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RESUMEN

El envejecimiento es un proceso fisioldgico, bioquimico, estructural universal e
irreversible relacionado con el deterioro continuo y la pérdida progresiva de la
capacidad de adaptacion de los organismos. Un proceso estrechamente relacionado
al envejecimiento, es la senescencia, un fenémeno celular que se presenta cuando las
células han llegado a su maxima capacidad replicativa y detienen irreversiblemente el
ciclo celular en la transicion de la fase Go/G1. Las células pueden entrar en estado de
senescencia por de diversos factores, como el acortamiento de los telémeros durante
cada duplicacion celular, en cuyo caso se conoce como senescencia replicativa (SR),
o bien por la acumulacién del dafio oxidante en las biomoléculas en lo que se conoce

como senescencia prematura inducida por estrés (SIPS).

Actualmente, se sabe que las mitocondrias son organelos dinamicos, capaces
de modificar su morfologia a través de procesos subcelulares tales como fusién y fision
de tubulos mitocondriales, la produccién de mitocondrias y su destruccion (biogénesis
mitocondrial contra mitofagia) y el transporte de las mitocondrias a diversas regiones
de la célula. Estos fenomenos constituyen la dinamica mitocondrial, la cual es crucial
para mantener la homeostasis celular en respuesta a estimulos del entorno. Por su
papel en el metabolismo energético y en el estrés oxidativo, asi como por su capacidad
para desencadenar apoptosis, la mitocondria es un punto central donde se integra
informacion respecto a la viabilidad celular. Asi la dinamica mitocondrial engloba un
conjunto de eventos importantes para determinar la salud celular. El estudio de la

dindmica mitocondrial durante la senescencia celular inducida por diferentes vias,



servird para comprender a detalle los cambios subcelulares que la acompafian,
ayudando asi al entendimiento de las enfermedades asociadas a los adultos mayores.
En este trabajo se usaron fibroblastos de pulmén humano (WI-38), para evaluar la
dindmica mitocondrial durante la senescencia inducida de distintas maneras: SR y
SIPS. Asi mismo se evaluaron los niveles de expresion de las principales proteinas de
dindmica mitocondrial: Opal (fusion), Drp1 (fisién) y PGC1a (biogénesis mitocondrial),
durante la senescencia, utilizando la técnica de Western blot. Los datos mostraron que
Opal disminuye durante SIPS, contrario a lo que sucede en SR donde hay un aumento
en Drpl. También se evalué la morfologia de la red mitocondrial por microscopia
confocal y se observo que durante SR se mantenia el patrén tubular de manera similar
al grupo control, mientras que en SIPS habia una hiperfusion de la red en areas
cercanas al nicleo de la célula y al mismo tiempo una fragmentacién en las zonas mas
alejadas. Aun hay muchas preguntas por resolver en los mecanismos celulares que se
presentan durante la senescencia, sin embargo, este trabajo sugiere que la dindmica

mitocondrial presenta mecanismos diferentes en los tipos de senescencia analizados.



ABSTRACT

Aging is a universal an irreversible physiological process that is related to
continued deterioration as well as to the progressive loss of the organism's adaptive
capacity. Senescence is a cellular phenomenon related to aging, which occurs when
the cells reach their maximum replicative capacity and therefore irreversibly stop the
cell cycle in G1 phase. Cells can achieve senescence by different pathways or stimulus,
such as telomere shortening during cellular proliferation, in which case the event is
called replicative senescence (RS), or due to biomolecules' oxidative damage, and
which is then called stress induced premature senescence (SIPS).

It is now known that mitochondria are dynamic organelles able to modify their
morphology due to subcellular processes such as mitochondrial fusion, fission,
biogenesis, mitophagy and transport, which altogether are called mitochondrial
dynamics (MD). During senescence cellular homeostasis changes, however the exact
modifications in MD are still unclear and nothing is known about the differences in MD
among diverse forms of senesce. Hence the aim of this work was to understand if there
are variations in MD due to the pathway of senescence induction. Human lung
fibroblasts WI38 were used to study MD in RS and SIPS. Some of MD's main effector
proteins were determined by western blot: Opal (fusion), Drpl (fission) and PGCla
(biogenesis). Our results showed that Opal decreased during SIPS while Drpl
increased in SR. The mitochondrial network was also evaluated by confocal
microscopy. Interestingly, SR cells maintained the normal tubular morphology, whereas

SIPS cells presented hiperfused morphology in the center around the nucleus and at



the same time fragmentation in the more remote zones. More experiments are
necessary in order to completely characterize MD, however this work shows for the first

time that MD in senescent cells might be different depending of the senescence

induction path.



"El método cientifico, inventado siglos atras, era una técnica tan fértil que continuaria dando
frutos durante siglos, atin en manos de hombres incapaces de verdadera originalidad.”
Olaf Stapledon.
“Hacedor de Estrellas”.
1.0 INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso fisioldégico universal e irreversible relacionado
con el continuo deterioro y la pérdida progresiva de la capacidad de adaptacién en los
organismos (Hoyl, 2008). El envejecimiento es también un fendmeno multifactorial que
afecta todos los niveles de organizacion biolégica, desde las células hasta los sistemas
fisiologicos, que llevan a que los organismos tengan una mayor predisposicion a

desarrollar enfermedades (Hoyl, 2008).

La comprension de los mecanismos precisos por los cuales ocurre el
envejecimiento involucra aspectos moleculares y celulares que ocurren durante esta
etapa de la vida, por lo que varios estudios han sugerido que la senescencia in vitro
puede reflejar algunas de las caracteristicas del envejecimiento in vivo (Schneider y
Mitsui, 1976). Ademas, se ha visto que existe una acumulacion de células senescentes

en tejidos de animales viejos (Dimiri, 1995).

La senescencia celular se puede entender como un proceso que limita la
proliferacion de las células normales en cultivo y se caracteriza por la detencion
irreversible del ciclo celular en la transicion Go/G1 (Campisi, 2000; Lafferty-Whyte et al.,
2009). Las células senescentes mantienen su actividad metabdlica, pero presentan
cambios especificos que van de acuerdo con el tipo celular. Aunque en la actualidad
no se ha encontrado un marcador que sea especifico del estado senescente, se han

observado cambios morfologicos y varias caracteristicas que, en su conjunto, pueden



ser observadas en el fenotipo senescente. Las principales peculiaridades de este
estado celular son:

% Aumento en el tamafio celular; mas del doble con respecto al tamafio de los
homologos no senescentes. Morfolégicamente las células se observan aplanadas con
una gran cantidad de vesiculas (Hayflick, 1965).

% Limita el ciclo celular en la transicion Go/Gz, lo cual no puede ser revertido por

estimulos mitogénicos conocidos (Rodier y Campisi, 2011).

% Secrecion al medio extracelular de diversas citocinas y moléculas en lo que se

ha denominado fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP) (Rodier y

Campisi, 2011).

% Las células senescentes, no son susceptibles a estimulos apoptoticos, frente a

un dafio moderado en su ADN, sino que adoptan un fenotipo senescente (Lépez-Diaz

Guerrero et al., 2005).

Las células pueden ser inducidas hacia la senescencia al estar expuestas a
diversos estimulos o dafio, por lo que se han empleado diferentes nombres para
denominar a la senescencia dependiendo del mecanismo por el cual llegaron a dicho
estado. Asi, se distinguen: la senescencia inducida por el acortamiento de los
telomeros, que también se le conoce como senescencia replicativa (SR) (Harley et al.,
1990) y que ocurre cuando las células han logrado duplicarse al maximo y depende
generalmente de la longitud de los telémeros, o bien la senescencia prematura
inducida por estrés llamada SIPS y que se ha relacionado con el dafio celular, en

especial con el dafio al ADN (Pascal et al., 2005).



Durante el envejecimiento, las células senescentes se acumulan en los tejidos,
por lo que se ha sugerido que este proceso participa en la regulacion del
envejecimiento celular y el mantenimiento de los tejidos.

1.1 Senescencia Inducida por el Acortamiento de los Telomeros

En 1961 Hayflick y Moorehead observaron que los fibroblastos y otras células
humanas no tumorales en cultivo, eran capaces de llevar a cabo un namero finito de
duplicaciones. Llegado este momento, las células perdian su potencial replicativo
entrando en una fase a la cual denominaron senescencia replicativa. Ahora se sabe
gue este fendmeno se induce debido a la pérdida del material genético no codificante
localizado en las regiones teloméricas o bien a la pérdida de la estructura telomérica.
Estudios realizados con la enzima telomerasa, encargada de mantener la integridad
de los fragmentos teloméricos, han demostrado la relacién entre la telomerasa y la
senescencia replicativa (Blackburn y Greider, 1985; Bodnar et al., 1998), ya que si ésta
enzima no estd activa, como sucede en la mayoria de las células somaticas, los
teldmeros se acortan con cada duplicacion celular. El nimero de duplicaciones que es
capaz de realizar una célula en cultivo es mas o menos constante cuando las
condiciones del medio no varian y cuando una célula alcanza dicho nimero de
duplicaciones se conoce como limite de Hayflick (Hayflick y Moorhead, 1961) y la
célula entra en senescencia (figura 1). A este tipo de senescencia se le denomina

senescencia replicativa (SR).



Senescencia celular
replicativa

g

Numero de células

8§ 13 20 37 4

Nuamero de duplicaciones (PDs)
(Hayfllek v Moorehaad, 1961

Figura 1. Limite de Hayflick. En 1961, se describi6 que los cultivos primarios tienen
un numero finito de duplicaciones celulares, después de las cuales entran en una etapa ala
gue se llamo senescencia (representada en la curva de proliferacidon con las estrellas). El
momento en el que las células llegan a esta punto se conoce como limite de Hayflick
(Lopez-Diaz Guerrero et al., 2005).



1.2 Senescencia Prematura Inducida por Estrés

En 1956 Denham Harman propuso la teoria de envejecimiento por radicales
libres,que sugiere la acumulacion del dafio oxidante en las biomoléculas a lo largo de
la vida, es el causante del envejecimiento. Sus investigaciones adquirieron relevancia
en el campo de la senescencia cuando se descubrié que el estrés oxidante estimula a
las células para que entren en senescencia prematura, lo que se ha denominado
senescencia prematura inducida por estrés (SIPS) (Chen et al., 2001). El peréxido de
hidrégeno (H20:2) ha sido el inductor frecuentemente utilizado para generar SIPS (Duan
et al., 2005). Se ha observado que el estrés oxidante ocasiona dafios a nivel del ADN,
promoviendo la detencién del ciclo celular, que induce un fenotipo similar al observado
en la SR (Dimri et al., 1995; Chen et al., 2001).

La disfuncion mitocondrial, es conocida como otro factor importante asociado a
la senescencia celular, ya que estos organelos generan continuamente especies
reactivas de oxigeno (ERO), que son potencialmente perjudiciales (Balaban et al.,
2005; Makpol et al., 2012). En condiciones metabdlicas normales, existe un balance
entre los eventos oxidantes (produccion de ERO) y los sistemas de defensa
(antioxidantes), que mantiene la homeostasis celular y la regulacion del estado redox
intracelular (Parrinello et al., 2003). Las especies reactivas provocan dafio en general
a los acidos nucleicos (Fraga et al., 1990), lipidos (Marnett et al., 1985) y proteinas.
Estas biomoléculas se ven afectadas, sufriendo alteraciones en la funcién y en la
estructura. De esta manera el dafio oxidante acumulado es causante de la

senescencia celular, del envejecimiento y se asocia con el desarrollo de enfermedades



degenerativas (Halliwell, 1989). Las células poseen mecanismos antioxidantes, de tipo
enzimaticos y no enzimaticos, que evitan el dafio celular ocasionado por un aumento
en la generacion de las ERO. Cuando se excede la capacidad antioxidante de las
células, se dice que las células estan en estrés oxidante. En algunos tipos celulares,
el estrés oxidante al que se ven sometidas es capaz de inducir senescencia
independientemente del acortamiento de telomeros. Se ha demostrado que, en
respuesta al estrés oxidante y la replicacion exhaustiva, los células activan un
programa de senescencia; observandose las principales caracteristicas de dicho

estado (Hutter et al., 2002; Kiyoshima et al., 2012).

1.3 Dindmica Mitocondrial en Células de Mamiferos.

Las mitocondrias estan presentes en la gran mayoria de las células
diferenciadas pero existen diferencias substanciales en cuanto a su nimero, estructura
y funcion, lo que es un reflejo de la variabilidad de la demanda energética dentro de
un organismo (Garesse y Vallejo, 2001). Estos organelos se organizan formando redes
mitocondriales, lo que les permite interactuar entre si para homogeneizarse, o inclusive
interactuar con otros organelos como el nicleo o el reticulo endoplasmico (Krendel et
al., 1998). La dinamica mitocondrial es un término relativamente nuevo que se usa
para referirse a la regulacion, la distribucion y la morfologia mitocondrial. Se asocia a
eventos particulares como fusion, fision, biogénesis mitocondrial, mitofagia, y el

movimiento de estos organelos a lo largo del citoesqueleto, (figura 2) (Seo et al., 2010).
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Mitocondria Saludable:
Balance entre fusion y fision

Envejecimiento:
desequilibrio mitocondrial

en fusion vy fision
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Mitocondria Mitocondria
Fragmentada: Alargada:
fusion<fision fusidn>fisidon

Complementariedad ¥ Mitotagia 4
Intfegridad del ADNmt ¥ | Intearidad del ADNmt 4
Estrés Oxidante 4| | Estrés Oxidante 4
Biogénesis Mitocondrial ¥ | | Biogénesis Mitocondrial ¥

Figura 2. Modelo de la influencia de la dindmica mitocondrial en el envejecimiento (Seo et
al., 2010). Durante el envejecimiento se ha observado un desequilibrio entre los eventos de
fusién y fision mitocondrial.



1.4 Principales Eventos de Dinamica Mitocondrial

1.4.1 Biogénesis Mitocondrial

Para la expresion génica mitocondrial participan moléculas como el factor de
transcripcion mitocondrial (TFAM), la ARN polimerasa (Polrmt) y el factor de
transcripcion mitocondrial B2 (TFB2). Estos factores, son suficientes para la
transcripcion del ADN mitocondrial (ADNmt) (Wenz, 2013). Sin embargo, la biogénesis
mitocondrial depende de la expresion coordinada de los genomas mitocondrial y
nuclear, ya que el ADNmt sdlo codifica para 13 de las subunidades de la fosforilacion
oxidativa, dos ARN ribosémicos y 22 ARN de transferencia. Actualmente se conoce
poco acerca de los mecanismos que regulan la interaccion de ambos sistemas
genéticos (Garesse y Vallejo, 2001). La biogénesis mitocondrial implica la expresion
de genes involucrados en las funciones mitocondriales y en el mantenimiento del
genoma mitocondrial, también de aquellos genes que participan en la dindmica
mitocondrial permitiendo que el organelo sea funcional (Vanhorebeek et al., 2012).

La expresiéon coordinada de los genes nucleares y mitocondriales es regulada
por un conjunto de factores de transcripcion que modulan la masa y la funcion
mitocondrial en respuesta a la etapa del ciclo celular, demandas energéticas y la
produccion constante de ERO (Scarpulla et al.,, 2012). Los primeros factores de
transcripcion identificados fueron los factores nucleares respiratorios 1y 2 (NRF1 y
NRF2).

NRF-1, inicialmente identificado a través de su unién al promotor del citocromo

¢, funciona como un regulador positivo de la transcripcion. Actla sobre los genes



nucleares que codifican las subunidades de la cadena respiratoria y asi como TFAM
gue activa la transcripcion del ADN mitocondrial. Mientras que, NRF-2 se identificd
como un activador de la transcripcion de multiples subunidades de la subunidad 1V de
la citocromo oxidasa (COX IV). Se ha demostrado que, el control de la transcripcion
mitocondrial por ambos NRFs es parte del mecanismo de coordinacion de la expresion
de la cadena respiratoria con la biogénesis del propio organelo.

Posteriormente se han descrito otros factores de transcripcidon implicados en la
regulacion de genes con funciones mitocondriales como son la familia de receptores
relacionados a estrégenos (ERR), la familia de PPAR (receptores activados por el
proliferador de peroxisomas), el elemento de respuesta a AMPc (CREB) y Yin Yang 1
(YY1). Varios de estos receptores nucleares requieren de co-reguladores que ayuden
a la remodelacion de la cromatina y/o a modificar la actividad de la maquinaria basica
de la transcripcion del gen diana. Los co-reguladores pueden tener acciones positivas
funcionando como co-activadores o negativas siendo co-represores (Li et al., 2011).
Asi, para la biogénesis mitocondrial, participa la familia PGC, compuesta por PGCla,
PGC1p y PRC, como principales co-reguladores transcripcionales. Estos co-
reguladores trabajan en conjunto con los factores de transcripcion PPAR, ERR, NRF
y CREB (Scarpulla, 2011).

Los receptores relacionados a estrogeno (ERR) son factores de transcripcion
pertenecientes a la familia de los receptores nucleares huérfanos, ya que no se les
conoce ningun ligando enddgeno. Adn no se sabe si tienen algun ligando natural de

importancia fisiolégica que falte por descubrir, pero estos receptores presentan



actividad constitutiva y pueden unir co-reguladores de manera independiente de la
unién a un ligando. Asi, su principal regulacion parece ocurrir por la disponibilidad de
sus co-reguladores. Activan la expresion de cientos de genes que controlan muchos
aspectos del metabolismo energético, de la funcion mitocondrial y asi mismo estimulan
la biogénesis mitocondrial mediante la unién con PGC1a y B (Scarpulla, 2011).

Los receptores de estrogeno ERR son receptores nucleares y factores de
transcripcion que regulan la expresion génica de manera dependiente de su union a
ligando y en respuesta especifica a sefales fisiol6gicas. Estan asociados con cientos
de genes que controlan todos los aspectos de la funcién mitocondrial y asi mismo

estimulan la biogénesis mitocondrial mediante la union con PGC1a (Scarpulla, 2011).

Los receptores PPARSs, son proteinas de aproximadamente 56 kD, pertenecen
a la superfamilia de receptores nucleares que funcionan como factores de
transcripcion. Regulan la expresién de genes en respuesta a ligandos especificos
como los &cidos grasos eicosanoides, fosfolipidos y endocanabinoides. Existen tres
isoformas de PPARs que poseen una estructura similar pero con diferente distribucion

en los tejidos: PPARa, PPARB y PPARYy.

Por su parte, el co-activador transcripcional PGC-1a se ha planteado como el
regulador central de la biogénesis mitocondrial y de la expresion de genes que permite
cambios metabdlicos dentro de la mitocondria en respuesta a estimulos, debido a que
multiples vias que regulan la expresién de factores mitocondriales que convergen en
el (Fig. 3) (Li et al., 2011; Scarpulla et al., 2012; Wenz, 2011). PGCla se identificd

inicialmente como un proliferador de peroxisomas activado por el receptor PPARYy. El
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gen PGC-1a se encuentra en el cromosoma 4p15.1 y su funciéon primaria es la de
estimular la biogénesis mitocondrial y el metabolismo oxidante (Nitz et al., 2007). Su
descubrimiento representd un gran avance en el esclarecimiento de los mecanismos
moleculares que conllevan a la biogénesis mitocondrial. Este gen no contiene una
tipica caja TATA en la regién promotora, por lo que es altamente inducible en respuesta
a una variedad de condiciones fisiologicas. Su expresion aumenta en respuesta a
estimulos nutricionales y ambientales (Lin et al., 2005). La expresién de este gen es
abundante en los tejidos de alta demanda energética, como en el corazén, masculo
esquelético, rifidn y cerebro (Nitz et al., 2007). Estudios recientes en ratones sobre la
inactivacion del gen PGC-1a indican que tiene un papel crucial en la funcién neuronal
y el balance de energia. La deficiencia en la expresion de PGC-1a influye en la funcion
mitocondrial, contribuyendo a la neurodegeneracion. Ademas, PGC-1a participa de
manera importante en la regulacion de los genes responsables de la detoxificacion de
ERO (Lee y Wei, 2005). Debido a que la expresion de PGC-1a se ve afectada en
diversas patologias, se ha sugerido un potencial terapéutico para los compuestos

activadores de dicho factor en el cerebro (Chowanadisai et al., 2010).
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Figura 3. Vias de sefializacidon que regulan la biogénesis mitocondrial en respuesta al estrés. La masa
mitocondrial se incrementa en respuesta al estrés de nutrientes a través del aumento de la biogénesis.
PGC-1la es clave parala coordinacién de las respuestas a la disponibilidad y lainduccion de la
biogénesis a través de la co-activacion de NRF1 /2, ERR. Estos factores de transcripcion inducen
genes codificados como Tfam y polimerasas mitocondriales, asi como la expresiéon de enzimas
metabdlicas (Boland et al, 2013).
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1.4.2 Fusién y Fisién Mitocondrial

La fusion mitocondrial es un proceso que involucra la union de dos o mas
mitocondrias y por lo tanto modifica la morfologia mitocondrial. Su funcion es la de
permitir la mezcla de contenidos mitocondriales, particularmente ADN (Liesa et al.,
2009). Experimentalmente se ha determinado que las mitocondrias que no pueden
fusionarse pierden el ADN mitocondrial. La fusion mitocondrial esta contrarrestada por
eventos de divisidn o fision, que constituyen la forma en la que las mitocondrias surgen
a partir de las ya existentes, para distribuirse a nuevas células o a porciones celulares
lejanas. La fision mitocondrial también facilita el control de calidad del organelo ya que,
al dividirse en organelos mas pequefios, las mitocondrias defectuosas serdn mas
facilmente aisladas y eliminadas a través de un proceso especial de autofagia, llamado
mitofagia (Arduino et al., 2011). Las mitocondrias que no pueden fisionarse acumulan
mutaciones en el ADN mitocondrial, probablemente por la falta de control de calidad
eficiente (Huang et al., 2011). Asi los defectos en la fusion-fisibn mitocondrial producen

disfuncién mitocondrial y pueden aumentar la produccion de ERO.

En 1997, se descubrié el primer gen que participa en la fusion de las
mitocondrias en Drosophila melanogaster (Hales y Fuller, 1997). A partir de entonces,
se han identificado distintos genes que participan tanto en la fusion como en la fision,
inicialmente descritos en levadura y posteriormente en células de mamiferos (Yaffe,
1999). Entonces, de manera natural, las mitocondrias de todas las células atraviesan

un ciclo de vida que comprende un balance entre eventos de fusion y de fisidn; ambos
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procesos estan mediados por proteinas caracteristicas (Tabla 1) (Campello y

Scorrano, 2010).

Tabla 1. Localizacion de las principales proteinas responsables de los eventos de fusiény
fision mitocondrial en mamiferos (Campello y Scorrano, 2010).

Proceso Proteina Localizacion
OPA-1 Membrana mitocondrial interna (proteina transmembranal)
con un dominio ubicado en el espacio intermembranal.
Membrana mitocondrial externa (proteina
Fusion MFN-1 transmembranal) con dominios en espacio intermembranal
y en el citosol.
Membrana mitocondrial externa (proteina
MFN-2 transmembranal) con dominios en espacio intermembranal
y en el citosol.
DRP-1 Citosol. Se asocia mediante otros factores a membrana
mitocondrial externa y a peroxisomas.
Fisi6 Anclada en membrana mitocondrial externa (proteina
ision A
Fis-1 transmembranal), con un dominio citosdlico.
Anclada en la membrana mitocondrial externa (proteina
MFF transmembranal), con un dominio citosoélico.
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1.4.3 Principales Proteinas Reguladoras de la Fusion Mitocondrial

+» Proteinas mitofusina tipo 1 vy tipo 2 (MEN-1/ MNE-2). Tanto MNF-1 como MNF-

2 son dinaminas con actividad GTPasas que comparten alto grado de homologia entre
Si y por consiguiente poseen estructura similar. Su funcion principal es la de mediar el
primer paso de la fusion mitocondrial, el cual consiste en la interaccion e inmovilizacion
de dos mitocondrias adyacentes y la posterior fusién de las membranas mitocondriales
externas. Esto ocurre a través de la formacién de un dimero antiparalelo entre dos
moléculas de MFN, los cuales pueden ser homotipicos (MFN1-MFN1 o MFN-2 MFN-
2) o heterotipicos (MFN1-MFN2). Debido a que MFN1 muestra una mayor actividad
GTPasa que MFNZ2, las mitocondrias que expresan MFN1 muestran una eficiencia
mayor de interaccion e inmovilizacion de mitocondrias, que aquellas que expresan
Mfn2 (Chen et al., 2003).

¢ Proteina de la atrofia Optica tipo-1 (OPA-1). También pertenece a la familia de

las dinaminas GTPasas. Es la GTPasa responsable de la fusion de las membranas
mitocondriales internas, que es el segundo paso en el proceso de fusion mitocondrial.
Recibe su nombre de la mutacion causante de la neuropatia denominada Atrofia
Optica Autosémica Dominante (ADOA), que resulta en la pérdida de fibras del nervio
optico. Esta asociada a la membrana mitocondrial interna con una porcion localizada
en el espacio intermembranal. Se encuentra expresada en altos niveles en tejidos
como el cerebro, la retina, el higado, el corazon, el pancreas y el masculo esquelético
(Liesa et al., 2009). Ademas de su rol en el control de la fusion mitocondrial, OPA-1
interviene en el remodelado y mantenimiento de las crestas mitocondriales y en la

liberacién de citocromo c (Olichon et al., 2002).
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1.4.4 Principales Proteinas Reguladoras de la Fision Mitocondrial

X Proteina relacionada con la dinamina-1 (DRP-1). La fisibn mitocondrial depende

principalmente de DRP-1, pertenece a la familia de las dinaminas GTPasas. La
localizacion de DRP-1 es mayormente citoplasmatica pero una parte de esta proteina
es detectada en puntos concretos de la mitocondria, en los cuales se producira la
escision de la doble membrana mitocondrial. DRP1 se ensambla en complejos
multiméricos en forma de anillo alrededor de la membrana mitocondrial externa en los
sitios de fisibn mitocondrial. Estos anillos se constrifien por la hidrélisis del GTP
promoviendo la divisibn mitocondrial (Koirala et al., 2010; Otera et al., 2010).

X Proteina de fisién-1 (FIS-1). Puesto que la proteina DRP-1 carece de dominios

transmenbranales o de péptidos sefial con destino a la mitocondria, se ha sugerido
gue requiere ser reclutada a la membrana a través de otras proteinas. FIS-1 es una
proteina anclada en la membrana mitocondrial externa y fue el primer receptor
mitocondrial propuesto para DRP1. Se ha propuesto que funciona para reclutar a
DRP1 en la superficie de la mitocondria y/o como un adaptador en el ensamblaje de
complejos de fisidon. Sin embargo, el requerimiento absoluto de FIS-1 para la fision
mitocondrial aun es controversial debido a las siguientes evidencias: a) la reduccion
de los niveles de FIS-1 mediante ARN de interferencia no interfiere con la localizacion
mitocondrial de DRP-1 (Lee et al., 2004); b) la asociacion directa entre FIS-1 y DRP-1
se ha demostrado sélo con proteinas recombinantes y ain no se ha demostrado in

vivo (Yoon et al., 2003).
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X Factor de fisibn mitocondrial (MFF). Representa un nuevo componente de la

maquinaria de la fisibn mitocondrial de mamiferos. Se encuentra anclado en la
membrana mitocondrial externa y se ha propuesto que tiene un papel en la fision
mitocondrial (Otera et al., 2010). Otera y Mihara (2011) sefialan a MFF como una
proteina fundamental en el reclutamiento de DRP-1 a las mitocondrias, que trabaja
junto con FIS-1. MFF se localiza en puntos especificos de las mitocondrias y se ha
observado que la sobreexpresiéon de MFF aumenta la asociacion de DRP-1 citosoélico
a las mitocondrias, promoviendo la fisibn mitocondrial. Por el contrario, la pérdida de
funcién de MFF resulta en una reduccion de DRP1 en la superficie de las mitocondrias

y en un alargamiento de la red mitocondrial.
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2.0 ANTECEDENTES

Se ha propuesto que durante el envejecimiento existe una alteracion en la
dinamica mitocondrial. La disfuncion mitocondrial observada durante el envejecimiento
podria modificar el equilibrio entre la fusién y la fision favoreciendo el dafio celular y la
generacion de ERO (Chan, 2006). Cheuvrollier y colaboradores (2008), han puesto de
manifiesto las consecuencias de la mutaciones en genes involucrados en la fusion y
la fision, confirmando que la dinamica mitocondrial esta involucrada en el metabolismo
energeético, la morfologia mitocondrial y la distribucion subcelular.

La red mitocondrial muestra diferentes morfologias, ya sea tubular-
interconectada, o bien discontinua-fragmentada. El equilibrio entre la fisién y la fusion
mitocondrial depende del tipo de célula y de la situacion fisiologica en la que se
encuentre (Mai et al, 2010). Se ha observado en diversos tipos celulares que antes de
la citocinesis (Taguchi et al., 2007) o durante momentos de estrés existen mas eventos
de fision (Jendrach et al., 2008; Lyamzaev et al., 2004; Perfettini et al., 2005).

En el caso del envejecimiento y la senescencia, existen reportes
controversiales. Por un lado, se ha reportado que en algunos tipos de células
senescentes se observa una extensa red mitocondrial (Navratil et al.,, 2008;
Unterluggauer et al., 2007; Yoon et al, 2006; Zottini et al, 2006), lo que ha propuesto
la hipétesis de que la fusion de las mitocondrias en las células viejas tiene una funcion
(Mai et al, 2010). Esto es congruente con diversos estudios que han demostrado que
al mantenerse constantes los eventos de fusion, hay una resistencia a los estimulos

apoptoticos (Jahani-Asl et al., 2007; Lee et al., 2004; Sugioka et al., 2004;). Por el
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contrario, la fragmentacion de las mitocondrias facilita eventos como la mitofagia
favoreciendo el recambio de organelos dafiados. En el 2008, Knott y colaboradores
encontraron que tanto la disminucién en las proteinas de fusion mitocondrial como las
mutaciones en éstas, se traducen en un aumento de la fragmentacion mitocondrial, lo
gue esta relacionado con diversas patologias neurodegenerativas como la enfermedad
de Parkinson, Alzheimer, entre otras.

Otros estudios sefalan que la fragmentacién mitocondrial excesiva facilita la
apoptosis a través de la liberacion del citocromo c (Youle y Bliek, 2012). Congruente
con esto, en un estudio con células HelLa, se propone que una red mitocondrial
fusionada promueve la induccion a la senescencia (Lee et al, 2007), posiblemente por
la generacién constante de ERO. Esta conclusién es contraria a los estudios de
dindmica mitocondrial comentados en el parrafo anterior.

Hiromichi y colaboradores (2013) encontraron que durante la induccion de
senescencia en células epiteliales bronquiales humanas (HBEC), mediante la
exposicion al extracto del humo del cigarro ocurrié una fragmentacion mitocondrial y
también observaron que se presentaba una disminucion en las principales proteinas
de fusion como OPAl y MFN 1 y 2. Contrario a estas evidencias, se ha demostrado
que en otras lineas celulares, en modelos de senescencia inducida por el tratamiento
con desferoxamina y/o H202, la red mitocondrial se encuentra fusionada y se ha
correlacionado con la reduccién en los niveles de FIS1 durante la senescencia (Lee et
al., 2007; Yoon et al., 2006; Zottini et al, 2006).

En cuanto a la biogénesis mitocondrial durante la senescencia, hay pocos

estudios. Las mitocondrias deben ser regeneradas durante la vida de una célula. Si
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este proceso falla, puede alterar la funcionalidad celular y del tejido al cual pertenecen.
Se sabe que ante la demanda de mayor cantidad de energia, los tejidos responden
produciendo nuevas mitocondrias (Lopez-Lluch et al.,, 2008), de modo que la
biogénesis mitocondrial esta influenciada por condiciones fisiologicas y energéticas en
continuo cambio. Gutsaeva y colaboradores confirmaron que varios factores del medio
conllevan a la expresion del principal gen de biogénesis mitocondrial, PGC-1a. Dichos
autores estimularon la biogénesis mitocondrial en el cerebro de ratones ante un
ambiente elevado de O:2 (hiperoxia) (Gutsaeva et al., 2008), demostrando que la
expresion del gen esta condicionado directamente por el medio ambiente. No obstante,

su papel durante la senescencia celular aun no se ha establecido.
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3.0 JUSTIFICACION

Las mitocondrias son los organelos celulares encargados de suministrar la
energia necesaria para la actividad y supervivencia celular en forma de ATP. Asi
mismo, son reservorios de calcio, esenciales en rutas de biosintesis, participan en la
muerte celular programada y son uno de los principales productores de ERO. En
funcion del requerimiento energético de cada tejido, la cantidad de mitocondrias en
cada célula es distinta, asi como la dinamica que deben mantener en cuanto a su
distribucion.

Actualmente se han iniciado estudios genéticos y moleculares centrados en la
identificacion de genes encargados del control y ejecucion de los procesos de fusion y
fisibn mitocondrial. Sin embargo, a pesar de que ha habido grandes avances en el
estudio de la dinamica mitocondrial, este campo aln es relativamente nuevo, por lo
que no se conocen todos los factores que determinan las diferencias en la morfologia
y la dindmica de este organelo, en los distintos tipos de células, se desconoce su
importancia durante las diversas etapas metabdlicas. Asi mismo, se sabe que las
alteraciones en la dinamica mitocondrial provocan una gran cantidad de enfermedades
(Arduino et al., 2011) y que algunas de estas se acompafian de alteraciones en la
dinamica mitocondrial.

Es por ello que en este trabajo se estudioé la dinamica mitocondrial durante la
senescencia celular inducida por diferentes vias, para contribuir al entendimiento de
procesos importantes y con impacto social como lo son el envejecimiento y las

enfermedades asociadas a la tercera edad.
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4.0 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Sera distinta la dinamica mitocondrial durante la senescencia replicativa y la

inducida por estrés en cultivos primarios humanos?

5.0 HIPOTESIS

El mecanismo por el cual las células senescentes detienen su proliferacion es
diferente durante la senescencia replicativa y la inducida por estrés, Por lo tanto, habra
diferencias en la dinamica mitocondrial de acuerdo con el tipo de induccion

senescente.
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6.0 OBJETIVO GENERAL

Determinar las diferencias en la dinamica mitocondrial en células humanas, en

funcién de la via de induccion de la senescencia, (SR y SIPS).

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

% Establecer un modelo de senescencia replicativa en las células WI-38.

+ Establecer el modelo de induccion de senescencia prematura inducida por estrés
(SIPS) en las células WI-38.

s Determinar la presencia de proteinas relacionadas con la fusion, fision y
biogénesis mitocondrial en los modelos de senescencia.

«» Comparar las modificaciones en la red mitocondrial en SR y SIPS.
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7.0 MATERIALES Y METODOS

7.1 Fibroblastos Embrionarios de Pulmén Humano WI-38

Se us6é como modelo celular, cultivos primarios provenientes de humanos,
conformado por fibroblastos derivados del tejido pulmonar; denominados WI-38
(adquiridas de la ATCC). Estas células fueron aisladas por Leonard Hayflick y Paul

Moorhead en la década de 1960 (Hayflick, 1965).

Las células WI-38 se cultivaron en Medio Esencial Minimo (MEM),
suplementado con suero fetal bovino (SFB) Gibco® al 10% y con antibiético-
antimicotico 100x Gibco® al 1%, y se mantuvieron en una incubadora a 37°C y 5% de

CO:z2. Se les cambié el medio cada tercer dia.

Las células WI-38 crecen y se dividen en monocapa, por lo general siguen el

patrén caracteristico de crecimiento compuesto por cuatro fases:

1) Fase Lag. Inmediatamente tras colocar las células en el recipiente de cultivo,
éstas crecen lentamente mientras se recuperan del estrés y se adaptan al
medio.

2) Fase exponencial. Las células entran en un periodo de crecimiento exponencial
gue dura hasta que toda la superficie de crecimiento esta ocupada o la
concentracion de células excede la capacidad del medio a esto se le conoce
como confluencia.

3) Fase estacionaria 0 meseta. La proliferacion celular se enlentece y se detiene.
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4) Fase de declive. Cuando en cultivo el numero de células no incrementa,
perdiendo su viabilidad. Esto corresponderia a la etapa de senescencia

replicativa.

7.2 PDy CPD de los Cultivos Celulares WI-38
Para los cultivos diploides, una duplicacion de la poblacion es un aumento de
dos veces en el numero total de células en cultivo. Para calcular la duplicacion de la
poblacién (o por sus siglas en inglés populations doublings, PD), las células fueron
sembradas en cajas Petri con un area de crecimiento de 58.95 cm?, a una densidad
de 590, 000. Cuando los cultivos alcanzaban una confluencia del 90%, fueron
despegadas con tripsina para contar el numero de células como se describe en el
apartado de proliferacion celular, posteriormente se calculé el PD utilizando la

siguiente formula:
_ log(wp)
log 2

Donde Nt es el numero total de células contadas, Ni es la densidad a la que
fueron sembradas las células. La duplicacion de la poblacion se calculé en cada

ocasion que las células llegaban al 90% de confluencia de acuerdo con la ecuacion.

Una vez estimado el valor de PD, se calcul6 el numero total de duplicacion de
la poblacion celular, conocido como duplicacion de la poblacion acumulada o CPD (por
sus siglas en inglés, cumulative population doublings) que fueron calculados

realizando la suma de cada PD con cada CPD calculado anteriormente.
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7.3 Proliferacion celular

Se realizaron 3 curvas de proliferacion independientes y por triplicado, para
células no senescentes (NS) o controles, células senescentes prematuras inducidas
mediante H202 (SIPS) y células senescentes replicativas (SR). Las células fueron
sembradas en cajas Petri de 24 pozos con un area de crecimiento de 2 cm?, a una
densidad de 20,000 células por pozo. Se realizaron un total de 4 determinaciones cada

dos dias, hasta el octavo dia.

La proliferacion celular se realiz6 mediante la técnica de exclusion del azul
tripano. Este es un colorante que permite diferenciar células vivas de aquellas muertas.
En las células vivas, la membrana plasmatica es selectiva respecto a qué compuestos
pueden atravesarla, por lo que el azul de tripano no entra; sin embargo, las células
muertas pierden la permeabilidad en su membrana y el colorante se difunde al interior
de la célula. De esta manera se distinguen bajo el microscopio células vivas incoloras,
de aquellas muertas que absorbieron el color azul, permitiendo el conteo celular con
la ayuda de un hemocitdmetro (Camara de Neubauer). Para realizar este método, se
afiadié 100 pL de tripsina-EDTA 0.25 % (SIGMA®) para despegar las células de la
superficie de la caja Petri. Para inactivar la reaccion de la tripsina, se agregaron 200
pL de medio MEM suplementado. Todo el volumen fue colectado en un tubo
eppendorf, del cual se tomé una alicuota de 20 pL de suspension celular y 20 yL de
azul de tripano que fueron homogenizados. De ésta suspension se tomaron 10 pyL que

fueron depositados en el hemocitdmetro. Se contaron las células no tefiidas en los 4
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cuadrantes de la camara Neubauer utilizando un microscopio 6ptico. Para determinar

la cantidad de células se utilizo la siguiente formula:

No.de células

- =(C1+C2+C3+C4)/4 x 2 x10* x fd

7.4 Senescencia Prematura Inducida por Estrés (SIPS).

Se usaron células con CPDs tempranos, las cuales fueron sembradas en cajas
Petri de 24 pozos con un area de crecimiento de 2 cm?, a una densidad de 20, 000
células. Tras dos dias cultivo se aplicé el tratamiento oxidante para inducir
senescencia, que consistio en adicionar al medio de cultivo 75 yM de H202 durante 2h
a 37°Cy al 5% de CO2. Después se lavaron las células con PBS, para posteriormente
mantener el cultivo durante un periodo de 8 dias en medio MEM nuevo, suplementado
con suero fetal bovino (SFB) Gibco® al 10%, antibiético-antimicético (100x) Gibco® al
1% (Gorbunova et al., 2002). Después del tratamiento, se realizaron los conteos
celulares cada dos dias mediante la técnica de exclusion del azul tripano, hasta el

octavo dia.
7.5 Induccion de Senescencia Replicativa (SR)

Se sabe que las células WI-38 alcanzan aproximadamente entre 50-60
duplicaciones (Hayflick, 1965); por lo que se cultivaron las células hasta un CPD tardio
(CPD 49), en cajas Petri de 24 pozos con un area de crecimiento de 2 cm?, a una
densidad de 20, 000 células y los cultivos se mantuvieron a 37°C y 5% de CO:zen

medio MEM, suplementado con SFB (Gibco®) al 10% y con antibiético-antimicético
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100x (Gibco®) al 1%. Se contaron las células de la manera antes mencionada para

monitorear su senescencia.

7.6 Ensayo de Senescencia Asociada a la Actividad de la enzima B-
galactosidasa (SA- B-gal).
Se usoO el ensayo de SA-B-gal para todos los grupos experimentales, el cual
consiste en la hidrolisis del reactivo X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-
galactésido) por la enzima B-galactosidasa, cuya presencia se encuentra aumentada
en las células senescentes. Tras la reaccion se produce un precipitado verde-azul que
se cuantifica contando las células tefiidas con la ayuda de un microscopio optico (Dimri
et al., 1995). Se usaron cajas Petri de 4 pozos con un area de crecimiento de 2 cm?,
para sembrar a una densidad de 20, 000 células. La técnica se realiz6 de la siguiente
manera:
1) Las células fueron lavadas con PBS y posteriormente se retir6 el buffer.
2) Se afadio la solucién fijadora, que consistié de formaldehido al 3% en PBS.
3) Las células se incubaron con fijador a temperatura ambiente 5 min.
4) La solucion fijadora fue retirada y las células fueron lavadas con PBS.
5) Se afiadio la solucion X-Gal, que consistié en una mezcla de los siguientes
componentes: 50 mg/mL de X-Gal, 100 mM de ferricianuro de potasio K3 [Fe
(CN)g], 100 mM de ferrocianuro de potasio K4 [Fe (CN)es], 5 M de NaCl, 1 M
de MgCly buffer de 0.2 M de &cido citrico/fosfato de sodio con pH 6.

6) Las cajas Petri fueron selladas con papel parafiim y fueron incubadas

durante toda la noche.
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Las células positivas a este ensayo se tifieron de un color verde-azul, fueron
visualizadas en un microscopio Optico y se contaron 5 campos con un total de 100

células.
7.7 Determinacion de las Principales Proteinas de Dinamica Mitocondrial

Una técnica analitica usada para detectar proteinas especificas en una muestra
determinada, es el Western blot o inmunoblot. Mediante una electroforesis en gel
desnaturalizante se separan las proteinas atendiendo al criterio de su peso molecular,
la carga eléctrica y el pH, luego son transferidas a una membrana adsorbente
(tipicamente de nitrocelulosa o de PVDF) para buscar la proteina de interés con
anticuerpos especificos. Finalmente, se detecta la unién antigeno-anticuerpo por
actividad enzimética. De esta forma se puede estudiar la presencia de la proteina de
interés y analizar su cantidad relativa respecto a otras proteinas. El procedimiento se

realiz6 como en Mahmood y Yang, 2012.

7.7.1 Extracciéon de Proteinas Celulares

Las células fueron sembradas en cajas Petri con un area de crecimiento de
58.95 cm?, a una densidad de 590, 000. Una vez que las células alcanzaban 90% de
confluencia se retiré el medio MEM y se lavaron con PBS, luego se afadié 200 pL del
buffer de lisis celular, el cual estuvo compuesto por: 10 mL de M-Per®, una pastilla
Complete-Mini Proteasa®, 0.1 M de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 1M de

ditiotreitol (DTT). El lisado fue recuperado en un tubo eppendorf y centrifugado durante
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15 min a4 °Cy 13, 500 rpm. Finalmente el sobrenadante fue recuperado y guardado

a -80 °C hasta su uso.
7.7.2 Cuantificacion de Proteinas Mediante la técnica de Bradford

La técnica de Bradford se basa en la union del colorante azul Coomassie a
proteinas con aminoacidos basicos, especialmente arginina y aromaticos. El colorante,
en solucion &cida, existe en dos formas una azul y otra naranja. Las proteinas se unen
a la forma azul para formar un complejo proteina-colorante con un coeficiente de
extincion mayor que el colorante libre (Mahmood y Yang, 2012). El procedimiento fue
el siguiente, se preparo el blanco con 800 uL de agua destilada y 200 pL del reactivo
Bradford, después se hizo un stock de 1 mg/mL de albumina de suero bovino (ASB)
para preparar la curva de ASB, en cada celda se dispusieron 800 pL de aguay 200 uL
de Bradford y a cada celda se le afiadié 2, 4, 8 y 16 pL de ASB, las mezclas fueron
resuspendidas e inmediatamente se tomo la lectura en un espectrofotdmetro a una
absorbancia de 595 nm. Se sacO la ecuacion de la recta para determinar la

concentracion de las proteinas.

Para correr las proteinas en la electroforesis, se les afiadio 6 pL de buffer de
carga (6 mL de Na2HPO4 0.5 M, 3 mL de glicerol, 0.75 g de SDS, 0.015 g de DTT,
0.005 g de azul de bromofenol, aforar con 10 mL de agua destilada) para una

concentracion final de 35 mg de proteinas y se desnaturalizo en el termociclador.
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7.7.3 Preparacion del Gel de Separacion Resolvedor al 12%

Se mezclaron 5 mL de la solucion 1 (4.54 g de Tris-HCI 0.75 M, 0.1 de SDS al
0.2%, volumen final 50 mL de H20 destilada, pH 8.8) 4 mL de la solucion 2 (15 g de
acrilamida, 0.4 g de bis-acrilamida, volumen final 50 mL de H20 destilada) 1 mL de
agua destilada, 14 pL de TEMED (tetrametiletiiendiamina) y 50 pL de persulfato de

amonio al 13% (PSA).
7.7.4 Preparacion del Gel Concentrador

Se afadié 360 pL de la solucién 2 (Acrilamida BioRad®), 1.5 pL de la solucién 3
(1.51 g de Tris-base, 0.1 g de SDS, volumen final 50 mL, pH 6.8) 1.2 mL de agua
destilada, 7.5 pL de TEMED y 30 pL de PSA al 13%. Colocar inmediatamente el peine

de 10 pozos.
7.7.5 Electroforesis

Las proteinas de la muestra fueron separadas mediante una electroforesis en
gel a 90 V durante 90 min y con el buffer de electroforesis. Antes de la transferencia,
la membrana fue activada en metanol durante 50 seg, seguido de agua destilada

durante 5 min, posteriormente 15 min en el buffer de transferencia.
7.7.6 Transferencia

El gel fue separado de los cristales y se realizé el montaje en el cassette de
transferencia en el siguiente orden: del lado del catodo (polo negativo) se colocé una
fibra, 2 papeles filtro, el gel, la membrana, 2 papeles filtro y una fibra en el anodo,

guedando este en la parte superior. El montaje se coloca directamente entre el catodo
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y el anodo. Se uso el buffer de transferencia, en una camara con hielo. Se aplico

corriente 120 V durante 90 min.
7.7.7 Bloqueo

Al finalizar la transferencia, las proteinas se encuentran en la membrana por lo
gue es preciso bloquear los lugares de union que han quedado libres. Se afadié leche
descremada en polvo al 8 % durante 1 h. A continuacién se realizé un lavado con TBS-
tween durante 10 min y finalmente se colocé el anticuerpo primario a una

concentracion 1:1000, se dej6é durante toda la noche.
7.7.8 Deteccion Quimioluminiscente

Para este tipo de deteccion se requiere la incubacion de la membrana con un
sustrato, que emitira luminiscencia al ser expuesto a la enzima peroxidasa de rdbano
gue trae unido el anticuerpo secundario. La fluorescencia emitida se capté mediante
el uso de un fotodocumentador Kodak®. El tiempo de exposicién fue 45 seg durante 2
ocasiones. Las imagenes de cada una de las bandas se analizaron por densitometria.
El andlisis de imagenes se realizé en el software Kodak®. Los resultados se expresan
en numero de pixeles de la proteina de interés con respecto a la proteina de

normalizacion B-actina (densidad oOptica relativa).
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7.8 Analisis de la red mitocondrial

El MitoTracker® (MT) (figura 4) pertenece a una familia de colorantes con
afinidad por la matriz mitocondrial que tienen un grupo clorometil, el cual se une a los
grupos tiol de las mitocondrias dentro de las células vivas. Como la mayoria de las
sondas mitocondriales, el ingreso de los colorantes de esta familia (MitoTracker®
Orange CMTMRos, MitoTracker® Orange CM-H2TMRos, MitoTracker® Red CMXRos,
MitoTracker® Red CM-H2XRos, and MitoTracker® Deep Red) a la mitocondria

dependen del potencial de membrana (Chazotte, 2011).

. -
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Figura 4. Reacciones intracelulares de la familia de MT.Cuando esta sonda entra a la célula de respiracion
activa, que se oxida a MT Red CMXRos®, donde reacciona con los grupos tioles de las proteinas y
péptidos para formar un conjugado.

Para este trabajo se utiliz6 el MT Red CMXRos® (M-7512), que pertenece a la
familia de MT Red, tras oxidarse emite fluorescencia y por su rapida acumulacion
detecta mitocondrias metabdlicamente activas asi como a las poco activas. Su maximo
de excitacion se encuentra a 579 nm y el de emision a 599 nm. Por lo tanto, para la
fluorescencia que emiten estos fluorocromos es necesario un filtro rojo para visualizar
el Mitotracker Red CMXRos. El microscopio confocal de fluorescencia que se utilizd

fue de la marca Carl Zeiss, modelo LSM78MLO. El procedimiento fue el siguiente:
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1) Las células fueron sembradas en cubreobjetos previamente tratados con
100 pL de colagena, en una cantidad de 5 000 células.

2) Cuando las células alcanzaron entre un 35 a 40% de confluencia, se aplico
directamente en el medio MEM libre de SFB y sin antibiético-antimitético, el
MitoTracker® Red CMXRos a una concentracion de 25 nM y se dej6 durante
20 minutos en la incubadora para tefiir. Al término del tiempo, las células
fueron lavadas con PBS.

3) Las células fueron fijadas con formaldehido al 3.7% y se incubaron a 37°C
durante 15 min; inmediatamente después se lavaron con PBS.

4) Finalmente, los cubreobjetos fueron montados en los portaobjetos para su

observacion posterior en el microscopio confocal.
Las imagenes fueron analizadas con el software ZEN 2012 SP2 Carl Zeiss.

7.9 Andlisis Estadistico
Los todos los experimentos se realizaron en tres eventos independientes y por
triplicado. Para el tratamiento estadistico de los ensayos de proliferacion celular y el
ensayo de B-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-gal), se utilizé la prueba
paramétrica ANOVA seguida de una prueba de tuckey-kramer, con una p<0.05.
Mientras que para los datos no paramétricos se realiz6 un test de kruskal-wallis,

seguido de un post-test de dunn, con una p<0.05.
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8.0 RESULTADOS

8.1 Proliferacion Celular

La curva de proliferacion que se presenta en la grafica 1 muestra el
comportamiento de los 2 modelos analizados de senescencia, se observa que las
células inducidas mediante SIPS, dejaron de proliferar al cuarto dia después del
tratamiento. Para el caso de las céluas en CPD'’s tardios las cuales se dejé senescer
de manera natural, se establecié que a partir del CPD 55 las células cesaron su
proliferacion por lo que se les consideré como senescentes replicativas (SR) en ese
momento. En la gréfica se observan también las células de CPDs tempranos que

proliferan continuamente y que se usaron como control.
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Grafica 1. Proliferacion celular WI-38. Las células tratadas con H20:2 (SIPS) (linea verde), cesan su
proliferacién inmediatamente después del tratamiento en comparacién con las células control. Las
células senescentes replicativas (SR) (linea azul), dejaron de proliferar a partir del CPD 55. Se
muestran los valores promedio con su error estandar, (*tuckey-kramer, con una p<0.05). Las
determinaciones se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes (n=3).
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8.2 Ensayo de B-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-gal)

Se realiz6 el ensayo de SA-B-gal en células no senescentes (control) (figura 5)
y en las células tratadas con H202 (SIPS) (figura 6). En las células inducidas mediante
SIPS se encontr6 que a partir del dia 4 después del tratamiento habia
aproximadamente 80 % de células positivas comparado con el grupo control; por lo
gue estos datos sugieren que después del tratamiento con H20: las células en cultivo

entran al estado senescente en el cuarto dia (gréafica 2).

Células Positivas al Ensayo SA-R-gal
No senescentes / SIPS
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Grafica 2. Ensayo B-galactosidasa asociada a la senescencia. Células control (NS) y SIPS.
Después del tratamiento con H203, a partir del dia 4 se encontraron diferencias significativas en
el porcentaje de células positivas al ensayo en comparacion con las células control. Se
muestran los valores promedio con su desviacion estandar (*tuckey-kramer, con una p<0.05).
Las determinaciones se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes (n=3).
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1 Dia 4
Dia 2
CD: 36.56 CPD: 38.41

Dia 6 Dia 8
CPD: 39.41 CPD: 40.01

Fig.5. Células no senescentes, SA-B-gal.

Micrografias que ilustran la actividad de B-galactosidasa en células con CPD temprano

durante los 8 dias de determinacion.
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CPD inicial: 36.56

Dia 6 Dia 8

Fig. 6. Células tratadas con H202, SA-B-gal.
Micrografias que ilustran la actividad de B-galactosidasa en células con CPD temprano
inducidas a senescencia mediante la aplicacion de H202. CPD inicial 36.56.
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Se usaron células con CPDs tardios para observar la senescencia replicativa
(SR). La grafica 3 muestra que a partir del CPD 55 comienza un incremento
significativo en las células positivas al ensayo SA-B-gal y se alcanza casi el 60 % de
células positivas en el CPD 58; por lo que, estos datos sugieren que la senescencia

replicativa se alcanza en este rango de duplicaciones poblacionales (figura 7).
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Grafica 3. SA- B-gal en células WI-38 con CPD tardio (SR).
Se muestran los valores promedio con su desviacion estandar (*tuckey-kramer, con una
p<0.05). Las determinaciones se realizaron por triplicado en tres experimentos
independientes (n=3).
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CPD: 48.91

Dia 2 Dia 4
CPD: 49.68 CPD: 52.02

CPD: 55.11 CPD: 58.09

Fig. 7. Senescencia Replicativa SA-B-gal.
Micrografias que ilustran la actividad de B-galactosidasa en células con CPD’s tardios.
CPD inicial 48.91.
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8.3 Expresion de Proteinas Asociadas a la Dinamica Mitocondrial

En la figura 8, se muestran las membranas representativas del inmunoblot de
las células WI-38 de NS, SIPS y SR, en donde se observé que durante la senescencia
SIPS y SR hay una diferencia significativa en la expresion de OPAL (proteina principal
de fusion), que se encuentra disminuida aproximadamente un 60% y 40%
respectivamente en comparacion con el control NS. En contraste, hay un aumento
significativo en DRP1 (proteina principal de fision), alrededor de un 90% durante
ambos tipos de senescencia. Mientras que PGC1a (proteina principal de biogénesis

mitocondrial) no presentd ninglun cambio estadisticamente significativo respecto al

control.
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Fig. 8. Expresion Relativa de las principales proteinas de la dinamica mitocondrial en WI-38, no
senescentes (NS), en senescencia inducida con 75 pM de H202 (SIPS) y en senescencia
replicativa (SR). Los valores representan el promedio + Error estdndar. Las diferencias fueron
determinadas mediante una prueba de Kruskall Wallis, acompafiada de una prueba de
comparaciones multiples de dunn. La significancia fue marcada como *p<0.05. Las
determinaciones se realizaron por triplicado en al menos tres experimentos independientes.
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8.4 Morfologia de la Red Mitocondrial

En los controles NS se encontrd una red mitocondrial tubular que se clasificé
como silvestre, a la cual denominamos Tipo 1. Se observé que en células SR, la red
mitocondrial fue muy similar a la de los grupos NS en un 100% de los campos
contados. Durante SIPS, se observo que tuvo una morfologia similar a la silvestre, en
algunas células. Sin embargo, dentro de este mismo grupo experimental otras células
se caracterizaron por tener una morfologia en la red mitocondrial diferente, a la que
denominamos Tipo 2 (figura 9). Esta segunda morfologia se observé que la red
mitocondrial se encuentra localizada hacia la zona perinuclear y se distinguié por
formar tubulos mitocondriales atravesando la célula en varias direcciones. Estas
imagenes sugieren un aumento en la cantidad de cruces entre tubulos mitocondriales
(aumento en el numero de nodos), lo que resulta en una apariencia de red mas cerrada
gue podria deberse a hiperfusién. Ademas se observo que en las regiones lejanas al

nucleo (periféricas) hay pocas mitocondrias fragmentadas.
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Fig. 9. Morfologia de la red mitocondrial en células WI-38. La red mitocondrial se
clasific6 en silvestre (Tipo 1) y con apariencia hiperfusionada (Tipo 2). A) Células NS
con unared mitocondrial Tipo 1.
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Morfologia de la red mitocondrial en células WI-38. B) Células SIPS, red mitocondrial
similar ala Tipo 1. C) Células SIPS, con morfologia que se caracterizo por nodos y
tubulos mitocondriales transversales y longitudinales. En las regiones lejanas al nucleo
(periféricas) se observaron pocas mitocondrias, ya fragmentadas Tipo 2.
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Morfologia de la red mitocondrial en células WI-38. D) Células
SR con red mitocondrial similar a las NS.
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9.0 DISCUSION

Durante muchos afios se ha relacionado a la senescencia con el
envejecimiento, debido a la evidencia que ha demostrado que en tejidos provenientes
de organismos viejos hay un aumento en las células senescentes (Dimiri et al, 1995).
A su vez, la presencia de células senescentes en los tejidos de organismos viejos, se
ha asociado con una gran variedad de enfermedades relacionadas con la tercera edad.
Por ello, la comprension de los mecanismos de inducciébn de senescencia y las
caracteristicas de dichas células podrian ayudar a este sector poblacional.

En este trabajo se emplearon fibroblastos de pulmén de embrion humano Wi-
38 que son capaces de llevar a cabo aproximadamente 50-60 duplicaciones
poblacionales antes de entrar en senescencia, con la finalidad de tener un modelo que
proporcione un panorama mas cercano a lo que sucede en los humanos para el
entendimiento de las enfermedades relacionadas a la edad.

Un aspecto innovador de este trabajo fue el establecer en esta linea particular
(WI-38), los parametros para lograr inducir senescencia por dos vias distintas: SR y
SIPS.

Existen varios reportes sobre los tratamientos con H202 para inducir SIPS, sin
embargo las concentraciones a las que se han utilizado son muy variadas y algunos
autores mencionan que se observa una detencion en el ciclo celular al usar
concentraciones que van en el rango de 100 uM hasta 500 uM (Gorbunova et al., 2002;
Ngo et al, 2011). Sin embargo, nuestras estandarizaciones mostraron que

concentraciones superiores a 100 pM, los cultivos morian. Gorbunova y colaboradores
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reportaron que después del 4to o 5to dia del tratamiento con H202 encontraban un
incremento en el porcentaje de células senescentes. En el presente trabajo se logro
inducir SIPS con un tratamiento de H202 75 pM y se observo que para el 4to dia el
namero de células senescentes era mayor de 75%.

Para los cultivos donde se dej6 que las células proliferaran hasta llegar a la SR,
se establecié un rango a partir del CPD 55 hasta el 60 en el cual las células ya no
proliferaban mas y entraban a la etapa de senescencia.

Ademas de un mecanismo de detencion de la proliferacidn, la senescencia
celular es también un proceso que ocurre como respuesta al estrés y al dafio en
estructuras celulares, constituye una ruta de respuesta alternativa a la muerte celular
programada por lo que es de vital importancia para suprimir la formacion de células
cancerigenas. Uno de los organelos implicados en el estrés celular es la mitocondria,
puesto que ha sido identificado como una de las principales fuentes de ERO.

Las mitocondrias no s6lo son organelos esenciales para numerosas reacciones
bioguimicas en la homeostasis energética, sino que también participan en otros
eventos celulares, desempefiando un papel clave en la apoptosis y la senescencia
celular. Recientes avances en la biologia mitocondrial han demostrado que dichos
organelos estan en constante remodelacion, formando redes a través de procesos de
fision y fusion. Se ha demostrado la implicacion fundamental de la dinamica
mitocondrial en una amplia gama de procesos fisiolégicos y patolégicos (Kuzmicic et
al., 2011; Unterluggauer et al., 2007; Yoon et al, 2006). Sin embargo, el papel de la
dindmica mitocondrial durante la senescencia aun es controversial y ha sido poco

explorado.
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La dindmica mitocondrial esta dirigida por los eventos de fusion y fision,
mediados por un conjunto de proteinas. Un primer acercamiento interesante que se
obtuvo en este estudio, fue que se encontré una disminucion significativa en la proteina
OPA1 durante SIPS y SR, esto sugiere que la principal proteina de fusion se encuentra
abatida durante ambos tipos de senescencia. Por el contrario, aumenté
significativamente DRP1, tanto en SIPS como en SR. Estos resultados contrastan con
varios reportes que muestran un aumento en OPA1l y en la maquinaria de fusion,
durante la senescencia (Navratil et al., 2008; Unterluggauer et al., 2007; Yoon et al,
2006; Zottini et al, 2006). Sin embargo, dichos estudios se realizaron con otros
modelos celulares y se usaron otros agentes inductores de SIPS como la radiacion UV
0 el humo del cigarro (Lee et al., 2007; Yoon et al., 2006; Zottini et al, 2006). Esto nos
lleva a pensar que la dinamica mitocondrial pudiera ser distinta dependiendo del tipo
de célula que se estudia y/o del estimulo inductor, puesto que los eventos de fusiéon y
fisibn responden a variadas demandas celulares segun el tipo de tejido del que se
trate.

La sobreexpresion de DRP1 podria ser una respuesta al estrés mitocondrial,
por ejemplo para favorecer la mitofagia de mitocondrias dafiadas. Sin embargo, en las
micrografias obtenidas no se encontro fragmentacion mitocondrial en las células
senescentes (ni SIPS, ni SR). Esto sugiere que el aumento en DRP1 no fue suficiente
para motivar la fragmentacion, ya sea debido a que la DRP1 sea poco funcional o a
gue se requiera un aumento también en otras proteinas de fision mitocondrial, como
los adaptadores FIS1 o MFF. En células en cultivo se ha observado que la

sobreexpresion de DRP1, en presencia de niveles basales de sus adaptadores, no
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basta para provocar fragmentacion mitocondrial. ES necesario realizar mas
experimentos para medir las otras proteinas que participan durante la fision
mitocondrial.

En SIPS se encontr6 aproximadamente la mitad de células con redes
mitocondriales normales, similares al grupo control, y el resto de células presentaron
una red sugerente de redes mitocondriales hiperfusionadas con ubicacion peri-nuclear.
Sin embargo para poder afirmar concluyentemente que los tabulos mitocondriales son
continuos se necesitan de técnicas que den seguimiento a la dinamica mitocondrial en
células vivas. Estas se basan en el uso de proteinas fluorescentes dirigidas a la matriz
mitocondrial tales como la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés
green fluorescent protein), la proteina amarilla fluorescente (YFP, yellow fluorescent
protein) o la roja (RFP, red fluorescent protein), o sus versiones fotocambiables
(proteinas que mientras emiten una fluorescencia pueden ser re-excitadas para emitir
a una longitud de onda mayor, con lo que su sefial cambia de color) o fotoactivables
(proteinas que aumentan su emision cientos de veces al ser irradiadas con una luz
intensa). Tras la expresion de la proteina fluorescente, una pequefa porcion de la red
mitocondrial es fotoblanqueada, fotoactivada o fotocambiada y se registra la
propagacion de la sefal por difusién hacia el resto de la red mitocondrial en lapsos de
tiempo. La continuidad de los tdbulos mitocondriales conduce a una dilucion de
intensidad de la sefial, que permite cuantificacion (Molina y Shirihai et al, 2009). O bien,
se pueden complementar estas observaciones con el uso de la microscopia

electronica.

49



También se observaron algunas células del grupo SIPS con mitocondrias
fragmentadas en la periferia. Esto puede sugerir que probablemente no todas las
células entraron en un estado senescente al mismo tiempo. Esto es congruente con
los resultados obtenidos durante el ensayo SA-B-gal, en donde se encontrd
aproximadamente el 80 % de células positivas después del tratamiento con el H20x2.
Las células con una red hiperfusionada podrian estar en una senescencia mas tardia
donde se aprecia una morfologia alterada, que posiblemente correlacionara con un
SASP mas agresivo para las células vecinas. Aunque los Western blots muestran una
disminucién en la proteina OPAL en SIPS y SR, la microscopia confocal sugiere que
existen eventos de fusion, por lo que posiblemente una disminucién en OPAL no sea
limitante, o bien otras proteinas estén participando y compensando dicho evento.

No se encontraron en la literatura estudios de dindmica mitocondrial en las
células WI-38, sin embargo, existe un trabajo parecido de Hiromichi del 2013, realizado
con células epiteliales bronquiales humanas (HBEC) donde se reporta fragmentacion
mitocondrial como respuesta a la exposicion al humo del cigarro, observandose una
detencion del ciclo celular y disminucion en las principales proteinas de fusion. Lo
anterior sugiere que en este tipo de células dafadas por estrés oxidante, la red
mitocondrial podria verse afectada. Asi mismo, Knott y colaboradores (2008)
mostraron que un aumento en la fragmentacion mitocondrial esta relacionado con la
patologia de varias enfermedades, como las neurodegenerativas que a su vez, estan
asociadas a padecimientos de la tercera edad, por lo que la acumulacion de células
senescentes inducidas por SIPS en el cerebro podria relacionarse con este tipo de

dano.
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No existen reportes en cuanto a la participacion de PGC1a durante la
senescencia. Nuestros resultados sugieren que esta proteina inductora de biogénesis
mitocondrial no se encuentra significativamente alterada en la senescencia inducida
por las vias estudiadas. Sin embargo, faltaria corroborar esto con mas experimentos.
Se sabe que la fisidn suele favorecer procesos como la mitofagia, para deshacerse de
los organelos dafiados, no obstante, nuestros resultados no sugieren que durante la
senescencia haya un mayor recambio mitocondrial a través de la biogénesis, que en

células no senescentes.
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CONCLUSIONES

% Se establecieron los modelos en ambos tipos de senescencia.

+ El efecto del agente inductor durante SIPS en cultivos con CPDs tempranos se
observo a una concentracion de 75 pM de H20: al cuarto dia después del tratamiento.

+« Durante la senescencia SIPS se alcanzo6 casi el 80% de células positivas al
ensayo SA-B3-gal, contrario a la SR donde se obtuvo un valor cercano al 60%.

% La principal proteina de la maquinaria de fusion OPA1, se encontr6é disminuida
durante SIPS y SR, mientras que la principal proteina de fision DRP1 aumentd en
ambos grupos estudiados.

+ Las diferencias encontradas en la red mitocondrial durante SIPS nos sugieren
que no todas las células entran al mismo tiempo a senescencia.

% La red mitocondrial durante SIPS, sugiere una hiperfusion perinuclear en
aproximadamente la mitad de las células acompafiada de fragmentacion en las zonas
mas lejanas a este.

% La observacion morfolégica de la red mitocondrial durante NS y SR es muy
similar, esto sugiere que la maquinaria de fision/fusion mitocondrial se encuentra
activa.

+« Durante ambos tipos de senescencia celular, no hubo un cambio significativo

en la proteina de biogénesis mitocondrial PGC1la.

52



PERSPECTIVAS

v Determinar la expresion de ARNm de otras proteinas que participan en los
eventos de fusion y fision.

v Evaluar otras proteinas que también participen en los eventos de dinamica
mitocondrial, durante la SR y la SIPS.

v" Colocalizar las proteinas de dinamica mitocondrial antes mencionadas dentro
de la red mitocondrial en ambos tipos de induccion de senescencia.

v Evaluar la biogénesis de la masa mitocondrial mediante otra técnica como el
citbmetro de flujo.

v' Evaluar la dinamica mitocondrial en otros tipos de senescencia inducida, como
por ejemplo la inducida por inhibicion del proteosoma.

v Evaluar si las imagenes encontradas en SIPS, que sugieren una hiperfusion
mitocondrial realmente son debidas a una continuidad entre los tabulos mitocondriales,
mediante microscopia electronica o a través del uso de proteinas fluorescentes

dirigidas hacia la mitocondria (como GFP, YFP o RFP).
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