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RESUMEN

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dividirse y se acumulan manteniendo un fenotipo alterado, este estado se conoce como

senescencia replicativa. Ambas hipótesis han acumulado una gran cantidad de evidencia

experimental que las apoya; por lo que el tratar de integrarlas se ha convertido en un reto

importante. Una proteína que podría jugar un papel protagónico en esta integración es la

proteína Bcl-2, cuya función engloba mecanismos de anti-apoptosis, regulación del ciclo

celular y protección antioxidante. Este trabajo constó de dos objetivos principales, uno

analítico, que fue el de evaluar si la sobreexpresión de la proteína Bcl-2 confiere un efecto

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

fibroblastos de pulmón de ratón. Y otro descriptivo, el de evaluar si el fenotipo senescente

adquirido por los fibroblastos provenientes de animales jóvenes in vitro, es similar al que

presentan los fibroblastos de animales viejos durante el proceso de envejecimiento in vivo.
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Para cumplirlos, se realizaron cultivos primarios de fibroblastos de pulmón de ratón joven

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

fisiológico muy similar al fenotipo envejecido.

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

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

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

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

el ensayo cometa, y por otro lado, en células de hígado cuantificando el aducto 8OHdG.

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

retroviral y posteriormente se cuantificó la proliferación celular y el número de células

positivas a SA-β-gal.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

daño previo, tanto oxidativo como epigenéitico.

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

objetivos del proyecto, como el hecho de que el estrés generado por la infección infección
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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 múltiples partos, en las

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

embarazos y el fenotipo de envejecimiento prematuro.

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

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

que valdría la pena continuar su estudio.
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INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES

1. EL ENVEJECIMIENTO COMO UN PROBLEMA SOCIODEMOGRÁFICO

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

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

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

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

de Estadística, Geografía e Informática (INEGI) en el año 2000, en la actualidad el número

de niños y adolescentes es significativamente mayor al de los “adultos mayores”  (≥ 65

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

progresivas.

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

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

aspirar a un futuro con planeación  y perspectivas adecuadas. Al igual que las variables de



Figura 1: DEMOGRAFÍA  MEXICANA   
Distribución demográfica de la población mexicana. Ambas gráficas se han dividido en tres 

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

A. Resultados aportados por el censo nacional de población y vivienda del año 2000 realizado por 
el Instituto Nacional de Estadística, Geografía e Informática (INEGI).

B. Estimación de la distribución poblacional mexicana para el año 2050, realizado por el Consejo 
Nacional de Población (CONAPO).

Censo de Población 2000, INEGI Estimación del CONAPO
Para el 2050

0-14 años

15-64
años

34.14%

60.87%

4.97

15-64
años

60.72%

25%

14.28%
0-14 años

>65 años
>65 años

A B
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salud, la fecundidad o el medio ambiente, las condiciones del envejecimiento deberán

figurar explícitamente y desde ahora en los planes de desarrollo económico y social de

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

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

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

entorno familiar, social y económico que lo rodea.

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

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

prevalencias de enfermedades crónicas, degenerativas e incapacitantes; se conseguiría

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

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

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

productivas y satisfactorias, no necesariamente remuneradas, entre muchos otros

beneficios.

2. BIOLOGÍA MOLECULAR DEL ENVEJECIMIENTO

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

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

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

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

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

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

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

dando lugar a la alteración de sus funciones o incluso matar células que son imposibles de
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reemplazar. Se propone que los daños ocurren a nivel de proteínas, lípidos y ADN,  que

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

principalmente en la mitocondria, además de otros sistemas enzimáticos (Harman 1956;

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

2000).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

proliferativa, y su relación con el envejecimiento celular.

2.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO Y TEORÍA DEL ENVEJECIMIENTO POR

RADICALES LIBRES.

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

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

amplia se puede incluir al O2 y a la mayoría de los metales de transición. El O2 tiene  dos

electrones desapareados, cada uno localizado en un orbital Pi de anti-unión (π*) diferente,
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por lo que tienen el mismo número cuántico de spin, de manera que para que el O2 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 restricción muy

fuerte que hace que el O2 acepte un solo electrón a la vez y hace muy lentas sus reacciones.

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

electrón a la vez, estas restricciones quedan anuladas.

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

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

Si un electrón es aceptado por la molécula de O2 en estado basal, debe entrar en uno de los

orbitales π* de anti-unión y el producto de ello es el radical superóxido (O2
•). Este radical,

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

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

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

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

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

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

semiquinona puede ceder su electrón directamente al O2 para formar la quinona y el radical

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

La adición de un segundo electrón al O2
•   da lugar al anión peróxido (O2

-2 ), que no es un

radical libre por no tener electrones desapareados. Cualquier  O2
-2 formado a pH fisiológico

se protonará inmediatamente dando lugar al peróxido de hidrógeno (H2O2). Esta reacción

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

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

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

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

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

vez formado el H2O2, las células cuentan con enzimas capaces de degradarlo y convertirlo

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

y Gutterdige, 1999).

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

enlace O-O en el H2O2. Esta reacción se lleva a cabo mediante una catálisis química (no

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

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

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

  Fe+2 (Cu+ )  +    H2O2               Fe+3 (Cu+2 )   +   OH-  +  OH•

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

por metales:

  H2O2   + O2
• Fe/Cu       O2    +   OH-  +  OH•

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

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

genera O2
• in vivo, vía la ubiquinona (UQ). El superóxido a su vez produce H2O2  por

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

mitocondrial cuyos complejos proteicos poseen átomos de fierro y de cobre como



15

cofactores, es aceptado que la generación de radicales hidroxilo se lleva a cabo a este nivel

(Roberfroid y Buc-Calderon, 1994).

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

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

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

lado, se sabe que el H2O2 no es un radical libre, sin embargo una parte significativa de su

importancia radica en su potencial como precursor del O2
• debido a su capacidad para

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

1990). Además el O2
• y el H2O2 pueden liberar al fierro de la ferritina y de las proteínas

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

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

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

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

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

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

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

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

vida del organismo.

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

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

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

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

1997).
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2.2 DAÑO OXIDATIVO A LAS BIOMOLÉCULAS

2.2.1 Lípidos

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.2.2 Proteínas

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.2.3 ADN NUCLEAR

Se ha aceptado que en condiciones fisiológicas las especies como el O2
•  ,  el  H2O2  o  el

óxido nítrico (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 daños directos sobre el

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

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

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

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

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

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

anillo purínico. La adición 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 más estable y por lo tanto el que

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

los puentes de hidrógeno que estabilizan la complementarización en la doble cadena del
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El ataque del OH• en otra posición (C4, C5) también es posible.
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ADN, de manera tal que durante el proceso de duplicación, la enzima ADN-polimerasa

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

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

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

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

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

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

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

(Martínez et al, . 2003).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

acoplada a un detector electroquímico (HPLC-EC) y por cromatografía de gases acoplado a

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

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

en el sistema cromatográfico. En el caso del HPLC se separan primero los 4 nucleósidos

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

enlaces conjugados, usando un detector 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 así la

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

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

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

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

2002).

2.2.4 ADN mitocondrial

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

mitocondriales” (Wei, 1998).

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

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

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

2.2.5 Cambios en los sistemas de defensas antioxidantes asociados al envejecimiento

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

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

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

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

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

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

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

respecto.

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

hay una disminución significativa de sus respectivas concentraciones asociada al

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

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

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

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

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

(Mosini et al., 2004).

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

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

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

que se compararon los niveles de SOD, GPx, CAT, ceruloplasmina, ácido úrico y
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bilirubina, en sangre de individuos jóvenes y viejos y no se encontró diferencias

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

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

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

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

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

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

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

especie que se trate.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.3 SENESCENCIA REPLICATIVA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

células senescentes y pre-senescentes al mismo tiempo.

2.3.1. El fenotipo senescente

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

celulares muestran cambios fenotípicos  cuando senescen. Morfológicamente se observan

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

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

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

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

de la interleucina 1α (IL-1α) y de la molécula de adhesión I-CAM. En células

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Se postula que el límite en la capacidad replicativa de las células es un fenotipo dominante.

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

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

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

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

senescencia es una característica genéticamente dominante, mientras que la inmortalidad

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

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

ciertos genes cuya participación es importante para la progresión de la fase G1 del ciclo

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

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

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

estimulación mitogénica se induce en las células senescentes aproximadamente en los

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

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

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

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

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

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

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

factor de transcripción AP-1; y los genes Id1 e Id2 (Hara et al., 1996) que codifican para

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

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

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

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

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

la DNA polimerasa α y la dihidrofolato reductasa (DHFR) (Campisi, 1999). Además, se

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

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

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

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

como son p21 y p16 (Dulic et al., 2000), pero aún queda por aclarar quienes son los

reguladores de estos inhibidores.

2.3.3. Senescencia replicativa y Telómeros

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

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

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

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

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

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

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

realizados con el protozoario ciliado Tetrahymena thermophila (Blackburn y Gall, 1978),

demostraron que los telómeros están formados por secuencias repetidas, altamente

conservadas, ricas en guaninas que en vertebrados consisten de la secuencia TTAGGG. El
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número de copias de esta secuencia varía dependiendo de la especie. En humanos es

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

(Ducray et al.,1999)

Aunque experimentalmente se ha logrado sobrepasar la senescencia replicativa insertando

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

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

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

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

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

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

senescencia replicativa normal (Lundberg, 2000).

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

y gamma,  por estrés oxidativo usando peróxido de hidrógeno (H2O2 ) o hiperoxia oxidante

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

involucrados, aún quedan muchas dudas por resolver.

2.3.4. Senescencia replicativa y envejecimiento

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

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

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

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

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

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

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

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

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

personas con síndromes de envejecimiento prematuro hereditario, en especial con

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

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

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

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

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

basado en la actividad de la enzima β-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 tinción histoquímica a pH 6.0 usando el
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sustrato artificial  X-gal. Esta técnica es conocida como β-galactosidasa asociada a la

senescencia  (SA-β-gal) y difiere en su pH óptimo de la β-galactosidasa lisosomal (pH 4.0)

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

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

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

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

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

envejecimiento.

2.3.5. Senescencia replicativa y supresión de tumores

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

celular programada.

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

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

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

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

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

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

células por muerte apoptótica son las enfermedades neurodegenerativas, la disfunción

cardiovascular,  la atrofia muscular, los desórdenes intestinales y las enfermedades renales.

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

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

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

encuentran arrestadas.

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

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

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

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

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

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

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

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

como un mecanismo de defensa importante para deshacerse de células genéticamente

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

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

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

2.5 CROMATINA Y ENVEJECIMIENTO

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

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

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

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

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

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

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

secuencia de nucleótidos 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 única información genética que posee una

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

y Ogryzko, 2003).

2.5.1 Mecanismos involucrados en las modificaciones epigenéticas

Los cromosomas son estructuras heterogéneas con actividad genética, tiempo de

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

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

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

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

correlaciona con su funcionalidad: las regiones de cromatina altamente condensadas

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

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

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

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

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

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

dímeros de histonas H2A-H2B. Los nucleosomas y el ADN se encuentran estabilizados por

la histona H1. Las histonas son pequeñas proteínas básicas consistentes de dos dominios:

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

denomina cola de la histona puesto que  sobresale del nucleosoma.

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

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

y modificaciones post-transcripcionales de las histonas.

2.5.2 Metilación del ADN

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

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

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

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

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

ADN es uno de los mecanismos de supresión de la expresión génica o silenciamiento. En

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

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

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

que se les conoce como “islas CpG”. Estas contienen múltiples sitios de unión a factores de
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transcripción y sirven como promotores asociados a genes. La mayoría de los genes que se

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

(Richardson, 2003).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

en el ciclo celular por la transcripción del gene p21WAF1 (Young y Smith, 2001).

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

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

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

en ese tejido (Issa, 2002).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

actividad de desactilasas de histonas (HDAC). La famila de las desactilasas clásicas que se

subdivide en dos clases filogenéticas: HDAC clase I y HDAC clase II, y la familia de las

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

envejecimiento.
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C. Ejemplo de modificaciones potraduccionales en la histona H3 que reprimen la transcripción génica.  
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2.5.4. La familia de las desacetilasas de histonas Sir2 y la restricción calórica

El gene para la proteína Sir2p se describió originalmente en la levadura Saccharomyces

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

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

su nombre  (SIR = Silent Information Regulator).

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

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

envejecimiento. Se ha sugerido que ySir2p y otros miembros de su familia se localizan en

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

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

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

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

ADN (Kimura et al., 2002).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

más acoplada y genera menos especies reactivas de oxígeno. Al mismo tiempo, hay más
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NAD+ disponible para unirse a Sir2p que compacta y silencia la cromatina protegiendo al

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

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

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

proteína SIRT1 (homóloga de Sir2p), funciona como una desacetilasa de p53, previniendo

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

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

funciones.

3. LA PROTEINA Bcl-2

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

humano de las células B, producido por la translocación cromosomal t (14;18) (Tsujimoto

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

18 con la cadena pesada de la inmunoglobulina J del cromosoma 14. Debido a que la región



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

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

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

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

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

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

(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, A1, Mcl-1, CED-9 en C. elegans, etc), y los miembros pro-

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

subfamilias.

3.1 Estructura de la proteína 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 homólogos de Bcl-2,

conocidos como BH1, BH2, BH3 y BH4. (por Bcl-2 Homology; figura 6). Los miembros

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

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

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

contienen los dominos BH1, BH2 y BH3. Mientras que el otro subgrupo está constituido

por componentes denominados “killers”, que incluye a Bid, Bad, Hrk y  Bim, entre otros,

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

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

(Adams y Cory, 1998).

La estructura tridimensional de Bcl-XL ya ha sido resuelta por espectroscopía de resonancia

magnética nuclear y por cristalografía de rayos X (Muchmore et al., 1996; Aritomi et al.,
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1997) indicando que Bcl-XL  contiene dos hélices hidrofóbicas centrales rodeadas por cinco

hélices anfipáticas. Las regiones BH1, BH2 y BH3 están muy cercanas entre sí formando

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

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

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

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

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

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

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

confirmado únicamente in vitro (Basanez et al., 2001).

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

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

ser una proteína integral. Bcl-2 y Bcl-XL se localizan asociadas a la envoltura nuclear, a la

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

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

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

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

Bim) se localizan en el citosol y el citoesqueleto, y también se 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 acción de los miembros de la familia de Bcl-2

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

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

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

(VADC) (Shimizu et al. 1999). Se sugiere que tanto los miembros pro- como los anti-

apoptóticos pueden dimerizarse entre sí, alterando tanto la función de unos como de otros.

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

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

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

una proteína anti-apoptótica con una pro-apoptótica (formando un heterodímero) se inicia

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

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

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

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

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

esta naturaleza únicamente en base a homodimerizaciones o heterodimerizaciones (figura

8).

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

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

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

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

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

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

Bcl-2 y su familia aún queda por resolverse (Baliga y Kumar, 2002).
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Figura 8: PARTICIPACIÓN DE Bcl-2  EN LA APOPTOSIS
La proteína Bcl-2 se encuentra anclada en la membrana externa mitocondrial. Cuando se 
encuentra como homodímero mantiene inhibidos a Apaf-1 y a la procaspasa 9 e impide la 
formación del apoptosoma. Cuando se libera el citocromo c, o cuando Bcl-2 forma un 
heterodímero con Bax, se liberan Apaf-1 y la procaspasa 9 y la célula inicia el proceso de 
apoptósis. Bcl-2 también se ha realcionado con impedir la salida del citocromo cde la 
mitocondria. Por todo ello se dice que Bcl-2 tiene una participación post-mitocondrial en el 
fenómeno de apoptosis. 
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3.3 Expresión de Bcl-2 a lo largo de la vida.

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

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

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

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

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

edad como respuesta al incremento del estrés oxidativo.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

3.4 Bcl-2 como molécula antioxidante.

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

de la proteína Bcl-2 protege contra el daño oxidativo (Hockenbery, 1993; Steinman, 1995),

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

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

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

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

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

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

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

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

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

niveles de O2
.- ni  de  H2O2, sin embargo,  reportó que si disminuye los niveles de

peroxinitrito (ONOO-) y otras especies reactivas de nitrógeno. Esto resulta interesante

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

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

2002).

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

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

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

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

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

además de incrementar los niveles de GSH (Meredith et al., 1998; Lee et al., 2001b) .

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

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

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

3.5 Bcl-2 reguladora del ciclo celular

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

estas funciones (Vairo et al., 1996).

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

condiciones desfavorables para la proliferación, ciertos efectores del ciclo celular

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

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

Existen varios reportes que confirman que Bcl-2 arresta a las células en las fase G1 del

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

incierto (Kumazaki et al., 2002).

Se ha propuesto que el efecto de Bcl-2 no depende de p53 ni de p16 ya que Bcl-2 promueve

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

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

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

proteínas de la familia de represores constitutivos tipo retinoblastosma que actúan

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

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

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

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

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

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

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

reprimirían la transcripción de genes que permiten la entrada al ciclo celular como E2F1

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

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

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

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

expresión inducible de Bcl-2 en líneas celulares de carcinoma endometrial y carcinoma

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

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

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

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

ha observado durante la progresión de diversos tipos de neoplasias (Crescenzi et al., 2003).
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Figura 9: PARTICIPACIÓN DE Bcl-2  EN EL CICLO CELULAR
Se ha propuesto que la proteína Bcl-2 pudiera incrementar los niveles del inhibidor de Cdk´s, 
p27, así como la de algunos represores constitutivos de la familia de la proteína del 
retinoblastoma Rb, específicamente de p130. El aumento en la concentración de estas proteínas 
retrasría la transición de G0 a G1 retrasando el ciclo celular. 
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JUSTIFICACION

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

enfermedades propias de la tercera edad.

HIPOTESIS

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

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

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

retrase la aparición de la senescencia.

OBJETIVOS GENERALES

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

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

fibroblastos de pulmón de ratón.

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

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

viejos durante el proceso de envejecimiento in vivo.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Comparar en los cultivos primarios derivados de los ratones jóvenes y de los ratones

viejos cuatro parámetros asociados al envejecimiento como son: la proliferación

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

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

los viejos.

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

animales jóvenes en comparación con el de animales viejos.

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

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

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

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

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

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

senescencia.
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos

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

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

en el texto.

Modelo de estudio

Se utilizaron ratones hembra de la cepa CD1 mantenidos en el bioterio de la Universidad

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

norma oficial mexicana 062-ZOO-1999.

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

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

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

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

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

Después de ese lapso de tiempo, las hembras se deterioran física y fisiológicamente

presentando un fenotipo francamente envejecido, caracterizado por un aumento en la

aparición de tumores, pérdida de pelo y debilidad.

Existe el reporte de hace bastantes años, de un estudio realizado con 15 cepas de ratones

“inbreed  descendientes de las familias de crianza de la fundación Jackson-lab para

desarrollo y cría de animales, en el cual las hembras vírgenes de 14 de las 15 cepas

estudiadas, sobrevivieron significativamente más (de 20 a 25%) de lo que lo hicieron sus

hermanas dedicadas al pie de cría (Russel, 1964).
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Por lo cual, en este trabajo se consideró a las hembras vírgenes de 2 meses edad con

apertura vaginal como adultos jóvenes totalmente desarrollados y a las hembras de pie de

cría, de 12 a 14 meses de edad como animales deteriorados y viejos.

De estos animales se extrajeron los pulmones de los cuales se aislaron los fibroblastos para

obtener los cultivos primarios para la mayor parte de los experimentos que se realizaron en

el trabajo. Existen básicamente dos razones para ello:

1. Debido a que los pulmones son órganos que se encuentran expuestos de manera

constante a altas presiones parciales de oxígeno, se ha visto que se pueden inducir

respuestas particulares al estrés oxidativo que no son comunes en otros tejidos

(López-Torres et al., 1993).

2. Los fibroblastos en general, y los derivados de pulmón o de piel en particular, se

han usado frecuentemente con gran éxito como modelo de estudio en trabajos

relacionados con la senescencia celular (Dimri et al., 1995; Campis, 2000; Lueken

et al., 2004).

Es importante aclarar que en algunos experimentos se realizaron tratamientos in vivo

directamente con los ratones y posteriormente se extrajo el hígado de estos animales. En

dichos casos, se emplearon los mismos criterios referentes a la edad y sexo antes

mencionados.

PARTE I: MÉTODOS PARA EVALUAR LOS PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO

CELULAR

1. OBTENCIÓN DE LOS FIBROBLASTOS DE PULMÓN

Se empleó la metodología de Doyle y colaboradores (1998). Se sacrificaron  los ratones por

dislocación cervical. Se desinfectaron con etanol al 70% y se abrió la parte superior del
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tórax. Se removieron los pulmones enteros y se transfirieron a un tubo cónico (Falcon) de

50 ml que contenía 10 ml de PBS con 2% de antibiótico-antimitótico (antibac, GIBCO,

BRL), para enjuagarlos. Posteriormente, se transfirieron a una caja de Petri con PBS + 2%

de antibac, en la que se cortaron en fragmentos menores a 1 mm3. Los fragmentos se

lavaron 3 veces con la misma solución utilizando una jeringa para no perder el tejido.

Después del último lavado, se aspiró la solución y se agregó tripsina 0.25% diluida 1:1 con

PBS + antibac. Los pedazos de tejido se incubaron a 37°C por 10 min. Pasado ese tiempo

se retiró la tripsina con la jeringa y se volvió a lavar con PBS + antibac. Se agregaron 10 ml

de colagenasa tipo IA al 0.3% y se incubó a 37°C por 1 hora. Después de la incubación se

agregaron 15 ml de medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con

15% de suero fetal bovino inactivado (Hyclone), con 1% de antibac. Se repartió el

homogenado celular en las cajas de Petri, que se guardaron en una incubadora humidificada

con 5% de CO2 en el aire a 37°C.  El medio se  cambió cada tercer día.

2. PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO CELULAR

Como se mencionó anteriormente, el envejecimiento se puede definir como el deterioro

progresivo de las funciones metabólicas, bioquímicas y estructurales de un organismo, así

como una pérdida en la capacidad reproductiva. Es por ello que, para comparar las células

obtenidas de los animales jóvenes con las obtenidas de los animales viejos, se decidió

analizar específicamente algunos de los conceptos anteriores, que sirvieran como

parámetros que reflejen la funcionalidad celular, así como su capacidad proliferativa.

Una vez obtenido el cultivo primario, se dejó que las células proliferaran hasta obtener la

cantidad suficiente para realizar todas las determinaciones. Este tiempo fue de alrededor de
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6 días. Por lo que, una vez que se alcanzó la cantidad necesaria de células, se despegaron

con tripsina al 0.25%, se contaron en un hemocitómetro y se sembraron en placas de 48

pozos a una densidad de 5,000 células por pozo. En este momento se  sembraron todos los

pozos necesarios para realizar cada una de las determinaciones de los 4 parámetros, cada

segundo día y por triplicado, a lo largo del tiempo de vida de los cultivos o hasta que el

cultivo iniciara la fase de senescencia replicativa.

Los cultivos se mantuvieron en medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal

bovino inactivado (Hyclone), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100m g/ml) y 1% de

aminoácidos esenciales (Microlab). Las células se incubaron a 37°C, 5% de CO2 y 90% de

humedad, y se les cambió el medio cada tercer día. Los experimentos se realizaron siempre

con cultivos subconfluentes. Para evitar resultados inespecíficos, cuando las células de

algún pozo llegaban a confluencia, el contenido celular completo del pozo se transfería a un

pozo más grande.

2.1 Proliferación celular

La proliferación se determinó contando todas las células vivas en un pozo. Cada día del

experimento, las células se lavaron con PBS y se despegaron con tripsina-EDTA 0.25%. Se

tomó una alícuota de 20 µl de suspensión celular y se le agregaron 20 µl de azul de tripano.

Después de homogenizar, se tomaron 10 µl de esta suspensión y se contaron las células

utilizando un hemocitómetro y un microscopio óptico. Se contaron cinco campos para cada

determinación. El resultado fue el promedio del número de células contado  x 104 por ml.
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2.2 Determinación de la funcionalidad Mitocondrial (Ensayo de MTT).

Esta técnica se usó para evaluar la actividad mitocondrial de manera indirecta (Mosman,

1983), así como para medir los radicales libres del tipo del superóxido que son los que se

generan de la cadena respiratoria a nivel de la ubiquinana (Turrens, 1985) y que por su

potencial redox también pueden reducir al MTT [3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil

bromuro de tetrazolio].

Para realizar el ensayo, se retiró el medio de los pozos con las células correspondientes al

día del experimento y lavaron cuidadosamente con PBS. Se retiró el PBS y se agregó 1 ml

de MTT (Sigma) (0.5 mg/ml) pH 7.5. Las células se incubaron  durante 3 h a 37 °C. Se

retiró el MTT y se agregaron 800 µl de solución de extracción (HCl 0.04 M en isopropanol)

a cada pozo. Las placas de cultivo se colocaron sobre un plato de agitación (Thermolyne

AROS 160) durante 15 min a temperatura ambiente para disolver el formazán. El contenido

de cada pozo se determinó midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm en

un espectrofotómetro (Beckman DU 640). El valor de fondo se midió a 630nm y ese valor

se restó a cada determinación. La funcionalidad mitocondrial se determinó como densidad

óptica (D.O.) por número de células y los resultados se presentan normalizados.

2.3. Síntesis de ADN: Incorporación de timidina tritiada

Para estimar la síntesis de ADN, una alícuota de 1 µCi  de  [3H]-timidina (NEN, USA) se

agregó al medio de cultivo después de que las células habían sido lavadas con PBS. Las

células se incubaron a 37°C por 24 h para permitir que la timidina se incorporara.  Pasado

ese tiempo, se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con 0.5 ml de solución de metanol
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95%- PBS por 15 min. Se retiró el metanol y las células se lavaron cuidadosamente con

PBS dos veces más. Posteriormente se agregaron 500 µl de NaOH 0.2 N por pozo para

hidrolizar el ADN, y se mantuvo en incubación durante toda la noche a 37°C. Al otro día,

se transfirió el contenido de cada pozo a un vial que contenía 5 ml de líquido de centelleo

(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 cuantificó en un contador de centelleo (Beckman LS 6500). Los

resultados se reportan como cpm por número de células.

2.4 Senescencia Celular: ensayo SA- β-gal

Para realizar la tinción según la técnica de Dimri y colaboradores (1995), se retiró el medio

a las células, se agregaron 500 µl de solución fijadora (PIPES 0.1 M, pH 6.9 ; 2% de

paraformaldehído; MgCl2 2 mM y EGTA 1.25 mM, pH 8.0) y se dejó incubar durante una

hora a 37 °C. Posteriormente se retiró la solución fijadora y se realizaron tres lavados con

PBS. Inmediatamente después se añadieron 300 µl de la solución de X-gal [K3Fe(CN)6 5

mM; K4Fe(CN)63H2O 5 mM, pH 6.0; X-gal 1 mg/ml (Promega)], y se incubaron las células

a 37°C hasta el día siguiente.

La cuantificación se hizo contando el número de células teñidas y sin teñir por pozo,

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

PARTE II: DAÑO BASAL EN EL ADN Y RESPUESTA FRENTE A UN RETO DE ESTRÉS

OXIDATIVO.

3. INDUCCIÓN DE ESTRÉS OXIDATIVO in vivo
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El tertacloruro de carbono  (CCl4) es un compuesto que se usa de manera frecuente para

generar hepatotoxicidad ya que su transformación metabólica en el sistema de oxidasas de

la familia del citocromo P450 genera radicales libres como el triclorometilperoxilo (CCl3•),

(Hasler et al, 1999; Cancino, 2001; Beddowes et al., 2003).

En este proyecto se administró CCl4 de manera aguda para inducir daño por estrés

oxidativo sobre el ADN de los hígados de los ratones jóvenes y viejos. Se emplearon 4

grupos de tres animales cada uno. Los grupos a y b estaban formados por los animales

jóvenes y los grupos c y d por animales viejos. A los grupos a y c se les inyectó

intraperitonealmente 0.16 ml/ Kg de peso de CCl4 1:5 en aceite mineral durante 3 días

consecutivos. A los grupos b y d (controles) se les inyectó la misma cantidad de aceite

mineral durante los mismos 3 días. Los ratones fueron sacrificados el cuarto día por

desnucación, se extrajeron los hígados y se congelaron a – 70 °C para posteriormente aislar

el ADN.

4. INDUCCIÓN DE ESTRÉS OXIDATIVO in vitro

Para inducir estrés oxidativo en las células en cultivo, se empleó al peróxido de hidrógeno

(H2O2), que se usa de manera habitual en cultivos de diversos tipos celulares como los

fibroblastos de piel y de pulmón (Lueken et al., 2004).

Se usó una dosis subletal de H2O2 de 0.3 mM ya que se determinó que al someter a las

células  a esta dosis por 15 -30 min  se generaba daño al ADN sin causar la muerte.

Es importante aclarar que el H2O2 se degrada fácilmente de manera natural, por lo que en

cada ocasión que se utilizó, se determinó la concentración espectrofotométricamente. Para

ello se tomaron 100 µl  de  H2O2, se mezclaron con 100 ml de agua desionizada y se
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cuantificó su absorbancia a 240 nm. Se calculó la concentración molar con la siguiente

fórmula:

M = D.O. X 1000
       35.76

5. EXTRACCIÓN DE ADN DE HÍGADO DE RATÓN

Para aislar el ADN se empleó la técnica de Weng y colaboradores (1994) modificada por el

grupo de la Dra. Medeiros (matos et al., 2001). Una vez obtenido el hígado de los animales

tratados con CCl4, se lavó con PBS, se pesó 1 g de tejido y se transfirió a un tubo con 5 ml

de amortiguador A, frío (sacarosa 320 mM, MgCl2 5 mM, Tris-HCl 10 mM,

desferroxamina 0.1 mM, 1% Tritón X-100, pH 7.5). Se homogenizó el tejido y se

centrífugo a 1500 x g, 4°C por 10 min. Se descartó el sobrenadante y se agregaron otros 5

ml del amortiguador A. Se resuspendió el botón y se volvió a lavar a 1500 g, 4°C por otros

10 min. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 6 ml de amortiguador B (Tris-HCl 10

mM, EDTA-Na2 5 mM, desferroxamina 0.15 mM, pH 8.0). Se resuspendió el botón y

posteriormente se agregaron 350 µl de SDS 10% y se agitó levemente. A continuación se

agregaron las RNAsas previamente disueltas en el amortiguador C (Tris-HCl 10 mM,

EDTA-Na2 1 mM, desferroxamina 2.5 mM, pH 7.4), 20 µl de RNAsa T1 (solución madre

1000 U/ml) y 30 µl de RNAsa A (solución madre 10 mg/ml) y se agitó ligeramente. Se

incubó 1h a 37°C; pasado ese tiempo se agregaron 300 µl de proteinasa K (solución madre

20 mg/ml, preparada al momento), y se incubó otra hora a la misma temperatura. Al

término de la incubación se centrífugo a 5000 x g, 4°C por 15 min. Se recuperó todo el

sobrenadante y se le agregaron 4 ml de solución de NaI (NaI 7.6 M, Tris-HCl 40 mM,

EDTA-Na2 20 mM, desferroxamina 0.3 mM, pH 8.0) y 8 ml de isopropanol 100% fríos. Se
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agitó el tubo suavemente por inversión y se guardó en el congelador hasta el día siguiente.

Pasado ese tiempo, se centrifugó todo el contenido de los tubos a 9000 x g , 4°C por 10

min. Se descartó el sobrenadante, se agregaron 5 ml de isopropanol al 60% frío y se

centrífugo a 9000 x g , 4°C por 10 min. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 5 ml de

etanol al 70% frío, para volver al lavar el ADN a 9000 x g , 4°C por 10 min. Se descartó el

sobrenadante y se resuspendió el botón el 500 µl de desferroxamina 0.1 mM.

6. CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE ADN

Se tomaron 10 µl del ADN extraído del hígado de los ratones y se les agregaron 990 µl de

H2O. Se determinó su absorbancia a 260 y 280 nm en un espectro UV-VIS (Beckman DU

640). Para obtener la concentración de ADN se utilizó la siguiente fórmula:

[µg/ml] = 100 (50) (Abs260).

Para determinar la pureza del ADN en cuanto a su posible contaminación con proteínas se

determinó el coeficiente 260/280, tomando como aceptable un valor mayor a 1.5

7. HIDRÓLISIS DEL ADN

Para hidrolizar el ADN obtenido se usó la metodología de Matos y colaboradores (2001). A

cada 100 µg de ADN se le agregaron 2 µl de acetato de sodio 1 M, pH 5.0, 2.5 µl de

Nucleasa P1 (solución madre de 0.4 U/µl) y el agua necesaria para completar 100 µl

(incluyendo todas las enzimas de hidrólisis). Se dejó incubar a 37°C por 30 min. Pasado el

tiempo de incubación se agregaron 4 µl de Tris-HCl 1.0 M, pH 7.4, y 13.5 µl de fosfatasa

alcalina (solución madre de 0.22U/µl) disuelta en amortiguador de fosfatasa (glicerol 50%,

MgCl2 50 mM, ZnCl2 0.1 mM, pH 7.5), y se incubó a la misma temperatura por 1 h más.
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Inmediatamente después se inyectó el ADN hidrolizado al HPLC.

NOTA: Todo el procedimiento debe hacerse en tubos protegidos de la luz y al finalizar la

hidrólisis se deben conservar los tubos en hielo hasta su inyección. La hidrólisis se debe

realizar el mismo día en que se inyecta, ya que el 8OHdG es inestable.

8. CUANTIFICACIÓN DEL DAÑO AL ADN POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE

ALTA PRESIÓN

La cuantificación del aducto 8-OHdG se hizo usando un equipo de cromatografía líquida de

alta resolución (HPLC) según la técnica de Park y colaboradores (1998) modificada por el

grupo de la Dra. Medeiros (Matos et al., 2001). Se utilizó una bomba marca Waters modelo

600 acoplada a un detector UV-VIS Waters 486 operado a 254nm y posteriormente a un

detector electroquímico marca Antec Leyden Modelo Intra a 290 mV.

Para la separación se usó una cromatografía isocrática de fase reversa con una columna

LC18 Supleco de 25 cm x 4.6 mm  y 5 µm. La fase móvil consistió en  92% de

amortiguador de fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) 50 mM a pH 5.5, 8 % de

metanol, y 6 mM de  KCl. El flujo fue de 1 ml/min y se degasificó con He durante todo el

proceso. Se inyectaron 100 µg de ADN hidrolizados en un volumen de 100 µl.

La cuantificación de la concentración se hizo integrando el área bajo la curva de los picos

de las guanosinas oxidadas (8-OHdG), que se detectan únicamente con el detector

electroquímico, dividiendo este valor entre las guanosinas totales (dG) que se detectan en el

UV-VIS.  El resultado es un cociente que se reporta de la siguiente manera: 8-OHdG

residuos/ 106 dG.
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Para la curva patrón del 8-OHdG se usó el estándar 8-hidroxi-2´-dosoxiguanosina marca

esa. Se inyectaron concentraciones conocidas del estándar desde 20 nM (2pmol/ 100 µl)

hasta 2 nM (0.2 pmol/ 100 µl).

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

concentración se cuantificó espectrofotométricamente usando 2600 mM-1cm-1, que es el

coeficiente de extinción molar a 246 nm .(Existe otro coef. de extinción a 293 nm con un

valor de 9600 mM-1cm-1).

Para la curva de dG se usó 2´-desoxiguanosina de sigma a concentraciones crecientes de

25 a 300 nM.

9. ELECTROFORÉSIS 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 pulmón de los ratones jóvenes y viejos,

sembrados en cajas de 6 pozo (60 mm de diámetro). Los cultivos se encontraban en la fase

logarítmica de crecimiento y se sometieron a un nivel de estrés oxidativo subletal con 0.3

mM de H2O2 en DMEM que contenía 10% de SFB y se incubaron a 37°C por 30 min.

Pasado ese tiempo se despegaron usando tripsina 0.1 %-EDTA y se centrifugaron para

obtener un botón celular el cual se resuspendió posteriormente en agarosa de bajo punto de

fusión al 0.5%.

Por otro lado, se prepararon microgeles en portaobjetos esmerilados con tres capas de

agarosa: la primera capa fue de agarosa regular al 1%, la segunda y tercera capas fueron de

agarosa de bajo punto de fusión al 0.5%. En la capa de en medio se encontraban las células.

Los geles se despositaron en una solución de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10

mM, NaOH 0.25 M, Tritón 1%, DMSO 10%, pH 10.0) a 4° C en la que permanecieron toda
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la noche, para precipitar las proteínas. A continuación, los geles se sumergieron en la

solución de electroforesis alcalina (NaOH 300 mM, Na2EDTA 1 mM, pH 13.0) en la cual

permanecieron por 20 min antes de iniciar la electroforesis que se llevó a cabo a 300 mV y

25 mA, por 20 min. Una vez terminado el proceso, los geles se enjuagaron con solución de

neutralización (Tris 0.4 M, pH 7.4) tres veces por 5 min y se tiñeron con bromuro de etidio

(0.1 g/ml). Se guardaron los geles en cámaras húmedas a 4° C durante toda la noche y

posteriormente se cuantificó el daño al ADN como la longitud de la cola del cometa medida

en µm, en un analizador de imágenes Sinóptics. Los experimentos se realizaron por

triplicado en eventos independientes de los cuales cada vez se cuantificaron cincuenta

cometas de cada condición experimental.

10. NIVELES DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO POR CITOMETRÍA DE

FLUJO

Se determinaron los niveles de radicales libres mediante citometría de flujo usando al

fluoróforo diacetato de diclorodihidroflouresceina (DCFH2) (Cathcart et al., 1983; Bass et

al., 1983). Se emplearon cultivos celulares semiconfluentes que se encontraban en la fase

logarítmica de crecimiento (días 15 al 19). El día del experimento, las células se despegaron

y se resuspendieron en PBS conteniendo 4 µM de DCFH2 a una concentración aproximada

de 500,000 células por ml. Se incubaron a temperatura ambiente y en la oscuridad por 15

min para cargar a las células con el fluoróforo. Posteriormente se centrifugaron a 1500 rpm

por 5 min para eliminar el DCFH2 no incorporado y se resuspendieron en 1 ml de PBS, y se

les agregó el H2O2 a una concentración de 0.3 mM por 30 min. Inmediatamente después se

cuantificó la flourescencia en un citómetro de flujo FacsCalibur (Beckton Dickinson)
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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.

PARTE III: LA PROTEINA Bcl-2

A. NIVELES ENDÓGENOS DE LA PROTEÍNA Bcl-2

Para determinar el contenido de la proteína Bcl-2 a lo largo de la vida de los ratones, se

realizaron inmunoensayos tipo Western de homogenados de pulmón a diferentes edades. Se

emplearon ratones hembra de la cepa CD1 tomando en cuenta los criterios antes

mencionados. Se  obtuvieron los pulmones de ratones neonatos y de una semana de vida,

así como de 1, 4, 8 y 12 meses.

Por otro lado, para establecer si la senescencia in vitro correlaciona con un incremento en el

contenido de la proteína Bcl-2, se  realizaron de manera paralela inmunoensayos tipo

Western de células en fase de crecimiento logarítmico (15 días de cultivo) y se comparó el

contenido de Bcl-2 con el de células senescentes (a los 30 días del cultivo). Esto se realizó

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

11. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS PARA INMUNOENSAYO TIPO WESTERN

Para obtener las proteínas totales de los homogenados, se extrajeron los pulmones, se

depositaron en PBS, se cortaron  y se homogenizaron en aproximadamente 1 ml de

anmortiguador de lisis (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 120 mM NaCl, 0.5% NP40, 100 mM NaF,

0.2 mM NaVO3, 10 µg/ml aprotinina, 5 mM PMSF y10 µg/ml leupeptina). El volumen de
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la solución de lisis usada dependió del tamaño de los órganos de los individuos. Los

homogenados se incubaron a 4°C por 5-10 min. Posteriormente se centrifugaron a 14000

rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante se colectó y la proteína aislada se guardo a -20 °C

para posteriormente cuantificar su concentración y realizar el inmunoensayo tipo Western.

Todo el procedimiento se llevó a cabo en frío.

Para la extracción de las proteínas de las células, se empleó el mismo procedimiento, pero

en presencia de distintas concentraciones de los inhibidores de proteasas (1 µg/ml

aprotinina, 1 mM  PMSF, 1 µg/ml leupeptina).  Así mismo, se tuvo mucho cuidado de lavar

muy bien a las células con PBS antes de agregar de 50 a 100 µl de la solución de lisis, para

eliminar los restos de medio y de suero que pudiera quedar. Posteriormente se incubaron en

frío por 5 min, y después se despegaron con un gendarme de goma y se siguió el mismo

procedimiento mencionado para los homogenados de pulmón.

12. INMUNOENSAYO: WESTERN BLOT

La determinación de proteínas se llevó a cabo usando el reactivo comercial Bradford

(Bradford, 1976) de Bio-rad. Se preparó un gel desnaturalizante de acrilamida al 13%

(Laemmli, 1970) en el cual se obtuvo una buena separación de la proteína Bcl-2 que pesa

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

En este orden se

agregaron los reactivos

GEL

SEPARADOR

Vol. final 15 ml

GEL

CONCENTRADOR

Vol. final 10 ml

H2O 4.6 ml 5.7 ml

Tris 1.5M, pH 8.8 3.75 ml -

Tris 0.5M, pH  6.8 - 2.5 ml
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Acrilamida 30%:

Bisacrilamida0.8 %

6.5 ml 1.67 ml

Agitar Agitar

SDS 10% 0.15 ml 0.1 ml

Justo antes de vertirlo en los vidrios se agregó:

TEMED 10 µl  10µl

Persulfato 10% 50 µl 100 µl

Agitar Agitar

Se cargaron aproximadamente 40 µg de proteína en cada carril. Posteriormente se transfirió

la proteína a una membrana de nitrocelulosa (Bio-rad). La membrana se bloqueó con TBS-

Tween 0.1% + 5% de leche descremada por 1 h, y posteriormente se incubó con el

anticuerpo primario, α-Bcl-2 (Neomarker) por 2 h. Se hicieron de 3 lavados consecutivos

con  TBS-Tween y se incubó con el anticuerpo secundario, α-mouse IgG conjugado con

peroxidasa de rábano (Pierce) por 1 h. Después de otros 3 lavados iguales a los anteriores,

se reveló usando un agente quimioluminicente comercial (Supersignal® Pierce)

SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA Bcl-2

Para determinar si un incremento en la concentración de la proteína Bcl-2 confería a las

células alguna protección contra el daño por estrés oxidativo, se decidió sobreexpresar

dicha proteína en los cultivos primarios de las células tanto de los animales jóvenes como

de los viejos. Esto se realizó mediante una infección retroviral, para lo cual, primero

tuvieron que producirse las partículas virales que contuvieran el transgen con la

información de bcl-2.
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Normalmente para generar partículas virales se acostumbra emplear dos tipos de plásmidos:

los que poseen la información referente a la cápside del virus y los que tienen la

información de la proteína de interés que se inserta dentro de dicha cápside. Ambos

plásmidos se introducen o cotransfectan en una célula que genera las partículas virales

denominada célula empaquetadora (células 293T). En este trabajo se empleó el plásmido

pCL-ECO con la información para la cápside (gag + env + pol), y el plásmido pCL-GFPN-

hBcl-2, con la secuencia de la proteína Bcl-2, así como la de la proteína verde reportera

(GFP) (ψ+bcl-2 + gfp). Como control de infección se utilizó al plásmido pCL-GFPN que

no contiene el inserto de bcl2 sino sólo de gfp. Estos últimos dos plásmidos fueron

construidos en el Laboratorio del Dr. Luis Covarrubias del Instituto de Biotecnología,

UNAM, por la Dra. María del Carmen Cárdenas Aguayo (Cárdenas-Aguayo et al., 2003) y

donados gentilmente para este proyecto.

13. TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS Y AMPLIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS

Para tener la cantidad de plásmidos requerida, fue necesario amplificarlos por la técnica de

lisis alcalina. Para ello, primero se transformaron bacterias E.coli competentes, de la cepa

Mn522 y DH5α. Se prepararon tubos Falcon de 15 ml estériles con 20 µl de agua estéril. Se

les agregó 1 µl de plásmido a cada uno (esto se hizo de manera independiente para cada

uno de los plásmidos). La suspensión de bacterias competentes se resuspendió con cuidado

y se agregaron 100 µl al tubo, inmediatamente después, se incubó en hielo por 10 min. A

continuación, se pasaron los tubos a un baño a 42 °C por 60 seg, para inducir un choque

térmico. Posteriormente, se adicionó 1 ml de medio LB sin bactoagar y se dejó crecer a las

bacterias en agitación a 37 °C por 1 o 2 h. (Medio LB: para 1 litro de agua, 10 g de triptona,
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5g 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 1 ml de NaOH

1N). Se prepararon placas con ampicilina (100-200 µg/ml). La ampicilina sirve para

seleccionar a las bacterias que introdujeron el plásmido, ya que este les confiere resistencia

frente al antibiótico.

Una vez crecidas las bacterias, se sembraron en las placas a una dilución de 1:100 para

obtener colonias discretas. Se dejaron incubar a 37 °C por 12 h y posteriormente se

refrigeraron.

Una vez obtenidas las bacterias transformadas, se inoculó una colonia bacteriana en 3 ml de

medio LB suplementado con ampicilina (100 µl/ml), y se dejó crecer el cultivo a 37 °C en

agitación constante por toda la noche para obtener suficientes bacterias de las cuales se

pudiera aislar el plásmido.

14. PURIFICACIÓN DE ADN PLASMÍDICO POR LISIS ALCALINA

La técnica de Sambrook y Russell (2001) se basa en exponer a las bacterias a un detergente

aniónico con un alto pH, lo cual abre la pared celular, desnaturalizando al ADN

cromosomal y a las proteínas.  El ADN plasmídico sale hacia el sobrenadante, pero no se

rompe, ya que el hecho de que sea circular mantiene a las hebras de ADN topológicamente

entrelazadas protegiéndolo.

Para realizar la técnica, se tomó 1.5 ml del cultivo bacteriano en un tubo Eppendorf estéril y

nuevo. Se centrifugó a 14,000 rpm en una microfuga marca Eppendorf a temperatura

ambiente. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el botón en 100 µl de solución GTE
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(50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8.0). Se agregaron 200 µl de una

solución recién preparada de NaOH/SDS (0.2 N NaOH, 1% SDS), y se mezcló por

inversión. Se pasó a hielo durante 5 min y se agregaron 200 µl de acetato de sodio 5 M, pH

8.0. Se volvió a poner en hielo por otros 5 min hasta que se formó un precipitado denso. Se

agitó con un vortex por 2 seg y se regresó al hielo por 5 min más. Posteriormente se

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

nuevo al cual se le agregaron 800 µl de etanol absoluto al 100% y se agitó por inversión. Se

guardó el tubo a –20 °C por  toda la noche. Pasado ese tiempo se centrifugó nuevamente a

14,000 rpm  por 10 min a TA, se decantó el sobrenadante y el botón se lavó una vez más

con 1 ml de etanol al 70%. Se centrífugo a 14, 000 rpm durante 15 min a TA. Se decantó el

sobrenadante y el botón se resuspendió en 30 µl de solución TE (10mM Tris-HCl, 1 mM

EDTA, pH 8.0). Se cuantificó la concentración de ADN obtenido por espectrofotometría

(260-280 nm). El plásmido se guardó a –20 ° C.

15. IDENTIFICACIÓN DEL PLÁSMIDO

Para asegurar que los plásmidos obtenidos eran los deseados, se realizó una digestión con

enzimas de restricción específicas con las cuales habían sido manipulados y construidos los

plásmidos,  y se corrió una electroforesis para encontrar los fragmentos y los insertos

esperados.

Para ello, se preparó un gel de agarosa al 1% en TBE 0.5X (Para un litro de TBE: 0.5 M

ácido bórico, 0.5 M Tris base, y 10 mM EDTA). Antes de que cuajara el gel se le agregaron

2 µl de bromuro de etidio ( solución madre de 1 mg/ml ).

Las muestras se prepararon de la siguiente manera:
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Para digerir al plásmido pCL-GFPN-hBcl-2 se tomaron 2 µl del mismo y se le agregó 1 µl

de enzima Eco RI, 1 µl de amortiguador H y 6 µl de agua, volumen final 10 µl (tubo 1). De

igual manera se preparó un tubo con el plásmido sin digerir, que contenía lo mismo excepto

la enzima y se ajustó el volumen con agua para un volumen final de 10 µl (tubo 2). Además

se preparó otro tubo de plásmido sin digerir que contenía únicamente 2 µl de plásmido y 8

µl de agua (tubo 3).

Para el caso del plásmido pCL-GFPN se llevó a cabo el mismo procedimiento pero se usó

en una caso la enzima Cla-I y en otro la enzima Xho-I. Para el plásmido pCL-ECO se usó

la enzima Xba-I.

Se usó al fago δ digerido con Hind III como marcador de tamaño molecular. Para ello, se

pusieron 3 µl del marcador, 3 µl de agua y 1 µl 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 incubación a 4 °C  para inactivarla.

Se tomaron 5 µl de cada tubo, se les agregó 1 µl de LB-DNA y se depositaron en el gel, que

se corrió a 100 V durante 45 min.

Una vez corroborado que las bandas en los geles coincidían con los tamaños de los

plásmidos y los insertos, se esterilizaron los plásmidos filtrándolos a través de filtros

Millipore de 0.22 µm.

16. COTRANSFECCIÓN DE CÉLULAS 293T POR EL MÉTODO DE FOSFATO DE

CALCIO
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En este trabajo se utilizó la técnica de fosfato de calcio para introducir los plásmidos dentro

de las células. Se emplearon células empaquedatadoras 293T que son células embrionarias

de riñón humano. Estas células se caracterizan porque están transfectadas para que

sobreexpresen el antígeno T del SV40 y la proteína A1 de adenovirus, lo que facilita la

multiplicación del genoma plasmídico. Se usaron los plásmidos puros y estériles antes

mencionados. La transfección se llevó a cabo en placas de 6 pozos. Se cotransfectaron los

siguientes plásmidos: pCL-GFPN-hBcl-2 y pCL-ECO para el caso de las células que

sobreexpresaron Bcl-2, y los plásmidos pCL-GFPN y pCL-ECO como controles de la

infección.

Para mayor facilidad, a las primeras se les denominó como células Bcl-2 y a las segundas

como células GFP. El término de células control se empleó para las células que no fueron

infectadas, pero el control real de las células Bcl-2 fueron las células GFP.

Un día antes de la cotransfección se sembraron las células 293T a una densidad de 200 x

103 células por pozo en placas de 6 pozos, en 3 ml de medio DMEM + 10% SFB. Al día

siguiente, 3 o 4 h antes de transfectar, se les cambió el medio por 2 ml de medio nuevo sin

antibiótico (DMEM + 10% SFB). Una hora antes de que hubieran transcurrido las 4 h, se

preparó la solución de cotransfección usando el sistema comercial “Calcium Phosphate

Transfection System” (GIBCO BRL) . Se preparó por separado el contenido de los tubos

número 1 que contenían los fosfatos y por otro lado los tubos número 2 con el ADN y el

calcio.

Tubos 1. Solución HSB 1x. Se preparó junto el volumen para todos los pozos a transfectar

(incluido el control) y se consideró 100µl de esta solución para cada pozo (siempre se

preparó para 1 pozo de más)
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Para 1 pozo Para 4 pozos

H2O para transfección 88.5µl 354µl

HSB 10x, vortex 10µl 40µl

NaOH, vortex 1.5µl 6µl

Solución de fosfatos, vortex 2µl 8µl

A los tubos 1 se les añadió 100µl / pozo de HSB x1.

Para preparar los tubos 2 se agregó lo siguiente por pozo

• 85.8 µl   de agua de transfección (sistema comercial)

• 0.1 µl   de ADN acarreador (sistema comercial)

• 5 µg  de ADN plasmídico pCL-GFPN-hBcl-2 o pCL-GFPN

•  5 µg  de ADN plasmídico  pCL-ECO

Posteriormente se les añadió 1 µl (por pozo) de solución de calcio (sistema comercial), y se

resuspendió suavemente. Se le agregaron otros 5 µl de solución de calcio (sistema

comercial) y se volvió a resuspender. A continuación se burbujeó el tubo 1 con una pipeta

Pasteur conectada al pipetor y simultáneamente se agregó el contenido del tubo 2 al tubo 1.

Esto se realizó muy lentamente permitiendo que se formara el precipitado de la sal de

fosfato de calcio. Se incubó 20 min a temperatura ambiente, y se agregó a los pozos con

células 293T.

A las 24 h, se cambió el medió a las células, empleando medio completo con suero y

antibiótico. Se ha determinado que el máximo de producción de partículas virales es a las

48h, por lo que a ese tiempo se recolectaron las partículas. Para ello, se colectó el

sobrenadante y se centrífugo a una velocidad baja, únicamente para bajar las células que
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estén despegadas, 3000 rpm por 5 min a TA. Se recuperó el sobrenadante y se congeló a –

70 °C hasta su uso.

17. INFECCIÓN RETROVIRAL.

Los cultivos primarios se infectaron con una concentración 1:1 de partículas y medio nuevo

con el mínimo volumen necesario para cubrir todo el pozo. Se usaron pozos en placas de 6,

por lo que el volumen fue de 1 ml.

Antes de agregar el medio con partículas se le agregó 500 µl de medio + Polibrent  a cada

pozo (DMEM + SFB 10%). El Polibrent se usó a una concentración de  2µl/ml de medio.

Posteriormente se agregó el mismo volumen de medio con partículas. A las 24 h se cambió

al medio por medio nuevo.

Para verificar que la infección se realizó de manera exitosa, en primera instancia se observó

a las células en un microscopio confocal o en uno de florescencia, en los cuales se observó

el color verde de la proteína reportera GFP. Sin embargo, esto sólo confirmó que la

información genética se encontraba dentro de los cultivos primarios. Para asegurar la

sobreexpresión la proteína Bcl-2 también se realizaron inmunoensayos tipo Western.

18. EFECTO DE LA PROTEÍNA BCL-2 FRENTE A UN RETO DE ESTRÉS

OXIDATIVO
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Regresando al objetivo inicial de este apartado, el de determinar si un incremento en la

concentración de la proteína Bcl-2 confería a las células alguna protección contra el daño

por estrés oxidativo, se sometió a las células Bcl-2, GFP y control a una concentración que

se ha reportado óptima para inducir senescencia: 75 µM de H2O2 por 2 h (Chen et al.,

1995).

Se cuantificó la proliferación y el número de células senescentes una semana después de

este tratamiento de la siguiente manera:

Cuatro días después de obtenido el cultivo primario, se despegaron las células y se

sembraron en placas de 6 pozos a una densidad de 5,000 células por pozo. Se sembraron la

cantidad de pozos necesarios para realizar los experimentos de proliferación y SA-β-gal,

por triplicado para cada uno de los tipos celulares (Bcl-2, GFP y control). A día siguiente se

infectaron con sus correspondientes partículas virales y después de dos días, se les sometió

a un tratamiento de 75 µM de H2O2 por 30 min a 37 °C. Pasado ese tiempo, se les retiró el

agente tóxico y se les agregó medio nuevo suplementado con suero. Al cabo de una semana

se cuantificó el número de células totales presentes en los pozos de proliferación y se

determinó el número de células senescentes en los pozos de SA- β-gal, según las

metodologías antes descritas.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los experimentos se realizaron por triplicado en al menos tres experimentos

independientes. Para la comparación de los datos obtenidos de los ensayos cometas , se

utilizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del método de varianza
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Tamhane. Para todas las demás comparaciones se usó la prueba de t de Student de una cola.

Se manejó un nivel de probabilidad de p< 0.05 como mínimo criterio de significancia.



A B

Figura 10: CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS DE PULMÓN DE RATÓN
A. Fotografía de fibroblastos durante la fase logaritmica de crecimiento. (Aumento de la 

fotografía 40X).
B. Fotografía de fibroblastos durante la fase de senescencia replicativa. (Aumento de la 

fotografía 100X). Las células senescentes aumentan su tamaño y presentan una 
morfología extendida y aplanada. Así mismo, la densidad celular en los cultivos 
senescentes es menor que en los cultivos jóvenes.   



72

RESULTADOS

PARTE I: : PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO CELULAR

1. CULTIVOS PRIMARIOS Y PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO

CELULAR

Para documentar si existen diferencias en el proceso de senescencia que se desarrolla in

vitro entre las células obtenidas de los pulmones de los ratones jóvenes en comparación con

las obtenidas de los ratones viejos, se cuantificaron los 4 parámetros celulares descritos en

la parte de material y métodos.

Los fibroblastos fueron el tipo celular mayoritario en los cultivos primarios, en

concordancia con lo que se sabe de este tipo de cultivos, donde después de una semana, si

no se secciona un tipo celular en particular (ej. neumocitos), los fibroblastos tienden a

colonizar todo el cultivo (Freshney, 1984). Lo anterior fue confirmado por la morfología

que presentaron las células (figura 10). Aún así, no puede excluirse la posibilidad de que

durante los primeros días del cultivo se encuentren presentes otros tipos celulares. Sin

embargo, esta posible heterogeneidad celular pareció no haber afectado los resultados, ya

que para la fase de crecimiento logarítmico, así como para la entrada a la senescencia es

muy posible que únicamente se tuvieran fibroblastos.

2. PROLIFERACIÓN CELULAR

Para valorar la tasa de proliferación celular, se contó el número de las células por pozo cada

segundo día del cultivo. Se comenzó con el día siete del cultivo y se terminó el día

veintisiete. Los cambios en la tasa de proliferación se evaluaron analizando los cambios en

las pendientes de las curvas de crecimiento obtenidas para cada uno.
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Figura 11: TASA DE PROLIFERACIÓN CELULAR
Los    representan células provenientes de ratones jóvenes y los     células provenientes de ratones   
viejos. Los resultados son el promedio de  cuatro cultivos independientes realizados por triplicado, por 
lo que cada dato representa una n = 12. Los * indican diferencias estadísticamente significativas de las 
células de animales viejos en comparación con las de jóvenes con un valor de p≤ 0.05. El recuadro es 
una ampliación de los días 7 al 15.
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En la figura 11 se puede observar que ambos tipos celulares mostraron una curva de

crecimiento característica de los cultivos primarios, con una fase de establecimiento del

cultivo, una fase de crecimiento logarítmico y un estancamiento del crecimiento conocido

como senescencia replicativa o límite Hayflik (Hayflick y Moorhead, 1961). Al comparar

ambos cultivos se hizo evidente que, aunque los dos tuvieron fases de proliferación lentas

entre los días 7 y 15, las células derivadas de los animales jóvenes proliferaron casi cinco

veces más rápido que las procedentes de los viejos (4.9 veces más rápido). Entre los días 15

y 19, se observa un incremento en el número de células en ambos casos. Durante ese lapso

de tiempo, la diferencia en la tasa de proliferación se mantuvo muy similar a la encontrada

anteriormente (4.6 veces más rápida para las células de ratones jóvenes). Para el día 21, y

hasta el final del experimento en el día 27 del cultivo, la tasa de proliferación se estabilizó.

Esto sugiere que posiblemente exista una interrupción en la proliferación celular,

presumiblemente dada por el arresto característico de la fase de senescencia, pero también

indica que los cultivos presentaron un cierto índice de muerte celular.

Al comparar el número total de células correspondientes a cada uno de los días de los

experimentos, se encontró que todos los puntos mostraron una diferencia significativa

(p<0.05). El mayor contraste se encontró en el día 19, donde la cantidad de células

cuantificadas en el cultivo proveniente de los ratones jóvenes fue 10 veces mayor al

determinado para el cultivo de células de los ratones viejos. Esta diferencia se mantuvo

prácticamente constante hasta el final del cultivo.

En resumen, tanto los fibroblastos primarios derivados de los ratones jóvenes como los

derivados de los viejos presentaron las características descritas para los cultivos primarios,

y ambos alcanzaron el límite de Hayflik en el día 19 del cultivo.  En cuanto al número de
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duplicaciones (PD), estos cultivos presentaron  de 14-17 duplicaciones con un promedio de

aproximadamente 36 h por duplicación.

El número de duplicaciones, así como el tiempo de duración del cultivo (27- 30 días)

coincide con lo que se ha reportado para cultivos de fibroblastsos murinos (Rohme, 1981),

y aunque la magnitud en cuanto al número de células fue distinto entre los cultivos de

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

3. SÍNTESIS DE ADN: INCOROPORACIÓN DE TIMIDINA TRITIADA

La figura 12 muestra la incorporación de timidina tritiada ([3H]-T) por célula a lo largo del

tiempo del cultivo. Como se observa en la figura, la incorporación aumenta desde el

principio del experimento hasta el día 19 en ambos tipos celulares. Es importante notar que

el comportamiento que siguen los dos cultivos es similar, puesto que tanto la pendiente del

día 11 al día 15, así como la del día 15 al 19 son muy parecidas ambas curvas de

crecimiento. Las células derivadas de los animales viejos incorporaron de 2 a 3.5 veces

menos [3H]-T por célula, que las células provenientes de animales jóvenes durante todo el

cultivo.

Después del día 19, la incorporación de [3H]-T decreció de manera notable en ambos casos.

Sin embargo, la pérdida de incorporación por parte de las células obtenidas de los ratones

jóvenes a partir del día 21 es mucho más evidente debido a que llega a bajar hasta los

niveles determinados para las células obtenidas de los ratones viejos. De modo tal, que para

los días 25 y 27 del cultivo la diferencia en la incorporación de [3H]-T en los dos cultivos

ya no es estadísticamente significativa.
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Figura 12: INCORPORACIÓN DE TIMIDINA TRITIADA
Los    representan células provenientes de ratones jóvenes y los     células provenientes de ratones   
viejos. Los resultados son el promedio de  cuatro cultivos independientes realizados por triplicado, por 
lo que cada dato representa una n = 12. Los * indican diferencias estadísticamente significativas de las 
células de animales viejos en comparación con las de jóvenes con un valor de p≤ 0.05.
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La incorporación de [3H]-T refleja la síntesis de ADN y esto en gran medida, está motivado

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

la síntesis de ADN a partir del día 19, coincide con la interrupción de la proliferación

celular observada en ambos cultivos (figura 11).

4. FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL: ENSAYO DE  MTT

La funcionalidad celular se determinó, de manera indirecta, midiendo la actividad de la

cadena respiratoria mitocondrial como reducción del colorante MTT. Los resultados

obtenidos se presentan de manera normalizada en la figura 13, en función de la absorbancia

a 250 nm entre el número de células totales en cada pozo, según el día del cultivo. La

gráfica muestra que ambos cultivos presentaron un incremento en su actividad mitocondrial

del día 11 al día 15. A partir de ese momento, la actividad se estabiliza hasta el día 19, en

que la actividad comenzó a decrecer. El aumento inicial en la actividad metabólica

correlaciona con el aumento en la proliferación celular y con la incorporación de [3H]-T en

ambos cultivos. Aunque, como es evidente en la figura, la tasa metabólica en las células

derivadas de los animales viejos, fue siempre menor (tres veces menor que la de las células

de los animales jóvenes).

Después del día 19, ambos cultivos disminuyeron su actividad. De nuevo, las células

derivadas de los animales jóvenes redujeron su tasa metabólica proporcionalmente más

rápido que las células de los animales viejos, tanto, que para el día 25 ya no se encontró una

diferencia estadísticamente significativa entre ambos cultivos. Esto sugiere que las células

de los animales jóvenes en cultivo tienden a volverse metabólicamente indistinguibles de

las células provenientes de los animales viejos.
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Figura 13: FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL (ENSAYO MTT)
Los    representan células provenientes de ratones jóvenes y los     células provenientes de ratones   
viejos. Los resultados son el promedio de  cuatro cultivos independientes realizados por triplicado, por 
lo que cada dato representa una n = 12. Los * indican diferencias estadísticamente significativas de las 
células de animales viejos en comparación con las de jóvenes con un valor de p≤ 0.05.
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5. SENESCENCIA CELULAR: ENSAYO SA- β-GAL

Para explorar la idea de que la acumulación de células senescentes se correlaciona con el

fenotipo de deterioro asociado al envejecimiento, se utilizó la tinción positiva de β-

galactosidasa asociada a la senescencia (SA-β-gal). Las fotografías que se presentan en la

figura 14 muestran un ejemplo de lo que se observa al utilizar está técnica: las células

senescentes son positivas al SA- β–gal (color azul verdoso), mientas que la células que

siguen dividiéndose de manera normal no se tiñen. Los resultados que se muestran en la

figura 15 indican que los cultivos presentan una población mixta en cuanto al número de

células senescentes conforme avanza el tiempo de vida de los mismos. Es decir, existe un

población proliferante (pre-senescente) y otra senescente. Esta última va creciendo al paso

del tiempo del cultivo. Esto es muy importante al momento de interpretar los resultados, ya

que prácticamente nunca se tiene una población homogénea.

En los primeros días de los experimentos (días 7-9) no se observaron células positivas a la

tinción SA- β-Gal para el cultivo proveniente de los ratones jóvenes, mientras que  se

determinó un promedio de 14 % de células teñidas para los cultivos provenientes de los

ratones viejos.

La tasa o frecuencia en la aparición de las células positivas a SA-β-Gal en los cultivos de

los animales viejos tuvo un valor constante a lo largo de todo el cultivo, lo que se refleja en

la pendiente de la figura 15. Sin embargo, para el caso de los cultivos obtenidos de los

animales jóvenes, se observó un cambio de pendiente a partir del día 19, es muy similar a la

que se encontró para el cultivo de células de los animales viejos, y además coincide con la
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Figura 14: FRACCIÓN POBLACIONAL DE CÉLULAS SENESCENTES DETERMINADO POR EL 
ENSAYO SA-β-GAL. 

A. Células provenientes de ratones jóvenes al inicio del cultivo (día 7)
B. Células provenientes de ratones viejos al inicio del cultivo (día 7)
C. Células provenientes de ratones jóvenes al final del  cultivo (día 25)
D. Células provenientes de ratones viejos al final del  cultivo (día 25)
Estas son fotografías reprsentativas del ensayo SA-β- gal, en el cual se tomaron como positivas a las 

células teñidas de color azul-verdoso. Se contaron 100 células totales por pozo. El aumento en 
todos los casos es de 40X.
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Figura 15: FRACCIÓN POBLACIONAL DE CÉLULAS SENESCENTES (ENSAYO SA-β.GAL)
Los    representan células provenientes de ratones jóvenes y los     células provenientes de ratones   
viejos. Los resultados son el promedio de  cuatro cultivos independientes realizados por triplicado, por 
lo que cada dato representa una n = 12. Los * indican diferencias estadísticamente significativas de las 
células de animales viejos en comparación con las de jóvenes con un valor de p≤ 0.05.
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etapa en la que el cultivo inició la entrada en la senescencia celular. Lo anterior apoya las

observaciones encontradas para los otros parámetros de senescencia, especialmente sustenta

los datos del ensayo de MTT, puesto que el aumento en el número de células senescentes

podría correlacionarse con la disminución en la actividad metabólica.

Para el día 25 del experimento, 40% de las células derivadas de los ratones jóvenes fueron

positivas a la tinción SA-β-gal comparadas con un 63 % para los cultivos provenientes de

los ratones viejos. La diferencia en la fracción poblacional teñida con SA-β-Gal entre

ambos cultivos fue estadísticamente a lo largo de todo el experimento.

Resumiendo, los resultados obtenidos hasta este punto reflejan diferencias significativas

entre las células provenientes de los animales jóvenes con respecto a las derivadas de los

animales viejos al inicio del cultivo. Sin embargo con el transcurso del tiempo, y a mediada

que las células envejecían en cultivo, las diferencias entre ambos fueron disminuyendo,

hasta llegar a un punto (al final del cultivo, días 25 y 27), en que no se encontró una

diferencia significativa en la tasa metabólica ni en la síntesis de ADN de los dos cultivos. Y

si bien, se mantuvieron las diferencias en cuanto al número de células teñidas con SA-β-

gal, así como en cuanto al número de células totales, el comportamiento de los dos cultivos

a partir del día 19 (tomando como indicador las pendientes), fue muy similar.

PARTE II: DAÑO BASAL EN EL ADN Y RESPUESTA FRENTE A UN RETO DE ESTRÉS

OXIDATIVO.

6. DAÑO AL ADN

Se ha documentado que la respuesta de las células o tejidos de animales viejos a

tratamientos de estrés oxidativo, es exageradamente mayor que la que se observa en los
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animales jóvenes (Zhang et al., 2003). De modo que otro de los objetivos del proyecto fue

el de analizar si existía una respuesta diferencial de las células de los animales jóvenes y

viejos frente a un reto de estrés oxidativo en cuanto al daño generado sobre el ADN. Para

ello, se emplearon dos modelos de estudio. Uno induciendo el estrés oxidativo in vivo y

evaluando sus efectos en los hígados de los animales, y el otro generando dicho estrés sobre

los cultivos primarios obtenidos de los pulmones.

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

Para cuantificar el daño específico por estrés oxidativo en el ADN proveniente de los

hígados de los ratones jóvenes y viejos, se cuantificó al aducto 8-OHdG por HPLC-EC.

Esto se hizo integrando el área bajo la curva de los picos correspondientes a las desoxi-

guanosinas oxidadas (8-OHdG), que se encontraron mediante el detector electroquímico,

normalizada con la integración de la curva de las desoxi-guanosinas totales (dG) 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-OHdG residuos/

106 dG).

En la figura 16 se observa un cromatograma representativo obtenido con el detector UV-

VIS, el que se aprecian los 4 nucléosidos obtenidos de la hidrólisis del ADN, sin embargo,

el único que se usa para la cuantificación es el pico de dG. Para poder cuantificar la

concentración equivalente del área bajo la curva, se realizó una curva patrón para dG

(figura 17). Con respecto a los cromatogramas obtenidos con el detector EC, se presenta un

ejemplo de cada uno de los diferentes grupos de animales analizados en la figura 18,

mientras que en la figura 19 aparece la curva patrón determinada para 8-OHdG.
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Figura 16: CROMATOGRAMA UV-VIS (254 nm)
Este es un cromatograma representativo obtenido con el ADN aislado de los hígados de ratones 
jóvenes control.  Se observan los picos correspondientes a los cuatro nucleósidos derivados de 
la hidrólisis enzimática del ADN.



Figura 18: CROMATOGRAMA ELECTROQUÍMICO (290 mV)
Cromatogramas representativo derivado de la hidrólisis enzimática del ADN del hígado de:
A. Ratones jóvenes control
B. Ratones viejos control
C. Ratones jóvenes tratados con CCl4
D. Ratones jóvenes tratados con CCl4 
Los picos corresponden a las desoxiguanosinas oxidadas en el C-8 (8OHdG)
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Figura 17: CURVA PARTÓN PARA LA DESOXIGUANOSINA (dG)



y = (1 x 106 )x - 386313
R2 = 0.9837

0

10

20

30

0 5 10 15 20 25

8-OHdG
Linearizada

Concentración ( nM )

A
re

a 
ba

jo
 la

 c
ur

va
(u

ni
da

de
s 

ar
bi

ta
ria

s 
1x

 1
06

)

Figura 19: CURVA PARTÓN PARA LA 8-HIDROXI-DESOXIGUANOSINA (8OHdG)
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Las concentraciones basales de 8-OHdG determinados en el ADN proveniente de los

ratones jóvenes control fueron muy bajos (0.49 ±0.10 residuos /106 dG) y en algunos casos

no se pudieron detectar. Esto contrasta con lo que se cuantificó para el ADN de los ratones

viejos control (2.61 ± 0.52 residues /106 dG), en donde se encontró que los niveles de 8-

OHdG eran 2.3 veces mayores a lo determinado para el ADN de los animales jóvenes.

Indicando que los animales viejos presentan una acumulación de  daño oxidativo al ADN

que correlaciona con lo que se ha reportado en la literatura (Wolf et al., 2002).

Después del tratamiento con CCl4, el ADN tanto de los individuos jóvenes como el de los

viejos, mostró un incremento en el contenido del aducto. La cantidad de 8-OHdG

cuantificada para el ADN de los animales jóvenes fue de 7.39 ± 2.96 residuos /106 dG,

mientras que para el ADN de los animales viejos sometidos a tratamiento fue de 10.14 ±

4.16 residuos /106 dG (figura 20). Estos datos son estadísticamente diferentes (p<0.05) e

indican que existe un 27% más de daño oxidativo al ADN en el hígado de los ratones viejos

que en el de los jóvenes después del tratamiento con CCl4.

Parte del propósito de este experimento fue el de comparar la respuesta diferencial de las

células de los individuos jóvenes y viejos al agente tóxico generador de estrés oxidativo.

Sin embargo, ya que desde un inicio se encontró que el ADN de los animales control

presentaba un cierto daño basal previo al tratamiento (en especial el ADN de los ratones

viejos), este daño (en términos de contenido de 8-OHdG), fue restado respectivamente de

los datos obtenidos para cada grupo de animales tratados con CCl4. Después de realizar esta

operación, el incremento en el contenido del aducto fue solamente 16% mayor en el caso

del ADN de los animales viejos en comparación con los niveles observados en los animales

jóvenes.
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Figura 20: EFECTO DEL CCL4 SOBRE EL ADN DE RATONES JÓVENES Y VIEJOS
Concentraciones de 8OHdG en el ADN aisaldo del hígado de los ratones. Los resultados representan 
un promedio de 3 experimentos independientes en los que se hicieron 3 inyecciones cada vez ( n = 9). 
El recuadro representa la sustracción del daño basal determinado en los hígados de los animales 
control (primeras dos barrasen la figura principal). 
* p<0.05 para las comparaciones entre el ADN de animales jóvenes y viejos control; 
#  p<0.05 para las comparaciones del ADN de los ratones control conta los  tratados con CCl4
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No se encontró una diferencia estadísticamente significativa entre el daño neto atribuible al

CCl4 en los animales jóvenes y viejos, lo que sugiere que posiblemente el alto contenido de

8-OHdG encontrado en el hígado de los ratones viejos después del tratamiento es la suma

del daño previo asociado con la edad y el daño reciente inducido por el agente tóxico, como

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

8. CUANTIFICACIÓN DE LOS ROMPIMIENTOS DE CADENA SENCILLA

MEDIANTE EL ENSAYO COMETA.

El ADN es uno de los blancos biológicos más importantes del daño por estrés oxidativo

(Wiseman y Halliwell, 1996). En especial el tipo de daño relacionado con los rompimientos

de cadena doble o cadena sencilla que se han relacionado con patologías como el cáncer y

otras enfermedades degenerativas (Ames et al., 1990).

Para determinar si en el caso de los cultivo primarios también existe una respuesta

diferencial al tratamiento de un agente tóxico generador de ROS, se sometió a los cultivos

primarios provenientes de animales jóvenes y viejos a una concentración subletal de H2O2

(0.3 mM) y de determinó el rompimiento de cadenas sencillas mediante el ensayo cometa.

El análisis de las muestras reveló la existencia de colas de cometas o estelas pequeñas, tanto

en las células tratadas como en las controles, debido a que el criterio que se tomó para el

análisis fue muy estricto y se consideraron células no dañadas únicamente aquellas en las

que el núcleo 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 0 µm.

Para analizar más a fondo la magnitud del daño en cada uno de los casos, se agrupó a las

células en dañadas y no dañadas. De nuevo se consideraron células no dañadas únicamente



A C

B D
Figura 21: FOTOGRAFÍAS REPRESENTATIVAS DE CÉLULAS  CON DAÑO AL ADN 
La presencia de rompimientos permite que el enrrollamiento del ADN se relaje y se mueva 

rápidamente al ánodo formando una cola o estela. El tamaño de ésta en µm es un reflejo del 
daño. La esfera que se observa es el ADN condensado sin daño. 

A. Células sin daño
B. Daño ligero o leve
C. Daño severo
D. Daño sumamente severo
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las que se observaron como esferas perfectas. Todas las células que mostraron una longitud

de cola ≥ 1 µm se consideraron como dañadas. En la figura 21 en la cual se muestran

algunas fotografías representativas del ensayo cometa, en las que se ve una células sin daño

en comparación con otras que presentan diferente grado de desenrrollamiento del ADN o

daño. En la figura 22 se presenta el porcentaje de células dañadas que se observaron en las

células que fueron analizadas. Es importante notar que más del 50% de los núcleos

presentaron algún tipo de daño previo a cualquier tratamiento en ambos tipos celulares.

Esto concuerda con los reportes recientes del grupo de Campisi (Parrinello et al., 2003), en

los que se indica que las células murinas presentan un cierto daño basal en el ADN, que no

se observa de manera común en las células de humanos.

Sin embargo, resultó evidente que dentro de ese 50% de células afectadas, la extensión del

daño es diferente dependiendo de si el ADN provenía de células de animales jóvenes o

viejos. Considerando que la longitud de la cola o estela  del cometa o la migración del ADN

(en µm) es un parámetro aceptado como una medida directa del daño sobre el material

genético (Tice et al., 2000), se comparó la longitud de la cola de los núcleos que

presentaron daño, para evaluar si existía una diferencia en la magnitud del los mismos. Se

agruparon los datos para contrastar más los resultados basándose en lo que se ha

considerado daño en este tipo de ensayo (Collins et al., 1997; Kopjar y Garaj-Vrhovac,

2001). Estos resultados pueden verse en la figura 23 en donde se muestra que 96% de las

células control derivadas de individuos jóvenes presentaron una longitud de cola de cometa

(LCC) de 1-20 µm, que se definió como daño ligero, mientras que únicamente 4%

presentaron un LCC de 21-41 µm considerado como daño leve. Lo cual contrasta con lo

que se encontró en las células derivadas de animales viejos en donde 65% mostraron un
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Figura 22: PORCENTAJE DE CÉLULAS DAÑADAS EN FIBROBLASTOS CONTROL Y 
TRATADOS CON H2O2
Se realizaron 3 experimentos independietes, en los cuales se analizaron 50 células para cada 
tratamiento (n = 150). En la primera aproximación se analizó únicamente la presencia o ausencia de 
daño, considerando como no daño 0 µm y como daño cualquier valor mayor de 1 µm. La figura 
muestra el porcentaje de células que presentaron daño bajo ese criterio. 
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Figura 23: MAGNITUD DE LA LONGITUD DE LA COLA DEL COMETA (LCC)  
Se analizó la magnitud de la LCC únicamente en las células que presentaron daño. Las definiciones 
del daño dependiendo de la LCC son: daño ligero de 1-20 µm, daño leve  de 21-40 µm, daño 
moderado de 41-60 µm, daño severo de 61-80 µm y daño sumamente severo mayores de 81 µm.
JC: células control derivadas de ratones jóvenes; VC: células control derivadas de ratones viejos; 
JH2O2: Células derivadas de ratones jóvenes tratadas con H2O2; VH2O2: células derivadas de ratones 
viejos tratadas con H2O2.



% de células

LCC
µm

control con H2O2

Jóvenes Viejas Jóvenes Viejas
1-60 100.0 98.79 100.0 51.78

60-120 0.0 1.21 0.0 48.22

Tabla 1: CÉLULAS AGRUPADAS DE ACUERDO  A LA SEVERIDAD DEL DAÑO 
Las células representadas en las figuras 21 y 22 se distribuyeron en dos grupos para 
evidenciar el efecto diferencial del H2O2 sobre el ADN. Se emplearon 2 categorías tomando 
en cuenta la LCC: de 1- 60 µm (daño moderado) y > de 60 µm (daño severo). 
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daño ligero (LCC de 1-21 µm), 21 % un daño leve (LCC de 21-41 µm), 14% un daño

moderado (LCC de  41-61 µm) y 1.5 % un daño severo (LCC de 61-81 µm). Los datos

corresponden a los resultados de 3 experimentos independientes, con 50 observaciones para

cada condición experimental.

Después del tratamiento con H2O2, todas las células provenientes de los animales viejos que

se observaron estaban dañadas (el 100%), en comparación con el 79% determinado para las

células de animales jóvenes. Al comparar la magnitud del daño, se encontró que el 46 % de

los núcleos de las células provenientes de ratones jóvenes presentaron daño ligero (LCC de

1- 21 µm), 38.1% daño leve (LCC de 21-41 µm) y 15.1 % daño moderado. Mientras que

los núcleos obtenidos de las células de los ratones viejos mostraron 10.6 % de daño ligero

(LCC de 1-21 µm), 26.2 % de daño leve (LCC de 21-41 µm), 26.2% de daño moderado

(LCC de 41-61 µm), 23 % de daño severo (LCC de 61-81 µm) y 24 % de daño sumamente

severo (LCC ≥ 81 µm).

El promedio de la LCC que se determinó para todos los núcleos alterados obtenidos de las

células de individuos jóvenes tratados con H2O2 resultó ser 2.3 veces mayor que el

promedio del daño determinado para los núcleos control. Este resultado es similar al que se

obtuvo para los núcleos derivados de células de individuos viejos, en los que el promedio

de la LCC en las células tratadas fue 2.17 veces mayor que en sus controles. Sin embargo,

es importante no perder de vista que aunque el porcentaje de núcleos dañados provenientes

las células control de animales jóvenes y viejos es casi igual, los núcleos de las células de

animales viejos mostraron un promedio de LCC 2.20 veces mayor que los provenientes de

células de animales jóvenes. Si se compara el promedio de la LCC de los núcleos de células

de ratones viejos tratados con H2O2  contra el promedio de la LCC de los núcleos de ratones



Viejas
H2O2

0

20

40

60

80

100

Pr
om

ed
io

 d
e  

la
 L

C
C

(µ
m

)

Jóvenes
control

Viejas
control

Jóvenes
H2O2

0

20

40

60

80

100

Viejas
H2O2

Jóvenes
control

Viejas
control

Jóvenes
H2O2

pr
om

ed
i o

 L
C

C
 (µ

m
)

* #

#

Figura 24: PROMEDIO DE LA LCC EN LAS CÉLULAS DAÑADAS TANTO CONTROLES 
COMO TRATADAS CON H2O2
Se realizó un promedio de la LCC de las celulas dañadas mostradas en las figuras 21 y 22. La n es 
diferente en cada caso, puesto que de la n = 150 original, sólo se consideraron las células con un 
daño > 1 µm. El recuadro representa la sustracción del daño basal determinado para las células 
controles (primeras dos barras en la figura principal). 
* p<0.05 para las comparaciones entre el ADN de animales jóvenes y viejos control; 
#  p<0.05 para las comparaciones del ADN de los ratones control contra los tratados con H2O2
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jóvenes control, el incremento es de 4.84 veces (figura 24).  El análisis estadísticos reveló

una diferencia estadísticamente significativa en el promedio de la LCC entre las células

control provenientes de animales jóvenes en comparación con las que derivan de animales

viejos, así como entre las células tratadas con H2O2 y sus respectivos controles sin

tratamiento (Kruskal-Wallis/ Tamhane p<0.05). El inserto en la figura 24 representa la

sustracción del promedio de la LCC  basal obtenida en las células control, del promedio

determinado para las células tratadas con H2O2. El incremento neto en el daño al ADN de

las células de los ratones viejos en comparación con las células de los ratones jóvenes

debido al efecto del tóxico, fue del 52 % (p<0.05).

Para evidenciar mejor los resultados antes descritos y ser consistentes con los resultados

anteriores, se decidió agrupar al ADN dañado según la severidad del deterioro en dos

categorías: daño leve (1 -60 µm) y daño severo (60 -120 µm) (tabla 1). Los resultados

fueron los siguientes: Todas las células provenientes de los ratones jóvenes (las tratadas con

H2O2 y las control), así como el 98 % de las células control y el 51.78% de las células

tratadas obtenidas de los ratones viejos se agruparon en la categoría de daño leve. Mientras

que el 48.22 % de las células de animales viejos tratadas con H2O2 se concentraron en el

rango de daño severo.

En resumen, las células control obtenidas de los animales viejos no presentaron un

porcentaje mayor de núcleos dañados en comparación con las células de animales jóvenes,

aunque si en cuanto a la magnitud del daño. Sin embargo, al ser tratadas con el H2O2  se

incrementó drásticamente la cantidad de núcleos dañados y la magnitud de daño de manera

significativa con respecto a las células de los animales jóvenes. Lo que sugiere que las



84

células de animales jóvenes tengan una mejor respuesta al estrés, mientras que las células

de los animales viejos son más susceptibles al mismo.

9. GENERACIÓN DE ROS EN CÉLULAS PROVENIENTES  DE RATONES JÓVENES

Y VIEJOS.

Para evaluar si la respuesta diferencial ante el tratamiento con un agente tóxico estresante

observada en los animales jóvenes y viejos, se podía correlacionar con la generación de

diferentes cantidades de ROS, se determinaron los niveles de estas especies en células

control y células tratadas con H2O2. Esto se llevó a cabo por citometría de flujo usando el

marcador fluorescente DCFH2.

En la figura 25 se observa que las células control provenientes de los ratones jóvenes

mostraron un nivel basal de ROS estadísticamente mayor al que se determinó para las

células obtenidas de los ratones viejos  (p<0.02). El tratamiento con 0.3 mM de H2O2 por

15 min tuvo solamente un ligero efecto sobre la inducción de las ROS en las células

obtenidas de los individuos viejos y no pudo ser detectada en las células de los jóvenes

(diferencia no estadísticamente significativa). Los valores de la intensidad de fluorescencia

(IF) se encuentran en la tabla 2.

El hecho de que el incremento en la producción de ROS no se haya podido detectar a esta

dosis, puede deberse a la rápida captura y neutralización de los radicales libres por parte de

los sistemas antioxidantes, o a la alta velocidad que tienen estas especies para reaccionar

con otras moléculas (Halliwell y Guteridge, 1999).

Por otro lado, se ha reportado (Baraja et al., 1994), que una alta tasa metabólica

correlaciona con un incremento en la generación de ROS, y que la fuente principal de

dichas especies es la cadena respiratoria mitocondrial (Wei, 1998).



Figura 25: DETERMINACIÓN DE LOS NIVELESDE ROS POR CITOMETRÍA DE FLUJO. 
Histogramas representativos. :
A. Células de ratones jóvenes control únicamente con DFCH2 (Diacetato de diclorodihidrofluoresceina)
B. Células de ratones viejos control con DCFH2
C. Células de ratones jóvenes con DFCH2 , tratados con H2O2 por 15 min.
D. Células de ratones viejos con DFCH2 , tratados con H2O2 por 15 min.
Las líneas representan el sitio donde se encuentra el promedio de la intensidad de fluorescencia  en los 

controles y se emplearon  las mismas líneas en  los tratados para evidenciar el corrimiento de la 
flouresencia. 
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IF = (x de IF)(% eventos monitoreados)

Control Tratadas con 
H2O2

Jóvenes 1598.3 ±
431.0

1627.4 ±
346.3

Viejas 881.8 ±
347.9* 
(p<0.02)

1118.4 ±
663.9

Tabla 2: GENERACIÓN DE ROS CUANTIFICADAS  POR CITOMETRÍA DE FLUJO
Los resultados que se presentan son el promedio de 5 experimentos realizados por 
duplicado (n = 10). Los datos se encuantran normalizados ya que la Intensidad de 
Fluorescencia ( IF) = (promedio de la IF)(% de eventos moitoreados). 



Jóvenes
DO/cél

(normalizado)

Viejas
DO/cél

(normalizado)
Día del 
cultivo

13
inicio 1.40 ± 0.20 0.96 ± 0.11*

15
logaritmica 2.10 ± 0.21 1.19 ± 0.43*

19
senescencia 2.17 ± 0.42 1.38 ± 0.49*

1.89 ± 0.45 1.18 ± 0.42*

Jóvenes
DO/cél (normalizado)

Viejas
DO/cél (normalizado)

Del día13 al  19 

Día del cultivo

Tabla 3: GENERACIÓN DE ROS EN FUNCIÓN DE LA ACTIVIDAD RESPIRATORIA 
(ENSAYO MTT)
Los resultados que se presentan son el promedio de 3 experimentos realizados por triplicado 
(n = 9). Los datos se obtuvieron en tres etapas del cultivo: al incio (día 13), durante la fase 
logarítmica de crecimiento  (día 15) y al incio de la senscencia (día 19). 
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Con el propósito de determinar si los altos niveles basales de ROS encontrados en las

células control de los ratones jóvenes correlacionaban con una mayor actividad metabólica

se analizaron los resultados del ensayo MTT, que mide de manera indirecta la

funcionalidad de la cadena respiratoria mitocondrial y los radicales superóxido que se

pudieran genera por esta vía (Mossman, 1983).

En la tabla 3 se presenta la reducción del MTT determinada en tres etapas del cultivo: al

terminar la fase de establecimiento (día 13), durante la fase  de crecimiento logarítmico (día

15) y al inicio del límite de Hayflik o senescencia replicativa (día 19). Se encontró que hay

un reducción del MTT significativamente superior (p<0.05) en las células derivadas de

animales jóvenes, sugiriendo diferencias metabólicas entre las células provenientes de

individuos jóvenes y de individuos viejos.

Estas diferencias fueron constantes e independientes de la fase de proliferación en la cual se

encontraba el cultivo. Por lo tanto, estos resultados apoyan la idea de que la tasa metabólica

podría tener un papel fundamental en la alta producción endógena basal de las ROS

encontrada en las células de los ratones jóvenes.

PARTE III: LA PROTEINA Bcl-2

10. EXPRESIÓN ENDÓGENA DE LA PROTEÍNA 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 proteína Bcl-2 a lo largo de la vida en dicho órgano

(figura 26A). Así mismo, se encontró un incremento en los niveles de la proteína Bcl-2

en las células senescentes derivadas de los animales viejos, no así en el caso de las

células senescentes provenientes de los animales jóvenes, en donde los niveles de Bcl-2
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Figura 26: EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA Bcl-2 , INMUNOENSAYO TIPO WESTREN
A. Niveles de Bcl-2 en homogenado de pulmón de ratones neonatos hasta 12 meses de edad. 
B. Niveles de Bcl-2 en cultivos primarios de 15 y 30 días, derivados de

pulmones de ratones jóvenes y viejos.
Los páneles inferiores de cada figura son los controles de cargado teñidos con azul de Coumassie. El primer 

carril es el control positivo y valor del incremento es tomando como referencia al segundo o tercer 
carril dependiendo el caso.
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no aumentaron (Figura 26B). Este incremento, observado de manera exclusiva en las

células de los animales viejos, sugiere la existencia de un fenómeno molecular

persistente relacionado al deterioro fisiológico, que únicamente ocurre in vivo,  y que

por lo tanto, se encuentra ausente en las células de los animales jóvenes.

11. SOBREEXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA Bcl-2

Se realizaron geles de agarosa para identificar los plásmidos que se amplificaron antes de

realizar la cotransfectaron en las células empaquetadoras 293T. Así mismo, fue importante

monitorear que la cotransfección y posteriormente la infección hubieran sido exitosas en

cada una de las ocasiones en las que se efectuaron, antes de continuar con el resto de los

experimentos. La verificación indirecta puede lograrse gracias a la propiedad de la proteína

reportera GFP codificada en el mismo plásmido en el que se encuentra el cDNA de Bcl-2.

Las células infectadas con las partículas virales presentan fluorescencia verde si se usa la

longitud de onda adecuada en el microscopio de fluorescencia, permitiendo verificar la

eficiencia de la transfección y de la infección.

En la figura 27, se muestran las células observadas en el microscopio confocal de

fluorescencia. En el panel A se presentan las células GFP y en panel C se distinguen las

células Bcl-2, los páneles B y D son las mismas células vistas sin fluorescencia. Es

importante mencionar, que las secuencias para la proteína GFP y para la proteína Bcl-2 no

se encuentran bajo el control del mismo promotor. La secuencia bcl-2 se encuentra bajo la

regulación del promotor del citomegalovirus murino (CMV), mientras que el gene gfp está

regulado por el promotor de la polimerasa 2. De modo que la fluorescencia dada por la GFP

formalmente sólo refleja la eficiencia en la infección, más no en la sobreexpresión de Bcl-2.

La manera directa de asegurar la presencia de la proteína Bcl-2 fueron los inmunoensayos



A B C D
Figura 27: MICROSCOPÍA CONFOCAL DE LAS CÉLULAS INFECTADAS CON LAS  

PARTÍCULAS VIRALES.
A. Células provenientes de animales jóvenes infectadas para que sobreexpresn la proteína GFP. 

Microscopía confocal de fluorescencia.
C.    Células provenientes de animales jóvenes infectadas para que sobreexpresn la proteína GFP.y a la 

proteína Bcl-2.  Microscopía confocal de fluorescencia.
B y D. Son los mismos campos que A y B, pero sin fluorescencia. 

Crtl GFP GFPH Bcl-2 Bcl-2H

Bcl-226 kDa 

Figura 28: SOBREEXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA Bcl-2, INMUNOENSAYO TIPO 
WESTERN
En el primer carril se observa el control positivo. En los carriles donde se indica GFPH y 
Bcl-2 H, significa que esas células fueron tratadas con H2O2.
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tipo Western que se realizaron con este fin. Como puede advertirse en figura 28, no se

observó un aumento evidente en este ensayo, esto pudiera estar relacionado con el hecho de

que no todas las células del cultivo se infectaron. Se ha estimado que aproximadamente un

50% de la población incorporó la información genética, de modo que al analizar los

resultados habrá que tomar en consideración que los cultivos representan una población

mixta en cuanto a la sobreexpresión de la proteína Bcl-2.

12. EFECTO DE LA PROTEÍNA BCL-2 FRENTE A UN RETO DE ESTRÉS

OXIDATIVO EN CÉLULAS PROVENIENTS DE RATONES JÓVENES

Otro resultado que vale la pena discutir está relacionado con el hecho de que las células

Bcl-2 antes de haber sido sometidas a ningún tipo de tratamiento, presentaron un

decremento estadísticamente significativo en cuanto a su proliferación en comparación con

las células GFP y las controles. Esto indica que la proteína Bcl-2 tiene un efecto negativo

sobre la proliferación celular, hecho que podría estar relacionado con su protección en

contra del estrés oxidativo.

En la figura 29 se exhiben los resultados obtenidos después de una semana de haber

sometido a las células provenientes de los animales jóvenes al estrés oxidativo. En el panel

A se encuentran los resultados relacionados con la tasa de proliferación celular. Lo primero

que vale la pena resaltar es que las células GFP se comportaron de la misma manera que las

células control que no fueron sometidas a la infección retroviral. Esto permite validar el

modelo y asegurar que el efecto que se observa no fue debido a la infección retroviral sino

a la sobreexpresión de la proteína Bcl-2.

Tanto las células control, como las GFP, disminuyeron sus niveles de proliferación en un

88% después de haberse sometido al tratamiento con H2O2.  Mientras que las células Bcl-2
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Figura 29: PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO EN CÉLULAS PROVENIENTS DE ANIMALES 
JÓVENES QUE SOBREEXPRESAN Bcl-2

En ambas figuras el las barras claras indican las células sin tratamiento y las oscuras las células tratadas 
con 75 µM de H2O2. Las células control no fueron infectadas, las células GFP se infectaron 
únicamente con la información para sobreexpresar a la proteína GFP, mientras que las células Bcl-2, 
sobreexpresan tanto a GFP como a Bcl-2. Los resultados se realizaron el día 15 del cultivo y son el 
promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado ( n = 9). 

A. Tasa de proliferación. 
B. Porcentaje de células positivas al ensayo SA-β-gal.
En donde las barras que tienen las mismas letras significa que no hubo diferencias estadísticamente 

significativas entre ellas.
* Diferencia estadística en comparación con las otras células sin tratamiento
& Diferencia estadística en comparación con las otras células tratadas con H2O2 (p< 0.05)
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únicamente disminuyeron su proliferación en un 22 % (p< 0.05) . Lo que sugiere que la

proteína Bcl-2 pudiera aportar algún tipo de protección frente al estrés oxidativo, lo cual les

permitió a estas células seguir proliferando.

Los resultados en cuanto al número de células senescentes cuantificadas para los

fibroblastos obtenidos de los animales jóvenes aparecen en la misma figura 29, panel B. Se

distingue, al igual que en los experimentos de proliferación, que existe un efecto adjudicado

a la sobreexpresión de Bcl-2, antes de que se someta a las células a algún tratamiento. Las

células Bcl-2 muestran un incremento del 30% en la cantidad de células senescentes con

respecto a las células control (p<0.05). Sin embargo, después del tratamiento con H2O2, no

se encontró una diferencia estadísticamente significativa entre los tres cultivos. Esto sugiere

que la proteína Bcl-2 podría estar induciendo la aparición de una senescencia prematura.

13. EFECTO DE LA PROTEÍNA BCL-2 FRENTE A UN RETO DE ESTRÉS

OXIDATIVO EN CÉLULAS DERIVADAS DE RATONES VIEJOS.

Los cultivos primarios derivados de ratones viejos resultaron ser muy sensibles a la

infección retroviral, por lo que para obtener el número necesario de células para realizar los

experimentos, hubo que esperar más días. Es por ello que se decidió determinar el número

de células que proliferaron después de la infección sin tratamiento con H2O2. Los resultados

denotaron una proliferación disminuida tanto para las células GFP como para las Bcl-2

(figura 30, panel A). Esta diferencia, estadísticamente significativa, indicó que la sola

infección retroviral pudo haber dañado a las células de los animales viejos de manera tal,

que no pudieron proliferar en forma semejante al grupo control sin infectar. De modo que

en este caso el modelo no permitió sacar conclusiones en cuanto al efecto de Bcl-2, y es por

esa razón que no se realizaron los experimentos de estrés oxidativo.
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El hecho de que las células obtenidas de animales viejos presentaran una susceptibilidad tan

marcada a la infección viral, resulta interesante en si mismo, puesto que esto difiere con lo

que se observó en las células derivadas de  individuos jóvenes.

Los datos de la figura 30, panel B, referentes a la cantidad de células senescentes son

también sugerentes y pueden complementar los experimentos anteriores. En este caso, las

células GFP y Bcl-2 presentaron un incremento en el número de células senescentes que fue

estadísticamente significativo en los dos primeros días del experimento (17 y 19) y no así

en el día 21). En el día 17 se contaron 132 % más células positivas a la tinción SA-β-gal en

los cultivos infectados que en el control. Mientras que para el día 19 esta diferencia fue del

60% y para el día 21 no hubo una diferencia significativa. Al parecer la infección viral

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: PARÁMETROS DE ENVEJECIMIENTO EN CÉLULAS PROVENIENTES DE ANIMALES 
VIEJOS QUE SOBREEXPRESAN Bcl-2

En ambas figuras el las barras claras indican las células control que no fueron infectadas, las barras 
blancas pertenecen a las células GFP que se infectaron únicamente con la información para 
sobreexpresar a la proteína GFP, mientras que las oscuras son las células Bcl-2 que sobreexpresan 
tanto a GFP como a Bcl-2. Estas células no tuvieron ningún tratamiento posterior. Los resultados 
son el promedio de tres experimentos independientes realizados por triplicado ( n = 9). 

A. Tasa de proliferación. 
B. Porcentaje de células positivas al ensayo SA-β-gal.

* Diferencia estadística en comparación con las control que no se infectaron (p< 0.05)

A B
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DISCUSIÓN

Es muy común que las investigaciones que pretenden estudiar fenómenos a nivel

celular y/o molecular se realicen in vitro empleando líneas celulares que permitan mantener

controladas una gran cantidad de variables y así poder analizar un fenómeno de manera

particular. Sin embargo, para examinar el proceso del envejecimiento, este tipo de

aproximación resulta inadecuada, ya que por definición las líneas celulares no envejecen.

Es por eso que se han usado diferentes modelos de estudio tratando de definir los cambios

que se generan a lo largo de la vida de los seres vivos. Para ello, se han empleado

organismos cuya duración de vida (“life span”) sea corta. Entre los modelos más

explorados se encuentran las levaduras como la Saccharomyces cerevisiae ( Culotta  et al.,

1997; Imai y Guarente 2000), los nemátodos, 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 mamíferos, los aspectos prácticos se complican, ya que

los tiempos de vida de la mayoría de las especies son largos,  incluso de las especies cuya

vida se considera de corta duración (por ejemplo los roedores que viven 2 años). Por esta

razón, muchos grupos dedicados a la investigación geriátrica utilizan a los cultivos

primarios (principalmente de fibroblastos) como modelo de estudio para entender el

proceso del envejecimiento.

En nuestro caso particular, este hecho se complicaba doblemente. Lo ideal para contestar a

la hipótesis planteada referente al efecto de la sobreexpresión de la proteína Bcl-2 sobre la

prolongación de la viabilidad y el retraso en la senescencia, hubiera sido un modelo de

estudio de ratones transgénicos de Bcl-2. Sin embargo, la obtención de animales

transgénicos es un proceso largo, costoso y complejo, además de que después de haberlos
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obtenido habría que esperar dos años para ver los efectos de Bcl-2. Una alternativa más

viable y que proporciona información parecida a lo que sucede in vivo, son los cultivos

primarios. Por lo que en este trabajo se emplearon cultivos primarios de fibroblastos de

pulmón de ratón, a los cuales se les indujo la sobreexpresión de Bcl-2 mediante infección

retroviral.

Una fortaleza de este modelo, es que se emplearon células provenientes tanto de animales

jóvenes como de animales viejos, lo que permitió hacer un análisis más profundo de este

fenómeno. Cabe resaltar que se emplearon hembras de pie de cría que, aunque por tener 12

meses, cronológicamente aún no se consideran viejas, estas hembras presentaron un

fenotipo envejecido muy parecido al que presentan las hembras de 24 meses, posiblemente

asociado al deterioro fisiológico que implica los múltiples embarazos. Este modelo resultó

ser muy interesante, y por lo tanto valdría la pena estudiarlo más a fondo.

En cuanto al modelo in vitro, se saber que las células en cultivo tienen una vida finita y

entran en una etapa que se conoce como senescencia replicativa en un tiempo relativamente

corto, dependiendo del tipo y la especie de la que se trate (Hayflick y Moorhead, 1961).

Actualmente es posible conseguir ciertas líneas celulares, derivadas de células embrionarias

que senescen en cultivo después de un cierto número de duplicaciones, como son los

fibroblastos normales humanos IMR90 (Chen et al., 2000), los  WI-38 (Wolf et al., 2002) o

los MRC-5 (Lee et al., 2002), todos obtenidos de pulmón embrionario.

En los últimos años, se ha reportado que es posible promover la senescencia de manera

prematura en cultivos primarios, mediante la expresión inducida de ciertos genes como ras

o raf (Palmero y Serrano, 2001); así como por su exposición a concentraciones subletales

de agentes que generan estrés oxidativo (Chen et al., 1995; Toussaint et al., 2000). Incluso

se ha reportado la inducción de la senescencia en cultivos tumorales (Chang et al., 1999;
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Hwang 2002, Crescenzi et al., 2003). Todos estos tipos celulares presentan en gran parte las

características fenotípicas y bioquímicas de las células senescentes, pero no necesariamente

todas sus particularidades. Por lo que en ocasiones se les denomina células tipo-senescentes

(“senecsent-like”). Para complicar más el panorama, se ha sugerido que el arresto en la

proliferación celular y el fenotipo tipo-senescente pudieran estar relacionados con las

diferentes condiciones del cultivo (Kodama et al., 2001; Wrigth y Shay, 2002).  Todos

estos resultados han llevado a redefinir el concepto y los criterios de cuantificación de la

senescencia en el campo de la biogerontología  (Chen et al., 2000).

Uno de los objetivos de este trabajo fue el de analizar si las células de animales jóvenes al

envejecer en cultivo presentan las mismas características fenotípicas y fisiológicas que los

cultivos de células obtenidas de animales que van envejeciendo de manera paulatina a lo

largo de los años. Los resultados demostraron que, aunque el comportamiento general de

ambos cultivos fue similar, se observó una diferencia estadísticamente significativa en los

datos de cada uno de los experimentos durante la primera fase del cultivo (días 7 al 19). Es

decir, los fibroblastos de los ratones jóvenes proliferaban más rápidamente, incorporaban

más timidina y tenían un metabolismo mitocondrial más activ que los de los animales

viejos, y presentaron una menor cantidad (prácticamente nula) de células positivas a la

tinción SA-β-gal. Esta última observación coincide con los datos reportados por otros

investigadores, quienes han determinado la existencia de un mayor número de células

senescentes (SA-β-gal positivas), en los cultivos provenientes de animales viejos o de

personas  ancianas, que en los cultivos de individuos jóvenes (Bruce et al., 1986).

Se observó que conforme las células de los ratones jóvenes envejecían in vitro, se iban

pareciendo cada vez más a las células de los ratones viejos, tanto desde el punto
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morfológico (células grandes, aplanadas y con vacuolas), como en los parámetros de

envejecimiento cuantificados. A partir del día 19, (día en el que el cultivo inicia la etapa de

senescencia), se observó una disminución en la tasa de proliferación celular, así como de la

síntesis de ADN y de la actividad respiratoria, que coincidió con un incremento en el

número de células senescentes.  De hecho, el decremento en la reducción del MTT y en la

incorporación de timidina tritiada determinado en los cultivos provenientes de los animales

jóvenes, fue mucho más drástico que en el cultivo proveniente de los animales viejos,

sugiriendo que al acercarse al límite de Hayflik, las células en cultivo pudieran sufrir

alteraciones que las induzcan a convertirse en células senescentes.

La transformación de las células provenientes de los ratones jóvenes continuó hasta el

punto en el que no se encontraron diferencias estadísticas en la actividad respiratoria, en la

síntesis de ADN, ni en la tasa de proliferación en comparación con las células de los

ratones viejos, en contraste con el número de células positivas a SA-β-gal, que fue

incrementando su tasa de aparición.  Para el día 27 del experimento, ambos cultivos

presentaron fenotipos senescentes prácticamente indistinguibles, corroborando la hipótesis

de que la acumulación de las células senescentes en tejidos vivos pudiera contribuir al

deterioro que presentan los organismos y que se asocia al envejecimiento (Campisi, 2000).

Esto se debe a que, cuando se acumulan grandes cantidades de células senescentes (con un

metabolismo alterado), dentro de un tejido, este empieza a perder en gran medida su

funcionalidad.

Si hubiésemos terminado esta primera parte del trabajo aquí, la conclusión lógica a la que

habríamos llegado hubiera sido que las células jóvenes al senescer en cultivo adquieren

exactamente las mismas características que las células de los animales viejos y  por lo tanto



94

son equivalentes. Sin embargo, para complementar estos resultados, hacía falta cuantificar

algún marcador molecular que aumentara durante la senescencia in vivo y que se

incrementara también mientras las células jóvenes envejecen en cultivo. En realidad un

marcador así todavía no se ha descrito, por eso se sigue usando la tinción SA-β-gal como

marcador de senescencia; pero se sabe que muchas proteínas críticas para la regulación del

ciclo celular pueden inducir la muerte programada, mientras que algunos componentes de

la maquinaria apoptótica pueden influir en el ciclo celular (Dobashi et al., 2004; Liu et al.,

2004). Por lo anterior, se puede proponer que alguna proteína que participara en estas vías,

pudiera funcionar como marcador molecular, e incluso tener alguna ingerencia dentro de la

inducción de la senescencia. Una molécula que resulta atrayente por varios motivos para

cumplir este papel es la proteína Bcl-2.

En los últimos diez años se han descrito funciones de Bcl-2, que aparentemente son

independientes de su actividad anti-apoptótica (Vairo et al., 1996). Ahora se sabe que la

sobreexpresión de Bcl-2 tiene la capacidad de retrasar e incluso frenar la proliferación

celular (Kumazaki et al., 2002), así como la capacidad de proteger a las células frente al

estrés oxidativo, puesto que incrementa los niveles de algunos antioxidantes como la SOD-

Cu/Zn y el GSH (Lee et al.2001; Meredith et al, 1998). Si estas facultades están

relacionadas entre sí o son independientes, aún queda por aclarase.

Una de las características distintivas de las células senescentes es su falta de respuesta a

estímulos apoptóticos. E Wang (1995) propuso que los fibroblastos senescentes humanos

resisten la muerte celular programada debido a su incapacidad para suprimir la expresión de

Bcl-2. Este primer reporte que vincula a Bcl-2 con la senescencia, visto a la luz de los

nuevos hallazgos donde se relaciona a la proteína anti-apoptótica con la regulación del ciclo
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celular, podrían interpretarse como una propiedad más de Bcl-2, haciéndola una proteína

muy atractiva para estudiarse en el contexo de la senescencia y el envejecimiento.

En cuanto a la expresión endógena de Bcl-2 a lo largo de la vida, la literatura reporta datos

contrastantes. Mientras algunos autores han encontrado que los niveles de Bcl-2 aumentan

en cerebro (Kaufmann et al, 2001), otros indican que disminuye en células T y corazón

(Pahlavany y Vargas, 2001; Phaneuf y Leeuwenurg, 2002), ambos de rata. Esta diversidad

en resultados podría explicarse con base en la especificidad y particularidad funcional y

metabólica de los diversos tejidos. En este trabajo se encontró que el contenido de la

proteína Bcl-2 se incrementa clara y constantemente en las células de pulmón conforme

aumenta la edad de los ratones. El incremento observado in vivo, correlaciona con en

aumento en los niveles de la proteína en las células senescentes derivadas de los animales

viejos, más no así en el caso de las células senescentes provenientes de los animales

jóvenes, en donde la expresión de Bcl-2 no aumentó significativamente. Es innegable que

la magnitud del incremento in vitro fue menos evidente que in vivo, lo cual puede

explicarse debido a que el lisado de proteínas obtenido de los homogenados de pulmón es

cualitativamente diferente al lisado procedente de los cultivos de fibroblastos, ya que el

primero contiene varios tipos celulares. Aún así, el incremento observado de manera

exclusiva en las células de los animales viejos, sugiere la existencia de un fenómeno

molecular persistente relacionado al deterioro fisiológico, que únicamente ocurre in vivo.

Este podría estar relacionado con la continua exposición a factores del medio ambiente;  y

por lo tanto, se encontraría ausente en las células de los animales jóvenes que  no

estuvieron expuestas a ese tipo de estímulos.

El aumento en la expresión endógena asociada a la edad que se encontró en las células

provenientes de los animales viejos sólo presenta un efecto pobre en cuanto a la protección
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contra la muerte en las células senescentes. La tasa de muerte celular entre los días 19 y 27

es sólo 1.5 veces mayor en los cultivos derivados de los animales jóvenes en los que el

contenido de Bcl-2 es menor (0.8) que el que presentan los cultivos provenientes de los

animales viejos (1.6) (Figura 26B). Sin embargo, esto debería analizarse con más cuidado,

ya que es posible que sin la participación de Bcl-2, el daño que presentan dichas células

pudiera haber activado al programa de muerte apoptótica. Nuestros resultado no

demuestran una protección en ese sentido, aún así, la idea de correlacionar los niveles

elevados de Bcl-2 con el hecho de que las células senescentes no respondan a estímulos

apoptóticos, sigue siendo muy interesante. En otras palabras, una célula de un individuo de

edad avanzada con un alto contenido de Bcl-2, y que al mismo tiempo, por estar expuesta al

estrés oxidativo o algún otro agente tóxico o del medio ambiente, presentara una

desregulación en el ciclo celular o alguna alteración a nivel del ADN, no estaría en

condiciones de iniciar un proceso de muerte celular programada por sus altos niveles de

Bcl-2. Esto pondría en peligro al organismo, ya que la división celular perpetuaría el daño

pasándolo a la siguiente generación. Sin embargo, como ya se ha mencionado, se sabe que

Bcl-2 tiene la capacidad de disminuir la velocidad del ciclo celular alargando el tiempo en

el que las células pasan de G0 a G1 e incluso puede llegar a inducir un arresto irreversible

en este punto, promoviendo así la senescencia prematura (Tombor et al., 2003). El hecho de

que las células dañadas arresten su proliferación estaría protegiendo al organismo, por lo

que se ha propuesto a la senescencia como un mecanismo supresor de tumores (Campisi,

1997), y Bcl-2 podría tener una participación en este fenómeno (figura 31).

La hipótesis anterior es muy sugestiva, sin embargo, existen otras ideas alternativas que

explican el incremento de Bcl-2 observado en las células senescentes. La teoría de Harman

(1956) del envejecimiento por radicales libres postula que el organismo está expuesto a
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diferentes niveles de estrés oxidativo a lo largo de la vida, y que el daño acumulado por

dicho estrés se manifiesta como envejecimiento. Puesto que Bcl-2 se ha relacionado con

una resistencia ante el estrés oxidativo (Hockembery et al.,1993), puede postularse que el

incremento en esta proteína pudiera ser una respuesta gradual de las células a los cambios

redox que se suceden en la célula (Droge, 2002) y/o a la acumulación de alteraciones

moleculares y cambios epigenéticos inducidos por el estrés oxidativo generado por el

metabolismo normal, y no por cuestiones relacionadas con el ciclo celular o a la

senescencia en si misma. Existen reportes de experimentos en los cuales se utilizaron

concentraciones subletales de H2O2 para inducir la senescencia prematura en los

fibroblastos humanos IMR-90. En estas células se observó una elevación en el contenido de

Bcl-2 (y no de Bax) después del tratamiento con  H2O2 (Chen et al., 1995; Chen et al.,

2000). Este no fue el caso en los experimentos realizados con cuatro líneas de fibroblastos

humanos (HCA2,TIG-1, TIG-3 and WI-38) que envejecieron in vitro y adquirieron un

fenotipo senescente, al mismo tiempo que disminuyeron los niveles basales de Bcl-2, sin

presentar cambios en otras proteínas anti-apoptóticas (Bcl-XL, Bcl-W) o pro-apoptóticas

(Bax, Bak, Bid, Bik, Bad; Sasaki et al., 2001). Si se comparan estos dos experimentos,

parecería que la presencia de estrés oxidativo juega un papel muy importante en la

inducción de la expresión de Bcl-2 en el envejecimiento in vitro. Esto confirma nuestros

resultados de que las células derivadas de animales jóvenes que envejecen en cultivo logran

obtener un fenotipo senescente, pero que este fenotipo es incompleto o se alcanza por un

mecanismo distinto al que se adquiere gradualmente en el envejecimiento in vivo.

Recientemente se ha relacionado al envejecimiento con alteraciones a nivel epigenético

(Lezhava, 2001; Issa, 2002; Ikura and Ogryzko, 2003). Por lo que no se puede descartar el

que la sobreexpresión de Bcl-2 sea un fenómeno secundario ante alguna disfunción del
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ciclo celular o una respuesta orientada a contrarrestar los daños por el estrés oxidativo, sino

únicamente una desregulación en la estructura, compactación y señalización de la

cromatina que induce una sobreexpresión anormal de esta proteína.

Todos estos escenarios podrían coexistir, lo que nos lleva a la siguiente parte de este trabajo

en donde se analizó, si no las alteraciones epigéneticas directamente, si los daños a nivel

del ADN y la diferente susceptibilidad que muestran las células de animales jóvenes y

viejos frente a un reto de estrés oxidativo, así como la respuesta que presentan en cuanto a

su proliferación y senescencia cuando se induce artificialmente la sobreexpresión de Bcl-2.

Retomando la teoría de Harman del envejecimiento por radicales libres, existen

estudios que correlacionan un incremento en la lipoperoxidación, en los niveles de

carbonilos (Mutlu-Turkoglu et al., 2003), así como en el daño oxidativo sobre el ADN

(Hamilton et al., 2001; Wolf et al., 2002), con la edad avanzada de los organismos. Es por

ello que se propone que la incidencia de estos factores, de manera independiente o en

conjunto,  contribuya de una manera importante al deterioro y a las enfermedades

relacionadas con la vejez.

No es por lo tanto sorprendente, que los animales viejos y las personas ancianas sean más

propensos a infecciones (Effros, 2003), a enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas

(Weyand at al., 2003), y especialmente a neoplasias (Campisi, 2000).  Además, se ha

presupuesto que existe un decremento en la tolerancia al estrés oxidativo asociado a la edad

avanzada, que conlleva a daños considerablemente mayores a los que se observan en los

organismos más jóvenes (Zhang et al., 2003).

Esta parte de los experimentos estuvo encaminada a determinar la existencia de una

susceptibilidad diferencial en el ADN de los animales viejos frente al estrés oxidativo, en
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comparación con el de los animales jóvenes. Como agentes tóxicos se emplearon CCl4 y

H2O2 debido a su conocido potencial para generar estrés oxidativo (Ahmad et al., 1987;

Beddowes et al 2003; Lueken et al; 2004). El CCl4 es metabolizado rápidamente en el

sistema de mono-oxigenasas de las células hepáticas, mediante una deshalogenación

reductora catalizada por el citorcromo P450, que lo convierte en el radical triclorometilo

(CCl3•). Sin embargo, la mayoría de las líneas celulares de origen hepático y los cultivos

primarios, pierden o disminuyen sus sistemas de P450, lo cual los inhabilita para

metabolizar al CCl4 (Guillouzo, 1998). Por esa razón, se decidió usar otro agente  para

generar estrés oxidativo en los experimentos in vitro. El H2O2 es un candidato excelente  ya

que al ser un precursor de especies reactivas de oxígeno genera al radical hidroxilo (OH•)

en una reacción no enzimática catalizada por metales (Reacción de Fenton) (Halliwell y

Gutteridge, 1999).

El daño oxidativo al ADN es una de las consecuencias más importantes del estrés

oxidativo, causando disfunciones muchas veces irreversibles, que pueden incluso culminar

con la muerte celular (Yoneda et al., 1995), y se ha usado también como un marcador de

envejecimiento (Wolf et al., 2002). Para cuantificar el rompimiento de cadenas sencillas del

ADN, se realizaron ensayos cometas con los fibroblastos obtenidos de ratones jóvenes y

viejos, durante la fase de crecimiento logarítmico, y se encontró que existía un daño basal

en ambos tipos celulares. El hecho de que se encontraran más células (35%) con daño

moderado (LCC ≥ 20 µm ) en los cultivos de los animales viejos que en los jóvenes (4%),

confirma la idea de que el daño al ADN se acumula con la edad (Hamilton et al., 2001).

Después del tratamiento con H2O2, el daño en ambos tipos celulares aumentó, sin embargo

la LCC determinada para las células obtenidas de los ratones viejos fue considerablemente
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mayor, presentando más de un 50% de células con daño severo (LCC ≥ 60 µm). En

contraste, no se encontraron células proveniente de animales jóvenes que presentaran una

LCC de esta magnitud. En vista de que las células, en particular la que provenían de

individuos viejos, presentaron un daño basal importante previo al tratamiento, fue necesario

restar este valor (en términos de LCC), para poder determinar la aportación neta del daño

inducido por el H2O2. Después de hacer esta sustracción, en ambos tipos celulares, se

encontró que el incremento en la migración de la cola de los cometas promovido por el

H2O2 en las células de animales viejos, es muy similar a lo que se cuantificó para el ADN

de las células de animales jóvenes. Esto sugiere que  el aumento en la sensibilidad que se

observa en los individuos viejos frente al estrés oxidativo no resulta únicamente por el daño

que generan los tóxicos, o por la disminución en los sistemas primarios de defensa

antioxidante, sino en gran medida, por el daño previo que se ha acumulado a lo largo de la

vida.

En contraste con lo anterior, los resultados obtenidos con los experimentos de citometría

para determinar los niveles de ROS endógenos, resultaron también interesantes. Las células

derivadas de ratones jóvenes mostraron mayores niveles basales de ROS que las células

derivadas de ratones viejos. Lo se puede explicar por el hecho de que las células de los

organismos jóvenes tienen un metabolismo más activo y por lo tanto generan más ROS.

Esto concuerda con otros reportes donde se compararon diferentes especies de animales

encontrándose que las que tenían una tasa metabólica mayor producían más ROS (Pérez-

Campo et al., 1998). Este resultado se corroboró con los datos obtenidos en el ensayo de

MTT, que también se utiliza para cuantificar especies reactivas de oxígeno del tipo del

superóxido (Mosamnn, 1983). Los resultados indicaron que existe una mayor actividad
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mitocondrial en las células de los animales jóvenes independientemente de la fase del

cultivo que se determine (tabla 3). Sin embargo, al tratar a las células con una dosis subletal

de H2O2 por 15 min, no se encontraron diferencias estadísticas entre cada uno de los tipos

celulares con respecto a sus controles. Este resultado es difícil de explicar, ya que la misma

dosis es la que causó el daño que se cuantificó mediante el ensayo cometa. No es factible

pensar que la dosis empleada para generar estrés oxidativo en los experimentos de

citometría haya sido demasiado baja como para permitir observar una respuesta, ya que de

ser así no se habrían generado los daños analizados en el ensayo cometa. Una posible

explicación pudiera ser que los 15 min que se esperaron para determinar los niveles de ROS

después de agregar el H2O2, hayan sido un tiempo demasiado largo, y los sistemas de

defensa antioxidante ya hubieran eliminado a los radicales libres generados, no así la

reparación del daño que produjeron en ese lapso de tiempo. De manera contraria al

paradigma que se tenía de que los sistemas antioxidantes disminuyen con la edad (Ames,

1990), se ha demostrado recientemente que las diferentes enzimas que participan en estos

sistemas de defensa, varían con la edad de una manera muy irregular. Se determinaron los

niveles de SOD, GPx, CAT, ceruloplasmina, ácido úrico y bilirrubina en sangre de

pacientes de diversas edades y no se encontraron diferencias estadísticas entre las

concentraciones de ellos (Barnett y King,1995). En contraste, la actividad de la SOD

resultó ser más elevada en el hígado y cerebro de ratas viejas, mientras que la actividad de

la GPx disminuyó y el contenido de GSH no tuvo cambio en estos órganos con respecto a

la edad (Kim et al., 2003). Mosini y colaboradores reportan que aunque los niveles de GSH

disminuyen en músculo de rata en relación a la edad, la actividad de la GPx y de la GSSG

reductasa no presentan cambios en músculo e hígado (Mosini et al., 2004).
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Por todo lo anterior, se ha sugerido (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 eficiencia para reparar los daños inducidos por las ROS, en particular el que se infringe

sobre el ADN. Esto es muy interesante ya que se ha propuesto que las ROS no solamente

causan daño estructural directamente sobre las biomoléculas, sino que son mediadores

fisiológicos importantes que regulan varios procesos metabólicos, que pudieran responder a

cambios en el estado redox de las células (Droge, 2002).

De manera contradictoria a lo sugerido por Barnett y King, Hamilton y colaboradores

(2001) proponen que el aumento encontrado en el contenido de 8-OHdG, tanto en el ADN

nuclear como mitocondrial, en los ratones viejos, no es el resultado de una capacidad

reducida para remover las lesiones, sino por un incremento en la sensibilidad de los tejidos

de animales viejos al estrés oxidativo.

Nuestros resultados indican que los niveles basales de 8-OHdG determinados en el ADN

extraído de ratones viejos sin ningún tratamiento, fue 2.3 veces mayor que el que se

cuantificó en el ADN de los ratones jóvenes. Después del tratamiento con CCl4, el

contenido de 8-OHdG en ambos grupos de animales aumentó de manera significativa. Se

encontró que había un 27% más de daño en el ADN del hígado de los ratones viejos que en

el de los jóvenes. Para determinar el valor neto del daño producido por el tóxico, se restó el

daño basal que presentaba el ADN de los animales respectivamente, de manera similar a

como se hizo para los ensayos cometas. Se encontró que el aumento en el contenido de

8OH-dG determinado para los animales viejos, es solamente de un 16%, apoyando la idea

de que la disminución en la tolerancia al estrés oxidativo en los animales viejos

correlaciona con el daño previo. Estos resultados indican que cuando las células de los
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organismos viejos se tratan con un agente generador de ROS, la cantidad desproporcionada

de daño que se ha reportado (Elder et al., 2000; Aikawa et al., 2003) no únicamente está

dada por una respuesta inapropiada de las células frente a un reto oxidativo inmediato, sino

que esta alta susceptibilidad podría explicarse por el daño al ADN acumulado a lo largo de

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

Para analizar si existe algún efecto protector conferido por la sobreexpresión

exógena de la proteína Bcl-2 en cuanto a la proliferación y al retraso en la entrada a la etapa

de senescencia, así como una protección contra el estrés oxidativo, se realizó un infección

retroviral para lograr que se sobreexpresara dicha proteína.

Es importante aclarar que la infección retroviral al parecer no causó ningún efecto sobre los

fibroblastos primarios de los ratones jóvenes, ya no se encontraron diferencias

estadísticamente significativas en cuanto a la tasa de proliferación o la respuesta a la tinción

SA-β-gal entre los controles sin infección y las células infectadas únicamente con el gene

para la proteína GFP. Esto indica que todas las diferencias encontradas en los cultivos que

sobreexpresan a Bcl-2, pueden atribuirse a la expresión de esta proteína y no a la infección.

No obstante, este no 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 posible atribuir algún efecto a la proteína Bcl-2 debido a que la

sola infección pudo haber sido la causante de los resultados observados, lo que se discutirá

más adelante.

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo parecieron inesperados y contradictorios

con lo que se esperaba, pero concuerdan con reportes recientes de la literatura (Kumazaki et
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al., 2002). En primer lugar, se encontró que la sobreexpresión de Bcl-2 disminuye la

proliferación celular de una manera significativa, lo cual concuerda con los resultados

observados en fibroblastos murinos y en células linfoides, en donde se determinó que Bcl-2

puede intervenir en el ciclo celular regulando la transición entre el estado quiescente y el

estado cíclico de las células (Vairo et al., 1996; O´Reilly et al., 1996). Bcl-2 fue

considerado por años como un oncogene debido a que originalmente se encontró asociado

al linfoma folicular humano de las células B (Tsujimoto et al., 1984), y es común encontrar

altas concentraciones de Bcl-2 en varias neoplasias (Mandal y Kumar, 1997). Sin embargo,

precisamente estas altas concentraciones de Bcl-2, se han asociado tanto con una

disminución en la tasa de proliferación celular, como con una prognosis favorable en varios

carcinomas humanos (Biden et al., 1999). Por otro lado, se ha establecido una correlación

entre la disminución en el contenido de Bcl-2 y la progresión de los tumores (Geisler el al.,

1998).  Experimentalmente, se ha encontrado una actividad supresora de tumores

adjudicada a su acción anti-mitótica en la carcinogénisis hepática y mamaria en ratones

transgénicos (Vail et al., 2002; Murphy et al., 1999).

Al parecer la disminución en la tasa de proliferación celular no es el único efecto de Bcl-2

sobre el ciclo celular; se ha demostrado que niveles altos de Bcl-2 pueden incluso promover

la senescencia prematura en fibroblastos normales o en carcinomas (Tombor et al., 2003;

Crescenzi et al., 2003). Este mismo efecto se observó en los cultivos de las células

derivadas de animales jóvenes que sobreexpresaron Bcl-2, puesto que el número de células

senescentes fue mayor que el determinado en los cultivos de las células control y las GFP.

El mecanismo para explicar estos efectos aún no se conoce en su totalidad. Algunos grupos

de investigación que trabajan desde hace muchos años con Bcl-2, como el de Jerry Adams

en Melbourne y con ciclo celular con el de Andrew Koff  en Nueva York, han propuesto un
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modelo muy sugerente (Vairo et al., 2000). Se sabe que de manera normal, en las células en

estado quiescente, con bajos niveles de Bcl-2, la estimulación mitogénica inhibe la síntesis

del inhibidor de CDKs p27 e inactiva a p130 que retiene isoformas de E2F, facilitando así

la entrada al ciclo celular. Sin embargo, estos investigadores sugieren que la acrecentada

actividad de Bcl-2 inducida por ciertos factores ambientales, pudiera incrementar tanto los

niveles de p27 como de p130. Un aumento de p27 conllevaría a la inhibición de la actividad

de la Cdk-2 inhibiendo así la progresión del ciclo celular. Por su parte p130, al ser una

proteína del tipo represor constitutivo de la familia Rb, y por estar hipofosforilada, se uniría

al factor E2F4. El complejo p130-E2F4 reprimiría la trascripción de varios genes

necesarios para permitir la entrada al ciclo celular desde el estado quiescente, entre ellos

E2F1. La inhibición de la cinasa Cdk-2 no sólo detendría el ciclo celular, sino que

perpetuaría el arresto, ya que esta enzima es la encargada de fosforilar a p27 y p130

marcándolos para su posterior destrucción. De manera que los diferentes niveles de Bcl-2

que contenga una célula podrían ir disminuyendo la tasa de la proliferación al grado de

llegar a un arresto irreversible.

Recientemente se ha publicado más evidencia experimental que apoya la participación de

p27, p130, E2F4 y Cdk-2 en la forma en que lo sugieren Vairo y col. (Crescenzi, et al.,

2003; Bonnefoy-Berard et al., 2004), por lo que este modelo resulta muy atractivo.

Asimismo se ha sugerido que entre los agentes que pudieran activar la senescencia inducida

por Bcl-2 se encuentra el oncogene ras (Tombor, 2003; Mazzocca et al., 2003).

Lo que sigue siendo una pregunta difícil de contestar es cuál sería el mecanismo por el que

Bcl-2 podría inducir la expresión de factores reguladores del ciclo celular como p27 y

p130, si dicha proteína se encuentra anclada en las membranas (especialmente en la

membrana externa mitocondrial). El mismo grupo de investigadores antes mencionado,
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sugiere que presumiblemente Bcl-2 actué mediante la unión a una proteína hasta el

momento desconocida, a la cual se le ha denominado X. La proteína X se uniría a Bcl-2 en

el dominio N-terminal, cerca de la tirosina 28, y esta proteína sería la que induciría el

incremento de p27 y p130. No obstante, no existen reportes posteriores que apoyen

experimentalmente la existencia de la proteína X, por lo que la pregunta sigue sin

resolverse (figura 9).

Existen numerosos reportes relacionados con el efecto de Bcl-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 sobreexpresión de Bcl-2

aumenta las defensas antioxidantes, incrementando las concentraciones de GSH y de

Cu/Zn-SOD, pero no de Mn-SOD, GPx y GSSG reductasa. Un aumento en la

concentración de CAT sólo se ha encontrado en algunas líneas celulares y en otras no (Lee

at al 2001). Aún y cuando este mismo grupo no encontró disminución en el daño oxidativo

sobre el ADN (medido como 8-OHdG) ni en la lipoperoxidación, si reportó que las células

tranfectadas con bcl-2 presentaron mayor resistencia al tratamiento con H2O2.

Existen otros grupos que proponen que el efecto protector de Bcl-2 está dado por un

mecanismo pro-oxidante (Steinman, 1995). Es decir, la sobreexpresión de Bcl-2 pudiera

provocar que aumenten los mecanismos antioxidantes, de tal manera que cuando se somete

a las células a un tratamiento generador de estrés oxidativo, las defensas antioxidantes ya se

encuentren listas y puedan contrarrestar el efecto de los radicales libres, algo así como una

vacuna.

Es difícil pensar que la sola presencia de Bcl-2 genere ROS de algún tipo, por lo que

posiblemente actúe inhibiendo y estimulando la expresión de las enzimas y dispositivos

antioxidantes. No obstante, no hay reportes que propongan algún mecanismo para explicar
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como es que Bcl-2 puede regular la expresión de dichas enzimas antioxidantes, ya que,

como se mencionó antes, se piensa que Bcl-2 no se transloca al núcleo. Esto nos lleva al

mismo punto ciego referente a las vías de señalización.

Es posible especular que el mismo efecto de retrasar la progresión del ciclo celular pudiera

beneficiar a las células a enfrentarse a retos como el del estrés oxidativo. Si la célula no está

comprometida a dividirse, puede usar su maquinaria metabólica para detener los radicales

libres y reparar el daño. Tal vez la misma maquinaria enzimática que revisa que la célula se

encuentre en buen estado antes de duplicarse y dividirse, pudiera incrementar los niveles de

antioxidantes y sistemas reparadores que protegen frente al estrés oxidativo. Un efecto

parecido al que ocurre cuando se agrega un agente tóxico a los cultivos con un alto grado

de confluencia, en los cuales no se puede observar el efecto del tóxico (Ventura,

comunicación personal ).

Queda aún por discutir los resultados obtenidos mediante la infección retroviral a las

células derivadas de los animales viejos. Es evidente que no se puede correlacionar un

efecto directo de la sobreexpresión de Bcl-2 con la tasa de proliferación o el número de

células senescentes, ya que las células que únicamente fueron infectadas con gfp,

presentaron diferencias estadísticas con las que no se infectaron, indicando que el

tratamiento por sí mismo afectó a las células. Aún así, estos resultados inesperados fueron

muy interesantes. El hecho de que no se encontraran diferencias estadísticas entre los datos

obtenidos entre las células infectadas con gfp o con bcl-2, indica que el efecto de la

infección retroviral sobre los cultivos primarios de células de animales viejos es algo

reproducible y que se puede analizar, como se hará a continuación.

Poniendo especial atención en el aumento del número de células positivas a la tinción SA-

β-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 número de células senescentes en los cultivos infectados con

respecto al control (132%) los primeros días después de la infección. Sin embargo,

conforme el cultivo se acerca al límite de Hayflik e inicia la etapa de senescencia, esta

diferencia va desapareciendo, y en el día 21 ya no se encuentra una diferencia estadística

con el control. Esto sugiere que la infección viral o los mecanismos de respuesta celulares

asociados a ella pudieran haber causado el estrés necesario para inducir una senescencia

prematura en las células provenientes de ratones viejos, no así en las de ratones jóvenes en

las que la infección no tuvo ningún perjudicial sobre la tasa de proliferación o el número de

células senescentes. Lo anterior apoya los sugerencia previa de que el daño acumulado en

los organismos viejos los hace ser más susceptibles a los agentes inductores de estrés y, en

este caso, la infección viral podría desencadenar respuestas más drásticas que lo que se

esperaría en un individuo joven.

 En resumen, los datos aquí presentados demuestran que el fenotipo senescente

adquirido por las células provenientes de los ratones jóvenes al envejecer en cultivo es

indistinguible del que presentan las células provenientes de los ratones viejos, excepto por

el contenido de Bcl-2. Esto sugiere que deben existir factores a los cuales los organismos se

ven expuestos a lo largo de la vida (como el estrés oxidativo), que pudieran estar

relacionados con el proceso del envejecimiento natural, y que no están presentes en el

envejecimiento in vitro. Estos factores, posiblemente debidos al medio ambiente o al

metabolismo particular de los organismos, pudieran dañar de tal modo las biomoléculas, tal

y como sugiere Harman, acumulándose, entre otras cosas, en forma de daño al ADN, y que

esto se reflejara como una mayor susceptibilidad de los organismos viejos frente a los

agentes tóxicos y radicales libres. Por otro lado, los altos niveles de Bcl-2 en las células de
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los animales viejos, podría inducir un arresto irreversible (senescencia), de manera que la

acumulación de células senescentes si podría relacionarse con el deterioro asociado al

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

1. Se determinó que el fenotipo senescente que adquieren las células obtenidas de los

animales jóvenes al envejecer in vitro, es prácticamente indistinguible (en función

de los parámetros analizados) del que ostentan las células provenientes de los

animales viejos que han envejecido in vivo, a lo largo del tiempo. El hecho de que

Bcl-2 no se encontrara incrementado en las células de los animales jóvenes que

envejecieron en cultivo, postula la posibilidad de un fenotipo incompleto o

diferente, carente de los marcadores que se adquieren de manera gradual en el

envejecimiento in vivo; y sugiere que se puede llegar a la senescencia

aparentemente por vías bioquímicas y moleculares distintas.

2. Los resultados confirman la correlación entre la sobreexpresión endógena de la

proteína Bcl-2 y el aumento de la edad en algunos tejidos de los ratones, en este

caso en el pulmón. No obstante, aún queda por resolver si el aumento de esta

proteína se manifiesta como una respuesta al estrés oxidativo al que se ven

sometidos los organismos a lo largo de su vida. O bien, si es el efecto de alguna

alteración a nivel epigenético que involuntariamente bloquea la apoptosis

favoreciendo la senescencia, o algún otro mecanismo como una posible búsqueda de

la supervivencia celular.

3. La mayor susceptibilidad que se observa en el ADN de los animales viejos frente al

estrés oxidativo, en comparación con el de los animales jóvenes, no está dada

únicamente por una respuesta inapropiada de las células frente a un reto oxidativo

inmediato, sino que podría explicarse por la presencia del daño acumulado en el

ADN, (oxidativo y epigenético), a lo largo de la vida, como propone la teoría de

Harman .
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4. En las células provenientes de los ratones jóvenes se encontró que la sobreexpresión

exógena de la proteína Bcl-2 retrasa la tasa de proliferación celular. Una posible

explicación podría relacionarse con el hecho de que la alta concentración de Bcl-2

fomentaran el arresto transitorio de algunas células en la fase G1 del ciclo celular,

mientras que en otras, ese arresto fuera permanente induciendo la senescencia

celular.

5. El aumento de Bcl-2 mostró un efecto protector frente al estrés oxidativo inducido

por el H2O2 lo que permitió que las células continuaran  proliferando. Esto

corroboró una de las funciones conocidas y reportadas de la sobreexpresión de la

proteína Bcl-2.

6. La infección retroviral o el mecanismo de respuesta celular ante esta agresión,

indujo la senescencia de manera prematura en las células provenientes de los

animales viejos, apoyando la idea previa de que la susceptibilidad que presentan los

organismos viejos frente a los agentes estresantes pudiera estar asociado a la

acumulación del daño a lo largo del tiempo.

7. El modelo animal de ratonas hembras de 12 meses de edad pero que han tenido

múltiples embarazos, es un modelo interesante y relevante, que debiera, por tanto

ser explorado más ampliamente puesto que dichas hembras presentan características

fenotípicas y bioquímicas relacionadas al envejecimiento aún y cuando

cronológicamente no han llegado a esa etapa.

8. El modelo en cultivo de estos mismos animales es muy complicado y presenta

varios inconvenientes, por lo que para estudiar la senescencia in vitro, se propone

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

1. Estudiar más a fondo el modelo de hembras con múltiples embarazos y compararlo

con las hembras vírgenes de la misma edad, para tratar de determinar si existe

alguna correlación entre el desgaste metabólico asociado a la procreación y la

aceleración  del proceso  del envejecimiento.

2. Inducir la senescencia de manera prematura por estrés en los cultivos de fibroblastos

de ratón joven usando para ello H2O2 (Stress-Induced Premature Senescence =

SIPS). Esto con el fin de reducir el tiempo en el cual la mayor parte de la fracción

poblacional se encuentra en fase senescente. Además de que, al someter a las

células a una concentración subletal de estrés oxidativo, es probable que el

mecanismo por el cual se induzca el fenómeno de senescencia sea lo más parecido

posible (para un modelo in vitro) del que ocurre durante el envejecimiento normal

adquirido a lo largo del tiempo Este modelo ya se ha descrito para fibroblastos

primarios humanos de origen embrionario como las líneas WI-38, IMR-90, HCA-2

etc (que son líneas celulares que senescen) ( En nuestro caso podría ser muy

interesante ya que tiene la ventaja de que se emplean ratones jóvenes, pero al

someterlos a estrés oxidativo es probable que el mecanismo por el cual se induzca el

fenómeno de senescencia sea más parecido al que ocurre durante el envejecimiento

normal adquirido a lo largo del tiempo para usarlo como modelo de estudio in vitro.

3. Determinar los niveles de Bcl-2 en diferentes tejidos a lo largo de la vida de los

ratones. Por ejemplo: hígado, riñones, cerebro, etc.

4. Estudiar si la expresión de Bcl-2 se induce como respuesta al estrés oxidativo, y

tratar de diferenciar si esta es una respuesta regulada por el estrés o debido al daño

en el ADN  (via p53).
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5. Estudiar la relación entre la proteína Bcl-2 y otras moléculas asociadas al ciclo

celular y al envejecimiento, por ejemplo la enzima telomerasa.

6. Estudiar la participación de las modificaciones epigenéticas con el arresto de la

proliferación y la inducción de la senescencia.

7. Estudiar la relación entre los niveles de algunas enzimas antioxidantes y la cadena

respiratoria mitocondrial.

8. Estudiar participación de la senescencia como respuesta celular al estrés en otros

modelos, por ejemplo fibrosis hepática.
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