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RESUMEN

Una de las caracteristicas mas distintivas del envejecimiento de los seres vivos es la
senescencia celular (SC). Este proceso ocurre en todas las células con capacidad
proliferativa y recientemente, se ha observado que incluso las células postmitéticas
también se vuelven senescentes. Los marcadores clasicos de la SC son un grupo de
moléculas y cambios que ocurren en los procesos celulares y que aparecen con el paso
del tiempo y los ciclos de division celular. Los marcadores clasicos de senescencia son
1) el arresto en la fase G1 del ciclo celular; 2) el aumento de proteinas reguladoras
negativas del ciclo celular, como p21 y p16; 3) cambios en la morfologia celular, donde
las células se notan aplanadas y agrandadas; 4) un aumento en la actividad de la enzima
B-galactosidasa debido a un aumento en la masa lisosomal; 5) la pérdida de proteinas
involucradas en la arquitectura nuclear como la lamina B; y 6) la adquisicion de un
fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP), el cual incluye diversas moléculas
proinflamatorias como el TNFa, la IL-6, metaloproteinasas, quimiocinas y factores de
crecimiento, entre otros. Segun el tipo de inductor, es posible clasificar a la senescencia
en 1) replicativa, 2) inducida por estrés (SIPS), y 3) inducida por la represion de
oncogenes. En el presente proyecto se evalud la aparicion de marcadores de SIPS en
un linaje celular del sistema inmune innato: las células cebadas (CCs). Esas células se
encuentran en todos los tejidos vascularizados del cuerpo y controlan el inicio y
mantenimiento de diversas reacciones inflamatorias desencadenadas por varios
estimulos, como los complejos de inmunoglobulina E (IgE)/antigeno (Ag) y distintos
patrones moleculares asociados a dafio o a patégenos (DAMPs y PAMPSs). En el adulto,
se generan a partir de precursores de la médula 6sea y tienen una vida media larga en
los tejidos donde residen. En este trabajo se puso a prueba la hipétesis de que el
lipopolisacarido bacteriano (LPS), un PAMP producido por bacterias gram-negativas,
puede inducir la expresion de distintos marcadores de SC. Utilizando cultivos de CCs
derivadas de la médula 6sea de ratones (BMMCs), encontramos que la estimulacion del
receptor Toll-like 4 (TLR4) con LPS indujo la expresién de diversos marcadores de SC,
como la sintesis de la proteina p21 (un regulador negativo del ciclo celular), el incremento

en la actividad de la enzima B-galactosidasa y la expresion, de manera transitoria, del

\



SASP. Finalmente, se observi también que una exposicion prolongada al LPS indujo el

arresto de BMMCs postmitéticas en la fase G1 del ciclo celular.

En conjunto, nuestros datos muestran que la exposicion prolongada al LPS y, por tanto,
la estimulaciéon del receptor TLR4, es un inductor de marcadores de senescencia en
BMMCs, indicando que éstas son células inmunes postmitéticas que pueden adquirir un

fenotipo senescente tras someterlas a un estimulo candnico de la inmunidad innata.
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ABSTRACT

One of the most distinctive features of living beings aging is cellular senescence (CS).
This process occurs in all cells with proliferative capacity. Recently, it has been observed
that postmitotic cells can also become senescent. Classical hallmarks of SC are a group
of molecules and changes that occur in cellular processes through time and cell cycle
divisions. The classical hallmarks of senescence are 1) the arrest in G1 phase of cell
cycle; 2) an increase in negative regulatory proteins of cell cycle, like p21 and p16; 3)
changes in cellular morphology, where cells seem flat and enlarged; 4) an increase in -
galactosidase enzyme activity secondary to a rise in lysosomal mass; 5) loss of proteins
involved in nuclear architecture like lamin B; and 6) the acquisition of a senescence
associated secretory phenotype (SASP), which is composed of diverse proinflammatory
molecules like TNFa, IL-6, metalloproteinases, chemokines and growth factors, among
others. Depending on the inductor type, senescence can be classified as 1) replicative,
2) stress induced (SIPS), and 3) induced by oncogene repression. The present project
evaluated the expression of SIPS hallmarks in a cellular lineage of the innate immune
system: mast cells (MCs). These cells are found all over vascularized tissues in the body,
and they control the beginning and maintenance of inflammatory reactions in response to
some stimuli like immunoglobulin E (IgE)/antigen (Ag) complexes and different damage
associated molecular or pathogen patterns (DAMPs and PAMPS). In adults, MCs are
generated from bone marrow precursors, and they have a long-life expectancy in their
residing tissue. This work proved the hypothesis that bacterial lipopolysaccharide (LPS),
a PAMP produced by gram-negative bacteria, could induce the expression of distinct
hallmark of CS. Using cultures of MCs derived from the bone marrow of mice (BMMCSs),
we found that the stimulation of Toll-like receptor 4 (TLR4) with LPS induced the
expression of diverse hallmarks of CS like p21 synthesis (a cell cycle negative regulator),
an increase in the p-galactosidase enzyme activity and the expression, in a transitory
way, of the SASP. Finally, it was observed that long exposure to LPS induced the cell

cycle arrest in G1 phase in postmitotic BMMCs.

Altogether, our data show that long exposure to LPS, therefore the stimulation of TLR4

receptor, is an inductor of senescence hallmarks in BMMCs indicating that these immune

Vi



postmitotic cells can acquire a senescent phenotype after the exposure to a canonical

stimulus of innate immunity.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de las células cebadas: caracteristicas morfoldgicas y
fisiol6gicas

Las células cebadas (CCs) son conocidas por su participacion en respuestas de
hipersensibilidad tipo |, asi como por su papel como parte de la primera linea de defensa
contra agentes patdgenos dentro de la inmunidad innata. Son células residentes de
tejidos que se encuentran en contacto estrecho con el ambiente externo como mucosas
y piel 1. Se originan a partir de células progenitoras hematopoyéticas en la médula ésea,
no obstante, su maduracion, a diferencia de otros linajes celulares del sistema inmune
(SI), se lleva a cabo una vez que acceden a los tejidos periféricos donde residiran

finalmente 12,

Para que se lleve a cabo su maduracion, las CCs dependen de la activacion del receptor
c-KIT por el factor de células madre (SCF) y de la presencia de interleucina 3 (IL-3) *.
Las CCs maduras, expresan un perfil de marcadores membranales caracterizado por la
expresion de CD117, CD203c, FceRIl, CD45 y CD33 en ausencia de CD34, CD38 y

CD33, lo cual permite su identificacion y diferenciacion de otras células 3.

El proceso de diferenciacion de las CCs da origen a dos subtipos principales de CCs en
roedores: las células cebadas mucosales y las células cebadas de tejido conectivo.
Normalmente, las CCs localizadas en tejido conectivo son redondas, sin embargo,
cuando estan cerca de los vasos sanguineos adquieren una forma ovoide o elongada;
en cambio, las CCs que se encuentran en fibras dérmicas se observan filiformes o
estrelladas 4. Su diametro promedio es de 12.6 a 13.5 um, mientras que el diametro
aproximado del nlcleo es de 4 a 7 um 4. Una caracteristica particular es su tiempo de
vida, el cual se caracteriza por ser prolongado, en tejidos son capaces de sobrevivir
durante meses hasta afios 3. Asimismo, la superficie de las CCs contiene
microvellosidades que difieren en longitud, asi como protuberancias que reflejan la
presencia de granulos localizados debajo de la membrana plasmatica o hendiduras que
indican la exocitosis de estos. El numero de granulos es de 50 a 200 aproximadamente,

abarcando alrededor de un 50 a 55% del citoplasma (Figura 1) 4°.



Figura 1. Célula cebada de un raton joven observada mediante micrografia electrénica. Es posible
observar las caracteristicas morfoldgicas como las microvellosidades, los granulos en diferentes etapas
de maduracién y algunos organelos como el centriolo marcado mediante una flecha. Imagen tomada de
Yong, L. (1997).

Estos granulos, también conocidos como lisosomas secretores, contienen diversos
componentes, los cuales son liberados cuando las CCs desgranulan tras ser activadas
por diversos estimulos externos 6. Dentro de los componentes que integran los granulos
se encuentran citocinas, aminas, factores de crecimiento, hidrolasas lisosomales,
proteinas asociadas a membrana, proteoglicanos y proteasas 6. Cabe recalcar que las
CCs son las unicas células capaces de almacenar citocinas y factores de crecimiento
preformados en su forma activa, como el factor de necrosis tumoral (TNF) y el factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF) ©.

La importancia de la secrecion de estos componentes radica en las funciones que
ejercen en el organismo de manera fisiolégica °. Dentro de estas se encuentran la
modulacién de la vasodilatacion, la angiogénesis, la homeostasis bronquial, la
eliminacién de bacterias, virus y parasitos, asi como el crecimiento y remodelacién del
tejido 6seo, la homeostasis mineral y en el caso de algunas proteasas tienen como

objetivo inactivar venenos de diversos origenes, regular la motilidad intestinal y la



permeabilidad de la barrera hematoencefalica >’. Asimismo, las CCs también se
encargan de regular las funciones de diversos linajes celulares, como las células
dendriticas, los macréfagos, las células B y T, los fibroblastos, las células epiteliales y

las endoteliales °.

1.2 Activacién de las células cebadas

El contacto estrecho con el ambiente externo obliga a las CCs a responder ante multiples
estimulos, esto es posible gracias al vasto numero de receptores presentes en la
superficie y en el citoplasma de las células cebadas que, ante una interaccion con el

estimulo, permite la activacion y la consecuente respuesta de éstas 8.

Entre los receptores que se han observado en las CCs se encuentran receptores para
componentes del complemento (ej. CR3, CR4), receptores de quimiocinas (ej. CXCR3,
CCR?2), receptores de histamina (ej. HLR-H4R), receptores Fc (ej. FCERI, FcyRIl), asi
como receptores de reconocimiento a patdégenos (PRRs por sus siglas en inglés). Entre
estos se encuentran los receptores tipo toll (ej. TLR4, TLR2), receptores de lectina tipo-

C, receptores tipo RIG-I y los receptores tipo NOD &0, (Figura 2)
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Figura 2. Receptores de superficie en células cebadas humanas.



Las células cebadas expresan una amplia gama de receptores en su superficie, como el FCeRI y el KIT,
los cuales permiten su identificacion y su activacion en el caso del primero. También se encuentran
receptores para quimiocinas, para el complemento, para histamina, asi como receptores de
reconocimiento a patégenos como los TLR. Existen algunas diferencias entre los receptores presentes en
células cebadas humanas vs células cebadas murinas, por ejemplo, el MRGPRX2, se encuentra
Gnicamente en CCs humanas, mientras que el homdlogo en CCs murinas es el Mrgprb2 12, Imagen
tomada de Varicchi et al (2019).

Para su estudio, los mecanismos de activacién de las CCs se dividen en aquellos
dependientes del receptor de alta afinidad para la inmunoglobulina E (FceRI) y los

independientes de ese receptor 13,

En el primer caso, la activacion es desencadenada cuando el FceRIl es activado por
complejos de inmunoglobulina E (IgE) y algun antigeno (Ag). Estos complejos se forman
abundantemente en las reacciones de hipersensibilidad tipo I. El receptor FceRI esta
constituido por una cadena alfa, que une a la IgE, una subunidad beta, que atraviesa
cuatro veces la membrana plasmatica y dos subunidades gamma, que estan ancladas a
la membrana y se encuentran unidas por puentes disulfuro (Figura 3) ®!4. La unioén de
los complejos IgE/Ag al receptor permite la dimerizacion del receptor y activa dos cinasas
de la familia Src: Fyn y Lyn, las cuales fosforilan los motivos de activacion basados en
tirosina de inmunorreceptores (ITAMs) en los extremos citoplasmaticos de las
subunidades B y y del receptor a través de la union de la proteina cinasa de tirosina Lyn
(miembro de la familia Src) ®1°. Posteriormente, la proteina Syk es reclutada en la cadena
y conduciendo a la fosforilacién de proteinas de andamiaje transmembrana (TRAP) como
LAT (adaptador para la activacion de células T) y NLAT (enlazador para la activacion de
células no T) °. Esto origina dos rutas de sefializacién, una llamada Fyn/NTAL vy la otra
Lyn-LAT 5. La primera conlleva a la activacion de PI3K, contribuyendo a la traslocacion
de NFkB al nucleo mediante la regulacion de IKK 16, La otra cascada de sefializacion
lleva a la activacion de la fosfolipasa C (PLCy), que cataliza la hidrolisis del
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), un fosfolipido membranal, para generar dos
segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4, 5,-trifosfato (IP3) 18, El IP3 se
une a receptores en el reticulo endoplasmico promoviendo la salida de Ca?* intracelular
y la apertura de canales de calcio operados por depésitos mediante un mecanismo

dependiente de la molécula de interaccion estromal (STIM1); por otro lado, el DAG activa
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isoformas clasicas de la proteina cinasa C (PKC), las cuales también participan en la
translocacién del factor NFkB del citoplasma al nucleo a través de la fosforilacion de IKK.
Estos pasos desencadenan eventos posteriores asociados con la promocién de la
expresion génica de citocinas, la produccion de mediadores lipidicos como
prostaglandinas y leucotrienos, asi como la desgranulacion de los mediadores

preformados contenidos en los granulos de las CCs *.
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Figura 3. Activacion mediada por IgE en células cebadas.

El entrecruzamiento de dos moléculas de IgE por un antigeno multivalente (circulo rojo claro) desencadena
una cascada de sefializacion compleja, que involucra al receptor FceRI (localizado en la membrana celular)
y una vasta cantidad interacciones moleculares rio abajo que conllevan a la desgranulacion de mediadores
proinflamatorios preformados contenidos en los granulos, asi como mediadores lipidicos y sintesis de novo
en etapas tardias de la activacion de las células cebadas. Ver texto para mas detalles. Imagen creada con

Biorender.

Otras vias de activacion involucran otros ligandos y receptores distintos a la IgE/FceRI.
Por ejemplo, el lipopolisacarido bacteriano (LPS), clasificado como un patron molecular
asociado a patogenos (PAMP), funge como un ligando del receptor de reconocimiento a

patrones, el TLR4 1317,



El receptor TLR4 es una molécula transmembranal que pertenece a la superfamilia de
proteinas con dominios ricos en leucinas (LRRs) y esta compuesto de tres dominios: un
ectodominio, un dominio de hélice transmembranal y un dominio intracelular llamado
dominio Toll/interleucina 1 (TIR) 8. El dominio extracelular se divide en el dominio N-
terminal, el central y el dominio C-terminal 8. EI dominio intracelular TIR es responsable

de iniciar la cascada de sefializacion rio abajo 2.

La via de sefializacion desencadenada tras la union del LPS al receptor, involucra
diversas proteinas como los complejos adaptadores MyD88/TIRAP o TRIF/TRAM, las
cinasas IRAK, la ligasa de ubiquitinas TRAF-6 y las cinasas MAPK e IKK. Esta cascada
de sefializacion culmina con la translocacion del factor de transcripcion NFKB y la sintesis

del RNAm para distintas citocinas 8.

El primer paso para el reconocimiento del LPS por las CCs consiste en que una proteina
soluble presente en el suero (LBP) une al LPS liberado de la membrana bacteriana y
posteriormente la transfiere a un co-receptor membranal llamado CD14, el cual transfiere
el LPS a un complejo formado por el TLR4 y la molécula accesoria MD2. Una vez que el
LPS es reconocido, se forma un complejo compuesto por dos moléculas de LPS-TLR4-

MD2 y se inicia la cascada de sefializacion 8.

El TLR4 tiene la capacidad de iniciar dos cascadas de sefalizacion: una via dependiente
de los adaptadores MyD88/TIRAP y otra independiente de esos adaptadores y
dependiente de los adaptadores TRIF/TRAM (Figura 4) ‘8. Cuando se activa el receptor
en la superficie celular, se reclutan preferentemente MyD88 y TIRAP, los cuales
incorporan al complejo a la cinasa IRAK4. Esta Ultima activa a la ligasa de ubiquitinas
TRAF-6 y después de pasar por la activacion de cinasas como TAK1 e IKK, induce la
translocacién del factor de transcripcion NF-kB al nacleo y promueve la transcripcion de
genes de varias citocinas pro-inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF-a)
e IL-6 18,

Cuando el complejo TLR4-MD2 se endocita, activa la via independiente de MyD88 en el
compartimento endosomal y en lugar de reclutar a MyD88/TIRAP, incorpora a los

adaptadores TRIF/TRAM. Esta via de sefializacion lleva a la activacidon de la cinasa TBK1



y a la cinasas IKKg, induciendo la translocacion del factor de transcripcion IRF3 y la

transcripcion de los genes para los interferones tipo beta 8.
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Figura 4. Sefalizacion del TLR4

La activacién del receptor TLR4 (molécula marcada en azul), requiere de la unién de la molécula MD2
(marcada en verde) para formar el complejo TLR4/MD2 que reconocerd la molécula de LPS (marcada en
rojo) permitiendo la exposicién de los dominios TIR, lo que favorecera su acoplamiento a los adaptadores
MYDS8S8/TIRAP iniciando la cascada de sefializacién. Existen dos vias de sefializacion, la mediada por

MYD88 y la que es independiente de MYD88. Ver texto para mas detalles. Imagen modificada de Ain, Q.
et al (2020).

El ligando de este receptor (el LPS) es uno de los antigenos mas conocidos y estudiados.
Tras someter a las células cebadas a una exposicibn aguda de éste, responden
secretando varios mediadores inflamatorios a través de vias de sefalizacion expuestas
anteriormente que han sido descritas en distintos laboratorios, incluyendo el nuestro *°.
Sin embargo, hasta el momento no se han estudiado los efectos de la exposicidon
prolongada al LPS en células cebadas.



2. El lipopolisacarido bacteriano, su rol en la salud y el envejecimiento

El lipopolisacarido bacteriano (LPS) es una molécula constituyente de la membrana
externa de bacterias Gram negativas. Es una endotoxina conformada por tres dominios
estructurales que son el lipido A, el oligosacérido central y el antigeno O 2. La toxicidad
es conferida por el lipido A y la inmunogenicidad se asocia al polisacarido 2°. Tiene un
peso molecular >100.000 Da, es estable al calor (ebullicion durante 30 minutos no
desestabiliza la endotoxina), pero no a agentes oxidantes potentes como el superoxido,

el peréxido y el hipoclorito 2.

Existen diversas formas en las que el LPS entra en contacto estrecho con el organismo.
Es posible encontrarlo en agua y alimentos contaminados, en el mismo aire que
respiramos proveniente de zonas industrializadas; incluso, forma parte de la microbiota
intestinal, la cual es la principal fuente de LPS en individuos sanos. Alli, las bacterias que
contribuyen en mayor grado a la producciéon de la endotoxina a nivel colénico forman
parte del filo Bacteroides 2724, Dosis altas de LPS son bien toleradas, sin embargo,
cuando existe un proceso inflamatorio previamente establecido de origen diverso, es
posible que esa molécula alcance el torrente sanguineo, cobrando importancia y
permitiendo el desarrollo de entidades patologicas que conducen o agravan la evolucion
de la enfermedad. La exposicion a concentraciones altas de LPS puede llevar a la muerte
de la persona porque provoca condiciones patologicas como el choque séptico,
esteatosis hepatica, fibrosis, cirrosis y cancer. Por otro lado, la exposicion prolongada a
cantidades pequefias de LPS se ha asociado con el desarrollo de enfermedades cardio-
metabolicas como la obesidad y el sindrome metabdlico; enfermedades dentales y
respiratorias como periodontitis o cancer de pulmon, incluso se ha reportado su
participacion en enfermedades autoinmunes y se ha propuesto que pudiera ocasionar

envejecimiento prematuro 22232527,

Con respecto a este Ultimo punto, existen diversas evidencias que indican que el LPS
puede contribuir al envejecimiento. Por ejemplo, un estudio realizado por Kim vy
colaboradores en el 2016 evalud la relacién entre el envejecimiento y la inflamacion
inducida por el LPS proveniente de la microbiota intestinal. Mediante el andlisis del

contenido de la endotoxina en plasma y en heces de ratones C57BL/6J de 4 a 18 meses



de edad, observaron que los niveles de ambos pardmetros eran mayores en los ratones
envejecidos y que la endotoxina que provenia del filo Firmicutes se encontraba elevada
en estos ratones 2°. Asimismo, los investigadores observaron un aumento en la
activacion de NFkB y un incremento en la expresion de p16 (una proteina reguladora del
ciclo celular que forma parte de los marcadores de senescencia celular) en el colon de
ratones envejecidos comparado con el colon de ratones jovenes 2. Otro parametro
analizado en este estudio fue la presencia de una proteina altamente expresada en
células no replicativas llamada SAMHD1 (proteina 1 que contiene el dominio SAM y el
dominio HD). Ese polipéptido se ha detectado en macréfagos peritoneales de ratones
jovenes expuestos a LPS. Este hallazgo, junto con la presencia de p16, ha dado origen
a la hipétesis de que el LPS derivado de la microbiota intestinal participa en la aceleracion
del proceso inflamatorio crénico y de bajo grado caracteristico del envejecimiento, mejor

conocido como “inflammaging” 2°.

Otro estudio realizado en células endoteliales derivadas de la vena umbilical de humanos
(HUVEC por sus siglas en inglés) por Budamagunta, V. y colaboradores en 2021,
encontré que las células senescentes, ademas de expresar niveles basales elevados de
algunas citocinas y quimiocinas inflamatorias con respecto a las células no senescentes,
también exhibian una respuesta incrementada ante estimulos como el LPS, la IL-1B y el
TNFa. Esto llevo a los autores a concluir que la evolucion de algunas enfermedades
infecciosas en personas mayores de 60 afios, como COVID-19, tiende a la gravedad, ya
gue las células senescentes pueden predisponer a una respuesta inflamatoria

exacerbada 2.

3. Panorama general del ciclo celular

Al proceso mediante el cual, las células crecen y se dividen se le conoce como ciclo
celular. Esta conformado por dos etapas: la interfase y la mitosis 2°. La primera, se
compone de la fase G1 donde la célula se prepara para la sintesis de DNA; la fase S,
donde ocurre la sintesis del DNA; y la fase G2, donde la célula se prepara para la mitosis.
Por otra parte, la segunda etapa (mitosis, M) da origen a dos células idénticas con 46
pares de cromosomas cada una. La etapa M se compone de cuatro fases: profase,

metafase, anafase y telofase 3°. Ademas de las fases G1, S y G2, existe la fase GO,



donde las células pueden salir del ciclo celular y mantenerse en un estado no proliferativo
llamado quiescencia. Este les permite mantener sus funciones estables por tiempos
prolongados y reingresar al ciclo celular en caso de que se presenten estimulos

mitogénicos adecuados 3! (Figura 5).
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Figura 5. Etapas del ciclo celular y su regulacion.

El ciclo celular estd compuesto de diversas etapas que permiten la divisién celular, asi como el crecimiento
de las células. Como su nombre lo indica, es un proceso que se repite cierto nimero de veces, en algunos
casos, las células son capaces de salir del ciclo celular y mantener por tiempo indefinido sin necesidad de
dividirse, esta fase se conoce como GO (representado con una cruz rosa). La fase GO ocurre entre la fase
G1 vy de sintesis 0 S. La progresion del ciclo se encuentra regulada por la formacion de complejos entre
proteinas llamadas ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (Cdks). A su vez, la actividad de las Cdks
es regulada mediante reguladores negativos que pertenecen a dos familias conocidas como Ink4 y Cip/Kip.
Los pasos e interacciones entre ellas se detallan en el texto. Imagen modificada de Cheffer, A., et al (2013).

10



Lo que permite la progresion del ciclo celular de una fase a otra es la expresion y
activacion de proteinas reguladoras que forman complejos entre si y se conocen como

cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y ciclinas 2.

Para que la fase G1 pueda progresar a la fase S, se requiere que se forme el complejo
Cdk4/6-ciclina D, el cual permite la fosforilacion de la proteina asociada al retinoblastoma
(pRB) que interacciona con la familia de factores de transcripcion E2F 3. La pRB
fosforilada permite la disociacion de los factores de transcripcion E2F, los cuales se
traslocan al ndcleo promoviendo la transcripcién de genes necesarios para la progresion
del ciclo celular 34. Posteriormente, la formacién del complejo Cdk2-ciclina E hiperfosforila
a la pRB, lo que la inactiva, dando paso a la transcripcién de genes que controlan la

replicacion del DNA y la transicion de la fase G1 a la S del ciclo celular 3536,

Durante la fase S, el complejo Cdk2-ciclina A fosforila a la pRB permitiendo el recorrido
de esta fase. Al final de ésta, se forma el complejo Cdk1-ciclina A, la cual da por finalizado
este proceso dando paso a la fase G2. La transicion entre G2 y la fase de mitosis se

debe a la formacion del complejo Cdk1-ciclina B 2.

La actividad de las CDKs esta regulada a su vez por proteinas conocidas como
inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CDKIs). Este grupo esta conformado
por dos familias: la familia Cip/Kip y la familia INK4. Los principales miembros de la familia
Cip/Kip son las proteinas p21, p27 y p57, que inhiben a la mayoria de los complejos,
excepto Cdk4/6-ciclina D. Por su parte, la familia INK4, esta conformada por las proteinas
pl5, p16, pl8 y pl9, que inhiben especificamente la actividad del complejo Cdk4/6-

ciclina D 2.

El arresto del ciclo celular involucra dos vias de sefalizacién 2. La primera involucra un
miembro de los inhibidores de CDK, p16'NX4 cuya produccién ocasiona su interaccion
con Cdk4/6 e inhibe su actividad 38.La segunda, se inicia mediante las cinasas ATM y
ATR, que fosforilan diferentes blancos, como la proteina p53 en su Serina-15 3538, Esto
permite su estabilizacién y la consecuente interacciéon con elementos del promotor
p21/CDNKN1A activando su transcripcion 239, Los niveles elevados de p21 inhiben la

actividad del complejo Cdk2/ciclina E, preservando la asociacion de la pRB con el factor
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de transcripcion E2F y lleva a la interrupcion y consecuente arresto del ciclo celular 353,

(Figura 7, pagina 15).

La funcién de los reguladores negativos del ciclo celular que ejercen p21WAFLCIPL y

pl16'NK4A se Jleva a cabo en el nucleo celular. No obstante, se ha reportado que

p21WAFLCIPL a5 capaz de traslocarse al citoplasma mediante la fosforilacion del residuo

Thr145 donde funge como un regulador positivo del ciclo celular y participa en el control

de la reorganizacion del citoesqueleto de actina y la migracion celular °. En el

citoplasma, p21WAFYCIPL se une a la cinasa 1 dependiente de Rho (ROCK1) lo que

conlleva a la inhibicion de la cascada de sefalizacion ROCK-LIMK-cofilina (Figura 6).

Algunos autores reportan que la distribucion subcelular de p21WAFYCIPL “en el citoplasma,

se encuentra asociada en algunos casos con eventos metastasicos o una motilidad

aumentada, dependiendo del tipo celular 4142,
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Figura 6. Traslocacion citoplasmatica de p21. En condiciones normales, p21 se encuentra en el nlcleo
ejerciendo su actividad de regulador negativo del ciclo celular. Ademas, en el citoplasma, modula la via de
sefializacion ROCK-LIMK-cofilina, que controla la formacion de las fibras de estrés y las adhesiones
focales #*#4 . Cuando p21 se transloca al citoplasma (flecha punteada), inhibe la cascada de sefializacion
mediante su interaccion con ROCK 1,2. Imagen modificada de Besson, A. et al., 2004,

4. Envejecimiento y senescencia celular: definicidén, caracteristicas y funcién

El envejecimiento, es un proceso biolégico que ocurre en la mayoria de los organismos
uni y pluricelulares, sin embargo, conforme el grado estructural del organismo aumenta,
dicho fenémeno se vuelve mas complejo *°. En organismos multicelulares, como los
humanos, este proceso implica un deterioro en el funcionamiento de células, tejidos y
organos que conforman los diversos sistemas y aparatos del organismo, contribuyendo,
por ejemplo, a la disminucion en la agudeza visual y capacidad auditiva, cambios fisicos
reflejados en la piel y otros 6érganos, asi como un decremento en la actividad psicoldgica
gue puede dificultar funciones cerebrales superiores como la memoria e incluso existe
un aumento en la predisposicion a sufrir enfermedades infecciosas como consecuencia
de un sistema inmunolégico debilitado “6. No obstante, estos cambios, si no interfieren
con la funcionalidad del organismo para desenvolverse en su entorno, se consideran

parte de un envejecimiento normal o saludable 46,

Aunado a estos cambios, se sabe que el envejecimiento se acompafia de una
“‘inflamacion sistémica cronica, estéril, de bajo grado con autorreactividad” conocida
como envejecimiento inflamatorio o “inflammaging”, aumentando la predisposicion del
organismo para desarrollar enfermedades autoinmunes, cardiovasculares,

neurodegenerativas e incluso cancer 4’.

El envejecimiento inflamatorio se atribuye en parte al deterioro o envejecimiento del
sistema inmunolégico, también conocido como “inmunosenescencia”, el cual tiene un
impacto sobre los componentes celulares tanto de la inmunidad innata como de la

inmunidad adaptativa #’.

Respecto a los cambios que suceden a nivel de la inmunidad innata, las células que se
ven afectadas de manera importante son los macrofagos y los neutréfilos, ya que su

actividad fagocitaria disminuye, derivando en la incapacidad de combatir infecciones de
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manera eficaz y no lograr la eliminacion de células muertas. Asimismo, las células

Natural Killer (NK) disminuyen la secrecién de moléculas citotoxicas #’.

En la inmunidad adaptativa, se observa una disminucién en el nimero de células T naive
y un aumento en la expansion oligoclonal de células T de memoria, secundario a una
involucion timica, resultando en una menor diversidad en el repertorio inmunolégico #’.
Asimismo, esto también contribuye a una liberacibn aumentada de células T
autorreactivas y a una capacidad limitada por parte de las células T reguladoras para
suprimir la accién de las células autorreactivas 4. Esto trae como consecuencia un
aumento en la predisposicion del organismo para adquirir infecciones y no ser capaz de

limitarlas, asi como un aumento en la incidencia de cancer 4’.

Otro fenobmeno que contribuye al desarrollo y mantenimiento del envejecimiento
inflamatorio es la senescencia celular, definida, de manera general, como un estado de
arresto permanente del ciclo celular en la fase G1 del ciclo celular que ocurre en células
proliferativas. Este fendmeno fue descubierto por los cientificos Moorhead y Hayflick en
los anos 60’s del siglo pasado, tras observar una capacidad de replicacion limitada en
fibroblastos humanos cultivados in vitro 484°. El fenémeno de senescencia puede
presentarse también en células no proliferativas de larga vida media en el organismo,
como en las neuronas o los miocitos cardiacos. Esas células permanecen en la fase GO
del ciclo celular, en un estado conocido como quiescencia. Con el paso del tiempo, las
células quiescentes pueden pasar de la fase GO a la G1, sin llegar a las fases G2, So M

del ciclo celular 9,

La senescencia celular puede generarse por varios factores. Hasta el momento, segun
el inductor de estrés, se han identificado diversos tipos de senescencia; y aunque no
todas las fuentes de estrés conducen a dafio del DNA, aparentemente convergen en las

mismas vias de sefializacion (Figura 7) >1°2, Estos son:

1. Senescencia programada del desarrollo (DPS por sus siglas en inglés),
identificada durante la etapa de embriogénesis en mamiferos. Se piensa que es
un proceso fisiolégico y su objetivo es establecer un balance entre poblaciones

celulares durante el desarrollo; mientras que, en la etapa adulta, se cree que funge
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Ccomo un proceso de regeneracion y cicatrizacion tisular tras algan dafio al tejido
52_

2. Senescencia replicativa (RS por sus siglas en inglés), atribuida al acortamiento de
telomeros y a la via de activacion constituida por las proteinas p53/p21 en etapas
tempranas 2.

3. Senescencia prematura inducida por estrés (SIPS por sus siglas en inglés),
inducida por el estrés oxidativo y el estrés inducido por rayos ultravioleta 5.

4. Senescencia inducida por oncogenes (OIS por sus siglas en inglés), que ocurre
como consecuencia a la sobreactivacion de algunos oncogenes y otras proteinas

asociadas a las vias de proliferacién celular, principalmente el gen ras ®2.

Seiial Otros tipos N per]:fsl::nte
éni de estrées |
oncogénica e estres al DNA
( (ATM)
T Mbct

Arresto del ciclo celular

el
Senescencia celular

Figura 7. Inductores y vias de sefializacion que conllevan ala senescencia celular.

Diversas condiciones como la activacién de oncogenes, diferentes tipos de estrés como el estrés
genotoxico y el acortamiento de los telomeros producen sefales de dafio al DNA, activando de manera
cronica vias de sefializacion como p16™NW4/pRB y p53/p21WAFYCIPL 3 través de la inhibicion de ciclinas
CDK4/6, e impidiendo la activaciéon de la familia de proteinas RB, lo que conlleva la detencion del ciclo

celular. De manera similar, la via de p53/p21WAFVCIPL activa cinasas como ATM que permiten su
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estabilizacién y conducen a una activacion de genes anti-proliferativos y, consecuentemente, la activacion
de p21, que a su vez inhibir4 la actividad de la cinasa CDK2 evitando la progresion del ciclo celular. Imagen
modificada de Yang, et al. (2021).

Debido a que la senescencia celular es inducida por estimulos que dafian a las células,
se considera que forma parte de un mecanismo de control de dafo celular secundario a
la activacion de respuestas de estrés o de dafio al DNA (DDR por sus siglas en inglés).
La senescencia es un fendmeno que ocurre en diferentes etapas del desarrollo
embrionario, asi como en células de organismos adultos, donde se ha propuesto su
participacion en procesos de regeneracion tisular tras el reclutamiento de células
inmunoldgicas, principalmente macréfagos, de manera transitoria °3. No obstante, las
células senescentes también forman parte de diversas entidades patolégicas en donde
ejercen efectos duales, es decir pueden ejercer efectos positivos limitando el desarrollo
de fibrosis en eventos isquémicos como en el caso de los infartos de miocardio; o todo
lo contrario, pueden producir efectos negativos detonando una respuesta de estrés que
conduce a la perpetuacion de estados proinflamatorios como en la obesidad, que

conlleva al desarrollo de resistencia a la insulina y esteatosis hepatica 53 .

Aunado al arresto del ciclo celular, la senescencia se caracteriza por la presencia de
marcadores de senescencia (hallmarks), que son moléculas, procesos y cambios
fenotipicos cuya aparicion se ha observado en numerosos tipos celulares. Los
marcadores de senescencia permiten su estudio in vitro, dado que es posible caracterizar
su aparicion y desarrollo en respuesta al paso del tiempo o a distintos tipos de estrés en
cualquier tipo celular. Los principales marcadores de senescencia estan relacionados a
cambios a nivel de la morfologia celular, asi como la expresion de un fenotipo secretor

asociado a senescencia también conocido como SASP por sus siglas en inglés 4.

Con respecto a los cambios morfologicos, se sabe que, en general, las células
adherentes senescentes se tornan aplanadas e irregulares; la composicion de la
membrana plasmatica sufre un aumento en la proteina caveolina (una proteina de
andamiaje que participa en la sefalizacion celular); existe una reorganizacién del
citoesqueleto de actina; aumenta el numero de lisosomas (que puede detectarse por un

aumento en la actividad de la enzima (B-galactosidasa); y el metabolismo celular se ve
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alterado debido a una disfuncion mitocondrial que produce niveles elevados de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Asimismo, se observan cambios a nivel nuclear a través de
la pérdida de la proteina lamina B1 y la formacion de focos de heterocromatina asociados
a senescencia (SAHF por sus siglas en inglés), los cuales juegan un rol importante en el
arresto del ciclo celular, ya que fungen como estructuras que evitan la transcripcién de

genes que promueven la proliferacion y suelen asociarse a un dafio al DNA (Figura 8) 5+
58

Focos de heterocromatina asociados
a senescencia (SAHF)

Morfologia agrandada y

aplanada

FT\

):3 Fenotipo secretor
L asociado a senescencia
N (SASP)

\\ \

| '|
|
2 T |
1 p53, p21, p16 «~

1 Actividad enzimatica
de la B-galactosidasa

Pérdida de la lamina B Reorganizacion del

[ 1 enla masa citoesqueleto de actina

| BN
lisosomal y
mitocondrial

Figura 8. Cambios caracteristicos de las células senescentes.

La imagen muestra algunos de los cambios morfolégicos, estructurales y metabdlicos que ocurren en
células sometidas a senescencia, entre ellos se encuentra la formacién de estructuras asociadas
normalmente a dafio del ADN como los focos de heterocromatina asociados a senescencia, la adquisicion
de un fenotipo secretor de moléculas proinflamatorias, un aumento en la actividad lisosomal, una
reorganizacion del citoesqueleto de actina, pérdida de proteinas encargadas de la arquitectura nucleas
como la ldmina B, asi como una expresion aumentada en proteinas que regulan el ciclo celular como p53,
p2ly pl6.

Otra de las caracteristicas de la senescencia celular, es el aumento en la produccién y
maduracién aberrante de algunos mRNAs *°. Mltiples estudios han demostrado que

diferentes miRNAs modulan los niveles de proteinas efectores claves de la senescencia
59
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Ademas de esas alteraciones, existe un aumento en la sintesis de proteinas inhibidoras
de cinasas dependientes de ciclina (CDK) como p21WAFLCIPL y 1] gINK4A 49 E5 importante
mencionar que la expresion de p21WAFYCIPL en conjunto con p53 es transitoria ya que,
una vez establecida la senescencia, los niveles de estas proteinas disminuyen. Por otro
lado, la expresion de p16'NK4A aumenta, manteniendo el arresto del ciclo celular en las
fases G1 y G2 9. Debido a la detencidn irreversible del ciclo celular, la senescencia
celular suele considerarse un mecanismo antitumoral 4. Las vias de sefializacion, p53/
p21WAFICIPIRB y p16™Nk4A |RB, pueden actuar en conjunto o de manera individual para
evitar la proliferacion excesiva de células transformadas *°. La sobreexpresion de esas

proteinas basta para inducir senescencia *°.

En conjunto, estas caracteristicas se consideran marcadores de senescencia clasicos en
células proliferativas. No obstante, no es del todo conocido si las células postmitoticas
sometidas a senescencia cumplen con cada uno de estos marcadores. Lo que se ha
observado es que las células de vida larga media como las neuronas pueden llegar a
presentar solo algunos marcadores y su SASP puede expresar otras moléculas que no

han sido observadas en células proliferativas 6.

5. Fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP)

Las células senescentes son metabolicamente activas y constantemente se encuentran
secretando una gran variedad de moléculas. A esta hipersecrecion se le conoce como
fenotipo secretor asociado a senescencia 0 SASP por sus siglas en inglés >4, El SASP
es un fenotipo heterogéneo y complejo, su composicion varia acorde al tipo celular, el
tipo de inductor de senescencia, asi como al contexto fisioldgico 2. Al momento, se ha
logrado crear un atlas proteébmico de los secretomas asociados a senescencia para el
desarrollo de biomarcadores del envejecimiento. En él se encuentran perfiles producidos
por diferentes tipos de inductores de senescencia como la radiacién por rayos X, la
sobrexpresion de RAS vy el tratamiento con atazanivir; asi como, el perfil de dos tipos
celulares (fibroblastos y células epiteliales humanas) 3. Cada uno involucra diversas

moléculas que pueden o no compartir como parte del perfil asociado a senescencia 3.

Dentro de las moléculas que se producen, se encuentra una mezcla compleja de factores

gue tienen el potencial de afectar el microambiente y alterar el comportamiento de las
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células que rodean a células senescentes 4. Entre ellos, se encuentran interleucinas
reguladoras, citocinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento, proteasas, lipidos
bioactivos, componentes de la matriz extracelular y metaloproteinasas de matriz (MMP),
proteinas de membrana como la fibronectina, colagena y laminina %4. Ejemplo de éstas
son la IL-1a, la IL-6, la IL-8, el TNF, el VEGF, quimiocinas como CXCL1 y 2, el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), entre otros 4. Cada uno ejerce funciones que
permiten el reforzamiento del arresto en el crecimiento celular (como la IL-6, la IL-8 y el
inhibidor del activador de plasmindégeno 1, PAI-1); otros permiten la comunicacion
paracrina sometiendo a senescencia a las células circundantes, como el TGF-$, la IL-1a
y el VEGF, asi como las quimiocinas CCL2 y CCL20 5965,

Es importante mencionar que la mayoria de las cascadas involucradas en la induccion y
regulacion dinamica del SASP convergen en la activacion de dos factores de
transcripcion, NF-kB y CEBPPB, los cuales controlan de manera cooperativa la
transcripcion de reguladores clave de las proteinas inflamatorias del SASP, ya

mencionadas >°.

Otra caracteristica importante del SASP es su desarrollo dinamico a lo largo del tiempo
6. En cultivo, hay datos donde las células desarrollan un SASP completo
aproximadamente cinco dias después de la induccion de la senescencia y el arresto del
crecimiento celular se puede observar con 24 h de dafio %. La senescencia celular es
claramente un fendmeno tardio y no necesariamente esta asociado con respuestas
tempranas. Por ejemplo, el fenotipo asociado a estrés agudo (ASAP) se caracteriza por
la expresion de IL-6 y Timps-1 y representa una fase temprana de respuesta celular
observada inmediatamente después de la exposicion a agentes citotdxicos; sin embargo,
en la mayoria de las células, el SASP se desarrolla gradualmente en un transcurso de
cinco a diez dias después de que se aplican estimulos estresantes y se detectan los

primeros marcadores de senescencia °°.

La instauraciéon del SASP se considera un factor que predispone el desarrollo de
enfermedades asociadas a la edad como las enfermedades cardiovasculares (p.gj.
aterosclerosis), enfermedades neurodegenerativas (como la enfermedad de Alzheimer,

enfermedades autoinmunes (como artritis reumatoide), asi como diferentes tipos de
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cancer. Por otro lado, segun su duracion, el SASP puede tener efectos pleiotropicos, es
decir, puede ejercer efectos positivos y negativos sobre la fisiologia de un tejido o célula
6. Por ejemplo, se ha sugerido que este fenotipo pudo haberse originado con el propdsito
de ayudar a las células senescentes dafiadas a comunicarse con las células vecinas e
iniciar procesos de reparacion y regeneracion de tejidos, al estimular células progenitoras
cercanas o células del sistema inmunitario para promover su eliminacion °°. Esta
hipotesis tiene sustento en la presencia de diferentes metaloproteinasas y factores de
crecimiento como VEGF y PDGF-A en el SASP, lo que indica la existencia y participacion

de células senescentes en la reparacion de tejidos y en la cicatrizacion de heridas ©.

AUn no se conocen exactamente los mecanismos reguladores de los efectos benéficos
o0 deletéreos del SASP, sin embargo, se ha observado que un periodo corto de
manifestacion del SASP suele promover acciones positivas, mientras que una
perpetuacion de éste produce efectos negativos que conducen al desarrollo tumoral y

metastasis 3.

Finalmente, en la senescencia celular existen cambios dinamicos en la modificacion de
las histonas y en la metilacion del DNA. Esos cambios epigenéticos se encuentran en

estudio y no existe informacion detallada en células del sistema inmune 4.

6. Antecedentes
6.1 El LPS como inductor de senescencia

El efecto de la exposicion aguda y repetida al LPS en diversos linajes celulares del
sistema inmune innato como macrofagos, células dendriticas, neutroéfilos, entre otros, ha
sido ampliamente investigado. Principalmente, los estudios se han centrado en la
aparicion del estado conocido como “tolerancia a la endotoxina” 8. Este fenémeno
biolégico se caracteriza por la desensibilizacion de los sistemas de sefalizacion
activados por el LPS, lo que se traduce en una respuesta reducida de las células inmunes
después de estar expuestas a dosis bajas de endotoxina. Esto conduce a que las células
adquieran un estado transitorio de anergia, lo que les impide responder eficazmente ante
futuras exposiciones a ese ligando %° En nuestro laboratorio se han desarrollado
estudios en células cebadas donde es posible observar el fendmeno de tolerancia

después de la estimulacién repetida con concentraciones de LPS consideradas altas
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para estas células (500 ng/ml) durante intervalos de tiempo cortos (hasta 4 horas). Esto
se ve reflejado en la disminucion de la secrecidn de citocinas proinflamatorias como TNF-
a en respuesta a una estimulacién posterior . Sin embargo, se desconoce el efecto que
pudiera tener el LPS a concentraciones menores y de manera prolongada en este tipo

celular.

Recientemente, el LPS ha comenzado a utilizarse como un inductor de senescencia
celular en diferentes modelos in vitro que estudian el efecto del envejecimiento en
distintos tipos celulares, incluyendo células epiteliales alveolares, células troncales de la
pulpa dental, osteocitos, microglia y macréfagos. No obstante, la caracterizacion del LPS
como un factor inductor de inmunosenescencia no se ha realizado en todas las estirpes
celulares del sistema inmunitario y se desconoce si la exposicion a ese PAMP puede
inducir el SASP en otras células inmunes o si tiene componentes particulares
dependiendo del tipo celular 776, En la Tabla 1 se resumen los principales estudios

sobre los efectos del LPS en la induccion de senescencia en distintos tipos celulares.

. ] ) L Marcadores de Autor y afio
Linea Cantidad | Tiempo de exposicion al ]
senescencia celular dela
celular de LPS LPS L
expresados publicacién
IN VITRO. La estimulacion
repetida en 3 y 6 ocasiones
1-6 dias: 3 ]
mostré los mejores
e 1 ocasion
resultados:
e 3 ocasiones, una .
e Formacién de
cada 48 horas
Células BV2 focos de ADN
3 durante 4 horas o Yu, H. et al
(células 10 ng/ml e Tincion de B-
) ) cada una ] (2012)
microgliales) galactosidasa
e 6 ocasiones, una .
positiva
vez cada 24 horas
e | Proliferacion
durante 4 horas
e Arresto del ciclo
cada una.
celular en fase
G0/G1
0, 1,5, 10, . . IN VITRO.
Células Unica exposicién durante Chang, O. et
o 15y 20 e Aumento del
epiteliales 24 horas al. (2012)
pg/ml tamafio celular,
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alveolares
(A549)

morfologia
aplanada y atrofica
con 10-20 pg/ml de
LPS al quinto dia
post exposicién
e | delaviabilidad
celular con 15
png/ml de LPS 'y con
20 pg/ml se
observ6 un efecto
apoptdtico mediado
por caspasa-3y -7
e Aumento enla
masa lisosomal y
actividad de la B-
gal con 15 pg/ml de
LPS
e Aumento enla
concentracion de
H20:

Células
troncales de
la pulpa
dental

10 ng/ml

1 exposicion
durante 6 horas
3 exposiciones,

una cada 48 horas
durante 6 horas
6 exposiciones,

una cada 24 horas

durante 6 horas

IN VITRO. Las
exposicionesen 3y 6
ocasiones obtuvieron
mejores resultados:
¢ Morfologia
aplanada y
aumento en el
tamario, con
disminucién en la
proliferacién celular
e Distribucion de la
F-actina
desordenada y

ensamblada

Feng, X, Li,
L., & Zhifeng,
Gu. (2014)
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alrededor de la
region nuclear
e Arresto del ciclo
celular en fase G1
e 1 expresion de SA-
B-Gal
e 1 enlaexpresion
de la proteina y-
H2A.X como
marcador de focos
de dafio en el ADN
e 1 enlaexpresion
del nivel de ARN

mensajero de pl6
INK4A

Macréfagos
(THP-1)

1 pg/ml

Unica exposicién durante
24 horas

IN VITRO.
e 1 numero de
células positivas
para B-Gal
e 1 enlaexpresion
de p53, p2ly pl6
e 1 enlaexpresion
relativa de ARNm
de genes que
conforman el
SASP: IL-6, IL-8,
IL-1b, TNF-q,
CXCL1, CXCLS,
MMP3, VEGFC,
INHBA y AREG
e 1 enlaexpresion
relativa de ARNm
del factor de

transcripcion NFkB

Wang, H. et
al. (2020)

Osteocitos

10 ng/ml

6 exposiciones durante 24
horas

IN VITRO.
e 1 enlaexpresion

de p16 "NK4Acon

Aquino-
Martinez, R.
et al. (2020)
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una tendencia al
aumento de p21
e 1 enlaexpresion
relativa de ARNm
de 12 factores
reconocidos del
SASP: Icam1,
lgfbp4, 116, 1117,
Mmp13 and Tnfa
e 1 enlaexpresion
de YH2AX como
marcador de focos
de dafio al ADN
e 1 delaactividad de
la SA-B-gal
e Redistribucion de la
F-actina
¢ Morfologia
aplanada y
agrandada
IN VIVO.
e 1 enlaexpresion
de p53, p2ly pl6
e 1 enlaexpresion
relativa de ARNm
de ll-1q, 1I-6 and
Tnfa

Tabla 1. Induccion de senescencia celular através de laexposicidn al LPS en concentracion, tiempo

y tipos celulares diversos.

La concentracion, el tiempo de estimulacion y, sobre todo, el tipo celular que utilizan los
autores es variable, por lo que algunos resultados muestran diferencias significativas.
Sin embargo, la evidencia ha mostrado que todos o al menos la mayoria de los tipos
celulares tras la exposicion prolongada a la endotoxina, promueve la senescencia

prematura inducida por estrés; no obstante, existe escasa evidencia sobre la induccién
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de este fendmeno en células del sistema inmunitario innato como en las células cebadas

71-76

6.2 Las células cebadas y el envejecimiento

El estudio de la inmunosenescencia abarca diferentes componentes celulares, tanto de
la inmunidad innata, como de la inmunidad adaptativa. Sin embargo, no se han logrado
definir especificamente los cambios o caracteristicas de la senescencia inmunoldgica
debido a que cada tipo celular comprende diversos fenotipos y cada tipo celular tiene
distintas funciones. Asimismo, los estudios son limitados con respecto a los cambios

asociados a la edad en algunas células inmunitarias, como las células cebadas 7778,

De los pocos estudios donde se analiza la relacion entre senescencia y las células
cebadas destacan algunos realizados en el area del fotoenvejecimiento de la piel. De
manera interesante, se ha observado que, histologicamente, la piel envejecida por efecto
de la exposicion a radiaciones solares es idéntica a la piel inflamada de forma cronica
sin ningun estimulo externo, es decir la piel envejecida de forma intrinseca "®°. Esta
inflamacion ha sido asociada al aumento en la poblacion de CCs durante el
envejecimiento. Un estudio realizado en ratones hembra sin pelo (SKH1) de 6-8 semanas
de edad que fueron expuestos a luz UV durante un periodo cronico (2, 4, 6, 8, 10 min en
tres ocasiones durante 10 semanas), demostré un incremento en el nimero de CCs
localizadas en la epidermis y dermis dependiente de la exposicion a luz UV, asi como,
un aumento en la cantidad del SCF, fundamental para la expansion, diferenciacion y
supervivencia de las CCs 7981, Otro estudio, realizado por Pilkington y colaboradores en
el 2018 en células cebadas humanas, provenientes de biopsias de piel de la region glutea
de adultos mayores de 75 afos, reportd que la distribucién e interaccion de las CCs con
otros linajes celulares, comparada con las CCs de personas jovenes (< 30 anos) era
distinta. En la piel de los adultos mayores, se encontré un aumento en el nimero de CCs
con respecto a la piel de personas jovenes y, ademas, se les encontré en contacto
estrecho con macrofagos y fibras nerviosas que expresaban el péptido intestinal
vasoactivo (VIP*), sugiriendo que la distribucién alterada en piel envejecida pudiera tener
un impacto sobre otras células del sistema inmune y estructuras de la dermis papilar con

consecuencias importantes para la funcion tisular normal, como un proceso inflamatorio
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desregulado en el contexto de infecciones bacterianas y virales, asi como en los
procesos de cicatrizacion. También observaron que en CCs de personas jovenes, la tasa
de desgranulacién era mas alta comparada con las CCs de adultos mayores, incluso, se
encontraban en menor asociacion con la vasculatura, donde normalmente se localizan,
lo que sugiere, segun los autores, que durante el envejecimiento de la piel, las CCs son
menos activas y que su desgranulacion pudiera encontrarse disminuida debido a la
asociacion que se observa con fibras nerviosas VIP*, ya que este péptido activa a las

CCs con respecto a la produccién de citocinas, pero suprime su desgranulacion 2.

Las CCs, también se han asociado a procesos fibroticos e inflamacion cronica, Elbasiony
y colaboradores, evaluaron la contribucion de estas células en la distrofia de la glandula
lacrimal utilizando glandulas lacrimales de ratones jovenes y envejecidos de la cepa
C57BL/6J, observando un mayor numero de CCs en las glandulas lacrimales de ratones
envejecidos secundario a un aumento en la proliferacion de éstas. Asimismo, se
encontraban CCs activadas en mayor proporcion y de forma persistente. Las glandulas
de ratones envejecidos presentaban una inflamacion exacerbada con niveles elevados

de IL1-B, focos de células inmunitarias, tejido fibrético y atrofia acinar .

Recientemente se ha demostrado la participacion de las CCs en el fendmeno de
migracion transendotelial inversa (rTEM) de neutrofilos en tejidos envejecidos inflamados
mediante la produccién excesiva de la quimiocina CXCL1 8. Una de las posibles
respuestas de la participacion de las CCs como fuente principal de CXCL1, es el
fendmeno de senescencia y la adquisicion del SASP, ya que los autores de este estudio
observaron varios marcadores de la senescencia presentes en las CCs. Por ejemplo,
éstas se mostraban morfolégicamente mas grandes, con un volumen nuclear mayor y
una granularidad aumentada, asi como una actividad de la enzima [B-galactosidasa
incrementada y una reduccion en la apoptosis, lo que parecié contribuir al aumento del
numero de CCs 8. Sin embargo, los autores refieren que las propiedades y causas de la
senescencia en CCs requieren de un profundo estudio y afirman que un ambiente
caracterizado por niveles altos de estrés oxidativo en los tejidos envejecidos es un

inductor clave de senescencia 8.
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6.3 Antecedentes directos

En nuestro laboratorio se han llevado a cabo algunos experimentos para estudiar la
senescencia replicativa en cultivos de células cebadas derivadas de la médula 6sea de
ratones (BMMCs) de la cepa C57BL/6J (de 6-8 semanas de edad). A partir de estos
animales jovenes, se obtuvo médula 6sea que fue cultivada por métodos estandarizados
en el protocolo de Meurer, 2016, para obtener una poblacién de BMMCs de tipo mucosal
con 5-6 semanas de edad en cultivo. Esos cultivos expresan al receptor FceRI y secretan
diversos mediadores después de su estimulacion, por lo que se consideran maduros y
jovenes . Para estudiar la senescencia replicativa, esos cultivos se dejaron crecer por
10 o mas semanas y las células fueron procesadas para evaluar la expresion de

marcadores de senescencia (Ibarra-Sanchez, resultados no publicados).

De manera particular, se evalud la expresion de las proteinas p21 y p16 en BMMCs de
5 hasta 13 semanas de edad en cultivo por medio de Western blot. En esos cultivos se
observo una expresion basal de ambas proteinas en células consideradas jovenes (5-9
semanas en cultivo). A partir de la décima semana, las BMMCs en cultivo fueron
consideradas senescentes, ya que aumentaron la expresion de ambos reguladores

negativos del ciclo celular (Figura 9).
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Semanas de edad de las BMMcs

Figura 9. Expresiéon de p21 y p16 en BMMCs de distintas edades en cultivo. Panel A. Se muestran
imagenes representativas de los inmuno-blots detectando p21 y p16 en células de 5 a 13 semanas de
edad en cultivo. La expresion de B-actina se determiné como control. El panel B, muestra el andlisis
densitométrico de la expresion de p21 y p16 durante las semanas en las que permanecieron en cultivo las
BMMCs. Los datos mostrados corresponden a la media + EE de al menos tres experimentos. ANOVA de

dos vias seguida de la prueba post hoc de Tukey. **p<0.001 (semana 5-10 vs. semana 11, 12 y 13).
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Asimismo, se llevd a cabo un analisis de la expresién del RNA mensajero de citocinas
que conforman parte del SASP en BMMCs jovenes versus BMMCs senescentes,
observando un incremento de los RNAm de IL-6, VEGF, IL-1a/f en BMMCs con mas de

10 semanas en cultivo, en comparacion con las células de cultivos jovenes (Figura 10).

A) Semanas 5 6 7 8 9 10 11 12 13 bp
IL-6 e 10

VEGF165 i 484

VEGF121 - e —— - — — 616

IL-la — w— 310
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o
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mEm |[L-6 == VEGF Bl IL-1 B3 IL-13 =@ CCL-2

Expresion de ARNm/GAPDH
(unidades arbitrarias)

8 9

Semanas de edad de las BMMcs

Figura 10. La expresion de RNAm de citocinas en BMMCs jovenes y senescentes. Panel A. Imagenes
representativas de los geles de agarosa detectando el ARN mensajero de moléculas que conforman parte
del SASP en BMMCs de 5 a 13 semanas de edad en cultivo por medio de RT-PCR de punto final. Los
niveles de RNA mensajero de GAPDH se determinaron como control. El panel B, muestra el andlisis de la
expresion de RNA mensajero de las diferentes moléculas analizadas durante las semanas en las que

permanecieron en cultivo las BMMCs. Los datos mostrados corresponden a un experimento.

Otro experimento llevado a cabo en el laboratorio fue el andlisis del ciclo celular de
BMMCs derivadas de ratones jovenes (de 8-12 semanas de edad) y de ratones
envejecidos (60 semanas de edad) de la cepa C57BL/6J. Se sigui6 el mismo protocolo
referido en los experimentos previos para diferenciar a las BMMCs. Los cultivos
provenientes de ratones jévenes se dejaron crecer durante 6, 8, 16, 18, 28 y 36 semanas;
mientras que las BMMCs procedentes de ratones envejecidos se dejaron crecer durante

16 y 18 semanas. Una vez obtenidas las células diferenciadas, se realiz6 un analisis del
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ciclo celular por medio de citometria de flujo. Como puede verse en la Figura 11, una
proporcién muy grande de las células de cultivos de 5 semanas provenientes de animales
jovenes se encontraron en la fase GO del ciclo celular, como corresponde a células
diferenciadas post-mitéticas. Conforme avanzo el tiempo en el cultivo, la proporcion de
células en GO tendi6 a disminuir (ver zona gris de las barras en la gréfica de la Figura
11). De manera interesante, conforme disminuyé la proporcion de BMMCs en GO,
aumenté la cantidad de células en la fase G1 del ciclo celular, como corresponde a
células senescentes (ver zona verde de las barras en la gréfica de la Figura 11). Con
respecto a las BMMCs provenientes de animales envejecidos, se encontré que una gran
proporcion de las células se encontraban en la fase GO, pero la cantidad de células en

G1 era mucho mayor a la detectada en cultivos de animales jovenes.

Las células derivadas de ratones jovenes en su semana 36 en cultivo alcanzaron un

porcentaje similar de células en G1 al de las BMMCs derivadas de ratones envejecidos.

Con respecto a la fase de sintesis (S) y G2/M, no se observé un cambio importante que
sugiriera que las BMMCs se encontraban en un proceso de division celular, lo que
sugiere, aunque las células dejaban la fase GO para entrar a la G1, que el ciclo celular

no procedia a la fase de S, G2 o M.
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Figura 11. Distribucién de las fases del ciclo celular en BMMCs procedentes de ratones jévenes vs.
ratones envejecidos. Panel A, muestra imagenes representativas del andlisis de las distintas fases del

ciclo celular en las que las BMMCs derivadas de ratones jovenes y ratones envejecidos se encontraron
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tras un periodo prolongado en cultivo. De izquierda a derecha se observan dos recuadros que abarcan las
BMMCs derivadas de ratones jovenes cultivadas in vitro durante 6 y 16 semanas; del lado derecho, se
muestra el recuadro de las células procedentes de ratones envejecidos cultivadas durante 16 semanas. El
panel B muestra la representacion grafica en porcentaje de las fases del ciclo celular en las que se
encontraron las BMMCs de ratones jovenes y ratones envejecidos cultivadas durante diferentes periodos
de tiempo. Los datos mostrados en la sexta y octava semana corresponden a al menos tres experimentos;

mientras que el resto de los datos corresponden a un experimento.

Los resultados del andlisis del ciclo celular mostraron que los cultivos de BMMCs
generados in vitro presentan las mismas caracteristicas que las CCs in vivo, ya que se
sabe que esas células son de vida media larga y no se ha encontrado evidencia sélida
de su division en los tejidos . Asimismo, el andlisis mostré que, cuando ocurre la
senescencia replicativa (ya sea in vitro o in vivo), una fraccion de las CCs pasa de la fase
GO a la fase G1 y no procede a las siguientes fases del ciclo celular, tal y como

corresponde a las células senescentes.

7. JUSTIFICACION

La senescencia celular es un proceso que ocurre en todos los linajes celulares de manera
fisiologica, sin embargo, no en todas las células ha sido documentado. Por esta razon,
el proyecto en curso pretende explorar, por primera vez, si la exposicion cronica a un
PAMP (el LPS bacteriano) induce senescencia en las células cebadas. Esta informacién
generara conocimiento nuevo sobre los mecanismos de induccién de senescencia en

ese tipo celular.

8. HIPOTESIS

La exposicion crénica al LPS inducira la expresion de marcadores celulares asociados a

senescencia en células cebadas.

9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo general

Averiguar si la estimulacion prolongada con LPS induce la expresion de marcadores de
senescencia en células cebadas.

9.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto de la exposicion prolongada al LPS sobre:
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a) La expresion de la proteina p21 y su distribucion subcelular

b) La actividad de la enzima f-galactosidasa

c) La secrecion de IL-6 y TNF, que forman parte del fenotipo secretor senescente
d) El arresto del ciclo celular en G1 caracteristico de las células senescentes en

células cebadas murinas derivadas de la médula 6sea (BMMCSs).

10. MATERIALES Y METODOS
10.1 Animales y generacién de células cebadas (BMMCs)

Para la obtencion de las BMMCs se utilizaron ratones de la cepa C57BL6/J (Stock No.
000664 del Laboratorio Jackson, Maine, U.S.A) de 6 a 8 semanas de edad con un peso
de 25 a 35 gramos. Se mantuvieron de 4 a 6 ratones por caja, bajo condiciones de
temperatura controlada (22-24°C), con acceso libre a alimento y agua, bajo condiciones
de humedad entre el 45 y 60%, y ciclos de luz/oscuridad (12h/12h). Los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el comité Institucional del Cinvestav para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL, protocolo 0137-15) bajo las reglas
de la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de laboratorio (NOM-
062-Z00-1999).

Para realizar los cultivos, los ratones fueron sacrificados en una camara de CO», se
disecaron ambas tibias de las que se extrajo la médula 6sea acorde al protocolo
reportado en Meurer, 2016. El canal medular se lavo por ambos extremos con 1 ml de
medio de cultivo RPMI-1640 (SIGMA, cat. R4130-1L), suplementado con 20 ng/ml de IL-
3 (Preprotech, cat 213-13), 1X de aminoacidos no esenciales (NEAA 100x; Biofluids
#332-100), 50uM de B-mercaptoetanol (SIGMA #M6250), 25 nM del buffer HEPES (stock
1 M, pH 7.7; SIGMA #H7006), 10% de Suero Fetal Bovino (FBS, GIBCO BRL cat.
261400779), 1mM de piruvato de sodio (stock 100 mM, Biofluids #33-100), 1U/ de
penicilina-0.1 mg/ml de estreptomicina (Gibco #1378-016) y 1x de antimicoético (stock
100X Gibco #15240062).

El medio con la médula ésea fue recolectado en un tubo Falcon de 50 ml y se centrifugé
a 1200 rpm a 4°C. El sobrenadante fue removido y el pellet celular se resuspendio en 30
ml del mismo medio, que fue colocado en cajas de cultivo Sarsted T-75 y se incubaron a

37°C en una atmdsfera con 5% de CO» durante 4-6 semanas, con cambio de medio cada
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7-8 dias. La maduracién de los cultivos se comprob6 por citometria de flujo (Meurer,
2016).

10.2 Ensayo de desgranulacion

Con la finalidad de evaluar la funcionalidad de las BMMCs y su capacidad de producir
mediadores inflamatorios, se determind la secrecion de la enzima B-hexosaminidasa
después de la estimulacion del receptor FceRl (Manetz, 2001) con diferentes

concentraciones de DNP-HSA (dinitrofenol acoplado a albumina sérica humana, HSA).

Para cada ensayo se utiliz6 un millén de células, las cuales fueron sensibilizadas con
100 ng/mL de IgE monoclonal anti-dinitrofenol (DNP), clona SPE-7, por 24 h a 37°C.
Posteriormente, se centrifugaron a 1200 rpm a temperatura ambiente por 5 min, se retiré
el medio por decantacion, el pellet celular se re-suspendié en 7 ml de buffer Tyrodes-
BSA (20mM HEPES pH7.4, 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.8 mM CaClz, 1 mM MgCl», 5.6
mM glucosa, 0.05% albumina bovina). A continuacion, se procedio a colocar 1 ml de la
suspension en microtubos que contenian distintas diluciones de DNP-HSA (para obtener
concentraciones finales de 0, 1, 3, 9, 27, 81 y 243 ng/ml), se incubaron por 30 min a 37°C
y se centrifugaron a 10 000 rpm a 4°C por 5 min). La actividad de la B-hexosaminidasa
se midio colocando en una placa de 9 pozos 60 pl del sobrenadante y 40 pl de p-nitrofenil-
N-acetil-B-d-glucosamina 1 mM (PNAG, de SIGMA). La placa se incub6 a 37°C por 1 h.
Al término de la incubacion, se afadieron 120 ul de solucion Stop (1.05 g carbonato de

sodio, 0.84 g bicarbonato de sodio y 100 ml H2O mQ) para detener la reaccion.

La liberacién de B-hexosaminidasa fue cuantificada en un espectrofotometro (Tecan
Sunrise) a una longitud de onda de 405 nm y el porcentaje de liberacion se calculd
utilizando la férmula:

% Desgranulacién= (D.O. de la muestra x 100) / (D.O. de la muestra control)

10.3 Western Blot

Para evaluar la expresion de p21, regulador negativo del ciclo celular, las BMMCs se
recolectaron y se centrifugaron a 2550 rpm a 4°C por 5 min. El sobrenadante se decant6
y mediante vacio se retir0 el restante. Se afiadieron 150 ul de buffer Laemmli preparado

con ortovanadato (5mM) y B-mercaptoetanol (0.28 M), las muestras fueron incubadas en
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bafio Maria durante 15 min y agitadas en un voértex cada 5 min. Las muestras se

resguardaron a -80°C hasta su uso.

El Western Blot se realizé utilizando un gel de acrilamida-SDS al 14%. Los tubos con
extracto se colocaron a bafio Maria por 5 min, se centrifugaron y se cargaron 20 pl en
cada pozo del gel. Posteriormente el gel se corrié a 100 mV por aproximadamente 2.5 h.
Después, el gel fue transferido a una membrana de PVDF (Perkin Elmer, Polyscreen
NEF1002001PK) mediante una cdmara de transferencia semi-hiumeda a 20 V por 45 min
por un gel o 1 h por dos geles. Una vez terminado este paso, la membrana fue bloqueada
durante 2 h con leche descremada (Svelty de Nestl€) al 4% en TBS-T. Posteriormente,
la membrana se lavé por 10 min y se incubd con el anticuerpo especifico para cada
experimento: p21 Wafl/Cipl/CDKN1A 1:750 (Marca Santa Cruz, catalogo SC-6246) y B-
actina 1:10 000 (Marca Santa Cruz, catalogo SC-81178) toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente, la membrana se lavé con TBS-T (60 g Trizma base, 90g cloruro de sodio,
1000ml H2O mQ, 1 ml Tween-20) por 30 min para el anticuerpo primario, p21 y 3-actina.
Posteriormente, la membrana se incubo con el anticuerpo secundario anti-mouse a una
dilucion de 1:10,000 durante 1 h. Una vez transcurrido el tiempo, se realizaron tres
lavados de 10 min de duracion cada uno con TBS-T y se procedio a la deteccién de la
proteina mediante las soluciones necesarias para la reaccion de quimioluminiscencia
(BM Chemiluminiscense Western Blotting Mouse/Rabbit de Roche #1152070901). Se
utilizé el fotodocumentador ChemiDoc XRS+ marca Bio Rad. Las membranas fueron
expuestas a placas de rayos X de KODAK vy la cuantificacion de las bandas se realiz6
mediante el analisis de densitometria utilizando los programas Image Studio (MiniBis) y

las herramientas de cuantificacién de intensidad de imagen de Photoshop.

10.4 Inmunofluorescencia

Para evaluar la distribucion subcelular de una de las proteinas involucradas en la
detencidn del ciclo celular, p21, las células se centrifugaron a 1200 rpm y se lavaron en
una ocasion con PBS1x, posteriormente, se colocaron en un portaobjetos de cristal
electrocargado previamente dividido por cuadrantes con plumoén hidrofébico por 20 min
y se fijaron con parafolmaldehido (PFA) al 4% durante 20 minutos mas. Los cuadrantes

se lavaron en tres ocasiones con PBS1x. Posteriormente se agregd solucién de bloqueo
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(PBS1x 919 IL-ul, BSA al 4% 30 ul, suero de burro 50 ul y Tween-20 1 ul) durante 2 h.
Una vez bloqueada, la laminilla se incub6 con el anticuerpo monoclonal mouse p21
Wafl/Cipl/CDKN1A (marca Santa Cruz, catdlogo SC-6246) a una dilucién de 1:100
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavo el portaobjetos en 10 ocasiones con
PBS-T y se incubd con anticuerpo secundario que contenia el fluoréforo Alexa 488 junto
con 4’6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), ambos a una dilucion de 1:500 durante 2 h.
Posteriormente se volvieron a realizar lavados con PBS-T en 10 ocasiones. Finalmente
se afadieron 10 ul de DABCO para sellar la preparacion y las células se analizaron
mediante microscopia confocal utilizando el microscopio DMI 8 Confocal Stellaris 5, de

la marca Leica Microsystems, objetivo 63x.

10.5 Ensayo de B-galactosidasa

Con la finalidad de evaluar la actividad de la enzima [(-galactosidasa, las BMMCs se
centrifugaron a 1200 rpm, se decanto el sobrenadante y se lavaron en una ocasion con
100 pl de PBS1x. Después se colocaron en un portaobjetos electrocargado previamente
dividido en cuadrantes con un marcador hidrofébico o en microtubos, dependiendo el
destino final de las células (microscopia electronica o0 espectrofotometria,
respectivamente). En el primer caso, el portaobjetos se colocé en camara hiumeda y se
afiadieron 50 pl de las células suspendidas en PBS1x y se dejaron sedimentar durante
20 min, posteriormente se afladié PFA al 4% para fijar las células durante 20 min mas.
Se hicieron 3 lavados con PBS1x para retirar el exceso de PFA y se afiadieron 50 ul por
cuadrante de 1x SA-B-gal (Detection Solution). En el segundo caso, las células
Unicamente se centrifugaron, se decanto el sobrenadante, se lavaron y se les afadio 50
pl de 1x SA-B-gal (Detection Solution).

En ambos casos, la reaccidon enzimatica se llevd a cabo durante 9 h dentro de una

incubadora a 37°C.

Una vez cumplido el tiempo, se retiré la solucién del portaobjetos mediante vacio o
centrifugando a 1200 rpm y decantando la solucion de los microtubos. En ambos casos

las células se lavaron con PBS1x en una ocasion.
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Para observar las células tefiidas en azul mediante el microscopio, se afiadieron 5 ul de
DABCO (medio de montaje) y se coloco una laminilla encima. Las imagenes se tomaron
con el objetivo 40x. Para el andlisis de espectrofotometria, se afiadieron 100 pl de Triton

para lisar las células y se colocaron en una placa de 96 pozos.

10.6 ELISA

Para determinar la secrecion de algunas de las principales citocinas que conforman el
SASP (IL-6 y TNF) se colectaron los sobrenadantes de las células previamente
sometidas a su respectivo tratamiento (ver Diseflo experimental) y se mantuvieron a -
80°C hasta su procesamiento. Para la cuantificacién de cada citocina se utilizo el kit de
ELISA de la marca PeproTech especifico para cada una de ellas (IL-6, catalogo 900-

K50; TNF, catalogo 900-K54), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Primero se realizé una mezcla de Coating Buffer y la citocina correspondiente. La mezcla
se agito por vortex brevemente. Posteriormente, en una placa de 96 pozos se afiadieron
100 pl de la mezcla y se incubaron toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se realizaron
dos lavados con Wash Buffer Concentrate 25x (1 tableta de PBS P4417 en 200 ml de
H>0 Milli-Q y 200 ul de Tween) y se afiadieron 10 ul de AD10x. La placa se incubd
durante 2 h a 37°C. Posteriormente se realiz0 una curva estandar con concentraciones
distintas para cada determinacion (10000 pg, 5000 pg, 2500 pg, 1250 pg, 625 pg, 156 pg
y 0 pg) y se afiadieron 200 ul de la curva estandar de manera vertical en la placa
previamente lavada con Wash Buffer; asimismo, se colocaron 200 ul de los
sobrenadantes y la placa se incubé por 1.5 h a 37°C. Una vez terminada la incubacion,
la placa se lavd nuevamente con Wash Buffer en tres ocasiones y se colocaron 100 pl
del anticuerpo de deteccidn especifico para cada citocina previamente preparado con AD
3x, la placa se incub6 por 1.5 h. Posteriormente, se decanto6 la placa y se realizaron 3
lavados con Wash Buffer. Se afiadieron 100 ul de Avidina a cada pozo y la placa se
incubo por 30 min a 37°C resguardado de la luz. Finalmente, se realizaron tres lavados
mas y se colocaron 100 pl del sustrato quimioluminiscente 2,2'-azinobis [3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico]-sal de diamonio (ABTS) a cada pozo, la placa se

incubo6 a 37°C durante 30 min protegiendo lo de la luz. Posteriormente se procedi6 a la
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cuantificacion mediante el espectrofotometro Tecan Sunrise y el software Magellan 7.3

a una longitud de onda de 405 nm.

10.7 Ciclo celular

Con el objetivo de evaluar los cambios en el ciclo celular ocasionados por la exposicion
prolongada al LPS, se realiz6 un andlisis mediante citometria de flujo en el cual las
BMMCs fueron sometidas a distintas tinciones e inmunotinciones (ver tabla 2) que
permitieron su identificacion a través de diversos pardmetros descritos a continuacion
(ver figura 12): la primera condicién (tubo 1) consisti6 en BMMCs sin colorante ni
anticuerpo utilizadas para establecer el tamafio y la granularidad celular; en la segunda
condicién (tubo 2) las BMMCs se tifieron con el colorante Pironina Y, el cual permite la
identificacion de RNA; en la tercera condicion (tubo 3) las BMMCs se tifieron con el
colorante Hoechst, el cual permite la identificacion del DNA; la cuarta condicién (tubo 4)
utilizé una inmunotincién que marca las membranas celulares integras, el Ghost red 780,
para delimitar las células viables; y la quinta condicion (tubo 5) consistio en la
identificacion del receptor FceRlI a través de la inmunotincion APC647, con el objetivo de

conocer el grado de maduraciéon de las BMMCs.

Para el resto de las condiciones (tubo 6, 7 y 8), en las que se evalud el tratamiento con
vehiculo y ambas concentraciones de LPS (50 y 100 ng/ml), se realizé un multimarcaje

con todos los colorantes y anticuerpos descritos anteriormente.

Todas las tinciones e inmunotinciones se realizaron a temperatura ambiente. Su lectura

se realizo en el NovoCyte Quanteon Flow Cytometer Systems 4 Lasers, marca Agilent.
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Tincién

Parametro

que mide

Diluciéon/Co

ncentracion

Diluyente

Marca

Catalogo

Ghost Dye™
Red 710

Viabilidad

celular

1:4000

PBS 1x

Cytek

Biosciences

13-0871

APC647

Expresion
del FceRlI

1:1000

PBS 1x

eBioscience

17589882

Hoechst3334
2

Separacion
de fases
G0/G1
(colorante
fluorescente
de union a
ADN

bicatenario)

10ug/10ml

RPMI

Sigma

B2261

Pironina Y

Separacion
de fases
G0/G1
(colorante
intercalante
de ARN)

500 ng/ml

RPMI

Sigma

213519

Tabla 2. Reactivos utilizados para el anélisis mediante citometria de flujo.
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Figura 12. Tinciones y tubos utilizados para el andlisis de las BMMCs mediante citometria de flujo.

Detalles en el texto.

El andlisis de los resultados se realizo con el programa FlowJo de la compafia Beckton
Dickinson (BD) con la siguiente estrategia de seleccion de poblaciones (gating): los
eventos fueron definidos en el grafico Side-Scattered light (SSC) versus Forward-
Scattered light (FSC) indicando el grado de granularidad vs tamafio celular de las
BMMCs (Figura 13). Se excluyeron los dobletes y se consideraron Unicamente las células
asiladas (los singletes). Se consideraron unicamente las células vivas para el analisis de
resultados. Para la separacion de fases GO/G1 y la demarcacion de las regiones del ciclo
celular se siguio el protocolo descrito por Camelia Botnar Laboratories, asimismo por el

Instituto de Ciencia Molecular y Celular Blizard 87:88,
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Figura 13. Estrategia de gating para la evaluacion de las fases del ciclo celular. Panel A. Estrategia
utilizada para definir los eventos a analizar mediante el SSC vs. FSC. Panel B. Seleccién de singlets. Panel
C. Seleccion de las células viables a través de la tincion Ghost Dye Red 710. Panel D. Estrategia utilizada
para demarcar las fases del ciclo celular y separar las fases G1/GO mediante la tincién de
Hoechst33342/Pironina Y.

11. DISENO EXPERIMENTAL

Para cumplir los objetivos planteados, se siguio el disefio experimental esquematizado
en la Figura 14. Se generaron BMMCs derivadas de la médula 6sea de ratones C57BL6/J
y se verificO que su diferenciacién fuera completa por medio de la evaluacion de la
expresion del receptor FceRI en la membrana plasmatica y su capacidad de secretar -
hexosaminidasa en respuesta a la estimulacion por medio de complejos IgE/Ag.
Solamente aquellos cultivos donde mas del 95% de las células expresaban al
mencionado receptor y mostraban una desgranulacién mayor al 50% en concentraciones
optimas de IgE/Ag fueron utilizados. Para todos los experimentos, las BMMCs fueron
sensibilizadas con IgE monoclonal anti-DNP (100 ng/ml) durante 24 h a 37°C previo a su

uso.

Las BMMCs se colocaron en una placa de 96 pozos y se expusieron a dos
concentraciones distintas de LPS (50 o 100 ng/ml), los estimulos se realizaron en una

sola ocasion sin cambio de medio hasta cumplir el tiempo indicado. Al finalizar los 7 dias,
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las células se recolectaron y se analizé la expresién de marcadores de senescencia,
como la proteina p21 y la actividad de la enzima [-galactosidasa asociada a

senescencia, ver figura 14.
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Figura 14. Diseo experimental para evaluar la expresion de p21 y la actividad de la enzima B-
galactosidasa en BMMCs. El tratamiento con PMA, un inductor de senescencia en otros linajes celulares,

se coloc siguiendo el disefio experimental utilizado para el tratamiento con LPS.

Para llevar a cabo la evaluacion de la distribucién subcelular de p21, asi como para
realizar el andlisis de la secrecidn de algunas citocinas que conforman el SASP (IL-6 y
TNF) y la identificacion de la fase del ciclo celular en la que se encontraban las BMMCs,
las células fueron expuestas a dos concentraciones de LPS (50 o 100 ng/ml) por una
sola ocasion sin cambio de medio durante 3 y 5 dias. Estos tiempos se decidieron con
base en los resultados obtenidos de la técnica de Western Blot, la cual permitié observar
la mayor expresion de p21 posterior al tratamiento con LPS. Ver seccién de resultados

y figura 15.
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Figura 15. Disefio experimental para evaluar lainduccion del SASP, la redistribucidén subcelular

de p21y el arresto del ciclo celular en BMMCs.

Para identificar la induccion y persistencia del SASP (tercer objetivo) se siguio el disefio
experimental mostrado en la Figura 14B. Una vez cumplidos los dias de exposicion al
LPS, el sobrenadante fue recolectado para detectar la secrecion de TNF por medio de
ELISA. Posteriormente, las BMMCs se lavaron con PBS1x y fueron resuspendidas en
medio nuevo libre de estimulo, con el fin de evaluar si en ausencia de LPS, se
conservaba la secrecion de TNF. El sobrenadante se recolecto a las 24 y 72 h siguiendo
el protocolo mencionado. El pellet celular restante se proceso y se almaceno a -80°C

para ser utilizados en determinaciones futuras.

Como control negativo se utilizaron células tratadas solamente con el vehiculo del LPS
(medio RPMI) y como control positivo, se utilizaron células tratadas con 324 nM de forbol
12-miristato-13 acetato (PMA), que es un activador de la proteina cinasa (PKC) que

induce senescencia en distintos tipos celulares &°.
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12. RESULTADOS

l. La exposicion prolongada de BMMCs a diferentes concentraciones
de LPS induce la expresién de p21, uno de los principales
marcadores de senescencia celular

Para evaluar la expresion de la proteina p21, un regulador negativo del ciclo celular
conocido por ser uno de los principales marcadores de senescencia, se utilizaron
BMMCs de 5 a 6 semanas en cultivo, las cuales se expusieron a 50 o 100 ng/ml de LPS

en un curso temporal de 1 a 7 dias. Ver disefio experimental.
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Figura 16. La exposicion prolongada al LPS incrementa la expresion de p21 en BMMCs.

Los paneles A, C y E muestran imagenes representativas de los blots detectando p21 en células tratadas
con vehiculo o después de los tratamientos indicados (LPS 50 ng/ml, 100 ng/ml y PMA 324 nM). La
expresion de B-actina se determind como control. Los paneles B, D y F muestran el andlisis densitométrico
de la expresién de p21 tras la expresion de LPS o PMA. Los datos mostrados corresponden a la media £
EE de al menos tres experimentos. ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc de Dunnett. *p<0.05;

#*p<0.01.
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Observamos que existe una expresion basal de p21 en células control (tratadas con
vehiculo), sin embargo, tras el tratamiento con ambas concentraciones de LPS, la
expresion de p21 aumenté de manera gradual y se sostuvo en dias posteriores. Es
interesante observar que la expresion de dicha proteina fue dependiente de la
concentracion de LPS utilizada. Con 100 ng/ml observamos un incremento desde el
segundo dia, obteniendo la méxima expresion de p21 al tercer dia de estimulacion. Estos
resultados indican que la exposicion prolongada al LPS induce la expresion de p21, uno

de los marcadores clasicos de senescencia en células cebadas.

En una serie paralela de experimentos, se observd que el compuesto activador de la
PKC (PMA) indujo un incremento en la expresion de p21 desde los primeros dias,
produciendo una maxima expresion al tercer dia. No obstante, a partir del cuarto dia, la
expresion de p21 comenzo6 a disminuir hasta regresar a los valores basales, indicando
gue el PMA actiua como un inductor transitorio de este marcador de senescencia en

células cebadas (ver disefio experimental).

. La exposicion prolongada de BMMCs a diferentes concentraciones
de LPS induce una redistribucién subcelular de p21

Se ha descrito que la proteina p21 ejerce sus funciones uniéndose a las ciclinas desde
el nucleo celular, motivo por el cual se decidio evaluar su distribucion celular en respuesta
a los tratamientos con LPS o PMA. Para ello, se eligieron los dias en los que p21 alcanz6
Su mayor expresion tras los distintos estimulos (mostrados en la figura 15). Asi pues, se
selecciond el quinto dia para el tratamiento con LPS 50 ng/ml y el tercer dia para el

tratamiento con LPS 100 ng/ml, asi como con PMA 324 nM.
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Figura 17. La exposicidon prolongada al LPS no induce cambios en la redistribucién subcelular de
p21 en BMMCs.

El panel A, muestra las imagenes representativas de BMMCs tratadas con vehiculo o después de los
tratamientos previamente descritos en orden descendente (LPS 50 y 100 ng/ml; PMA 324 nM). En azul se
observa el nucleo (DAPI), en verde p21 (Alexa 488) y en una escala de grises, se identifica el campo claro
(ESID), el cual permite observar las caracteristicas morfoldgicas de las células. Los paneles B, C y D,
muestran el andlisis de la intensidad media de fluorescencia (u.a.) haciendo uso del programa ImageJ. Los
datos mostrados corresponden a la media + EE de al menos cuatro experimentos de los cuales se
seleccionaron 5 células por campo. ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Sidak’s. **p<0.01.
NS, no significativo.

En primera instancia, se observé que p21 se encuentra presente tanto en el nicleo como

en el citoplasma de células cebadas no tratadas (expuestas al vehiculo). Al exponer las
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BMMCs a los distintos tratamientos, en algunas células se observd una redistribucion
subcelular de p21. Aunque el andlisis estadistico no mostro diferencias significativas, se
observé una expresion ligeramente mayor a nivel del citoplasma al quinto y tercer dia de
tratamiento con LPS 50 ng/ml y 100 ng/ml respectivamente. A los tres dias de exposicion
a PMA, se observéo mayor expresion de p21 a nivel citoplasmico, la cual si alcanzé

significancia estadistica.

Es importante mencionar que en las células donde se observo una redistribucion de p21
tras los tratamientos mencionados pudo apreciarse la localizacion de p21 en la
membrana plasmatica, lo que posiblemente indique que esa proteina se encentra
llevando a cabo funciones del control del citoesqueleto de actina. Sin embargo, existio
cierto grado de heterogeneidad en la respuesta celular, dado que no fue posible observar

este comportamiento en todas las células analizadas.

En las imagenes del campo claro se observo la morfologia caracteristica de las BMMCs,
algunas con mayor cantidad de microvellosidades, asi como algunos granulos mas
electrodensos que otros, pero ninguna mostré un proceso de desgranulacion. Esto es
consistente con diversos estudios que han mostrado que la estimulacion del receptor
TLR4 con LPS induce desgranulacion picemal en este tipo celular, donde se observa un
vaciamiento lento del contenido granular sin que ocurra la desgranulacion.

[11. La actividad de la enzima B-galactosidasa aumenta tras la
estimulacion con distintas concentraciones de LPS en BMMCs

La actividad de B-galactosidasa (otro marcador de senescencia) se determiné en los dias

y condiciones de incubacion en los cuales se observo la expresion maxima de p21.
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Figura 18. La exposicién prolongada al LPS produce un aumento en la actividad enzimética de la

B-galactosidasa en BMMCs.
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Paneles A, C y E. Imagenes representativas de la tincion SA-B-galactosidasa (células tefiidas en azul) en
BMMCs tratadas con vehiculo (izquierda) o con distintos tratamientos (LPS 50 y 100 ng/ml, PMA 324 nM;
derecha). Paneles B, D y F. Andlisis cuantitativo de la actividad de B-galactosidasa realizado a través de
la medicién de absorbancia a una longitud de onda de 405 nm (ver Materiales y Métodos). Los datos
mostrados en el panel B y F corresponden a la media + EE de al menos 3 experimentos, mientras que en
el panel D, los datos mostrados corresponden a 2 experimentos. ANOVA de dos vias seguido de la prueba
post hoc de Dunnett. *p<0.05; **p<0.01.

Se observo una actividad enzimatica basal en células tratadas con vehiculo mientras que
los tratamientos con LPS indujeron cambios en la actividad de la p-galactosidasa. La
concentracion de 50 ng/ml de LPS indujo un aumento paulatino de la actividad enzimatica
a partir del cuarto dia y se sostuvo el resto de los dias. La mayor actividad de (-
galactosidasa se obtuvo al quinto dia de tratamiento. Con respecto a la concentracion de
100 ng/ml, la actividad de la enzima comenzo a incrementar tras 24 horas de tratamiento,
alcanzando la maxima actividad al cuarto dia. Posteriormente dicha actividad comenzo

a disminuir y al séptimo dia regreso a los valores basales.

Tras el tratamiento con PMA, la actividad de B-galactosidasa mostré un aumento
estadisticamente significativo durante el quinto, sexto y séptimo dia de tratamiento, sin
embargo, no alcanzo valores similares a las células estimuladas con LPS.

IV. ElI SASP se induce de manera transitoria tras la exposicion de
células cebadas a diferentes concentraciones de LPS

Para evaluar la induccion del fenotipo secretor asociado a senescencia en células
cebadas, se sigui6 un disefio experimental en donde, después de una estimulacion inicial
a tiempos Optimos para observar a p21, se removio el sobrenadante de las células y se
afiadio medio nuevo por 72 h. Posteriormente, la secrecidon de citocinas pertenecientes

al SASP fue analizada por ELISA (Ver disefio experimental).
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Figura 19. La exposicion prolongada al LPS induce un fenotipo secretor asociado a senescencia

transitorio en células cebadas murinas.

En los paneles A, Cy E, se muestra la secrecion de TNF en células tratadas con vehiculo (barras de color

gris) y tras la exposicion a los distintos tratamientos (LPS 50 y 100 ng/mL, PMA 324 nM; barras de color

azul). En las siguientes barras, se observa la secrecién de TNF a las 24 h (barra con lineas verticales) y
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72 h (barra cuadriculada) posterior al cambio de medio a uno libre de estimulo. En los paneles B, Dy F se
muestra la secrecion de IL-6 bajo las mismas condiciones de los paneles previos. El andlisis de
absorbancia se realizé a una longitud de onda de 405 nm mediante el lector de placas Tecan. Los datos
mostrados en el panel B y F corresponden a la media + EE de al menos 3 experimentos. ANOVA de una
via seguido de la prueba post hoc de Sidak’s. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Los resultados mostraron una secrecion basal tanto de TNF como de IL-6, dos de las
principales citocinas que forman parte del SASP, en células sin estimular (vehiculo). Al
afiadir los tratamientos y mantener el medio sin cambio durante los dias
correspondientes, se observd un aumento en la secrecion de ambas citocinas, esta
secrecion alcanzo alrededor de los 1000 a 1500 pg/ml tras la administracién de LPS 50
y 100 ng/mL respectivamente, mientras que el estimulo con PMA indujo dos veces la
secrecion de TNF comparado con el LPS. Sin embargo, cuando se realiz6 el cambio de
medio a uno libre de LPS en sus dos concentraciones o PMA a las 24y 72 h, la secrecion
de la citocina disminuy0, regresando a niveles basales y en algunos casos siendo

indetectable por el método utilizado.

Respecto a la IL-6, se observo una tendencia similar en las tres condiciones, sin
embargo, su secrecion alcanzo niveles mucho mas altos en comparacion con el TNF,
llegando alrededor de los 2000 pg/ml para el tratamiento con LPS 50 y 100 ng/mL y hasta
los 10000 pg/ml tras el tratamiento con PMA.

V. La exposicion prolongada al LPS induce el arresto del ciclo celular
en la fase G1 en BMMCs.

Con el fin de evaluar el efecto de la exposicion prolongada al LPS sobre el ciclo celular
de cultivos de BMMCs, se analizo el numero de células en cada una de las fases del
ciclo por medio de citometria de flujo, a los tiempos y condiciones donde se observo la

maxima expresion de la proteina p21.
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Figura 20. La exposicién prolongada al LPS induce un arresto en la fase G1 del ciclo celular en
BMMCs.

Panel A. Imagenes representativas del andlisis de las fases del ciclo celular en las que las BMMCs se
encontraron tras los distintos estimulos, sefialando las areas correspondientes a cada fase del ciclo. Panel
B. Representacion gréfica (en porcentaje) de las fases del ciclo celular en las que se encontraron las
BMMCs sometidas a los diferentes tratamientos. Los datos mostrados corresponden a la media + EE de
al menos tres experimentos de la comparacion con respecto a la fase GO (marcado con el simbolo #) y G1
(marcado con un *) de las células tratadas con vehiculo. ANOVA de dos vias seguida de la prueba post
hoc de Dunnett. #*p<0.05 p**<0.01. NS=no significativo.

Como puede verse en la Figura 20, aquellos cultivos tratados con vehiculo presentaron
mas del 90% de células en la fase GO (area gris de las barras), mientras que alrededor
de un 4% se encontraron en fase G1. Tras someter a las BMMCs al tratamiento de 50 y
100 ng/ml de LPS, el porcentaje de células que se encontraban en G1 aumentd a un
5.31% y 5.45%, respectivamente. Esto es equivalente a un aumento del 32% y 36%
respecto del grupo control. Ese incremento fue estadisticamente significativo en las
células tratadas con 100 ng/ml de LPS. El cambio enla fase G1 no se reflej6 directamente
en algun cambio en el numero de células que estaban en fase S y G2/M, cuyos valores
aumentaron solamente un 0.96% en el grupo tratado con LPS 50 ng/ml y un 0.24% con
LPS 100 ng/ml.
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13. DISCUSION

Las recomendaciones mas recientes para estudiar el envejecimiento sugieren que ese
fendmeno debe ser abordado a través de procesos moleculares, celulares y sistémicos
66 Esta aproximacion propone la existencia de diversos componentes que constituyen el
envejecimiento y permiten su estudio. A esos componentes les llama marcadores del
envejecimiento (en inglés, hallmarks of aging). Dentro de ellos encontramos a la
senescencia celular. A su vez, la senescencia celular tiene caracteristicas mejor
conocidas como marcadores de senescencia, las cuales hacen posible su estudio. A
pesar del consenso en la definicion de marcadores de senescencia, el andlisis de esos
marcadores es un reto, ya que pueden variar segun el tejido y linaje celular en el que se
investiguen. Este proyecto pretendio caracterizar la expresion de los marcadores de
senescencia en un linaje celular del sistema inmune innato, a través del desarrollo de un
modelo de senescencia inducida por estrés (SIPS) tras la exposicion prolongada a un
PAMP (LPS) en las CCs. El estudio es de gran relevancia porque la funcion de esas
células es la regulacion de la inflamacion y la funcion de otras células del sistema inmune
a través de la secrecion del contenido preformado almacenado en sus granulos y una

diversidad de moléculas proinflamatorias °.

Debido a la heterogeneidad de las caracteristicas de la senescencia en cada tipo celular,
diferentes autores han propuesto que, para considerar a una célula senescente, es
importante observar al menos tres marcadores de senescencia in vitro. Por ejemplo,

segun Gonzalez-Gualda y colaboradores % es necesario observar:

1. El arresto del ciclo celular mediante la deteccion de reguladores negativos como
p2ly pl6.

2. Un cambio relevante a nivel estructural en las células, por ejemplo, un aumento
en la masa lisosomal, la formacion de SAHFs, la pérdida de lamina B, un cambio
en la morfologia celular, entre otros.

3. Y un rasgo adicional especifico para el subtipo de senescencia que se esta
evaluando, por ejemplo, la regulacion positiva de factores especificos del SASP,
marcadores relacionados con dafios al DNA, aumento en los niveles de ROS,

entre otros.

52



Asi pues, en nuestras células pudimos observar que el tratamiento prolongado con LPS
ocasiona el aumento en la expresion de p21, asi como una actividad aumentada de la
enzima B-galactosidasa, la cual refleja el aumento en la masa lisosomal °1. También

encontramos la induccién de un SASP de forma transitoria.

Es importante mencionar que la mayor parte de los estudios suele evaluar estos
parametros en células proliferativas. Sin embargo, cuando evaluamos el arresto del ciclo
celular en las BMMCs, nos encontramos con que un gran porcentaje de las células
diferenciadas en cultivo se encontraba en fase GO, como corresponde a una célula post-
mitética y diferenciada. Antecedentes de nuestro laboratorio, ya habian observado este
hecho en BMMCs provenientes de ratones envejecidos y cultivadas hasta por 18
semanas, donde, si bien se observo un incremento en el porcentaje de células
senescentes con el paso del tiempo, hubo un gran porcentaje de células que se
mantuvieron quiescentes (en GO0). Esto es, ademas, congruente con la vida media

prolongada de las CCs y posiblemente cierta resistencia al envejecimiento .

La quiescencia es un estado no proliferativo reversible tras la adicion de estimulos
mitogénicos adecuados, en el que normalmente encontramos a células postmitoticas
como las neuronas, los cardiomiocitos, los adipocitos, entre otras 3. Es posible identificar
a estas células en la fase GO del ciclo celular, tal como se observo en nuestros
resultados. Tras el reingreso al ciclo celular, las células postmitoticas pueden tener dos
alternativas: la apoptosis o la senescencia %. Diversos estudios en este tipo de células
han logrado observar un fenotipo similar a la senescencia tras recibir un dafio persistente
al DNA. En la tabla 2 se muestran datos recabados del fenotipo senescente en diferentes

células postmitoticas.

Marcadores de
_ Inductor de _
Tipo celular ' senescencia Autores
senescencia
expresados
In vitro
Células troncales .
_ LPS 200 ng/ml Arresto del ciclo Zhong, Y. et al.
mesenquimales de
durante 24 horas celular en G1/GO (2022)
placenta humana
Tp16
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1 p33
1 SA-B-gal
SASP: | MMP9

In vitro
Arresto del ciclo
celular en fase
G2/M
Cambios

morfolégicos:

) Irradiacion UVA aumento del
Celulas _ . _
) (dosis subletal tamafo celular, White, T. et al.
endoteliales de la _
14,77 mW/cm?) por alargamiento (2021)
cornea »
2 horas celular, alteracion
de las uniones y
formacion de
procesos largos
Aumento de la
expresion de p21
1 SA-B-gal
In vivo
Tejido adiposo 1 SA-B-gal
blanco (adipocitos 1 p21
maduros, 1 p16
preadipocitos, Dieta alta en T YH2AX -
. . , Pini, M. et al.
progenitores de grasas durante 10 Hipertrofia de (2021)
adipocitos) semanas adipocitos
derivado de Expresion de

ratones C57BL/6J

de 5 semanas

factores no clasicos
del SASP: Mcp1,
TGFB1, Fnl, Timpl
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Cardiomiocitos
derivados de la
linea celular H9C2
de embriones de
ratas

Doxorrubicina 5
pMmol/L por 24
horas

In vitro
1 SA-B-gal
T p21
1 PAI-1
1 SASP: IL-6, IL-17,
TNF-a

Zhang, S. et al.
(2021)

Neuronas primarias
derivadas del

hipocampo de ratas

Cultivo a largo
plazo (hasta 28
dias) tratado con
Ara C

In vitro
1 SA-B-gal
1 p16
Pérdida de lamina
B

Expresion génica
del SASP: Cxcl1,

Pai-1, Igfbps

1 tamafio nuclear

Ishikawa, S. et
Ishikawa F. (2020)

Cardiomiocitos
aislados de ratones
C57BL/6J

Edad: 3y 24

meses

In vitro
1 SA-B-gal
1 p21
Expresion de genes
proinflamatorios no
canodnicos (Edn3,
Tgfb2 y Gdf15)

Anderson, R. et al.

(2019)

Neuronas
ganglionares de la

retina

Retinopatia
inducida por

oxigeno

In vitro
T pS3
Tp16
1 PAI1
1 YH2AX
1 transcripcion de
ARNmM de las
ciclinas Cdknlay
Cdkn2a

Oubaha, M. et al.
(2016)
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1 SA-B-gal
SASP: Pail, lI6, II1
B, Taf- B1y Vegf-a

Tabla 3. Marcadores de senescencia en células postmitoticas.

Como se puede observar, el fenotipo senescente varia acorde al tipo celular y el inductor
de senescencia. Si bien los marcadores de senescencia son variables, hay algunos que
parecen conservarse como el aumento en la expresién de los reguladores negativos del
ciclo celular, la actividad incrementada de la enzima 8 galactosidasa, asi como algunos
elementos del SASP, como la secrecién de IL-6, una citocina canonica del fenotipo
secretor. Nuestros resultados coinciden con estos datos, lo que podria indicar que el LPS
induce dafio al ADN en las BMMCs, pero es necesario realizar otros experimentos para
confirmarlo como la medicion de la expresion de la proteina lamina B mediante western

blot 0 microscopia confocal.

Se ha sugerido que la senescencia en células postmitoticas es un mecanismo de
resistencia a condiciones de estrés crénico. Por ejemplo, Oubaha y colaboradores
analizaron en distintas células de la retina de crias de raton sometidas a un modelo de
retinopatia inducida por oxigeno, el desarrollo de zonas avasculares similares a las que
se observan en la retinopatia diabética. En ese modelo, los autores observaron que el
porcentaje de células de la retina que adquirieron un fenotipo senescente se encontraban
en mayor porcentaje en zonas avasculares que en las zonas vascularizadas. Esto, segun
Sah y colaboradores sugiere que la senescencia en células postmitéticas les confiere un
mecanismo de resistencia a la apoptosis en microambientes estresores %3. Nuestros
resultados ciertamente no permiten esa deduccion y no podemos afirmar que las BMMCs
senescentes sean resistentes a la apoptosis (se necesitaria evaluar especificamente ese
parametro). No obstante, considerando que las CCs tienen una vida media larga y su
localizacion en tejidos de interfase con el medio externo, podria sugerirse que las CCs
pudieran resistir periodos mas prolongados de exposicion a estimulos estresores (como

el LPS) arrestando su ciclo celular en la fase G1.

Con respecto a otros marcadores de senescencia, es importante mencionar que no solo

las células senescentes presentan una actividad aumentada de la B-galactosidasa. Se
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ha visto que las células quiescentes también tienen esta caracteristica, aunque en menor
medida 3. Por lo tanto, la actividad de la B-galactosidasa no se considera un marcador
especifico de las células senescentes, a menos de que se encuentren presentes otros
marcadores de senescencia . Nuestros resultados sugieren que el incremento en la
actividad de esa enzima pudiera estar relacionado al incremento en el porcentaje de
células encontradas en fase G1. Ademas, nuestros resultados muestran claramente que
tras el tratamiento con LPS, las BMMCs muestran una actividad enzimatica aumentada
comparada con las células tratadas con el vehiculo. En las BMMCs, la B-galactosidasa,
esta presente en condiciones basales probablemente debido al estado postmitético de
las células y al gran nimero de lisosomas secretores que se encuentran en el citoplasma.
El cultivo prolongado de las BMMCs induce un aumento en la actividad de esa enzima y
el LPS también, por lo que proponemos que el incremento en la actividad de la b-

galactosidasa es un marcador de senescencia en las CCs.

Con respecto al SASP, ya hemos mencionado que se caracteriza por ser un fenotipo
complejo y heterogéneo que varia acorde al tipo de inductor de senescencia, el tipo
celular y, en este caso, si son células mitéticas o postmitdticas . Nuestros resultados
mostraron la induccion de un fenotipo secretor asociado a senescencia tras varios dias
de exposicion al LPS. Considerando la teoria de que, una vez inducido el dafio celular,
éste es irreversible y conduce a la instauracion del SASP, decidimos medir la secrecion
de dos de las citocinas candnicas de ese fenotipo secretor: la IL-6, a la cual se le
atribuyen efectos pleiotrépicos y el TNF-a, un componente comun del fenotipo secretor.
Ambas son conocidas por acelerar y reforzar la senescencia celular 4%, Nuestros
resultados mostraron un incremento rapido, pero no sostenido de esas citocinas,
sugiriendo que la induccién del SASP fue transitoria. Estudios previos en donde se
observo que el LPS es un inductor de senescencia en células distintas a las BMMCs, se
midieron los niveles relativos de RNAmM de las principales moléculas que conforman el
SASP inmediatamente después de la exposiciéon al LPS 727> tal y como nosotros lo
evaluamos. Esos autores encontraron un incremento del RNAmM de multiples citocinas.
Es posible que, en nuestro caso, el LPS hubiera aumentado los niveles del RNAm de
TNF e IL-6, aunque no se hubiera detectado un incremento importante en su secrecion.

Es importante mencionar que el SASP es regulado en multiples niveles incluyendo la
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transcripcion, la traduccion, la estabilidad del RNAm °6 y la secrecién de proteinas, por
lo cual seria interesante evaluar los niveles de RNAm de las células expuestas al LPS 'y
no solo el sobrenadante. Es importante recordar que, al ser células en estado quiescente,
es posible que nos encontremos con un SASP distinto al de las células proliferativas, tal
como fue reportado en el estudio de Anderson y colaboradores, quienes estudiaron al
SASP producido por cardiomiocitos cultivados in vitro procedentes de ratones C57BL/6J
de 3, 15, 20, 24 y 30 meses de edad. Esos autores encontraron un aumento en tres
principales moléculas involucradas en procesos de fibrosis, proliferacion e hipertrofia
celular: Edn3, Tgfb2 y Gdf15 . Nosotros observamos un incremento en la secrecion de
moléculas proinflamatorias comunes del SASP de células mitéticas como TNF e IL-6. Sin
embargo, es posible que el fenotipo secretor de las BMMCs esté constituido por otras
moléculas como la quimiocina CXCL1, cuya expresion aumenté en células cebadas de
tejido inflamado de ratones envejecidos, en un estudio realizado por Barkaway y

colaboradores 8.

Con respecto a la expresion del regulador negativo del ciclo celular, la proteina p21, es
importante mencionar que nuestros resultados mostraron un aumento progresivo en su
expresion tras la exposicion prolongada a concentraciones consideradas bajas de LPS
para las BMMCs. En la literatura, las concentraciones de LPS mayores de 10 ng/mi
utilizados en condiciones in vitro se consideran bajas y son las que normalmente se usan
para inducir tolerancia en otros tipos celulares %. Nosotros pudimos observar que las
concentraciones bajas de LPS (50 y 100 ng/ml) afadidas de forma prolongada a las
BMMCs indujo la expresion de marcadores de senescencia. Debido a que las
exposiciones prolongadas al LPS inducen tolerancia, seria necesario realizar
experimentos que nos ayuden a saber concretamente si existe similitud entre el estado
de tolerancia y el de senescencia inducido por el LPS en este tipo celular. Se podria
estudiar el aumento de proteinas como IRAK-M y SHIP-1, las cuales forman parte de los
mecanismos de tolerancia al LPS %. Es importante destacar que la relacién entre
senescencia celular y tolerancia aliin no han sido estudiados, por lo que seria importante
considerar su estudio en un futuro. Por otro lado, la redistribucion de la proteina p21,
conocida por su participacion en la regulacion de la progresion del ciclo celular cuando

se localiza en el ndcleo, aumenta en respuesta al LPS y se localiza en el citoplasma y en
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la membrana plasméatica de algunas de las BMMCs analizadas. A este respecto, se sabe
que cuando la proteina se encuentra en el nacleo ejerce su funcién como regulador
negativo del ciclo celular. Cuando se transloca del nucleo al citoplasma pierde dicha
funcion y adquiere roles diferentes, los cuales contribuyen a la inhibicion de la apoptosis,
asi como la reorganizacién del citoesqueleto de actina y a procesos de migracion celular
asociados al comportamiento metastasico de algunos tumores 1. Nuestros resultados
coinciden con los de Sanchez-Pérez y colaboradores (2015), quienes observaron que la
induccién de senescencia prematura en células epiteliales alveolares A549 expuestas a
materia particulada (PM10) con contenido de LPS, durante 24 y 48 h, ocasioné la
estabilizacién de p21 en el citoplasma dependiente del tiempo. Asimismo, observaron un
aumento en el numero de fibras de estrés de F-actina lo que se relacion6 con el aumento
en la tasa de polimerizacion de actina. Estos eventos hicieron que los autores llegaran a

sugerir que estaban observando un fenotipo senescente con potencial protumoral 1°%.

En otro estudio realizado por Kartika y colaboradores, se observé un aumento en la
expresion de p21 en citoplasma tras el tratamiento combinado de abemaciclib (inhibidor
potente y selectivo de las ciclinas CDK4/6, que induce senescencia en células
cancerosas) y navitoclax (inhibidor de la familia de proteinas Bcl-2 antiapoptéticas) en
dos lineas celulares de cancer de mama, MDA-MB-231 y MCF-7. Asimismo, observaron
gue la localizacion de p21 en el citoplasma suprimi6 la apoptosis mediante la inhibicién
de la caspasa-3. Sugiriendo que la sobreexpresion de p21 en células MDA-MB-231

estaba asociada a un aumento en la resistencia al proceso apoptético.

Si bien nuestros resultados no mostraron significancia estadistica y no todas las células
mostraron una redistribucion subcelular de p21 a nivel citoplasméatico, fue posible
observar la acumulacion de la proteina en la membrana de las BMMCs analizadas tras
Sus respectivos tratamientos a través de cortes en Z. No obstante, esto no es suficiente
para afirmar que la exposicion prolongada al LPS induce la expresion de un fenotipo
senescente protumoral. Sin embargo, es probable que se esté llevando a cabo una
reorganizacion del citoesqueleto de actina y posiblemente esté induciendo cierto grado
de resistencia a la apoptosis en las BMMCs terminalmente diferenciadas en respuesta al

dafio inducido por el LPS, lo cual podria explicar el pequefio porcentaje de BMMCs
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arrestadas en G1, tras su respectivo tratamiento. Asimismo, en algunas células, el nucleo
celular se observaba méas grande, lo que podria sugerir la pérdida de la proteina lamina

B. Futuros experimentos daran mas informacion al respecto.

14. CONCLUSIONES

El estudio de la senescencia celular es un area de estudio muy interesante con muchas
areas aun inexploradas. Estudiar la senescencia prematura inducida por estrés es muy
relevante porque los seres vivos, se encuentran constantemente en contacto con
estimulos estresores provenientes del ambiente, lo que influye en el desarrollo prematuro
de enfermedades crénico-degenerativas asociadas a la edad. Los datos obtenidos en
este proyecto muestran, por primera vez en CCs, que la exposicion prolongada al LPS

induce marcadores de senescencia en BMMCs terminalmente diferenciadas.

Medio RPMI Induccion de Medio RPMI
marcadores de
o senescencia

Estado Exposicion
quiescente prolongada G2
(7 dias)

Arresto

BMMCs °
6-8 semanas de edad

Figura 21. Resumen gréfico de resultados. La exposiciéon prolongada al LPS induce la adquisicién
de marcadores de senescencia en BMMCs postmitéticas en un modelo de SIPS.

15. PERSPECTIVAS

- Es importante continuar con el estudio del fendbmeno de senescencia en las células
cebadas con el objetivo de poder definir qué marcadores, ademas de los que se

observaron, caracterizan a células inmunes de vida media prolongada. Las
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investigaciones futuras podrian tener como base el modelo de senescencia prematura

inducida por estrés bien que se establecio en esta tesis.

-Evaluar la via de sefalizacién involucrada en la expresion de marcadores de

senescencia inducida por el receptor TLR4 en BMMCs.

-Una vez bien estandarizado el modelo de SIPS, se podria generar un modelo in vivo
qgue evalle los efectos de las BMMCs senescentes en ratones jovenes. De manera
particular, seria interesante ver el papel de las células cebadas senescentes en el

desarrollo del envejecimiento inflamatorio y enfermedades asociadas a la edad.

-Medir la secrecién o niveles de RNAm de CXCL1 mediante PCR o ELISA, debido a que
esta es la Unica quimiocina cuya produccion ha sido asociada a las células cebadas
senescentes. Si la expresion de esa quimiocina se observa en nuestro modelo, ayudaria

a mejorar su validacion.

-Medir otros marcadores de senescencia como la pérdida de lamina B y la formacion de

SAHFs en respuesta a la estimulacion prolongada del receptor TLR4 en BMMCs.

-Evaluar la comunicacion paracrina provocada por el SASP en este modelo de SIPS y
trasladarlo a un modelo in vivo, con el objetivo de observar los efectos sobre otras células
del sistema inmune y los efectos a nivel local y sistémico que pudiera desembocar en un

estado de inflamacion cronica.

-Evaluar los efectos de las BMMCs senescentes en un contexto de inflamacién cronica,

como el crecimiento tumoral.
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