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Resumen.

La senescencia celular es un proceso caracterizado por el
arresto definitivo del ciclo celular, la resistencia a la
apoptosis, y la modificacién de la transcripcion génica global.
Este proceso se ha encontrado asociado al envejecimiento y a
patologias relacionadas con el mismo. Se han descrito
multiples factores que intervienen en el desarrollo de la
senescencia, entre los que se encuentran el estrés oxidante,
anomalias en los sistemas de reparacion del material genético
y activacion de oncogenes, entre muchos otros. La presencia
de la senescencia se ha descrito en multiples enfermedades,
sin llegar a dilucidarse si este fendmeno es benéfico,
perjudicial o irrelevante para la regeneracion del tejido.

En la fibrosis pulmonar idiopéatica (FPI), se ha reportado que
las células epiteliales se encuentran en un estado
senescente, sin embargo el papel que este proceso
desempefia dentro del desarrollo de la fisiopatologia es
desconocido. Reportes previos han demostrado que en la FPI
las células del epitelio alveolar secretan una gran cantidad de
mediadores incluyendo factores de crecimiento, citocinas y
guimiocinas, los cuales participan en la promocién de la
migracién y proliferacién de fibroblastos asi como en su
diferenciacion a miofibroblastos, favoreciendo de este modo la
acumulacion de proteinas de matriz extracelular,
principalmente la colagenas fibrilares lo cual destruye la
arquitectura pulmonar.

Se conoce que las células senescentes secretan una gran
variedad de moléculas pro-inflamatorias. Sin embargo, no se
han realizado estudios sobre la participacion de |la
senescencia en enfermedades pro-fibrosantes. Por este
motivo, en este trabajo se evaluaron los niveles de expresion

de un conjunto de moléculas profibrosantes que se han
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reportado como secretadas por el epitelio alveolar en la FPI,
por células epiteliales senescentes y controles in vitro, asi
como el efecto gque estads tienen sobre los fibroblastos

pulmonares.
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Abstract.

Cellular senescence is a process characterized by definite cell
cycle arrest, apoptosis resistance, and changes in global gene
transcription. This process has been found associated with
aging and diseases related thereto. Described multiple factors
involved in the development of senescence, among which are
oxidative stress, abnormal repair systems of genetic material
and oncogene activation, among others. The presence of
senescence described in many diseases, without actually
clarified whether this phenomenon is beneficial, damaging, or
irrelevant for tissue regeneration.

In idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), it has been reported
that epithelial cells are found in a senescent state, however
the role it plays in the development process of the
pathophysiology is unknown. Previous reports have shown that
in IPF alveolar epithelial cells secrete a large number of
mediators, including growth factors, cytokines and
chemokines, which are involved in promoting the fibroblasts
migration and proliferation as well as differentiation into
myofibroblasts, favoring in this way the accumulation of
extracellular matrix proteins, mainly fibrillar collagen which
destroys lung architecture.

It is known that senescent cells secrete a variety of pro-
inflammatory molecules. However, there have been no studies
on the participation of senescence in profibrosing diseases.
For this reason, in this work we evaluated the expression
levels of a set of profibrosing molecules that have been
reported to be secreted by the alveolar epithelium in IPF,
senescent epithelial cells in vitro and controls, and the effect

you are have on lung fibroblasts.
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Introduccion.

Senescencia.

En 1961, Leonard Hayflick y Moorhead Pablo descubrieron
gque fibroblastos normales humanos tenian una capacidad
limitada de proliferacion in vitro, un fendmeno que se
denomindé senescencia replicativa en la que se propuso que
este potencial predeterminado de pasajes en cultivo, mas
adelante denominado el "limite Hayflick", se debia a un
sistema andmalo de auto-replicacién, e interpretaron estos
resultados como la base de los mecanismos celulares
subyacentes al envejecimiento del organismo. Posteriormente
se demostré que los telbmeros se acortan a medida que las
células diploides alcanzan su maximo potencial de
replicacion, actuando como relojes mitdticos en la regulacion

de la senescencia replicativa (1, 2).

De acuerdo con lo sugerido por las observaciones iniciales de
Hayflick, se ha demostrado en vivo que el numero de células
senescentes aumentan con la edad en varios Organos Yy
tejidos, utilizando para ello la actividad de la B-galactosidasa
(B-gal) ahora conocida como senescencia asociada a [B-Gal
(SA-B-Gal). Sin embargo, la senescencia replicativa no es la

Gnica causa para la acumulacion de células senescentes en
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tejidos de mamiferos, siendo la Ilamada senescencia celular
otra forma de senescencia que contribuye a esta acumulacion,
la cual puede ser generada por diversos tipos de estrés como
la falta de nutrientes, estrés oxidante, dafio al material

genético entre otros. (Figura 1) (3).

Célula Pre-Senescente

Y S

Telomeros | \ Senales mitogénicas
disfuncionales O % fuertes

Daiio no telomerico Perturbacion de la cromatina
al DNA ¥ estrés no genotoxico

Fenotipo Senescente

Arresto del
crecimiento

Alteracién de
expresion génica

Resistencia a
apoptosis

Figura 1. El fenotipo senescente puede ser inducido por multiples estimulos,
o0 por proliferaciones sucesivas y acortamiento de los telémeros.

La respuesta senescente causa cambios que llevan en esencia al arresto de
la proliferacion celular, al desarrollo de resistencia a apoptosis (en células
sométicas) y a la alteraciéon de los patrones de expresion génica (modificado

de Campisi J. 2007).

Se han propuesto muchos mecanismos que pueden contribuir
al proceso de senescencia, incluyendo alteraciones en el
mantenimiento del genoma y el estrés oxidante con la

consecuente acumulacién de radicales libres. En relacion a
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los efectos de la senescencia se ha planteado la hipotesis,
tanto para la senescencia replicativa como para la
senescencia celular, de que éstas contribuyen a la reduccidn
de la capacidad de regeneracion, a la disfuncion tisular y a la
enfermedad. Sin embargo, no se habian dilucidado los
mecanismos a través de los cuales las células senescentes
podian tener efectos negativos o0 positivos, hasta que se
descubriéo que éstas tienen un patron alterado de la expresion
génica en comparacién con células no senescentes del mismo

linaje (3, 4).

Las células senescentes tienen un fenotipo complejo
caracterizado por la interrupcion irreversible del ciclo celular
mediado predominantemente por p2l1 o pl6 (Figura 2),
aumento del tamafio celular, morfologia alterada, resistencia a
la apoptosis, expresion g¢génica alterada incluyendo Ila
regulacion positiva de SA-B-Gal, y la adquisicion de un perfil
unico de secrecion que se conoce como la senescencia

asociada a fenotipo secretor (SAFS) (3-5).
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Taldmeras
Oisfuncionales

§ Oncogenes

'

Transcripcion de qenes Blanco (ei. 1P21) Reorganizacion de la cromsting (Represion de genes blanco de E2F)
(]

Arresto del Cr

Figura 2. Papel de las vias de p53 y p1l6/pRB en la respuesta a senescencia.

(A) La ruta de p53 a senescencia. Causas posibles: el dafio al DNA,
teldmeros disfuncionales, estrés genotdxico del tipo producido por ROS, rutas
de sefializacién que se activan en respuesta al dafio por p53 y la transcripcion
de genes dependientes de p53, todos ellos inducen el arresto de la
proliferacién tipico de senescencia. (B) La ruta de pRB a senescencia.
Oncogenes y otros tipos de estrés inducen a p16, el cual activa a pRB. Este
gen reprime a través de la formaciéon de focos de heterocromatina los cuales
contienen blancos de E2F y otros posibles genes que promueven el

crecimiento (modificado de Campisi J. 2005).

Senescencia asociada a un fenotipo secretor.

La senescencia asociada a un fenotipo secretor (SAFS) se
compone principalmente de tres clases de proteinas
secretadas: (i) quimiocinas y citocinas inflamatorias, (ii)
proteasas de remodelacion de la matriz, y (iii) factores de
crecimiento. La sefalizacion de SAFS es compleja y puede

tener efectos opuestos en diferentes condiciones (6).
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Datos recientes indican que la SAFS de fibroblastos y células
epiteliales senescentes muestran, con algunas excepciones,
una considerable semejanza. Por otro lado, aunque la SAFS
estd asociada a la senescencia, no parece ser el resultado de
la actividad de p53/p21 o pl6 (7). Evidencias experimentales
sugieren mas bien que la SAFS estd regulada por una
respuesta al dafio en el DNA o por sefializacién relacionada
con p38MAPK dependiendo de la naturaleza y el contexto del

factor estresante (8,9).

Los factores secretados en la SAFS pueden dividirse en las
siguientes categorias principales: factores solubles de
seflalizacién (interleucinas, quimiocinas, y factores de
crecimiento), proteasas y proteinas insolubles componentes
de la matriz extracelular (MEC). Las proteasas en la SAFS
puede tener tres efectos principales: (a) desprender proteinas
asociadas a la membrana, resultando en versiones solubles
de receptores unidos a la membrana, (b) escindir o degradar
moléculas de sefalizacion, y (c) remodelar la MEC. Estas
actividades proporcionan potentes mecanismos por los cuales
las células senescentes pueden modificar el microambiente

del tejido (10).

La SAFS puede ser beneficiosa debido a que algunos

componentes refuerzan el arresto del crecimiento por una red

8|Page



autoécrina de citocinas. Ademas, muchos componentes de la
SAFS se producen para estimular la reparacion 'y
regeneracion de tejidos, y/o actuar como sefiales de peligro
dentro de la vecindad de los tejidos o a nivel de organismo.
Por lo tanto, las células que experimentan senescencia
inicialmente pueden sefialar dafio tisular, e iniciar la
reparacion del mismo a través de la SAFS. Tal efecto
beneficioso seria el de células no autonomas en funcién de la
senescencia celular. Sin embargo, cuando se presenta
crénicamente, la actividad secretora de las células
senescentes puede ser perjudicial alterando la estructura y
funcion del tejido normal, y eventualmente estimulando la
remodelacién tisular asociada con la edad o promover

fenotipos malignos (10, 11).

A pesar del hecho de que se aumenta la secrecion de un
numero significativo de factores en la senescencia, la SAFS
no es un regulador positivo general o inespecifico de la
secrecion. Los niveles de expresion de muchos factores
secretados no cambian cuando las células entran en
senescencia. Entre las moléculas que no se modifican se
encuentran factores anti-inflamatorios solubles, tales como
Interleucinas-2, -4, -10, -11, y -12 (10). CXCL-1, Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas tipo B (PDGF-BB), vy

LIGTH (todos esenciales para la migracion diferenciacion o
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proliferacion de leucocitos) se mantienen sin cambios cuando
los fibroblastos son inducidos a envejecer por radiacion, la

sobreexpresion de RAS, o agotamiento replicativo. (11).

Las células senescentes a menudo estan presentes en
enfermedades crénicas. Se ha documentado que pueden
desarrollarse debido a ciertos tratamientos, incluyendo Ila
guimioterapia y la radioterapia. Sin embargo, no se conoce
con precisién si las células senescentes estan implicadas en
la patogénesis de los padecimientos relacionados con la edad
0 simplemente son causadas por el proceso de envejecimiento

(12).

La senescencia celular también se ha implicado en la fibrosis
pulmonar idiopatica (FPIl), una enfermedad respiratoria
progresiva, en la que en las paredes alveolares se acumulan
cantidades excesivas de coladgena, causando pérdida de la
distensibilidad pulmonar, restricciobn en la ventilacién vy
destruccion del parénquima. Al igual que lo que sucede en la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), la edad es
un factor de riesgo importante para el desarrollo de la FPI, ya
gue en general esta enfermedad ocurre en individuos de mas
de 50 afios (12, 13). Recientemente se reporté que células del
epitelio alveolar de pacientes con FPI se tifien positivamente

para SA-B-Gal y contienen niveles elevados del marcador de
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senescencia p2l. Aunque fue un trabajo descriptivo, los
autores postularon que los componentes de la SAFS de
células senescentes, tales como IL-6, IL-8 e IL-1B, podian
promover la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos y
la transicion epitelial-mesénquima, resultando en una amplia
remodelacién de la matriz extracelular de los espacios

alveolares e intersticiales (12, 14).

Fibrosis Pulmonar Idiopatica.

La fibrosis pulmonar idiopatica es la mas comun y agresiva de las
enfermedades intersticiales idiopaticas siendo generalmente
progresiva, irreversible y letal en un plazo breve de tiempo. La
edad promedio de los pacientes al momento del diagnostico es de
66 afios, con un rango de 50 a 75 afios. Aunque su etiologia no se
conoce, la FPI se ha asociado al habito de fumar. En un estudio de
corte realizado en los Estados Unidos se reporté que la FPI tiene
una incidencia anual de 16 casos por cada 100,000 habitantes (14,

15).

La primera hipotesis que se planted sobre la patogénesis de esta
enfermedad plante6 la idea de que una inflamacion cronica
desempefiaba un papel esencial, explicando que las alteraciones
en el epitelio alveolar caracterizados por pérdida de Ilos

neumocitos tipo 1 y proliferacion de los de tipo 2, eran causados
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por procesos inflamatorios cronicos sin resolver, y que las células
epiteliales eran en realidad victimas de la agresion y el
consecuente microambiente inflamatorio. Posteriormente, las
células inflamatorias eran también las responsables de la

activacion de los fibroblastos y la fibrosis (15).

Sin embargo, en la década pasada se propuso que la FPI es
probablemente el resultado de multiples ciclos de dafio al epitelio y
Su consecuente activacién aberrante, lo que provoca la migracion,
proliferacion y activacion de células mesenquimales con la
formacién de focos de fibroblastos/miofibroblastos, lo que conduce
a la exagerada acumulacién de MEC y la remodelacién anormal del
dafo (Fig. 3) (15, 16). En otras palabras, esta hip6tesis reemplazé

la teoria inflamatoria por la teoria epitelial.

12|Page



Fibrosis y reepitelizacidn
Dafio v activacion anormal

del epitelio

Formacicn de focos

Migracian y Proliferacion
de fibroblastos

de fibroblastos Ruptura de

membranas basales

Figura 3. Las multiples microlesiones dafian y activan a las células epiteliales
alveolares (arriba a la izquierda), que a su vez inducen un entorno
antifibrinolitico en los espacios alveolares, evitando la degradacion de la
matriz provisional que sigue a la herida. Las células epiteliales alveolares
secretan factores de crecimiento e inducen la migracién y proliferacion de
fibroblastos y la diferenciacion a miofibroblastos (parte inferior izquierda). Los
miofibroblastos y las células del epitelio alveolar producen gelatinasas que
pueden aumentar la ruptura de la membrana basal y permitir la migracién de
fibroblastos-miofibroblastos (parte inferior derecha). Ambos, miofibroblastos
intra-alveolares e intersticiales secretan proteinas de matriz extracelular,
principalmente coldgenas. Un desequilibrio entre las colagenasas
intersticiales y los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas favorece el

depdsito progresivo de la matriz extracelular (parte superior derecha).
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En los adultos, los neumocitos tipo 1 cubren mas del 90% de la
superficie de intercambio gaseoso del pulmdén, son células muy
delgadas que se interconectan con los capilares pulmonares
proporcionando una superficie de grosor minimo permeable a
gases. Los neumocitos tipo 2 son células cuboidales que se
encuentran en las esquinas de los alveolos. Son células
multifuncionales que secretan el surfactante pulmonar y sirven
como células progenitoras de los neumocitos tipo 1 siendo estas

capaces de repoblar el pulmén en caso de una agresion (16).

Uno de los rasgos histoléogicos mas notable en los pulmones de
pacientes con FPIl es el incremento en el numero de células
epiteliales alveolares las que con frecuencia muestran fenotipos
anormales, tales como la hiperplasia/hipertrofia de neumocitos tipo
2, principalmente en zonas fibréticas (17). Estas células epiteliales
secretan una gran variedad de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento que promueven la formacién de focos de
fibroblastos/miofibroblastos. Ademas secretan también
anormalmente metaloproteinasas de matriz (MMP) las cuales
pueden participar, entre otros efectos, en la remodelacion

aberrante de la matriz extracelular caracteristica de la FPI (18-20).
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Hipotesis.
Las células epiteliales senescentes secretan moléculas que
promueven el establecimiento de un fenotipo profibrotico en

fibroblastos pulmonares favoreciendo la remodelacién anormal de

la matriz extracelular.

Objetivos.

1. Evaluar la produccién de moléculas pro-fibrosantes provenientes de

células epiteliales alveolares senescentes in vitro.

2. Examinar el efecto de las moléculas secretadas por las células

epiteliales senescentes sobre fibroblastos pulmonares humanos.
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Material y Métodos

Obtencion de cultivos.

Las células epiteliales de pulmén A549, y los fibroblastos
CCD25Lu se obtuvieron de la compafia American Type Cell
Culture (ATCC) con los numeros de catalogo CCL-185 y CCL-215
respectivamente. Los fibroblastos primarios de pulmén se aislaron
por tratamiento enzimatico con Tripsina-EDTA (SIGMA) a 37° C, 20
minutos. Posteriormente los fibroblastos se sembraron en cajas
Falcon de 25 cm? con medio F-12K (GIBCO), suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) (GIBCO), penicilina vy

estreptomicina al 0.5%.

Induccion de senescencia.

Los cultivos de células epiteliales de pulmoén A549 se sembraron
en cajas de 6 pozos (9.6 cm?), 180,000 células por pozo, y se
incubaron en medio F-12K con 10% de SFB por 24 horas.
Posteriormente se les retir6 el medio suplementado y se les agrego
medio libre de SFB, y a las 48 horas se les agregé nuevo medio
sin SFB con 30uM de H,0,. Las células epiteliales se dejaron 4
horas con el estimulo de H,0, al término del cual se les retiro y se
agregandose nuevamente medio fresco libre de SFB. Veinte horas
después de retirado el estimulo se realizdé el ensayo de actividad

de la PB-galactosidasa (para evaluar el porcentaje de células
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senescentes), y se obtuvieron las fracciones de RNA y proteinas

para los ensayos de expresion génica y de proteinas (21,22).

Reaccion de B-galactosidasa.

Este estudio se realiz6 de acuerdo con el protocolo recomendado
en el estuche Senescence Cell (SIGMA). Brevemente, a los
cultivos celulares se les retiré el medio de cultivo, se lavaron dos
veces con PBS 1X y se les adiciond el amortiguador de fijacion 1X
durante 6-7 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavaron en tres ocasiones con PBS 1X y se les adiciond la solucién
de tincion. Se incubaron a 37° C por 24 horas en ausencia de CO,
y en oscuridad. Se lavaron con PBS 1X y se observaron al
microscopio. La cuantificacion de la senescencia se realizo
mediante morfometria, tomando campos al azar y cuantificando las
células con reaccion positiva para la enzima, comparadas contra

las que no tuvieron reaccion.

Extraccion de RNA.

La obtencién de RNA de los cultivos celulares se realizé bajo el
protocolo establecido para el reactivo TRIzol Reagent (Invitrogen).
Se utiliz6 1 ml de TRIzol por cada 10 cm? homogenizando
suavemente la mezcla e incubando por 5 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se adicion6é 0.2 ml de cloroformo por
cada ml de TRIzol utilizado; las muestras se resuspendieron e

incubaron a temperatura ambiente por 3 minutos, y se
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centrifugaron a 12,000 revoluciones por minuto (rpm) a 4° C por 15
minutos. Se recuperd la fase acuosa y se adicioné 0.5 ml de
isopropanol por cada ml de TRIzol; se homogenizé e incubd a
temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, Ilas
muestras se centrifugaron a 12,000 rpm a 4° C por 10 minutos, se
elimind el sobrenadante por decantacién y se adicioné 1 ml de
etanol al 75% por cada ml de TRIzol. La muestras se
resuspendieron y centrifugaron a 7,500 rpm a 4° C por 5 minutos,
se removiéo el sobrenadante con suavidad y se dejo secar a
temperatura ambiente. Las muestras fueron resuspendidas en agua
DEPC (dietilpirocarbonato al 0.1%), de 10 a 15 pl por cada ml de

TRIzol.

Transcripcidon reversa.

Para realizar la RT-PCR primero se cuantificd la muestra utilizando
el equipo NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) y
posteriormente las muestras se trataron con DNasa para eliminar
el DNA gendmico que pudiera interferir con la reaccion.

Se utilizdé 1 uyg de RNA al que se agrego 1 pyl de DNAsa (1U/ul) y 1
Ml de amortiguador 10X (Invitrogen) y agua DEPC para un volumen
final de 10 ul. Las muestras se incubaron a 25° C durante 15
minutos y después se adicion6 acido etilendiaminotetraacético 10X
(EDTA, 25mM) para inactivar RNasas y se incubo a 65° C por 10

minutos para desnaturalizar a la DNAsa.
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Para la reaccion de la RT-PCR se utilizo 1ug de RNA tratado con
DNAsa el que se llevdé a un volumen final de 12.5 ul. Se afadio 1
Ml de hexameros al azar y se calenté a 70° C por 2 minutos e
inmediatamente después, se coloc6 en hielo. Posteriormente se le

afladieron los reactivos para la reaccion de RT-PCR (Clontech):

Buffer 5X 4 ul
dNTP’s Mix (10 mM) 1 ul
Inhibidor de RNAasa ( 1U/ul) 0.5 ul
MMLV Transcriptasa Reversa 1l

RNA tratado con DNAasa (1 ug) 13.5 ul

Volumen final 20 pl

Se mezcl6é el contenido con la micropipeta e incub6 a 42 °C por
una hora y después se calentdé a 94° C por 5 minutos para detener
la reaccion. La muestra fue llevada hasta un volumen final de 100

Ml con agua DEPC.

PCR en tiempo real.

Para las reacciones de PCR en tiempo real se utilizaron sondas
disefiadas por la compaifia Applied Biosistems (Apéndice 1). EI
RNA ribosomal 18s fue utilizado para ajustar las diferencias en la
cantidad de RNA total de cada muestra. Las reacciones de PCR en
tiempo real se realizaron en un termociclador Bio Rad, modelo

CFX96 Real-Time System.
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Se utilizaron las siguientes condiciones para la amplificacion de

los productos:

45 ciclos

50° C 95°C 95° C 60° C

2 min 10 seg 15 seg 1 min

Para determinar los niveles de concentracion de RNA en las
muestras, se realiz6 una diferencia relativa entre el ciclo de

amplificacion del gen endégeno (18s) y el gen de interés (27-dCT).

Western blot.

Para la extraccion de proteinas, se lavaron los cultivos con PBS 1X
en dos ocasiones, se adicion6 100 pl de amortiguador para lisis
por cada pozo y se incub6 durante 5 minutos. Se levantd la
monocapa de células con un rastrillo en un tubo de 1.5 ml, se
centrifugdé a 9500 rpm por 2 minutos y se recuperéo el

sobrenadante.

Se utilizaron 25ug de proteinas para ser separadas en geles de
acrilamida SDS-PAGE al 12%. Posteriormente se transfirieron a
una membrana de PVDF pre-humedecida con metanol y lavada con
amortiguador TBS en una camara semi-humeda y después se
bloqued la membrana con leche descremada al 5% en TBS-T por

una hora a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron
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con el anticuerpo primario a la concentracion indicada por el
proveedor durante toda la noche a 4° C en agitacibn constante
(Apéndice 2) y al dia siguiente se lavéo la membrana en dos
ocasiones con TBS-T por 15 minutos y se incub6 con un anticuerpo
secundario acoplado a HRP. Para el revelado de la membrana se
utilizéo el kit Immobilon Western (MILLIPORE), la captura de la
imagen se ejecutdé en un equipo Chemidoc XRS+ (Bio-Rad) y los
analisis densitométricos se realizaron utilizando el programa

Quantity One® 1D Analysis Software.

Ensayo de zimografia.

Para analizar la actividad enzimatica de las gelatinasas MMP-2 y
MMP-9, se utiliz6 un microgramo de proteinas del medio
condicionado de las células epiteliales control y senescentes el
gue se separd en un gel de acrilamida para condiciones nativas a
una concentracion del 8.5%, adicionando 1mg/ml de gelatina a los
geles. Posteriormente los geles se trataron con una solucion de
Triton X-100 en dos ocasiones en agitacion constante por 15
minutos, se lavaron después con abundante agua e incubaron
durante toda la noche a 37° C en solucién TRIS/ glicina pH 7.6 con
CaCl; 10 mM y ZnCl, 50 nM. Ulteriormente los geles se tifieron con
azul brillante de Coomasie R250 y se destifieron con una solucién
metanol/ Ac. acético. Las imagenes se tomaron y analizaron con el

fotodocumentador Chemidoc XRS+.
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Tasa de crecimiento.

Las células se sembraron en placas para cultivo de 96 pozos
translucidas y se cultivaron por 24 horas en medio suplementado
con SFB al 10%. Posteriormente se dejaron en medio libre de SFB
por 24 horas y se realizé la primera lectura bajo las condiciones
indicadas por el proveedor, utilizando 100ul de medio sin SFB mas
10ul de reactivo WST. Se agreg6 a cada pozo 100ul de reaccion,
se incubd por una hora y se leyé en un lector de placas Multiskan
EX, marca ThermoLabsystems a una longitud de onda de 450 nm vy
corrigiendo a una longitud de onda de 620 nm. Los ensayos se
realizaron por cuadruplicado para cada una de las condiciones.
Las células epiteliales se trataron bajo las condiciones
establecidas para el protocolo de induccién de senescencia en
medio libre de SFB, realizando lecturas en cada uno de los
tiempos que se delimitaron en dicho protocolo. Para los cultivos de
fibroblastos se utilizé medio condicionado suplementado con 1% y

10% de SFB.

Estimulacion de fibroblastos.

Se sembraron fibroblastos pulmonares humanos normales en cajas
de 9.6 cm?, (150,000 células por pozo), se cultivaron por 24 horas
y posteriormente se les retir0 el medio y se les adiciono solo el
medio condicionado obtenido de las células epiteliales

senescentes y control. Adicionalmente se agregd un grupo control
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de fibroblastos con medio fresco libre de SFB y uno estimulado con

TGF-B a 5ng/ml.

Cuantificacién de colagena.

Se recuperd el medio condicionado de los fibroblastos estimulados
con el medio condicionado de células epiteliales, se dializaron con
membranas de exclusion menor a 12 kD, se concentraron las
muestras a sequedad y se resuspendieron en 100ul de agua y se
cuantifico la concentracion de proteina. Posteriormente se adiciond
500ul del reactivo Sircol (Collagen Assay S1000, Biocolor) y se
incubaron las muestras por 30 minutos en agitacién constante. Se
centrifugaron a 12,000 rpm por 10 minutos a 4° C y se desechoé el
sobrenadante eliminando parte de los restos del sircol con un
hisopo. Se adicioné 375 pl de la solucién Acid Salt Wash y se
centrifugd nuevamente a 12,000 rpm por 10 min a 4° C. Se elimino
el sobrenadante y el botdn se resuspendié en 125ul de la solucion
Alkali Reagent. Se utilizaron 100ul de muestra para leer a una

longitud de onda de 550nm en un lector de placas de 96 pozos.

Analisis estadistico.

Los datos fueron expresados con promedio y desviacion estandar. Las
diferencias entre los grupos fueron evaluadas mediante la prueba T-Student
utilizando el paquete INERstat. Ademas las diferencias entre los grupos se
establecieron mediante el método de maxima verosimilitud, cuando el valor de

p fue menor a 0.05 (p<0.05).
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Resultados

Protocolo de desarrollo de senescencia en células epiteliales
A549

En primer lugar se estandarizé la concentracion de peroxido de
hidrégeno que debia utilizarse para inducir senescencia en cultivos
de la linea celular A549. Para ello utilizamos dos marcadores
reportados como caracteristicos del fenotipo senescente, la
B-galactosidasa y p21. La .concentracion 6ptima fue de 30uyM con
la cual se obtuvo de manera reproducible un ~30% de senescencia
de las células epiteliales en comparacion con el control que solo
mostraban de un 5 a un 7%, utilizando el ensayo de
B-Galactosidasa como referencia (Figura 4). Con estos ensayos, el
protocolo de induccion de senescencia queddé como se muestra en

la figura 5.
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Ensayo para B-Galactosidasa

Controles

. Moo SERTRCS
Peroxido EANO el

Figura 4. Reaccion de B-Galactosidasa, en los cultivos de A549. Los cultivos
fueron tratados con 30uM de peroxido de hidrogeno, y el ensayo se realizé a

las 24 horas de iniciado el estimulo.

_

0 hrs 48 hrs +4 hrs 72 hrs
Medio sin suero  H,0O, Medio sin suero
30 pM

Figura 5. Esquema de los tiempos que se manejan para obtener Ila

senescencia en los cultivos de A549.

Adicionalmente se realiz6 un Western blot para evaluar la
presencia de la proteina p21 en el ensayo de induccion de
senescencia. Sin embargo no se encontréo un aumento significativo
de dicha proteina en los cultivos tratados con 30uM peroxido de
hidrogeno (Figura 6). Posteriormente se evalud si el peroxido de

hidrogeno tenia repercusiones sobre el numero celular.
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Figura 6. Western blot para analizar la concentracién de p21. En los cultivos
tratados con el peroxido de hidrogeno. No se encontré diferencias

significativas entre las células tratadas y las células control (T-Student, n=3).

Se realizé un ensayo de proliferacion para medir el efecto de la
dosis utilizada de perd6xido de hidrégeno en las células epiteliales
cultivadas sin suero, y determinar si dicha concentracion genera
diferencias en el numero celular. Al analizar este resultado,
inicialmente se comparo la proliferacion de los grupos sin y con
suero (1%). En primera instancia las células se comportan como se
ha observado en varios estudios de nuestro grupo, el grupo con
suero prolifera mas que el que no tiene, en segundo lugar se
analiz6 lo que sucede cuando se agrega el perdoxido de hidrégeno
a la concentracién ya establecida, y como se puede observar, las
células tratadas con 30uM de perdxido de hidrogeno no
presentaban diferencias con respecto a las células que fueron
cultivadas solamente en medio sin suero (Figura 7). Esto nos
indica que el tratamiento con esta concentracion de peroxido no
tiene repercusiones significativas en el numero celular en
comparacion con las células no tratadas. Estos resultados
demuestran que no hay variacion en la tasa de proliferacion con

respecto al grupo control sin suero, y debido a esto se decidio
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medir los niveles de expresion de moléculas proinflamatorias y

profibrosantes en este modelo.

Proliferacion en A549

2.5

/‘

1.5 . = —4—AS549+1%SFB
. ——A549 CONT
/ A549 H202
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\
:

Abs
L

a 48 hrs 72 hrs

Figura 7. Ensayo de proliferacion en el protocolo de inducciéon de
senescencia en las células epiteliales A549. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de estudio. Se agregdé un grupo control con

medio suplementado con 1% de SFB. (T-Student, n=4).

Efecto de la senescencia sobre la expresiéon de diversos
mediadores proinflamatorios y profibrosantes

Se analiz6 la expresion de PDGF-A, PDGF-B, el Factor de
Crecimiento Transformante tipo B1 (TGF-B1), Osteopontina y la
Metaloproteinasa de Matriz 7 (MMP-7) en las células epiteliales
senescentes y control, las cuales han sido encontradas expresadas
in vivo por las células epiteliales de pulmones de pacientes con
fibrosis pulmonar idiopatica. Sin embargo, como se observa en la
figura 8, no hubo diferencias en la expresion de estos genes en
nuestro modelo. Por este motivo se analizaron otras moléculas

implicadas en metabolismo y regulacién del microambiente.
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Figura 8. Analisis de la expresion del mRNA de moléculas mediadoras
profibrosantes de células epiteliales controles y estimuladas con peréxido de
hidrogeno. Panel A: expresion del mMRNA de PDGF-A. Panel B: expresidon del
MRNA de PDGF-B- Panel C: expresién del TGF-B. Panel D: expresion de la
Osteopontina. Panel E; expresion de la MMP-7. Los niveles de expresion

fueron ajustados contra el rRNA 18s (T-Student, n=6).

Efecto de la senescencia sobre la actividad gelatinolitica de
MMP-2 y MMP-9

Se examind por zimografia la actividad de las gelatinasas MMP-2 y
MMP-9 en los medios condicionados de las células A549 y se
observo que la actividad de ambas enzimas en su forma latente
(proMMP-2 y proMMP-9) esta aumentada en las células epiteliales

senescentes (Figura 9).
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Actividad respecto del control

A549 Control A549 Senescente

proMMP-2
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-
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Figura 9. Actividad gelatinolitica en medios condicionados de células A549
normales y senescentes evaluada por zimografia. Se observa un aumento
significativo de las enzimas en su forma latente en las células senescentes
Las graficas representan el anélisis densitométrico de tres experimentos

independientes (n=3, *p[10.01, **p=0.01).

Para este ensayo se utilizé6 un microgramo de proteina de los
medios condicionados. El medio condicionado de fibroblastos
pulmonares humanos normales (n-12) se utiliz6 como control para
la actividad de la MMP-2, y medio condicionado de la linea U20S
proveniente de osteosarcoma se us6 como control para la actividad
de la MMP-9. Posteriormente se evalud si se desarrollaba el
proceso de transicion epitelio-mesenquima en las células tratadas

con el per6xido de hidrégeno.
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Efecto de la senescencia sobre la expresion de E-Cadherina

Se exploro si la induccién de senescencia en el modelo establecido
previamente podia acompafiarse del proceso de transicion epitelio-
mesénquima. Para esto se midio la expresion de E-Cadherina a los
cuatro dias posteriores al estimulo con el peroxido de hidrégeno.
Como se observa en la figura 10, no se encontraron diferencias
entre los cultivos normales y los senescentes para dicha proteina.
Posteriormente se examino si el medio condicionado de las células

epiteliales tenia algun efecto sobre fibroblastos pulmonares.

E-Cadherina —>

B-Tubulina ——

T — = 2

E-cadherina

Unidades arbitrarias
E-cadherina/B-Tubulina

A549 CONTROL A549 Senescente

Figura 10. Analisis de la expresion de E-Cadherina por Western Blot de
células epiteliales A549 normales y senescentes. No se encontrd diferencias
entre los grupos de estudio. La gréafica representa el analisis densitométrico
del Western blot (T-Student, n=3).
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Efecto de las <células epiteliales senescentes sobre la
activacion de fibroblastos pulmonares

Se examino el efecto de los medios condicionados de las células
epiteliales control y senescentes sobre la proliferacion y sintesis
de colagena en fibroblastos pulmonares humanos.

El esquema del diseiio para proliferacion se muestra en la figura
11. Este ensayo se realizé en tres lineas diferentes de cultivos de

fibroblastos primarios.

| Ensayode senescencia en celulas A549 |

48 hrs +4 hrs 72 hrs
Medio sin sueroc H, O Medio sin suero

30 p

| Ensayo de proliferacion por WST en Fibroblastos |

e———

Figura 11. Se estimularon fibroblastos con los medios condicionados de las
células epiteliales senescentes y control. Se agreg6é un grupo control de
fibroblastos sin estimulo. Todos los ensayos se realizaron con medio de
cultivo suplementado con SFB al 1%. Se utiliz6 el medio condicionado de
células A549 control y senescentes bajo las condiciones estandarizadas

previamente.

Los resultados de estos experimentos de proliferacion indican que
el medio condicionado de las células epiteliales senescentes no

tiene un efecto diferencial sobre la proliferacion celular, ya que los
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fibroblastos tratados tanto con el medio de células normales como

senescentes no presentaron variacion en su cinética (Figura 12).

Proliferacion en fibroblastos (1% SFB)

BASAL 24 HRS 48 HRS 96 HRS
s F con Medio A549C === F con Medio A549H202

Control

Figura 12. Ensayo de proliferacion en fibroblastos pulmonares humanos
normales (pasaje 11) estimulados con el medio condicionado de células
epiteliales, realizado por la conversion de la sal WST-1. Los puntos en la
grafica muestran el promedio de cuatro pozos independientes (T-Student,

n=4).

Posteriormente se analizé el efecto de los medios condicionados
de células epiteliales control y senescentes sobre la produccién de
coladgena en fibroblastos pulmonares normales. Como se puede
apreciar en las Figuras 13 y 14, los medios condicionados
obtenidos de las células senescentes indujeron un aumento
significativo de la produccion de colagena evaluada a través del
ensayo de sircol. ElI experimento piloto se realizé con 100% de
medio condicionado (Figura 13) y posteriormente se repitio,
incluyendo fibroblastos control, con 50% y 100% de medio

condicionado observadndose un resultado similar, aunque mas
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potente con el 100%. Con esta concentracion de medio
condicionado, las células epiteliales normales también causaron un
incremento en la produccion de colagena, aunque

significativamente menor (Figura 14).
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Figura 13. Cuantificacidon de coldgena en un cultivo primario de fibroblastos
humanos estimulados por 72 horas con 100% de medio condicionado de las

células epiteliales. (T-Student. **p=0.05, n=3).
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Figura 14. Cuantificacién de colagena en fibroblastos pulmonares humanos.
Panel A: estimulacion por 72 horas realizada con 50% del medio condicionado
de las células epiteliales y 50% de medio fresco. Panel B: estimulacién
realizada por 48 horas con el 100% del medio condicionado de las células
epiteliales. (T-Student. *p=0.01, **p=0.05, n=3).
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Adicionalmente examinamos la expresion de la cadena alfa 1 de la
colagena tipo | por PCR en tiempo real. Los resultados mostraron
una diferencia significativa entre los fibroblastos CCD25 sin
estimulo y los estimulados con los medios condicionados de las
células A549 senescentes y controles (Figura 15). Ademas, se
observé una diferencia significativa entre los fibroblastos
estimulados con medio de células A549 normales y senescentes,
siendo los estimulados con el medio de las células senescentes los
gue tiene una expresion mayor de este gen, lo que corrobora los

resultados obtenidos a nivel de proteina.

Expresion de Colagenalai
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Figura 15. Anédlisis por qPCR de la cadena alfal de la colagena tipo | en
fibroblastos de la linea CCD25 estimulados con medio fresco (primer grupo),
con medio condicionado de células A549 normales (segundo grupo) y de A549
senescentes (tercer grupo). Los ultimos con 50% del medio condicionado de

las células epiteliales., (T-Student, *p=0.01, **p=0.05, n=3).
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Ademéas en este ensayo se analizd6 la expresion de PTEN
(Homologo de Fosfatasa y Tensina por sus siglas en ingles),
encontrando un incremento significativo en su expresion de mRNA
cuando los fibroblastos se estimularon con medio condicionado de
células epiteliales senescentes (Figura 16). Se ha observado que
la sobreexpresiéon de esta molécula interfiere con la transicién de

fibroblasto a miofibroblasto.
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Figura 16. Expresién de PTEN por gPCR de fibroblastos estimulados

con el 50% del medio condicionado de las células epiteliales.

Finalmente se analizo si el estimulo de fibroblastos con los medios
condicionados de células epiteliales modificaba la expresion de los
inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP-1, -2, -3, -4) que
son importantes en la fibrogénesis tisular, sin encontrar diferencias
entre los grupos de estudio (Figura 17). Tampoco se observaron
diferencias en la expresion de a-actina de musculo liso (a-SMA) y

de la MMP-1.
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Figura 17. Anédlisis de la expresion los inhibidores tisulares de las
MMPs, de la a-actina de musculo liso y de la MMP-1. Panel A: expresién del
TIMP-1. Panel B: expresion del TIMP-2. Panel C: expresion del TIMP-3.
Panel D: expresion del TIMP-4. Panel E: expresion de la a-actina de musculo
liso. Panel F: expresién de la MMP-1. Los niveles de expresion fueron
ajustados contra el rRNA 18s, excepto la a-SMA que fue ajustada contra el

MRNA de la Hipoxantina-guanin fosforibosiltransferasa (HPRT).
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Discusion.

La senescencia es un proceso celular seleccionado por la evolucién para evitar
la proliferacion desmedida de células malignas, sin embargo, este proceso se
ha encontrado presente en patologias distintas al desarrollo de tumores. Las
enfermedades en las que se ha encontrado la presencia de senescencia
celular, muchas de ellas relacionadas con la edad, son de etiologias distintas y
afectan a una gran cantidad de tejidos. Entre otras se encuentran algunas
enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus tipo 2,
neurodegenerativas como el Parkinson o Alzheimer, o en enfermedades
fibrosantes como la fibrosis hepatica o la FPI (12). Sin embargo, en esta
variedad de enfermedades, y de linajes celulares afectados ha sido dificil
establecer cudl es el papel que desempefa la senescencia en cada uno de
ellos, y si es perjudicial o benéfica la presencia de ella para la resolucion de la

enfermedad.

En dos enfermedades semejantes, como lo son la fibrosis hepatica y la fibrosis
pulmonar, en las que la activacion de los fibroblastos y el depdsito exagerado
de matriz extracelular son claves en el desarrollo de la enfermedad, la
presencia de la senescencia se encuentra en linajes celulares completamente
diferentes. Asi, en la cirrosis hepatica, la senescencia se localiza en las células
estelares de la periferia de los focos de fibrosis, mientras que en la fibrosis
pulmonar idiopatica se localiza en las células del epitelio alveolar (13, 23).
Asimismo, se ha sugerido que en la cirrosis, las células estelares senescentes

ayudan a contener el desarrollo de la patologia, esto por que limitan la
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proliferacion de las demas células estelares (23). Sin embargo, en la FPI, se
considera que la amplia distribucién de la senescencia tiene relacion con el
desarrollo de la patologia ya que afecta a las células epiteliales, las cuales son
responsables de la secrecion de la mayoria de los mediadores profibrosantes
(13). De entre las moléculas que favorecen el desarrollo de procesos fibroticos,
se encuentra el TGF-B, el cual se ha demostrado que aumenta la produccién
de colagena en fibroblastos, ademas de favorecer la diferenciacion de fibrocitos
y fibroblastos a miofibroblastos (15, 24). Otra de las moléculas ampliamente
relacionadas con este proceso fibrotico es el PDGF-B, el cual tiene como una
de sus funciones caracteristicas el servir como quimioatrayente para

fibroblastos y fibrocitos (25, 26).

El desarrollo de la senescencia en las células epiteliales puede deberse a
multiples factores, incluyendo una alta tasa de proliferacibn como se ha
descrito previamente causando un acortamiento anormal de telémeros (21, 27).
En este contexto, varios estudios recientes han demostrado que algunos
pacientes con FPI familiar tienen mutaciones de la enzima telomerasa con
acortamiento importante de telémeros (28). De manera importante, también se
reportd que los pacientes con FPI esporadica sin mutaciones en la telomerasa
también presentan un acortamiento anormal de telomeros, incluyendo en las
células del epitelio alveolar (29). Las razones de por qué los pacientes con FPI,
sin mutaciones de la telomerasa, presentan acortamiento de los teldmeros se
desconocen, pero puede deberse a la excesiva replicacion celular, o a la
exposicion a humo de tabaco, el cual es un factor ambiental que se ha

relacionado con este proceso.
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Por ejemplo, se ha reportado que la senescencia de células epiteliales
alveolares A549 provoca un aumento en la produccion de moléculas pro-
inflamatorias, como la IL-6 y la IL-8. De manera interesante, se ha sugerido que
esto induce un fenotipo inhibidor de la telomerasa, y adicionalmente que la
secrecion de estas moléculas pro-inflamatorias esta relacionada con el

desarrollo de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (30).

En este estudio se evaluo si la induccion de senescencia causaba la secrecion
de moléculas profibrosantes, pero ninguno de los mediadores biolégicos
seleccionados por haber sido reportados como secretadas por el epitelio en la
fibrosis pulmonar idiopatica mostré diferencias con las células epiteliales
control. Asimismo, la exposicion de las células epiteliales a la concentracion
usada en este estudio no indujo transicion epitelio-mesénquima ya que no
modificé la expresién de E-cadherina. Sin embargo, el peroxido de hidrégeno
que se utiliz6 como inductor de senescencia, ademas de ser un metabolito
secundario se ha encontrado que es sobreproducido por fibroblastos obtenidos
de pacientes con FPI (21), y tiene multiples efectos sobre la célula, como la
oxidacion de moléculas electroafines, la oxidacion de lipidos y dafio al material
genético (21), lo cual puede generar entre otras cosas la activacion de los
mecanismos de autofagia, y que por ello no se esté observando un aumento en

la expresion de los mediadores profibrosantes.

Sin embargo se encontrd6 un aumento importante en la expresion de la

pro-MMP-2 y pro-MMP-9, dos enzimas que participan en la remodelacion de
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proteinas estructurales de la matriz extracelular, en particular de aquellas que
forman parte de las membranas basales, asi como en el procesamiento de
diversas citocinas y quimiocinas (31, 32). Estas enzimas degradan la
membrana basal del epitelio alveolar facilitando la invasion de fibroblastos a los

espacios alveolares.

Posteriormente se examind si el medio condicionado de las células epiteliales
senescentes tenia un efecto sobre el comportamiento de los fibroblastos. Los
resultados mostraron que las células epiteliales senescentes no influyen en la
proliferacion de fibroblastos. Sin embargo no se exploré si tenia algun efecto
sobre la apoptosis. Se encontr6 que medio condicionado de las células
senescentes inducen un incremento significativo de la sintesis de colagenas,
incluyendo la colagena tipo I, que son los principales componentes de la matriz
extracelular anormalmente remodelada durante el desarrollo de la fibrosis

pulmonar.

En la diferenciacién de fibroblasto a miofibroblasto se ha demostrado que hay
un aumento en la resistencia a la apoptosis y un aumento en la produccion de
colagena (33). Contrario a lo que esperabamos, encontramos un aumento en la
expresion de PTEN, el cual se ha reportado como un inhibidor de la
diferenciacion a miofibroblasto, por lo que el aumento de la expresion de

colagena podria no estar relacionada con dicha diferenciacion.
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Conclusiones.

1. No se observaron diferencias en los niveles de expresion de PDGF-A,
PDGF-B, TGF-B, Osteoppontina y MMP-7 entre las células epiteliales
control y senescentes.

2. Se encontr6 que la induccibn de senescencia aumenta
significativamente la expresion de proMMP-2 y proMMP-9.

3. El medio condicionado de las células senescentes no mostro efecto
sobre la proliferacion de los fibroblastos.

4. Este medio provocé un aumento significativo en la sintesis de
colagena.

5. Asimismo, el medio de las células epiteliales senescentes indujo la
sobre-expresion de PTEN, una molécula involucrada en la migracion

de fibroblastos y en la diferenciacion a miofibroblastos.
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Lista de abreviaturas.

°C- Grados Centigrados

Abs- Absorbancia

ATCC- American Type Cell Culture

ATS- Sociedad Americana de Torax
cDNA- DNA complementario

CO,-Dioxido de Carbono

DEPC- dietil-pirocarbonato

DNA- Acido Desoxirribonucléico
dNTP’s- mix de Desoxirribonucleotidos

E2F- (Factor de transcripcion)

EDTA- Acido etilendiaminotetraacético
EPOC- Enfermedad pulmonar obstructiva cronica
ERS- Sociedad Europea Respiratoria
FPI- Fibrosis Pulmonar Idiopatica

IL- Interleucina

INER- Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias

kD- Kilodalton

MEC- Matriz extracelular

MgCl,- Cloruro de Magnesio

min- Minutos

ml- mililitro

mM- milimolar
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MMP- Metaloproteinasas de matriz

n- Numero de muestras

ng- nanogramos

PCR- Reaccion en Cadena de la Polimerasa
PDGF- Factor de crecimiento derivado de plaquetas
pRB- Proteina de Retinoblastoma

PTEN- Homologo de fosfatasa y tensina

RNA- Acido Ribonucleico

ROS- Especies Reactivas de Oxigeno
rpm- Revoluciones por Minuto

RT-PCR- Transcripcién Reversa por PCR
SAFS- senescencia asociada a fenotipo secretor
SA-B-gal- Senescencia asociada a 3-gal

seg- Segundos

SFB- Suero fetal bovino

TGF-B- Factor de crecimiento transformante tipo beta
TIMP- Inhibidor tisular de metaloproteinasas

WST- Sal de tetrazolio

a-SMA- aActina de musculo liso

B-gal- B-galactosidasa

Mg- microgramos

MI- microlitro

MM- micromolar
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Apéndice 1.

Sondas Tagman. Applied Biosystem:

GEN No. Identificacion Fluorocromo
18S Hs99999901_s1 FAM
Col1a 1 Hs00164004_m1 FAM
PTEN Hs02621230_s1 VIC
MMP-7 Hs01042796_m1 FAM
TIMP-3 Hs00165949 m1l FAM
TGF-B1 Hs00998133_m1 FAM
PDGF-A Hs00964426_m1 FAM
Osteopontina Hs00959010_m1l VIC
TIMP-1 Hs00171558_m1l FAM
TIMP-4 Hs00162784_m1 FAM
a-SMA Hs00909449 m1l FAM
PDGF-B Hs00966522_m1 FAM
MMP-1 Hs00899658 m1 FAM
TIMP-2 Hs00234278_m1 FAM
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Apéndice 2.

Anticuerpos.

Proteina Casa Comercial No. Catalogo Tipo
B-Tubulina Sta. Cruz SC-9104 Conejo
Policlonal
E-Cadherina Sta. Cruz SC-7870 Conejo
Policlonal
P21 Millipore MAB88058 Ratén
Monoclonal
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