression associated with senescence de-
velopment is the preservation of damaged cells that
would otherwise have died. From this perspective, it was
interesting to note that while the fraction of SA-B-gal-
positve cells obtained from older mice reached 60%,
this value was only 40% when the cells of young animals
were aged in vitro.

It is known that cellular andoxidant defences, such as
SOD and catalase, decrease with age (Ames et al., 1990),
and since Bcl-2 has been related to oxidative stress
resistance (Hockenbery et al., 1993}, its increase may be
a gradual response to the accumulation of epigenetic
changes and low level oxidative stress brought abou: by
free radicals formed during normal metabolism, as
predicted by Harman’s aging hypothesis (Hamnan,
1956), and not by senescence per se. Our results show
that the natural overexpression of Bcl-2 has only a mild
protective effect against death in senescent cells. The rate
of cell death between days 19 and 27 (Fig. L) is 1.5 times
faster in cultures derived fromn young mice where Bol-2
content was low (0.8) (Fig. 5B), compared to cultures
from aging mice.

The lack of Becl-2 in senescent cells derived from
young mice supports the idea that there may be some in
vivo pre-esiablished commitment associated with age
that cannot be accomplished by the in vitro senescence
of cells derived from young animals, due to the lack of
environmental factors associated with aging induction
that are only present in vivo, i.e. oxklative stress. The
experiments where sub-lethal concentrations of H;(,
show induction of senescence-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 these cells after Hy(); treatment (Bladier
et 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 W1-38) that de-
creased their Bcl-2 steady state level without an increase
in other anti-apoptotic (Bcl-XL, Bcl-W) or pro-
apoptotic factors (Bax, Bak, Bid, Bik, Bad) (Sasaki
et al., 2001). All these data support the idea that aging
achieved in culture is different from that in vivo.

Another interesting goal was to determine whether
the progressive deterioration associated with aging was
reflected in a significant altecation in bulk chromatin
structure analyzed by DNA electrophoretic mobility,
since this kind of meodification could eventually lead to
epigenetic changes and deregulation of gene expression.
The reduced tail length observed in cultures from young
animals compared to that found in older ones (Table 1)
suggests that DNA from the latter was already damaged
before being subjected to any treatioent. After exposure
to oxidative stress, the tail length in this DNA increased
2.2-fold. This could be indicative of changes m the

overall caromatin structure (Collins et al., 1997; Fairban
et al, 1995). These findings are not unexpected, since
chromadun alterations have already been related to
cancer, age and oxidative damage (lkura and Ogryzko,
2003; Issa, 2002; Lezhava, 2001}, and suggest that
another difference between in vivo and in vitro
sepescence may be the chromatin arrangement. This
concept meeds further research to analyze chromatn
structure and function.

Our datz demonstrate that the senescent cell pheno-
type achieved by cells derived from young animals
cultured wn vitro 1s indistinguishable from that displayed
by cells derived from older mice for all tested
parameters, except Bcl-2 content. This may indicate
that although it is possible to achieve a senescent
phenotype when cells derived from young apimals are
aged in culture, this phenotype is either incomplete or
different from that observed in older animals, because it
lacks the in vivo damage or deterioration inducers that
cells and organisms are gradually being exposed to
during the process of natural aging.
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