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RESUMEN

El envejecimiento es el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades e
incremento de la mortalidad. Uno de los pilares del envejecimiento es la acumulacion de
células senescentes. La senescencia celular es un fenotipo en el cual las células dejan de
proliferar, principalmente debido a la actividad de inhibidores del ciclo celular como p16™4
que es codificado en el locus /nk4, ademas de que adquieren una alta actividad secretora que
incluye quimiocinas, citocinas, y metaloproteasas, la persistencia de las células senescentes
dana el tejido y se asocia a multiples enfermedades relacionadas con la edad. En la
naturaleza ha evolucionado una gran variedad de estrategias de historia de vida, y como
resultado de esto, existen organismos que envejecen a diferentes tazas. La rata topo lampifia
(Heterocephalus glaber) es un organismo sumamente longevo y en la literatura se acepta
que no envejece, pues no presenta enfermedades relacionadas con la edad y como
consecuencia tampoco presenta un incremento en la mortalidad en funcién del tiempo. Un
probable mecanismo que explique su extraordinaria historia de vida es que es mas resistente
a la senescencia celular que otros animales que si envejecen. También es el Unico organismo
conocido que produce una isoforma del locus /nk4 de inhibidores del ciclo celular,
denominada pALT™** aunque la posible contribucién de esta isoforma a la resistencia a la
senescencia celular de H. glaber no se conoce. En este trabajo se estandarizé un modelo de
senescencia celular inducida por dafio al DNA en fibroblastos embrionarios de raton y se
demostréd que la expresién heterdloga de pALT™ " de H. glaber en fibroblastos
embrionarios de raton redujo algunas caracteristicas de la senescencia celular inducida por
dafo al DNA, tales como el incremento en la actividad de B-Galactosidasa asociada a
senescencia, la expresion de los inhibidores del ciclo celular p21<P" y p16™“2 e hipertrofia

celular.



INTRODUCCION

Longevidad, senescencia y expectativa de vida

La longevidad, la expectativa de vida y el envejecimiento son caracteristicas independientes,
pero no mutuamente excluyentes que surgen como resultado de una compleja interaccion
entre factores ambientales, de historia de vida, genéticos y epigenéticos que determinan
tanto la cantidad de tiempo que vivira un organismo, como la calidad de vida que tendra. Sin
tomar en cuenta la gran diversidad de eventos estocasticos y de historia de vida como son la
depredacién, los accidentes, la adquisicion de enfermedades infecciosas y los factores
externos de caracter ambiental, existe suficiente evidencia para pensar que el proceso de
envejecimiento y la longevidad estan altamente regulados a nivel genético, epigenético y por
la interaccion celular, dando como resultado un "mosaico de envejecimiento” en el cual

diferentes elementos del organismo envejecen a diferentes tasas y tiempos'.

Se entiende como expectativa de vida el tiempo promedio que vive la mayoria de los
individuos de una poblacidn, mientras que la expectativa maxima de vida se define como la
edad a la cual muri6 el 10% de los individuos mas longevos de una poblacion, o bien el
mayor tiempo de vida registrado para un organismo de dicha especie. La /ongevidad se
refiere al tiempo de vida maximo de un organismo en condiciones ideales, mientras que el
envejecimiento es una caida en el desempefio fisiologico que refleja una serie de cambios,
celulares y moleculares, que provocan directamente un aumento dependiente del tiempo en
la tasa de mortalidad intrinseca del organismo. La relacion entre longevidad y el
envejecimiento no es siempre lineal, ya que pueden existir organismos que presenten
sintomas de envejecimiento solamente durante una proporcion muy corta de su vida,
mientras que puede haber otros que tengan una vejez prolongada experimentada durante

una gran parte de su vida®.



Teorias para explicar el envejecimiento

El objetivo principal de investigar el envejecimiento es entender cuales son los mecanismos
involucrados en el envejecimiento fisioldgico, para poder desarrollar terapias que lo retrasen

y, sobre todo, que ayuden a mejorar la calidad de vida.

Historicamente existen dos corrientes de pensamiento por las cuales se ha estudiado el
envejecimiento. La primera de ellas propone que el envejecimiento es un fendémeno
programado genéticamente y que los seres vivos poseen uno O varios mecanismos
conservados evolutivamente que dictan el tiempo y tasa a la cual ocurre el deterioro
asociado con el envejecimiento. La otra plantea que el envejecimiento es un fendmeno
estocastico, y que es resultado de la acumulacién gradual y paulatina de dafio y estrés, que
dardn como resultado una caida en el desempefio fisioldgico asociada al tiempo®“.
Practicamente todas las teorias que se han planteado a lo largo de la historia de la
investigacion del envejecimiento siguen uno u otro planteamiento, sin embargo, hasta el dia
de hoy no existe un consenso absoluto sobre la explicacion proxima y Ultima del
envejecimiento. A continuacion, se resumen aquellas teorias que han contribuido al

entendimiento actual del envejecimiento.

Teoria de la tasa de vida

La teoria de la tasa de vida (“rate-of-living”) propone que la expectativa de vida de un
organismo en condiciones ideales es inversamente proporcional a la demanda energética de
su metabolismo por unidad de tiempo, es decir, que organismos con tasas metabdlicas bajas
viviran mas que aquellos con tasas metabdlicas altas. Tomando en cuenta la relacion
biologica y fisica que existe entre la tasa de consumo calérico y la masa de un organismo, la

expectativa de vida maxima se puede calcular mediante la regresion logaritmica de la funcidn



de la masa corporal y la tasa metabdlica basal. Esto quiere decir que como los organismos
mas pequefios tienen tasas metabodlicas mas elevadas, tendran una expectativa maxima de
vida menor que organismos con mas masa. Esta relacion entre masa y expectativa maxima de
vida se mantiene de una manera muy robusta en los animales, particularmente en los
mamiferos® A pesar de que la mayoria de los animales mantienen esta estrecha relacion entre
tamafo y longevidad no se puede crear una generalizacion, pues existen algunos ejemplos
en la naturaleza, tales como los murciélagos, las tortugas, las aves, la rata topo lampifa
(Heterocephalus glaber), e inclusive el ser humano, en los cuales la expectativa maxima de
vida supera a la predicha de acuerdo a su masa (Tabla 1). Ademas, esta relacion representa
solamente una regla descriptiva y a pesar de su alto valor predictivo, no explica los

mecanismos que subyacen al envejecimiento.

Tabla 1. Masa y expectativa de vida de diferentes animales.

Expectativa maxima

Organismo Masa (Kg) de vida (afios)
Balaena mysticetus (Ballena boreal) 100,000 Alrededor de 200
Loxodonta africana (Elefante africano) 58,000+200 65.2+2
Hippopotamus anfibius (Hipop6étamo) 1,450£300 61

Ursus arctos (Oso Grizly) 20070 25+3

Mus musculus (Ratén) 1945 3.5+0.2

Canis lupus (Lobo gris) 50+30 45+0.6

Sorex araneus (Musaraia) 45+0.9 3.2+0.3

Homo sapiens (Humanos) 65+10 112
Heterocephalus glaber (Ratopin) 3510 >31
Chelonoidis nigra (Tortuga galapago) 417 152




Teoria de los radicales libres

Otra relacién que se desprende de aquella entre el tamafo y la longevidad, es que los
animales con tasas metabolicas basales mas elevadas, tienen una menor longevidad, pues los
animales pequefos suelen tener una tasa metabodlica méas elevada que aquellos de mayor
tamafo. Durante la década de los 50s se propuso una posible explicacion para la relacion
entre longevidad y tasa metabdlica, a la cual se le denominé teoria del envejecimiento de los
radicales libres mitocondriales. El principio de esta teoria es que se producen especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) como resultado del metabolismo
mitocondrial, y que estas ROS dafian macromoléculas como proteinas, lipidos y acidos
nucleicos. Finalmente, se propuso que este daifio se acumula en funcién del tiempo, lo que
provoca el mal funcionamiento de las macromoléculas oxidadas, causando el
envejecimiento’. A falta de una mejor explicacion, esta vision mecanistica fue considerada el
paradigma durante muchos afos. Hoy en dia sabemos que no es asi, ya que las ROS
desempeiian un papel fundamental en la comunicacién celular, tanto en el desarrollo
embrionario como en procesos fisioldgicos normales®, y a pesar de que su exceso se
relacionan con diferentes patologias asociadas a la edad, la eliminacién o sobre expresion de
mecanismos antioxidantes, no siempre impacta en la longevidad de los organismos ni
reduciendo enfermedades relacionadas con la edad’. Mas que guiar directamente del

proceso de envejecimiento, la acumulacion de ROS parece ser una consecuencia de él.

Teorias evolutivas del envejecimiento

Desde la publicacion del origen de las especies se ha intentado reconciliar al envejecimiento
con un punto de vista evolutivo, pues bajo una perspectiva meramente adaptacionista, el
envejecimiento y el deterioro asociado a este que culmina con la muerte de los organismos,
son claramente perjudiciales para la supervivencia, asi que deberian de ser rapidamente

eliminadas por seleccion natural. Entonces, ;Cémo existen tantas especies que envejecen?



Acumulacion de mutaciones y antagonismo pleiotropico

La teoria de la acumulacion de mutaciones propone que aquellas caracteristicas de un
organismo que se expresan en etapas previas al cese de la reproduccidn impactan mas
fuertemente en la adecuacion (fitness), que las que se expresan en etapas post reproductivas,
pues a estas alturas los organismos ya han transmitido su informacién genética a la siguiente
generacion. Esto crea un gradiente en la presion de seleccion natural que declina con la edad,
y el resultado es que aquellas mutaciones perjudiciales en etapas posteriores no son
eliminadas por seleccion natural. Finalmente, la acumulacién de mutaciones perjudiciales tras
cada generacion, produce el fenémeno del envejecimiento®. En ocasiones estas mutaciones
son neutrales y no confieren ventaja o desventaja evolutiva, pero como resultado de la
disminucién en la fuerza de seleccion natural con respecto a la edad, si estos genes favorecen
la reproduccion en etapas tempranas de la vida, aunque tengan efectos neutrales o
perjudiciales en etapas tardias, seran seleccionados a favor. A esta teoria se le conoce como
antagonismo pleiotrépico®. Muchos genes tienen funciones pleiotrépicas, es decir que
afectan funciones diferentes en el organismo; el efecto antagonista se refiere a que un gen
puede conferir una ventaja en las primeras etapas de la vida, pero una desventaja en etapas
avanzadas, que se puede explicar como una relacién costo-beneficio. Algunos de los
ejemplos mas notables de efectos antagonistas y pleiotrépicos son genes que regulan el ciclo
celular, pues la proliferacion celular es el evento mas importante durante el desarrollo, pero
en el envejecimiento la desregulacion de genes relacionados con la proliferacion es una de
las principales causas de cancer; la produccion de ROS durante el desarrollo también es un
fendmeno esencial para la sefalizacion y comunicacion celular, pero en los organismos
viejos, la acumulacién de ROS produce dafio y alteracion en las mitocondrias vy
macromoléculas. También inducen la senescencia celular, la cual es requerida para una
correcta formacion de los tejidos en el desarrollo, pero asociada con la inflamacion crénica,

fibrosis y pérdida de la capacidad de regeneracién de los tejidos durante el envejecimiento.



Sombra de seleccion Sombra de seleccion

Fuerza de selecciéon natural >

Fuerza de seleccidon natural

Nacimiento Madurez sexual Fin de la reproduccién Nacimiento Madurez sexual Fin de la reproduccién

Figura 1. Teoria evolutiva del envejecimiento. (A) La fuerza de seleccion natural disminuye
con el paso del tiempo, ya que las caracteristicas desfavorables o deletéreas que aparecen
durante la etapa adulta, posterior a la madurez sexual, impactan muy poco en la capacidad
reproductiva del individuo y no serdn seleccionadas en contra. Estas mutaciones
desfavorables pasan a la siguiente generacidén, y su acumulacion durante muchas
generaciones produce el deterioro asociado al envejecimiento. A esta teoria se le conoce
como acumulaciéon de mutaciones. (B) El efecto es mayor si una caracteristica confiere alguna
ventaja reproductiva durante etapas tempranas de la vida del organismo, pues la seleccién
natural actuara a favor de su mantenimiento, este fendbmeno se conoce como antagonismo
pleiotrépico (Imagen adaptada de Fabian & Flatt 20717).

Teoria del soma desechable

Dentro de este mismo contexto de "trade-offs’ o costo-beneficio, una de las
explicaciones acerca de la diversidad de esperanzas de vida entre especies, es que existe un
balance energético continuo entre la reproduccién y el mecanismo de reparacion y
mantenimiento celular. Esta teoria predice que aquellos organismos que invierten mas
recursos en el esfuerzo reproductivo que en el mantenimiento somatico, tendran una gran
cantidad de descendientes en intervalos relativamente cortos. Esto es a costa de un menor
tamafio, una expectativa de vida corta y en general del mantenimiento del organismo adulto.
En cambio aquellos organismos que inviertan menor energia en la reproduccion y mas en el
mantenimiento celular, sacrificaran esfuerzo en la reproduccion, tendran menor descendencia

y en intervalos prolongados. En este caso los individuos seran de mayor tamafio y con una



expectativa de vida mayor'®. Un experimento en D. melanogaster demostré que inclusive

bajo presiones de seleccién artificial direccionadas, este efecto es posible'".

Teoria de la historia de vida

Hoy en dia, la teoria del soma desechable no es completamente aceptada, sin
embargo, sento las bases para el entendimiento integral del envejecimiento desde un punto
de vista evolutivo y no simplemente mecéanico o funcional. El envejecimiento y la gran
diversidad de expectativas de vida entre especies representan una paradoja, pues se
esperaria que, si apareciesen mutaciones que retrasen el envejecimiento, o que incrementen
la expectativa de vida en algunos organismos, estas serian seleccionadas positivamente, pues
la etapa reproductiva y el fitness incrementaria, y a la larga favoreceria fuertemente la
aparicién de especies sumamente longevas y sin envejecimiento. Sin embargo, esto no es asi,
existen restricciones genéticas, ambientales y de disponibilidad de recursos que hace
imposible o sumamente dificil la aparicion de especies asi. Entre los seres vivos existen
estrategias reproductivas muy contrastantes que no es posible explicar por un Unico
mecanismo evolutivo, como el antagonismo pleiotropico, la acumulacién de mutaciones o la
teoria del soma desechable. Por ejemplo, las hembras de salmén rojo (Oncorhynchus nerka)
viven durante casi 8 aflos en el mar, regresan al rio donde nacieron, ponen hasta 5,000
huevos y mueren en un proceso de envejecimiento acelerado pocas horas después'®, en
contraste, las hembras del tiburon de Groenlandia (Somniosus microcephalus), tienen
camadas de 10 crias constantemente durante mas de 500 afios. Para explicar la gran
disparidad de estrategias de supervivencia que han evolucionado entre los seres vivos como
el tiempo gestacion, maduracion, el tamafo, la cantidad de crias y eventos reproductivos, la
tasa de envejecimiento y la expectativa de vida, en la ecologia evolutiva ha surgido un
término llamado Aistoria de vida y cada uno de estos procesos que contribuyen a la
supervivencia de los organismos, se les conoce como rasgos de historia de vida. La historia
de vida propone que las especies son resultado de presiones evolutivas ejercidas por el

medio ambiente y la interaccién con otros organismos como el clima, el habitat, la



disponibilidad de recursos, la depredacion, competencia, mutualismo, etc., que moldean los
rasgos de historia de vida, y como resultado se maximiza el éxito reproductivo de dicha
especie’®. Ademas de la reproduccién y el mantenimiento somatico, como se menciond
anteriormente, existen diversos “Trade offs”, entre otros rasgos de historia de vida como la
tasa de maduracién y la tasa de envejecimiento, el tamafio y la tasa metabdlica, etc. Este
balance entre rasgos se puede explicar a nivel genético por genes con antagonismo
pleiotrdpico™. Como resultado, cada especie ha evolucionado en condiciones muy
particulares bajo presiones de seleccién muy diferentes y con rasgos de historia de vida
particulares. La expectativa de vida y el envejecimiento son dos rasgos que contribuyen
fuertemente al éxito reproductivo de un organismo, y es por eso que son tan variados entre
especies. La depredacidén es quiza una de las interacciones que moldean los rasgos de
historia de vida mas estudiada. Se ha demostrado que existe una relacién negativa entre la
depredacién y la expectativa de vida, también es por eso que los organismos en los cuales
han evolucionado estrategias para disminuir la depredacion, como el vuelo en el caso de las
aves o los murciélagos, o el caparazon en las tortugas, tienen una expectativa de vida

elevada’.

Coeficiente de longevidad

La relacidon entre la expectativa de vida y el envejecimiento es compleja y es resultado de
interacciones que juegan papeles diferentes en cada grupo de organismos. Es por eso por lo
que la tasa de envejecimiento, la expectativa de vida media y la expectativa maxima de vida y
la longevidad por especie son sumamente variables a lo largo de los diferentes grupos de

eucariontes.

Debido a esta gran variacién, no es posible comparar la expectativa de vida de una
especie con otra simplemente midiendo qué tanto viven. Es por lo que se desarrolld una

forma normalizada de medir la longevidad relativa de una especie, llamada coeficiente de



longevidad (LQ, por sus siglas en inglés), el cual es el resultado del cociente de la expectativa
maxima de vida de una especie, entre la expectativa de vida predicha de acuerdo con la
teoria de la tasa de vida (Tabla 2). El resultado es un nimero entre 0 e o e indica si una
especie es mas o menos longeva que otras especies relacionadas, de su misma masa y por lo
tanto tasa metabdlica basal. Debido a que el LQ puede realizarse con informacién de un
nimero cualquiera de especies relacionadas, si se toma en cuenta suficiente informacion,
puede predecir con gran robustez y precision la expectativa de vida de la mayoria de las
especies. En general, en la naturaleza se pueden observar muchos ejemplos que confirman
estas observaciones, especialmente en los vertebrados, y mas especificamente en los

mamiferos'® (Figura 3).

Tabla 2. Coeficiente de longevidad.

LQ Interpretacion

La expectativa maxima de vida es menor que la predicha para organismos de su
talla.

La expectativa maxima de vida es igual a aquella predicha para organismos de su
talla.

La expectativa maxima de vida es mayor que aquella predicha para organismos de
su talla

>1

El LQ se calcula a partir de la regresion logaritmica de la funcién de la masa corporal y la tasa
metabdlica basal de organismos relacionados evolutivamente'®,



Cetacea (Ballenas, Delfines) N/D

§ Artiodactyla (Vacas, cerdos, hipopoétamos) 0.77

o) Perissodactyla (Rinocerontes, caballos) 1.04

g Carnivora (Osos, perros, gatos) 1.12

2 Pholidota (Pangolines) 0.72

o £ Chiroptera (Murciélagos) 3.00

'5 i Erinaceinae (Puerco-espines) 0.78

£ Rodentia (Ratas, ratones) 0.98

-% { Lagomorpha (Liebres, conejos) 0.77

— g _l: Primates (Gorilas, Lémures, Humanos) 1.79

® — Dermoptera (Colugos) 1.56

——— Scandentia(Tupayas) 1.44

Xenartra (Armadillos, perezosos) 143

© Sirenia (Manaties) N/D

© ;0;) _I:Proboscidae (Elefantes) 1.36
-g ‘é Hyracoidea (Damanes) 0.92
g < Tubulidentata(Cerdo hormiguero) 1.06
g Macroscelidea (Musarafias) 0.71
Diprotodontia (Canguros, Zariglieyas) 0.82

Ornitonichidae (Ornitorrincos) 241

Figura 3. Los indices de longevidad de los 6rdenes de mamiferos actuales. LQ fue
calculado a partir de la expectativa maxima de vida para una especie, en 400 especies de
mamiferos en diferentes érdenes, sobre la expectativa maxima de vida predicha de la especie,
de acuerdo a la regresién logaritmica lineal de la masa corporal contra la expectativa de vida
media de mamiferos no voladores'®'”. Los datos del LQ de los érdenes Cetacea y Sirenia no

se encuentran disponibles.

Esta regla se cumple en la mayoria de los 6rdenes de mamiferos vivientes, a
excepcion de los murciélagos, que, como orden animal, tienen el coeficiente de longevidad
mas alto entre los mamiferos (LQ=3), y los marsupiales, que en contraste tienen el mas bajo
(LQ=0.71). Esta tendencia no se explica por la tasa metabdlica basal, como lo predice la teoria
de la tasa de vida, ya que la media de ambos grupos es muy similar. Sin embargo, existen
explicaciones evolutivas que se ajustan a la teoria de la historia de vida del envejecimiento,
puesto que los murciélagos han evolucionado una serie de costosos mecanismos de
supervivencia, a diferencia de los marsupiales, en los cuales, como grupo, se favorece una
estrategia inclinada hacia la reproduccion. También existen otros ejemplos notables de

especies con un LQ mayor a 1, tales como el ser humano (Homo sapiens) con un LQ de 2.7 y



la rata topo lampifa (Heterocephalus glaber), con un LQ de entre 3 y 10, dependiendo del

grupo con el que se le compare'®,

Heterocephalus glaber

La rata topo lampifa (Heterocephalus glabern, también llamada ratopin rasurado es un
roedor pequefio (33.9 g £ 4.9 D.E.), miembro de la familia Bathygeridae, que incluye otras 30
especies de topos africanos clasificadas en los géneros vivientes Cryptomys, Bathyergus,
Fukomys, Heliophobius, Georychus'y Heterocephalus. Es endémica del este de Africa y su
habitat se extiende a lo largo de practicamente toda Somalia, el sur y centro de Etiopia y el
norte de Kenia, restringido principalmente a zonas xéricas con baja precipitacién anual (200-
400 mm/afo). De manera natural, viven en madrigueras subterraneas formadas por
complejos de tuneles y camaras de hasta 50 metros de longitud total, lo que permite
amortiguar los drasticos cambios de temperatura caracteristicos de climas aridos. Las
madrigueras cuentan solamente con una o dos entradas denominadas volcanes, lo que las
aisla del medio ambiente exterior, lo cual disminuye la depredacion, a la vez que crea
condiciones hipodxicas (bajas concentraciones de Oy) e hipercapnicas (altas concentraciones
de CO,). Como resultado de la evolucidn en dicho habitat, H. g/aber tiene una gran cantidad
de caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y sociales que le han permitido la explotacion de
este nicho, tales como: pulmones pequefios; hemoglobina con alta afinidad al oxigeno, es
capaz de sobrevivir a periodos prolongados de anoxia a expensas de la fosforilacion de
fructosa a fructosa 1 fosfato por una cetohexocinasa exclusiva de la especie, que le permite
continuar con la glucdlisis por periodos de hasta 18 minutos sin oxigeno'®. Tienen una tasa
metabolica en reposo menor que otros roedores de su misma masa; 0.70 ml O,/ g-h en H.
glaber ®° y 0.60 ml Ox/g-h en M. Musculus. Adicionalmente, son los Unicos mamiferos
poiquilotermos conocidos hasta el dia de hoy. Su temperatura corporal oscila a lo largo del
dia entre los 22 y 37 °C, con una media de 32°C sin variaciones a lo largo del afio?. La
principal manera por la cual regulan su temperatura corporal es a través del intercambio de

calor con las paredes de la madriguera por conduccion térmica. Esto lo logran gracias a una



piel extremadamente delgada y altamente vascularizada con arrugas que reducen la tasa
volumen/area, aumentando la superficie de contacto que incrementa la eficiencia del
intercambio térmico, poca grasa subcutanea y carencia de pelo, por ende su nombre comun;
también tienen glandulas sudoriparas, lo cual contribuye en mucho menor cantidad a
disipacién del calor, ya que como muchos otros roedores de climas aridos, obtienen el agua
directamente de los alimentos como plantas suculentas y tubérculos alrededor de las cuales
construyen sus madrigueras. Al obtener agua de los alimentos, los niveles de concentracion

de urea en la orina pueden alcanzar concentraciones sumamente elevadas®.

Otra caracteristica evolutiva que refleja la adaptaciéon a la vida en grupos
genéticamente acotados es que son animales eusociales, lo que quiere decir que exhiben un
comportamiento que refleja un alto nivel de organizacién de labores dentro de la colonia,
que es en realidad un grupo familiar extendido con generaciones sobrelapadas, y un patron
de reproduccion altamente restringido, pues solamente existe una reina, y entre uno y tres
machos que son los encargados de la labor reproductiva®. Los individuos no reproductivos
de la colonia desarrollan un comportamiento cooperativo distribuido en diferentes tareas®.
La reparticion de labores dependera de la composicion poblacional de la colonia, pero en
términos generales aquellos de mayor talla se dedican a la defensa, excavacion vy
mantenimiento de la madriguera, mientras que los de menor talla se dedican al cuidado y
mantenimiento de las camadas. Esta estrategia de crianza cooperativa permite a la colonia

mantener camadas grandes y en corta sucesion una tras de otra®.

Quiza la caracteristica mas notable de H. glaber es su longevidad, pues puede llegar a
vivir hasta 30 afios en cautiverio y aparentemente no presenta sintomas de envejecimiento
como artritis, sarcopenia, enfermedades neurodegenerativas, y es sumamente resistente al
desarrollo de tumores cancerigenos®®. También se ha observado que su tasa reproductiva no
decae con la edad®, pero ain mas importante es el hecho de que no presentar una gran
variedad de enfermedades relacionadas con la edad, lo que se traduce en que su mortalidad
no aumenta con respecto al tiempo, como en la mayoria de los organismos®. Por este

conjunto de caracteristicas, en la literatura se acepta que no envejece. Con respecto a



mecanismos de mantenimiento celular, H. G/laber mantiene altos niveles basales de autofagia,
a comparacion de otros roedores como el ratdn®, ademas de que se induce de manera mas
efectiva en condiciones de estrés alimenticio. Esto sugiere que la autofagia es un mecanismo
que puede estar jugando un papel muy importante en el mantenimiento de la homeostasis
celular, la calidad de las proteinas y como consecuencia, su extraordinaria longevidad. Otra
caracteristica notable de esta especie es la resistencia al cancer. H. glaber, como otros
mamiferos, secreta un glucosaminoglicano de matriz extracelular conocido como
hialuronano, pero a diferencia del resto de los mamiferos, el hialuronano de H. glaber es
cortado en fragmentos de un alto peso molecular. Las células cancerigenas secretan
proteinas de matriz extracelular que facilitan su migracion a través de diferentes tejidos,
principalmente sistema linfatico y sanguineo. Se piensa que el hialuronano de alto peso
molecular es menos susceptible a este tipo de proteasas y confiere una proteccion fisica que
impide la invasion de estas células a tejidos sanos, y que ademas permite la transduccion de
sefiales extracelulares al interactuar con receptores de membrana que activan vias de

sefializacién que detienen el ciclo celular®.

Senescencia celular

Se le conoce como pilares (Hallmarks) del envejecimiento, a aquellas caracteristicas
conservadas evolutivamente que aparecen y contribuyen a los efectos fisiologicos del
envejecimiento tales como el dafio al DNA, la pérdida de la proteostasis, la inestabilidad
genomica y la alteracion en la homeostasis tisular entre otros, y cuya intervencion clinica
parece retrasar algunos efectos del envejecimiento y enfermedades relacionadas a este®'.
Uno de ellos es la senescencia celular. En los afios 60 se describié por primera vez que los
cultivos primarios de fibroblastos humanos realizan un nimero limitado divisiones celulares
antes de dejar de proliferar, a este fenémeno se le denominé senescencia celular replicativa®.
Ahora sabemos que se debe principalmente al acortamiento de los telobmeros con cada
division, que dispara una respuesta de dafio al DNA*. Ademas de la detencién del ciclo

celular, las células senescentes sufren una gran variedad de cambios morfoldgicos,



fisiolégicos y funcionales. En células en cultivo, se puede observar un aplanamiento celular y
aumento en la superficie celular. Aparicién de granulos de estrés, y de vesiculas. Esta
acumulacion de vesiculas se refleja en un incremento en la funcién lisosomal. En el ndcleo
también hay cambios evidentes. Asi como en la superficie celular, la superficie nuclear se
deforma, junto con el tamafo del nucléolo, la cromatina se reorganiza y se forman focos de
heterocromatina. Se ha observado senescencia celular /n vivo, e in vitro en diferentes tipos
celulares como hepatocitos, queratinocitos, células endoteliales, linfocitos, etc. Inclusive se
han observado caracteristicas asociadas a senescencia celular en células postmitdticas como
neuronas, miocardiocitos y adipocitos®. Las células senescentes tienen una elevada actividad
paracrina, que incluye, pero no se limita a la secrecion de proteasas de matriz extracelular,
citosinas proinflamatorias inducidas por NFkB, proteinas relacionadas con la quimiotaxis,
mitdgenos y especies reactivas de oxigeno. A este conjunto de moléculas secretadas se le
conoce por sus siglas en inglés como SASP ("senescence-associated secretory phenotype”), y
es mediante éste que los efectos que las células senescentes ejercen son transmitidos de
manera paracrina®. Este aumento en la actividad secretora ocurre acompafiado de un
aumento en la actividad transcripcional general y en particular aquella relacionada con la
biogénesis lisosomal®®. Este aumento en la biogénesis y actividad lisosomal ha permitido
desarrollar técnicas para identificar a las células senescentes, como el ensayo de [
Galactosidasa asociada a senescencia (SA-P Gal). Este ensayo consiste en detectar la actividad
de la galactosidasa lisosomal a un pH no 6ptimo para el lisosoma (pH 6)*’, de forma que solo
se detecta cuando hay una abundante actividad de la galactosidasa. Otra caracteristica de las
células senescentes es la acumulacién de lipofuscina. La lipofuscina es un agregado de
proteinas y lipidos entrecruzados covalentemente en los lisosomas. De manera natural las
células producen pequefias cantidades de lipofuscina que no es degradada ni exocitada. Tras
la replicacion celular la lipofuscina acumulada se diluye entre las células hijas, esto evita la
acumulacion. En cambio en las células senescentes, la detencion del ciclo celular,

acompanada de una elevada transcripcion y disminucion en la proteostasis, favorece su

acumulacion.®



Las células que se vuelven senescentes pierden muchas de las funciones que
realizaban previamente, mientras que adquieren otras nuevas. Por consiguiente, debe ocurrir
una extensa remodelacién de la arquitectura de la cromatina. Los focos de heterocromatina
asociados a senescencia (SAHF por sus siglas en inglés) son regiones de heterocromatina
transcripcionalmente inactiva que se forman en respuesta a la induccién de senescencia. El
proceso por el cual se forman estos focos de heterocromatina aln se desconoce, sin
embargo, se sabe que involucra la participacion de histonas como la macro H2A, la histona
H3.3, la chaperona de histonas HIRA, y la proteina HP1a38, asi como un incremento en la

141, La formacién de los

metilaciéon del DNA y decremento en la expresién de la histona H
SAHF coincide con el reclutamiento de pRB hacia el promotor de los genes dependientes de
los factores de transcripcion E2F*. Experimentalmente se ha observado que las células
requieren a la pRB para entrar en senescencia y que sin ella se vuelven insensibles a la
induccién de senescencia por oncogenes® o acortamiento de los telomeros*. pRB se
encuentra mutada o ausente en muchos tipos de cancer®, lo que favorece la incapacidad de
la célula para entrar en senescencia celular y evitar la progresién tumoral. Otro evento muy
importante para inducir senescencia celular es la activacion de la respuesta de dafio al DNA
(DDR, por sus siglas en inglés). Como ya se menciond, la senescencia celular fue descrita por
primera vez, como un limite replicativo de las células en cultivo, la senescencia celular
replicativa, se debe principalmente al acortamiento de telomeros. Diversos estimulos que
producen dafio al DNA, incluido el acortamiento de telomeros, inducen senescencia celular,
acompahada de la respuesta celular de dafio al DNA. Durante este evento, una variante de la
Histona H2A, la histona H2AX sera fosforilada en la serina 139, llamada entonces yH2AX, por
cinasas como ATM o ATR, y reclutada en el sitio del dafio al DNA. Este evento de fosforilacion
es el primer paso para iniciar la reparacién del dafio al DNA. Una vez reparado el dafio, la
histona es desfosforilada, por lo que es ampliamente usada como un marcador de inicio de la
respuesta de dafio al DNA y reparacion del DNA*. Al igual que con las células senescentes,
durante el envejecimiento hay acumulacion de células con una respuesta elevada de dafio al
DNA. De manera paralela, en cultivo, las células senescentes tienen una respuesta

permanente de dafio al DNAY, y aunque aln no esta claro si la respuesta de dafo al DNA es



una consecuencia de la senescencia celular, o una caracteristica requerida para el
mantenimiento del fenotipo®, la histona YH2AX es ampliamente usada como un marcador

de senescencia celular.

Control del ciclo celular en las células senescentes

Como ya se menciond, las células senescentes dejan de proliferar. Esta detencion del ciclo
celular es esencialmente irreversible, pues las células no responden a estimulos mitéticos u
oncogénicos* y depende de la expresidn de genes que participan en el paro del ciclo celular
como CdknZa (16" y p14*T/p19%7), Cdkn2b (©15™) y Cdknla ©21°°"). El locus Ink4
(CdknZa/b) es un locus esta integrado por los genes Cdkn2ay CdknZb, altamente conservado
en distintos linajes evolutivos, desde peces hasta mamiferos. En los mamiferos este locus se
compone de dos genes muy cercanos uno del otro (CdknZay Cdkn2b) y tiene un tamafo de
menos de 50 kb de longitud. En humanos se localiza en el cromosoma 9:p21.3; dependiendo
el organismo y tipo celular, codifica para diversos transcritos involucrados en la regulacion
del ciclo celular y respuesta a estrés®. Unas de las proteinas mas estudiadas que se
encuentran codificadas en este locus, son p14*", p15™4 y p16"™4a En mamiferos, la
transcripcion de estos genes es compleja, pues el gen CdknZ2b tiene dos exones (E2 y E1) que
forman la proteina p15™“, mientras que Cdkn2a tiene 4 exones (E1, E1B, E2 y E3) que
pueden codificar para p14*", también denominada ARF o p19*" en ratones, y para p16™“.
Esta Ultima es producto del splicing de los exones E1, E2 y E3, mientras que p14*" se forma a
partir del splicing del exdn 1 alternativo, (E1 ) y los exones E2 y E3, con lo que se cambia el
marco abierto de lectura, resultando en una secuencia diferente. Entre otros productos del
locus, menos estudiados se encuentran p16y y p12, proteinas que se expresan de manera

tejido-especifica®'.

Tanto p16™* como p15™®€ acttan impidiendo la formaciéon del complejo CDK4 o
CDKB6, con la ciclina D o E, mientras que p21°P! inhibe la accién del complejo formado por

CDK2 con la ciclina A o E. En ambos casos, el resultado es la inhibicidn de la fosforilacion de



la proteina del retinoblastoma (pRB), regulador negativo de factores de transcripcion de la
familia E2F?, involucrados en la transcripcion de genes asociados a la entrada a la fase S del

ciclo celular.

p14*T es un inhibidor del ciclo celular que interactia directamente con la ubiquitin-
ligasa MDMD2 (murine double minute 2) en ratén o HDM2 (human double minute 2) en
humanos, inhibiendo su actividad de ubiquitin ligasa, lo que provoca la estabilizacion de p53.
MDM2/HDM2 es el principal regulador negativo de p53, ya que dependiendo del patron y
grado de fosforilacion de p53, puede ubiquitinarla para que sea degradada por el
proteasoma o liberarla y permitir la transcripcion de sus genes blanco en el nucleo (figura 4).
Uno de sus genes blanco es Cdkn7a, que codifica para la proteina p21“"', y ademas de su
funcién en la detencion del ciclo celular, es mediador de diversas de respuestas celulares
relacionadas con la supervivencia y muerte celular en respuesta a estimulos de estrés, tales
como inanicién, hipoxia, estrés oxidativo, reparacion de dafio al DNA, establecimiento de la

quiescencia y en el mantenimiento de la troncalidad™’.

La expresion de estos supresores tumorales es un evento fundamental durante la
senescencia celular, pues ademas de inhibir la proliferacién, la sobreexpresion de p16"“ o
p219P! puede llevar a la célula a senescencia, y evitar la expresion de estas proteinas evita
que las células se vuelvan senescentes®>*. En particular, la sobreexpresion de p16"™“? es un
fuerte inductor de senescencia celular. Ademéas de su funcidon como inhibidor de CDKs,
p16""“? se puede asociar al factor de transcripcion TFHII en el dominio carboxilo terminal de
la RNA polimerasa II, inhibiendo su fosforilacién y regulando la transcripcion®®. Ink4 es
regulado principalmente de manera transcripcional. Uno de los mecanismos de regulacion
mas estudiados, es la represidn transcripcional por el sistema de regulacion epigenética
polycomb. BML-1 es una proteina que recluta al complejo represor polycomb-2 (PRC-2) a
través de su interaccion con la metil-transferasa de histonas EZH2, que forma parte de PRC2
hacia las marcas de Histona 3 trimetilada en la lisina 27 (H3K27me3), rreprimiendo la
expresion de los transcritos del gen /nk4a. En las células senescentes los niveles de EZH2

disminuyen, lo que evita el silenciamiento del gen®">®,
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Figura 4. Regulacion del ciclo celular en células senescentes. Los supresores tumorales
p16"“4* (A) y p15™“2 (B) impiden la formacion del complejo CDK4 o CDK6 con la ciclina D.
Esto evita que el complejo fosforile a sus blancos, como la proteina del retinoblastoma (pRB).
PRB en un estado hipofosforilado mantiene secuestrados e inactivos a diversos factores de
transcripcion de la familia de E2F, involucrados en la transcripcion de genes relacionados con
la entrada a la fase S del ciclo celular. p14", otro supresor tumoral, inhibe a la ubiquitin
ligasa E3 HDM2/MDMZ2, el pricipal regulador negativo de p53. Esta inhibicion estabiliza a
p53, lo que favorece la transcripcion de sus genes blanco, como Cdkn7a (p21°P"), el cual
actla de manera similar a p16™ y p15"4 inhibiendo la formacién del complejo CDK2 o
CDK4 con la ciclina A, D o E. Esto mantiene a pRB en un estado hipofosforilado, inhibiendo la
acciéon de los factores de transcripcion de la familia de factores E2F y deteniendo la

progresion del ciclo celular.



Caracteristicas de la senescencia celular
Cambios en el citoplasma

1 Aumento en el tamafio celular (hipertrofia celular).
2 Aumento en la masa y actividad lisosomal.

3 Aparicion de granulos de estrés.

4 Acumulacion de lipopfuscina.

Cambios en el niucleo

5 Aumento en el tamafio nuclear (hipertrofia nuclear)

6 Aumento en el tamafio nucleolar.

7 Incremento en la expresion de inhibidores del ciclo
celular (p16M 2, p21¢iPT),

8 Formacion de focos de heterocromatina asociados a
senescencia (SAHF, por sus siglas en inglés).

9 Defromacion de la superficie nuclear.

Cambios en la actividad

10 Aparicion del fenotipo secretorio asociado a
senescencia (SASP, por sus siglas en inglés) que incluye
quimiocinas, citocinas, factores de crecimiento vy
metaloproteasas.

11 Resistencia a mitdgenos.
12 Resistencia a la apoptdsis

Figura 5. Caracteristicas de la senescencia celular. Algunas de las caracteristicas mas
evidentes de las células senescentes detectables /n vitro son el detenimiento del ciclo celular,
acompafiado de un incremento de tamafo tanto en el citoplasma como en el nucleo.
También es evidente el aumento en el tamafio nucleolar y la aparicion del SAHF. Algunas
caracteristicas que se usan comunmente como marcadores de senescencia celular tanto /n
vitro como in vivo, son el incremento en la masa y actividad lisosomal (SA-B Gal), la
acumulacion de lipofuscina, secrecion del SASP i.e. I-L6, I-L8, MCP-2, IFNy, EGF, TGF B, el

incremento en la expresion de inhibidores del ciclo celular (p16'42, p21<PTy*,

Papel fisiolégico de la senescencia celular

La senescencia celular ocurre como respuesta a diversos estimulos fisiologicos y de estrés,
principalmente aquellos que generan una respuesta de dafio al DNA, como la atricion de
telémeros o la expresidon de oncogenes®, este Ultimo, es uno de los principales mecanismos

por los cuales las células evitan la formacién de tumores y la progresion del cancer. Ademas



de su funcion antitumoral, las células senescentes participan en otros procesos, tales como el
desarrollo embrionario y la cicatrizacion. Existen poblaciones de células senescentes que
surgen de manera programada en nichos especificos durante el desarrollo, como el
mesonefros, el canal auditivo, los interdigitos, el lecho ungueal, los arcos branquiales, el tubo
neural y el cerebro® y en los vasos sanguineos, donde promueven la angiogénesis®. A este
tipo de senescencia celular, se le denomind senescencia celular programada. La pérdida de la
senescencia celular programada durante el desarrollo provoca malformaciones durante el
desarrollo de dichas estructuras, sugiriendo que cumplen un papel importante para el
desarrollo de 6rganos y para la formacién de una arquitectura tisular adecuada. Por otro lado
en animales adultos, aparecen células senescentes en respuesta a heridas cutaneas, que a
través del SASP participan en diferentes procesos importantes para la cicatrizacion como son
la fibrosis, a través de la secrecion de factores de crecimiento como TGF-f; la inflamacion, a
través de citocinas proinflamatorias como interleucina 6 y 8 (IL-6 e IL-8); el reclutamiento de
células del sistema inmune, con proteinas quimio atrayentes de macréfagos como las MCPs;
y la remocion de células muertas o dafadas, gracias a la secrecion de proteasas de matriz
extracelular. La prevencion de la aparicion de estas células senescentes retrasa la
cicatrizacion®', lo que demuestra su importancia en este proceso. En ambos casos (ya sea
como remodeladoras durante el desarrollo y en la cicatrizacidn), las células senescentes son
transitorias, pues una vez formado el tejido embrionario o regenerada la herida, fagocitadas
por los macréfagos, lo que permite la repoblacidn del tejido por células en proliferaciéon. En
contraste, durante el envejecimiento, existe una acumulacion de células senescentes que no
ocurre en la juventud. Este fendmeno es particularmente conspicuo en los condrocitos,
adipocitos, células endoteliales y de musculo liso®. AUn no se sabe con certeza si esta
acumulacion es debida a que las células senescen con mayor facilidad o si son removidas con
menor eficiencia por el sistema inmune. Lo que si se ha demostrado de manera muy clara, es
que la eliminacion de las células senescentes tanto en ratones con progeria, como en ratones
silvestres, retrasa el deterioro asociado con la edad, a través de la reduccion de condiciones
como las cataratas, la sarcopenia, la adiposis y la neurodegeneracion a la vez que aumenta la

63,64

expectativa de vida Estos experimentos demuestran que las células senescentes



contribuyen al deterioro relacionado con el envejecimiento, pues afecta la homeostasis de los
tejidos. En resumen, la acumulacion de células senescentes durante el envejecimiento, deriva
en la pérdida paulatina de la funcion fisiolodgica del organismos través la alteracion de nichos
troncales, inflamacién crénica, fibrosis, y degradacion de la matriz extracelular® . El efecto es
aun mas perjudicial si se alteran nichos de células troncales o tejido rico en células

postmitdticas, como tejido nervioso o muscular.

Desde un punto de vista evolutivo, el papel que desempefian las células senescentes
durante el desarrollo embrionario, en la cicatrizaciéon, y como un mecanismo antitumoral, en
contraste con su papel relacionado con el envejecimiento, dejan claro que se trata de un

ejemplo de antagonismo pleiotrépico®.

Quiescencia celular

La senescencia celular no es el Unico fenotipo no proliferativo que pueden adquirir las células
en respuesta a estrés. En contraste con la senescencia celular, la quiescencia celular cuando
las células se encuentran en inanicidon o confluencia, un fendmeno conocido como inhibicién
por contacto o bajo programas de expresién altamente regulados como en las células
troncales. Este cese proliferativo se reanuda cuando se pierde la inhibicion por contacto, se

restituye la falta de nutrientes o en respuesta a factores mitoticos.

En trabajos previos se ha demostrado que existen muchos paralelismos entre las
células quiescentes y senescentes, por lo que es fundamental caracterizar adecuadamente el
fenotipo. Por ejemplo, en las ceélulas quiescentes en inhibicion por contacto puede
incrementar la actividad de SA-B Gal®, uno de los ensayos mas usados para la identificacién
de células senescentes. Al igual que en las células senescentes, la detencion del ciclo celular
en células quiescentes involucra la participacion de inhibidores de CDKs como p53 pero
principalmente p27“P!, que no es frecuente en senescencia. La senescencia celular ocurre
principalmente en respuesta a estrés con el cual la célula debe contender de manera

inmediata, por lo que la detencion del ciclo celular puede ocurrir en cualquiera de las fases



del ciclo celular. Una consecuencia de esto es que las células senescentes se pueden
encontrar en fase G, Gz e inclusive en fase M, en contraste, la detencion de la proliferacion
en las células quiescentes es altamente regulada y sucede exclusivamente en la fase G1 o G2,
manteniendo a las células en un estado cominmente llamado GO que es en un estadio de
reposo, en el cual la célula no se prepara para dividirse ni crecer, el crecimiento y la
cariocinesis se detienen y la transcripcion se reduce. En las células senescentes la cariocinesis

en ocasiones continla, es por eso que se llegan a observar células con multiples nucleos®.

Quiza una de las caracteristicas moleculares mas importantes y que desempefia un
papel central determinando el panorama metabdlico de las células quiescentes y senescentes
es la actividad de la cinasa mTOR. En las células quiescentes, la actividad de mTOR es inhibida
a través de la inhibicion de AKT, lo que favorece un cese en el crecimiento, y un cambio
general en la transcripcion, pues mTOR regula factores de transcripcion involucrados en
respuestas de estrés tales como NRF2, HIF-1a, FOXO, PPAR®™, La reduccidn en la actividad
de mTOR también se asocia con un incremento en la autofagia, pues mTOR regula de
manera negativa a Beclin1’!, una proteina que involucrada en el inicio de la autofagia. Se ha
observado que si la activacion de p53 es parcial, o la inhibicion de mTOR no es completa, en
respuesta a estimulos de inhibicién por contacto o inanicidn la células en vez de volverse
quiescentes, se vuelven senescentes’?. El papel que mTOR desempefa decidiendo el destino
de la célula (ya sea quiescencia o senescencia) es fundamental, pues cuando las células
quiescentes sufren una activacién de mTOR, se vuelven senescentes. A este proceso se le
denomina geroconversién. Mas alld de mTOR se han identificado otras proteinas
involucrada en la prevencion de la geroconversion, como HES1. Esta proteina es un represor
transcripcional que se expresa principalmente en precursores neuronales, células troncales y
células quiescentes, y actla reclutando desacetilasas de histonas al DNA™. En un trabajo
reciente, se demostré que HES1 previene la geroconversion asociada a dafo al DNA, a la
sobreexpresion de inhibidores del ciclo celular y es requerido para reanudar la proliferacion
de células quiescentes, tras una detencidn prolongada del ciclo celular’. De la misma

manera, otra proteina importante involucrada en el mantenimiento de la quiescencia es el



inhibidor de CDKs p27“P'. Durante la progresion del ciclo celular, esta proteina se une a los
complejos CDK2/ciclina E, CDK2/ciclina A, CDK / ciclina A, CDK1/ciclina B y CDK4 o 6/ ciclina
D o E. Una vez unida, evita la fosforilacién de pRB, lo que mantiene inactivos a los factores de
transcripciéon de la familia E2F e impide la progresion del ciclo celular de la misma manera
que otros inhibidores de CDKs. La interaccion de p27"" con los complejos CDK4/6 con
ciclina D/E es interrumpida por p15™ y p16"™“ que toman su lugar y facilitan la
degradacién de p27“F'" por via proteasomal, favoreciendo la senescencia celular y

geroconversion’®.
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Figura 6. Determinacion de senescencia celular o quiescencia. Una caracteristica comun

de las células quiescentes y senescentes es el cese de la proliferacién, mediado por los
inhibidores de CDKs. p21°P", p15™4 y p16""™ 4 participan en la inhibicion del ciclo celular en
las células senescentes, mientras que en las células quiescentes hay participan otros
inhibidores de CDKs como p27“P" Estos inhibidores impiden la fosforilacidon de pRB y la
liberacién subsecuente de los factores de transcripcién de la familia E2F, impidiendo la
progresién del ciclo celular. El inhibidor de CDKs, p27%"" inhibe todos los complejos
CDK/ciclina, pero a su vez, puede ser desplazado por p15™ o p16""“? La inhibicién de
mTOR es importante para el mantenimiento de la quiescencia, pues su inhibicion favorece
una reduccion en la sintesis de proteinas, de manera opuesta, la activacion de mTOR se
asocia con la senescencia celular y geroconversion, pues favorece el incremento en el de
tamafo celular y una reduccion en la autofagia. Adicionalmente el represor transcripcional
HES1 participa activamente manteniendo a las células en un estado quiescente y evitando la
geroconversion.



Ciclo celular en Heterocephalus glaber

Gran parte del control del ciclo celular en H. Glaber, como en la mayoria de los vertebrados,
se encuentra regulado por el locus /nk4. Entre los mamiferos, este locus se encuentra
altamente conservado al igual que las diferentes proteinas que se expresan a partir de él. Sin
embargo, el gen Cdkn2a de H. glaber tiene 2 codones de paro tempranos en el exén 2, que
resultan en la traduccién de una forma mas corta de tanto de la proteina p16™“ como de
p14*" en comparaciéon con sus homoélogas en ratén’”’8. Es interesante recalcar que a pesar
de que las proteinas son mas cortas a comparacién las de otros mamiferos como ratas,
ratones e inclusive humanos, participan activamente en la regulacién el ciclo celular de
manera equivalente. En experimentos /n vitro con fibroblastos de H. glaber, se demostré que
existe una relacion directa entre la expresion de ambas y el pasaje celular, que se expresan en
respuesta al dafio al DNA y que su expresion es suficiente para provocar un paro del ciclo
celular en fase G1 o G,”®, de manera similar a lo que ocurre durante la senescencia celular en
otros mamiferos. La senescencia celular programada también ocurre en H. g/aber. Durante el
desarrollo, al igual que en otros mamiferos, existen nichos donde se acumulan de manera
transitoria células senescentes, como es el caso del lecho ungueal y los foliculos pilosos.
Paralelamente, se demostré que /in vitro, los fibroblastos se vuelven senescentes ante
estimulos inductores de senescencia muy bien caracterizados como son el dafio al DNA por
radiacion-y y la sobreexpresion de oncogenes. Cabe destacar que a pesar de que los
fibroblastos de H. glaber pueden volverse senescentes, son mas resistentes ante estos
estimulos que fibroblastos de otras especies de roedores, como el raton. Y que no se ha
observado la acumulacién de células senescentes durante el envejecimiento, como sucede en

practicamente todos los mamiferos.

H. glaber tiene un punto de control adicional Unico de su especie, una variante de
transcripcién extra del locus /nk4, denominado pALT™® Este RNA mensajero se produce
por el trans splicing del exon 1 de Cdkn2b, con el exdn 2 y 3 de CdknZa (figura 5). Se
identificd que pALT™ ¥ participa en la respuesta de inhibicién por contacto temprana.

También se observd que su sobreexpresion provoca la detencion del ciclo celular, y que es



necesario para la supervivencia celular en respuesta al dafio al DNA¥®. Debido a que las
células en inhibicidn por contacto se encuentran en quiescencia, y el dafio al DNA es uno de
los principales inductores de senescencia celular, esta evidencia sugiere que pALT"™*¥* tiene
un papel importante determinando el destino celular, y probablemente evita la
geroconversion de las células favoreciendo que se mantengan en quiescencia, lo cual nos
permite proponer que la expresion de esta isoforma en H. glaber previene la acumulacién de

las células senescentes durante el envejecimiento.
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Figura 7. Locus Ink4. E| locus Ink4 contiene a los genes Cdkn2by CdknZa. CdknZb tiene 2
exones, que codifican para la proteina p15"“". Cdkn2a contiene 4 exones, que codifican para
las proteinas p16™4? (ex6n 1a, exén 2 y exdén 3), p14*T (exén 1B, exdn 2 y exén 3) que
resultan en una proteina con un marco de lectura distinto a p16""™“. Heterocephalus glaber
es el unico organismo en el cual se produce una variante alternativa de trasncripcién formada
por el exén 1 de Cdkn2by los exones 2y 3 de Cdkn2a, llamada pALT"™4e/®,

JUSTIFICACION

Heterocephalus glaber es un mamifero sumamente longevo que no presenta deterioro

asociado al envejecimiento. En la literatura no existen reportes de que ocurra la acumulacion



de células senescentes durante el envejecimiento como en otros mamiferos. Una
caracteristica molecular Unica de H. glaber es que expresa la variante de mRNA pALT"™4e/b,
que, en conjunto con otros inhibidores del ciclo celular, participa para lograr una regulacién
del ciclo celular que podria favorecer el estado quiescente y evitar la geroconversién. Estudiar
el mecanismo molecular por el cual las células de H. glaber son mas resistentes a adquirir el
fenotipo senescente a diferencia de lo que ocurre en células de animales como el ratéon, que
envejece y padece enfermedades relacionadas con la edad como el ser humano, permitira
proponer blancos terapéuticos para aminorar los padecimientos asociados a la acumulacion

de células senescentes.

HIPOTESIS

La expresion de la variante de mRNA pALT™ 4 previene el establecimiento de la senescencia

celular, manteniendo a las células en un estado quiescente.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la expresion heterdloga de pALT"ka/®

de H. glaber disminuye el
establecimiento de la senescencia celular inducida por dafio al DNA en fibroblastos de raton

(Mus musculus), manteniendo a las células en quiescencia.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer un modelo de senescencia celular por dafo al DNA en fibroblastos
embrionarios de ratéon (MEFs, por sus siglas en inglés). Se eligio este tipo celular porque son

capaces de volverse senescentes, por una variedad de estimulos.



2. Analizar si la expresion heterologa de pAL

Metas especificas:

Encontrar la dosis subletal de etopdsido que potencialmente induzca senescencia
celular. Se eligié etopdsido porque es un alcaloide que produce lesiones en el DNA,
consideradas un estimulo de senescencia celular.

Determinar la senescencia celular evaluando el paro de la proliferacion, la expresion
de inhibidores del ciclo celular como p16"™4 y p21°°" incremento en la actividad de
SA-B Gal, acumulacién de lipofuscina, mantenimiento de la respuesta de dafio al DNA

detectando a histona yH2AX y como componente del SASP detectar IL-6.

Tink4a/b an MEFs reduce el establecimiento de la

senescencia celular inducida por dafio al DNA.

Metas especificas:

Reconstruir mediante analisis bioinformatico la secuencia de pALT™* 3 partir de las
secuencias reportadas por Tian et al., 2014.

Clonar pALT™#® en un vector de expresion en células de mamifero, agregando una
etiqueta para detectar la produccién de la proteina predicha.

Determinar si la expresion de pALT™"k4/b

en MEFs evita la geroconversion:

A) Determinar si se mantienen las células en quiescencia, midiendo la expresion de
HES1.

B) Comparar el establecimiento de la senescencia en MEFs que expresen o no la

Tink4e/b evaluando el paro de la proliferacién celular al contar el

variante pAL
nimero de duplicaciones celulares y determinar la expresion de inhibidores del
ciclo celular p16™“ y p21°P’: el incremento en la actividad de SA-B Gal; la
acumulacion de lipofuscina, el mantenimiento de la respuesta de dafio al DNA

con histona yH2AX; y el componente del SASP IL-6.


Margarita
Texto escrito a máquina
Metas específicas: 


MATERIAL Y METODOS

Cultivo de fibroblastos embrionarios de ratéon (MEFs)

1. Descongelar MEFs en pase 2 almacenados a -195°C en nitrogeno liquido en bafo
maria por 2 minutos.

2. Resuspender inmediatamente en medio de cultivo DMEM Glutamax® (No cat. 10566-
016) suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina).

3. Centrifugar 0.4 r.c.f. por 5 minutos para formar un pellet.

4. Resuspender el pellet en medio de cultivo DMEM Glutamax® (No cat. 10566-016)
suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibidtico
(penicilina/estreptomicina).

5. Resembrar las células a una densidad de 6,570 MEFs/cm?,

6. Incubar a 37°C con 5% CO: y una humedad relativa de 98%.
Nota:

e Para ensayo de SA-B Gal, inmunofluorescencia o tincion de Sudan Black B: Sembrar
sobre cubreobjetos estériles en cajas de 12 pozos.
e ParaIn cell western blot: Sembrar en cajas de 96 pozos.

e Para Western Blot: Sembrar en cajas Petri de 60 mm.

Ensayo de B-galactosidasa asociada a senescencia

Dia 1

1. Retirar el medio de fibroblastos cultivados sobre cubreobjetos estériles.
2. Lavar las células con PBS 1x dos veces.
3. Fijar 5min a temperatura ambiente con solucién de fijacion para SA-B Gal

(formaldehido 2% + glutaraldehido 0.2% en PBS.)



Dia 2

M won

bl

Retirar la solucién de fijacion y lavar las células con PBS 1X dos veces.
Agregar la solucion de tincion (1 ml por pozo).

Incubar de 16 h a 37°C.

Eliminar la solucién de tincion de los pozos.

Lavar las células con PBS 1x dos veces.

Lavar 1 vez con 500 ul de metanol y dejar secar al aire libre.

Tefir con 500 pl de DAPI (1 mg/ml) durante 2 min.

Remover el DAPI, lavar con PBS 1x 2 veces, por 10 minutos a temperatura ambiente.
Observar en microscopio. El X-Gal adquiere una coloracién azul intensa observable en

microscopia de campo claro.

*Solucion de tincion SA-B Gal

Reactivo Concentracion

20 mg/ml X-gal*, disuelto en dimetilformamida 1 mg/ml
Buffer de fosfato de sodio / acido citrico pH 6
63.1% Fosfato de sodio 0.2M 40 mM

36.85% Acido citrico 0.1M

Ferrocianuro de potasio 100 mM 5mM

Ferricianuro de potasio 100 mM 5mM

Cloruro de sodio 5M 150 mM

Cloruro de magnesio 1M 2 mM

Agua De acuerdo al volumen



requerido

*Almacenar la solucién X-gal a -20 °C. El buffer y las sales pueden ser preparadas varios dias

o semanas antes de tiempo. Sin embargo, X-gal no es estable en solucidon acuosa, asi que

adicionarlo el dia del ensayo, no antes.

> W

bl

10.
11.

12.

Tincion de Sudan Black B

Retirar el medio de fibroblastos cultivados sobre cubreobjetos estériles.

Lavar con PBS 1x 3 veces.

Fijar las células con PFA 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Retirar el PFA y lavar con PBS 1x 3 veces.

Incubar el cubreobjetos en etanol al 70% por 2 minutos.

Colocar el cubreobjetos sobre una gota de solucién de tincion de Sudan Black B de
Sigma Aldrich (No. Cat. 199664-25G) durante 10 segundos.

Lavar el cubreobjetos en etanol al 50% por 2 minutos.

Lavar el cubreobjetos en agua destilada por 1 minuto

Tefir con 500 ul de DAPI (1 mg/ml) durante 2 min.

Lavar con PBS 1x 2 veces por 10 minutos a temperatura ambiente.

Montar el cubreobjetos con una gota de Fluoromont G® (No. Cat. 00-4958-02) e
incubar en obscuridad por 2 horas.

Observar en microscopio. La lipofuscina adquiere una coloracién negra, observable en

microscopia de campo claro.

Solucion de tincion de Sudan Black B

Reactivo Concentracion
Sudan Black B* 0.07g
Etanol al 70% 10 ml



*Disolver el Sudan Black B, al menos con 18 horas de anticipacion, en un recipiente

hermético. Una vez disuelto, filtrar con papel filtro Whattman y almacenar a temperatura

ambiente.

Dia 1
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Dia 2
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Inmunofluorescencia

Retirar el medio de fibroblastos cultivados sobre cubreobjetos estériles en cajas de 12
pozos

Lavar con PBS 1x, 3 veces

Fijar las células con PFA 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Retirar el PFA y lavar con PBS 1x 3 veces.

Permeabilizar con PBS 1x/Tritdn 0.5% por 5 minutos a temperatura ambiente.

Lavar con PBS 1x 3 veces.

Bloquear durante 30 minutos con PBS 1x BSA 5%.

Incubar con 130 pl de anticuerpo primario diluido en PBS 1x BSA 2% a 4° C por 24

horas en camara humeda.

Lavar con PBS 1x 3 veces por 5 minutos a temperatura ambiente.

Incubar con 130 pl de anticuerpo secundario Alexa Fluor® diluido en PBS 1x BSA 2%
a 4° Cpor 1 hora.

Lavar con 130 pl de PBS 1x 3 veces por 5 minutos a temperatura ambiente.

Tefir con 500 pl de DAPI (1 mg/ml) durante 2 min.

Lavar con PBS 1x 2 veces por 10 minutos a temperatura ambiente.

Montar el cubreobjetos con una gota de Fluoromont G® (No. Cat. 00-4958-02) e
incubar en obscuridad por 2 horas.

Observar en microscopia de fluorescencia.



Nota: Después de agregar el anticuerpo secundario, se deben mantener a las células en

obscuridad.

In cell western blot

1. Retirar el medio de fibroblastos cultivados en cajas de 96 pozos.
Lavar con PBS 1x, 3 veces

Fijar las células con PFA 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente.

M won

Retirar el PFA 'y lavar con PBS 1x 3 veces.

5. Permeabilizar con PBS 1x/Tritdn 0.1% por 5 minutos a temperatura ambiente 5 veces
en agitacion.

6. Lavar con PBS 1x 3 veces.

7. Bloquear durante 90 minutos con PBS 1x BSA 5%.

8. Incubar con 25pl de anticuerpo primario diluido en PBS 1x BSA 2% a 4° C por 24

horas
Dia 2

1. Lavar con PBS 1x 3 veces por 5 minutos a temperatura ambiente.

2. Incubar con 25 pl de anticuerpo secundario IRDye® diluido en PBS 1x BSA 2% a 4° C
por 1 hora. Se debe adicionar 1 pl de InCellTag™ (No Cat. 926-4109) por pozo, junto
con el anticuerpo secundario.

3. Lavar con 130 pl de PBS 1x 3 veces por 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Revelar en foto documentador Odyssey CLX® a una A de 700 u 800 nm.

5. Realizar la densitometria con el software ImageStudioLite®.

Nota: Después de agregar el anticuerpo secundario, se deben mantener a las células en

obscuridad.



Western Blot

Preparacion de las muestras:

1.

2
3.
4

Dia 1

Dia 2

Retirar el medio de fibroblastos cultivados en cajas 60 mm.

Lavar con PBS 1x, 3 veces.

Incubar las células en 1.5 ml de tripsina-EDTA 10% durante 5 minutos a 37°C.
Recuperar las células en 3.5 ml de medio de PBS estéril.

Centrifugar a 0.4 r.c.f. por 5 minutos, para formar un pellet.

Re suspender el pellet en Buffer de lisis suplementado con inhibidores de proteasas y
fosfatasas al 10%.

Incubar a 4°C por 30 minutos.

Sonicar las células y centrifugar a 20 r.cf. por 10 min a 4°C. Recuperar el
sobrenadante.

Desnaturalizar las proteinas, incubando en Buffer de carga 5x a 95°C por 5 minutos.

Cargar 30 a 40 ug de proteina en un gel SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes.
Correr durante 120 minutos aproximadamente, a un voltaje constante de 130 V.
Electrotransferir a una membrana de polifluoruro de vinildeno (PVDF) Immobilion®-
FVL (No. Cat. 05317-10EA) previamente reactivada en Metanol durante 5 minutos, por
1 hora a un amperaje constante de 400 miliamperes.

Incubar la membrana en TBS t, 5% Reactivo de bloqueo Bio-RAD No. Cat. 1706404
durante 1 hora en agitacién.

Lavar 3 veces con TBS t.

Incubar en 2 ml. de anticuerpo primario diluido en TBS t, 5% BSA durante 18 a 24

horas a 4°C en agitacion.

Lavar con TBS t 3 veces por 5 minutos a temperatura ambiente.



2. Incubar en 2 ml de anticuerpo secundario IRDye® diluido en TBS t, 5% BSA, 0.02%
SDS durante 1hora a 4°C en agitacion.

3. Lavar con TBS t 3 veces por 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Revelar en foto documentador Odyssey CLX® a una A de 700 u 800 nm.

5. Realizar la densitometria se realizé en el software ImageStudioLite®.

Nota: Después de agregar el anticuerpo secundario, se debe mantener la membrana en

obscuridad.
Reactivo Concentracion Reactivo Concentracion
HEPES 25 mM Tris Base 0.02M
Acetato de potasio 125 mM NaCl A5 M
Acetato de magnesio 2.5mM Tween 0.1 %
EGTA 0.5% Agua Mili Q Ajustar‘ al volumen
requerido
NP-40 1T mM
Agua mili Q Ajustar al volumen
requerido
Reactivo Concentracion
Tris HCL 250 mM
SDS 10%
Glicerol 30%
DTT 0.05%
Azul de bromofenol 0.1%
2-Mercaptoetanol* 5%
Agua mili Q Ajustar al volumen
requerido

*Agregar el 2-Inmediatamente antes de la
incubacion de 95°C



Especificaciones de los anticuerpos

Anticuerpos primarios

Anticuerpo Especie Dilucion Marca No. Cat.
usada
Anti-HES 1 Conejo 1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-25392
Anti-p16 Ratdn 1:1,000 ABCAM ab211542)
Anti-p21 Conejo 1:1,000 ABCAM ab52915
Anti- yH2AX Ratdn 1:200 ABCAM ab81299
Anti-FLAG Ratén 1,1000 Sigma-Aldrich F-1804
Anticuerpo Dilucion usada Marca No. Cat.
IRDye® 800CW Goat anti-Mouse IgG 1:10,000-15,000 Li-Cor 925-32210
IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit IgG 1:10,000-15,000 Li-Cor 925-32211
Alexa Fluor® 488 Goat anti-Rabbit IgG 1:1,000 Thermo Fisher A11034

Purificacion de plasmidos

Dia 1

1. Incubar 200 pl de bacterias quimio-competentes con 10 ng del plasmido a purificar
por 30 minutos en hielo.

2. Incubar por 45 segundos a 42°C.

3. Transferir a 800 ul de medio S.O.C. de ThermoFisher® (No. Cat. 15544034),
previamente atemperado a 37 °C.

4. Incubar a 37°C durante 45 minutos en agitacion vigorosa.

1. Platear el cultivo en una caja Petri de 10 cm con Agar LB suplementado con el

antibiotico de seleccion (0.1 mg/ml), hasta que se evapore todo el liquido.



5. Incubar a 37 °C por 16 horas.
Dia 2

1. Inocular 250 ml de Medio LB liquido suplementado con antibiotico de seleccién (0.1
mg/ml) con una colonia de bacterias transformadas.
2. Cultivar a 37°C por 14 a 16 horas en agitacion vigorosa, hasta alcanzar la fase de

crecimiento exponencial.
Dia 3

1. Purificar plasmido con el kit de purificacién de plasmidos “Plasmid Plus Maxi Kit M”
(No. Cat. 12965) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2. Resuspender el DNA en agua Mili Q estéril.

Agar LB Medio LB liquido

Reactivo Concentracion Reactivo Concentracion
Polvo de Agar BioRad 3.5% Polvo de medio LB Fisher 2%
(No. Cat. 1660472EDU)* (No. Cat BP 1426-2)

Agua Destilada . Agua Destilada Ajustar al
Ajustar al volumen
. volumen
requerido .
requerido
*Esterilizar en autoclave inmediatamente *Esterilizar en autoclave inmediatamente
después de agregar el Agar después de agregar el medio LB

Electroforesis de DNA

1. Preparar un gel de agarosa al 1% con 0.01% de Sybr Green.

2. Incubar 100 ng de DNA purificado, resuspendido en agua mili Q en Buffer de carga
para DNA en una proporcion 1 a 1.

3. Cargar un volumen maximo de 20 pl de muestra por pozo.

4. Correr a un voltaje constante de 50 mV durante 20 minutos aproximadamente.

5. Observar el DNA a una A de 365 nm.



Digestion enzimatica

1. Preparar la reaccion de digestion de 1 pug de plasmido con las enzimas de restriccion
y el buffer de restriccion 1x apropiado, de acuerdo a las instrucciones del fabricante
en un volumen final de 10 pl de agua Mili Q Estéril.

2. Incubar a 37°C por 1 hora.

3. Realizar electroforesis de DNA con las muestras digeridas.

Enzimas de restriccion

Enzima Concentracion por 10 Buffer de Marca No.
Ml de reaccion restriccion Cat.
BamHI 0.1 pl (1U) Buffer B ThermoFisher ER0051
HindIIl 0.1 pl (1U) Buffer B ThermoFisher ER0501
Stul 0.2 ul (1U) CutSmart® NEB R0187S

Transfeccion de MEFs

Dia 1
1. Incubar MEFs en pase 3 en una confluencia maxima de 50% en una caja Petri de 10
cm con medio cultivo DMEM Glutamax® (No cat. 10566-016) suplementado con 10%

de suero fetal bovino a 37°C con 5% CO2 y una humedad relativa de 98% durante 24

horas.
Dia 2
1. Retirar el medio y lavar con PBS estéril a 37°C 2 veces

Incubar las células en 1.5 ml de tripsina-EDTA 10% durante 5 minutos a 37°C.

Recuperar el sobrenadante en 3.5 ml de PBS estéril a 37°C.

> won

Centrifugar a 0.4 r.c.f. durante 5 minutos para formar un pellet.



Resuspender el pellet en 1 ml de PBS estéril a 37°C.
Contar las células.

Centrifugar a 0.4 r.c.f. durante 5 minutos para formar un pellet.

©® N o u

Resuspender en Buffer R del kit Neon® Transfection System de ThermoFisher. No.
Cat. (MPK1096) para obtener una concentracién maxima de 150,000 células por cada
10 pl.

9. Incubar 1 de plasmido por cada 150,000 células durante no méas de 15 minutos

10. Electroporar con un electroporador “MicroPorator MP-100" marca Digital Bio, con
puntas de 10 pl, de acuerdo con las instrucciones del fabricante con un pulso
individual de 30 ms a un voltaje de 1300 V.

2. Resembrar en medio cultivo DMEM Glutamax® (No cat. 10566-016) suplementado
con 10% de suero fetal bovino a 37°C con 5% CO2 y una humedad relativa de 98%
durante 24 horas.

7. Cambiar el medio por medio de cultivo DMEM Glutamax® (No cat. 10566-016)

suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibidtico

(penicilina/estreptomicina).

8. Incubar a 37°C con 5% CO2 y una humedad relativa de 98%.

RESULTADOS

1. Establecimiento del modelo de senescencia celular en fibroblastos

embrionarios de raton inducida por daio al DNA

Con el fin de estudiar si la expresién heteréloga de pALT™*/* disminuye el establecimiento
de la senescencia celular, se estandarizé un modelo de senescencia celular por dafio al DNA
con etoposido en fibroblastos embrionarios de raton (MEFs, por sus siglas en inglés). El
etopdsido es un alcaloide que se une a la DNA topoisomerasa II inhibiendo su accién de

ligasa, lo que provoca que las rupturas de doble cadena causadas por esta durante la



formacién de las horquillas de replicacion, no se liguen de nuevo®'. Dependiendo del grado
de daiio al DNA, las células presentan diferentes respuestas; reparar por completo el dafio y
continuar proliferando, volverse senescentes o morir*®, Se ensayaron diferentes condiciones

para encontrar el tratamiento que indujera senescencia celular sin muerte celular.

Con la finalidad de corroborar que el tratamiento con etopdsido no induce muerte celular, se
realizd un ensayo de viabilidad en MEFs tratados con etoposido. Las células vivas tienen una
gran cantidad de esterasas en el citoplasma, al ser incubadas con calceina-acetoximetil (AM),
este compuesto es el facilmente transportado a través de la membrana celular en las células
vivas. Dentro del citoplasma el AM es rapidamente escindido y la calceina emite fluorescencia
al ser excitada con luz a una A de ®495 nm. El EtHd-1 es un agente intercalante del DNA que
se introduce en las células cuando la integridad membranal se encuentra comprometida,
cuando se intercala en el DNA emite fluorescencia al ser excitada con una A = 528nm. Con
esta doble tincion se pueden distinguir a las células vivas (calceina) y excluir las muertas
(EtHd-1). Se determin6é que la dosis de etopdsido usada es subletal y no disminuye la
supervivencia celular, pues tanto los MEFs control como los tratados con etopdsido, tienen

una viabilidad de mas del 90% (figura 8).
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Figura 8. El tratamiento con etopodsido no reduce la viabilidad celular. Se trataron MEFs
con etoposido. (A) Se evalud la viabilidad celular tras 6 dias /n vitro con una doble tincion de
células vivas con calceina (verde), y células muertas con homodimero de etidio (rojo). Se
muestran micrografias representativas (B) Se graficé la viabilidad celular, como porcentaje de
células vivas del total de células por campo, n=3 experimentos independientes. (T de student;
P = sin significancia estadistica) Las barras de error representan el error estandar de la media.

1. 1 El tratamiento con etopoésido incrementa la actividad de SA-f Gal

La B Galactosidasa es una glicosidasa que en condiciones acidas hidroliza el enlace
glicosidico de los galactosidos. Esta reaccion ocurre de manera 6ptima dentro del lisosoma a
un pH de 4.5. La deteccion de dicha actividad se lleva a cabo con el reactivo5-bromo-4-cloro-
3-indolil-B-D-galactopiranosido, comercialmente llamado X-Gal, que es una molécula de

galactosa, unidad a un grupo indol, a través de un enlace glicosidico. Cuando la B



Galactosidasa rompe el enlace glicosidico del X-Gal, se produce galactosa y 5-bromo-4-
cloro-3-hidroxi-indol. Subsecuentemente este indol se oxida en un producto conocido como
azul indigo, un colorante azul que es visible a simple vista. En células senescentes, la
deteccién de la actividad de la B Galactosidasa se hace a un pH subéptimo de 6, lo cual es
posible gracias al incremento general de la expresion de la enzima y de la masa lisosomal.
Este ensayo se conoce como Beta galactosidasa asociada a senescencia o SA- Gal y es uno
de los marcadores mas usados para la deteccion de células senescentes. Sin embargo las
células quiescentes en inhibicién por contacto también presentan un incremento en la
actividad de SA-B Gal®. Para minimizar el efecto de la confluencia en el aumento de la
actividad de SA-B Gal en nuestros experimentos, se sembraron MEFs en dos diferentes
densidades celulares: 6,570 y 13,150 células por cm?. Se evalué la actividad de SA-B Gal 5y 6
dias después de haber sido tratadas o no con etoposido 120 uM (Fig. 9). La mayor diferencia
en la actividad de SA-P Gal entre los controles y las células tratadas con etopdsido fue en
células sembradas a una densidad de 6,570 células por cm?, tras 6 dias in vitro, por lo que se
decidi6 adoptar este esquema para la evaluacion de la expresion de los siguientes

marcadores de senescencia celular.
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Figura 9. El tratamiento con etopdsido produce el mayor incremento en la actividad de
SA-B Gal, con respecto al control, tras 6 dias in vitro, en células sembradas a una
densidad celular baja. Se trataron MEFs sembrados en diferentes densidades (6,750 y 13,150
células / cm?) con etopdsido. (A) Se evalué la actividad de SA-B Gal tras 5y 6 dias /in vitro.
(B) Se grafico el porcentaje total de células B-Gal positivas en cada tratamiento, n= 3
experimentos independientes. Las barras de error representan el error estandar de la media.

La barra larga representa la media.

Un aspecto fundamental de la senescencia celular la detencion del ciclo celular. Se evalu¢ el
efecto del etopodsido en la proliferacion celular, contando el ndmero de duplicaciones
celulares realizadas tras el tratamiento (figura 10). Acorde a lo esperado, se observé que el
etopdsido provoca la detencidon de la proliferacion desde el inicio del cultivo, por lo que al
final del experimento hay menos células que en los controles. En cambio, en los controles, las
células continuaron dividiéndose hasta el cuarto dia. Esto sugiere que, para el sexto dia, que

es cuando encontramos caracteristicas de senescencia celular en respuesta al etoposido, los



controles estan en quiescencia (en confluencia e inhibicion por contacto). Dado que el
etopdsido inhibe la proliferacién desde el inicio del cultivo, en los siguientes experimentos se

normalizé cada analisis por el nUmero total de células.
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Figura 10. El etoposido provoco el detenimiento de la proliferacion celular. Se trataron
MEFs con etopodsido y se evaluo la proliferacion celular tras 1, 3, 4, 5y 6 dias /n vitro. Se conté

el total de células vivas por campo, y se calculo6 el numero de duplicaciones
(log(# células contadas—# células sembradas)

Tog2 ) ocurridas con cada tratamiento, con respecto a las

células que no fueron tratadas con etopdsido y permanecieron el mismo tiempo en cultivo.
n=3 experimentos independientes. ANOVA de dos factores (***p < 0.05). Las barras de error
representan el error estandar de la media. La barra larga representa la media.



1.2 El tratamiento con etopdsido induce una reduccion de la expresion de HES1,

un represor transcripcional que evita la geroconversion.

En los resultados anteriores se confirmé que el tratamiento con etopdsido produce una
detencion del ciclo celular, acompafiada de un aumento en la actividad de SA-B Gal, dos
caracteristicas fundamentales de las células senescentes; sin embargo, también las células
quiescentes por inhibicién por contacto pueden presentar estas caracteristicas. Notamos que
las células sin tratamiento dejaron de proliferar al cuarto dia, indicando que estaban en
quiescencia. Para distinguir las células quiescentes de las senescentes, se evalud la expresion
del represor transcripcional HES1, cuya funcién es impedir la geroconversion en células
troncales’™, partimos de la posibilidad de que en los fibroblastos también fuera su funcion. La
deteccion de la expresién de esta proteina se realizé a través de un ensayo de In Cell Western
Blot (ICW). Esta técnica es un ensayo de inmunofluorescencia cuantitativa, ya que se revela
utilizando anticuerpos secundarios acoplados a fluoréforos que emiten a 700 nm u 800 nm,
rango infrarrojo que permite analizar la intensidad expresidon de proteinas con un rango
dindmico linear mayor, utilizando el analizador de imagenes Odyssey de Li-Cor. Esto facilita la
comparacién de la expresion de proteinas, pues no hay necesidad de extraerlas, separarlas en

un gel SDS y transferir a una membrana.

Se observo que la expresion de HES1 es menor en las células tratadas con etopédsido, lo que
confirma que no son células quiescentes a diferencia de las células control, que alcanzaron

maxima confluencia e inhibicion por contacto (figura 11).
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Figura 11. El arresto celular provocado por el etopésido no indujo la expresion del
represor transcripcional HES1, a diferencia del arresto celular inducido por inhibicién
por contacto. Se trataron MEFs con etoposido y (A) se detecto la expresion de HEST tras 6
dias /n vitro por ICW. La intensidad de la sefal de HES1 (verde) se normalizé con respecto a la
intensidad de la sefial de células totales, tefiidas con un colorante celular inespecifico “/n Cell
Tag” (rojo). (B) Se grafico la intensidad relativa de fluorescencia de la sefial de HES1 en las
células tratadas con etoposido con respecto al control, n=5 experimentos independientes.
Cada punto es el promedio de 3 réplicas de cada experimento. (T de student; *P < 0.05) Las
barras de error representan el error estandar de la media.



1.3 El tratamiento con etopésido indujo un aumento en la expresion de p16™“ y

p21°?! inhibidores del ciclo celular involucrados en la senescencia celular.

La expresion de los inhibidores del ciclo celular p21“P" y p16"™4 es caracteristica de la
senescencia celular. Se observé por ICW que la expresion de p21<P" es mayor en las células
tratadas con etopdsido con respecto al control (Figura 12). Este inhibidor del ciclo celular
participa en conjunto con otros inhibidores de CDKs para detener el ciclo celular en las
células senescentes, por lo que también se evalud la expresion de p16 por ICW en MEFs
tratados con etoposido (Figura 13). La expresion de p16 fue mas elevada en las células

tratadas con etoposido con respecto al control.
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Figura 12. El tratamiento con etopésido provocé un ligero aumento en la expresion de
p21. Se trataron MEFs con etopdsido y se detectd la expresion de p21 tras 6 dias /n vitro por
ICW. La intensidad de la sefial de p21“P' se normaliz6 con respecto a la intensidad de la sefial
de células totales, y se grafico la intensidad relativa de fluorescencia de la sefial de p21°P' en
las células tratadas con etopdsido con respecto al control, n=4 experimentos independientes.
Cada punto es el promedio de 3 réplicas de cada experimento (T de student; **P < 0.05) Las
barras de error representan el error estandar de la media.
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Figura 13. El tratamiento con etopdsido provocé un aumento en la expresion de p16. Se

trataron MEFs con etop6sido y se detect6 la expresion de p16™“? tras 6 dias /n vitro por ICW.

6Ink4a

La intensidad de la sefal de p1 se normalizd con respecto a la intensidad de la sefial de

células totales y se grafico la intensidad relativa de fluorescencia de la sefial de p16 en las
células tratadas con etoposido con respecto al control, n=4 experimentos independientes.
Cada punto es el promedio de 3 réplicas de cada experimento. (T de student; *P < 0.01) Las
barras de error representan el error estandar de la media.

1.4 El tratamiento con etopadsido no incrementa la fosforilacion de la histona

H2AX

Una caracteristica de las células senescentes es mantener una respuesta de dafio al DAN
sostenida. Para comprobar si en nuestro modelo sucede eso, se evalu¢ la fosforilacion de la
histona yH2AX como un marcador de la respuesta de dafo al DNA (figura 14). Se trataron
MEFs con etopdsido y se realizé ICW contra la histona yH2AX.En contra de lo esperado, los
niveles de yH2AX en las células tratadas con etopdsido fue menor con respecto a aquellas sin
tratamiento. Las células sin tratamiento, continuan proliferando durante aproximadamente 4

dias y luego entran en quiescencia por inhibicién por contacto. Durante la proliferacion es



normal que ocurran roturas de DNA de doble cadena que son reparadas antes de continuar
con el ciclo celular, sin embargo en las células queiscentes, el dafio no se repara
completamente hasta que el ciclo celular continla, esta es una de las razones por la cual las
células giuescentes pueden tener una elevada respuesta de reparacion de dafio al DNA®, En
estudios paralelos en el laboratorio, hemos observado que el tratamiento con etopdsido
utilizado en este estudio induce dafio al DNA, y que las células son capaces de repararlo tras
6 horas. Aqui se detectd la fosforilacion de la histona hasta 6 dias después del dafio, tiempo

tras el cual parece que se resuelve la repracion del DNA.
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Figura 14. El tratamiento con etopdésido no provocé un aumento sostenido en los
niveles de la histona yH2AX tras 6 dias /in vitro. Se trataron MEFs con etopdsido y se
detectd la expresion de la histona yH2AX tras 6 dias /n vitro por ICW. La intensidad de la sefal
la histona se normalizd con respecto a la intensidad de la sefial de células totales y se grafico
la intensidad relativa de fluorescencia de la sefial de la histona en las células tratadas con
etoposido con respecto al control, n=3 experimentos independientes. Cada punto es el
promedio de 3 réplicas de cada experimento. (T de student; *P = n/s) Las barras de error
representan el error estandar de la media.



1.5 El tratamiento con etopésido no indujo la acumulacién de lipofuscina, un

agregado lipoproteico caracteristico de las células senescentes tras 6 dias in vitro

Otra caracteristica de las células senescentes es la acumulacion de agregados lipoproteicos
oxidados llamados lipofuscina. Esta acumulacién es resultado de una disminucion en la
protedlisis, un aumento en la transcripcion de genes lisosomales y principalmente la
detencion del ciclo celular, pues tras cada division, los agregados insolubles se reparten entre
las células hijas y esto evita su acumulacion. Se realizo tincion con Sudan Black B (SSB) tras 6
dias de haber sido incubados con de etopdsido. El SBB es un tinte liposoluble, que se une
con gran afinidad a la lipofuscina, y se puede observar por microscopia de campo claro,
como pequeiios granulos negros dentro de las células. No se observd alguna diferencia
significativa de SBB tras el tratamiento (Fig. 15). Al ser la lipofuscina producto de una gran
cantidad de moléculas entrecruzadas, produce auto fluorescencia en un amplio espectro de
excitacion y emisién, medir la auto fluorescencia de las células también es una manera
ampliamente reportada de determinar si hay acumulacion de lipofuscina, por lo que también
se evalud la auto fluorescencia por microscopia de epifluorescencia (Figura 15). No se
observé un aumento de auto fluorescencia entre las células tratadas con etoposido y el
control, por lo que se determind que la acumulacién de lipofuscina no sucede tras el

tratamiento con etopdsido.
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Figura 15. El tratamiento con etopésido no produjo la acumulacién de lipofuscina.
Micrografias representativas de MEFs tratados con etoposido. Sevalu6 la acumulacion de

lipofuscina por tincion de Sudan Black B en MEFs tratados con etoposido, n=3. (B) Y la
acumulacion de lipofuscina por auto fluorescencia a una A de 488 nm (verde) y 594 nm (rojo),

n=3.



En conjunto, a pesar de que no presentaron una respuesta sostenida de dafio al DNA, ni
acumulacion de lipofuscina, con estos resultados se puede concluir que las células tratadas
con etopdsido, tras 6 dias /n vitro, se vuelven senescentes, pues presentan una elevada
actividad de SA-B Gal, una detencidon de la proliferacion celular, un aumento en la expresion
de los inhibidores de CDKs p16M™4 y p21°P', y presentan una menor expresion del represor
transcripcional HES1. Las células sin tratar tras 6 dias /n vitro se vuelven quiescentes, pues al
llegar a maxima confluencia entran en inhibicion por contacto. Una vez establecido el modelo
de senescencia celular por dafio al DNA, se prosiguid a evaluar si la expresién heterdloga de
pALT"™™a> de H. Glaber en células de ratén protege del establecimiento de la senescencia

celular.

2. La expresion heteréloga de pALT"™** de H. Glaber en células de ratén

protege del establecimiento de la senescencia celular.

2.1 Reconstruccion de la secuencia de pALTInk4a/b

Tk’ 1o se encuentra depositada en alguna base de datos,

La secuencia completa de pAL
por lo que realizé un analisis bioinformatico para reconstruir la secuencia de cDNA a partir de
las diversas secuencias parciales disponibles. Se buscaron regiones de similitud en la base de
datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) de la secuencia de mRNA de
pALT™® alrededor del sitio de splicing entre exdn 1 de Cdkn2b y el exdn de CdknZa,
reportado en 2014 por Tian et al®. Se identificd que la secuencia reportada esta formada por

las secuencias depositadas en el GeneBank del NCBI con nimeros de acceso XM_004838351

y XM_004838352.1, respectivamente (Figura 16).



Sitio de splicing del Exon 1y 2

pALTl""4“‘/b S CCGAGGCGCCCGATCCAGGTCATGATGATGGGCAACACCCAA SN
Cdkn2b 451 TCGGGAGGCGCCCGATCCAGGTCATGATGATGGGCAGTGCCCACA 495
Cdkn2a 117 TCGGCCGGAGACCGATTCAGGTCATGATGATGGGCAACACCCAAG 161

BLAST de nucleétidos de pALT™™ /b

pALTk4a/b 000 ————————— 000
Cdkn2b 405 GGCATCTCCTGGACGCCGGAGCAGATCCCAACGCCGTCAATCGCT 450
Cdkn2a 071 GCGAGCTGCTGGAGGCTGGGGCGCCGCCCAATGCCCGGAACCGTT 116
pALT!"k4a/b OIS - GGAGGCGCCCGATCCAGGTCATGATGATGGGCAACACCCAASEENI Y
Cdkn2b 451 TCGGGAGGCGCCCGATCCAGGTCATGATGATGGGCAGTGCCCACA 495
Cdkn2a 117 TCGGCCGGAGACCGATTCAGGTCATGATGATGGGCAACACCCAAG 161
pALT1"k4a/b 042 @ ———m e 042
Cdkn2b 496 TGGCTGAGCTTCTGCTGCTCCACGGCGCAGAGCCCAACTGCGCAG 540
Cdkn2a 162 TGGCTGAGCTTCTGCTGCTCCACGGCGCAGAGCCCAACTGCGCAG 206

Figura 16. Caracterizacion de la secuencia de pALT"4’®_ (A) Secuencia reportada del sitio
de splicing de pALT™*"* por Tian el al, 2014. (B) Se identificaron las secuencias que
corresponden al exén 1y exén 2 del cDNA de pALT"™?* en el GeneBank del Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica (NCBI). En color se resaltan las regiones correspondientes al
exon 1 de CdknZb (Amarillo) y la correspondiente al exén 2 de CdknZa (verde), alineadas con
la secuencia de pALT™4® (negro).

Una vez identificadas las secuencias que corresponden al exdén 1 y 2 de pALTk/b,

se
reconstruyo la secuencia completa de cDNA, incluyendo al exén 3 de Cdkn2b, como ocurre
naturalmente con el mRNA de p16™“ (figura 17). Esta secuencia se tradujo /n silico usando el
cédigo genético estandar para mamiferos. Se identificaron 6 diferentes posibles marcos de
lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en ingles). Se realizd un analisis de similitud por
alineamiento multiple de proteinas con la herramienta basica de alineamiento local (BAST)
entre las diferentes secuencias de aminoacidos de los ORFs de pALT™ 4/ y |as secuencias de

aminoacidos de p15"“* y p16""“® de Heterocephalus glaber. De esta manera se identificd un

solo ORF cuyo exon 1y exon 2 se encuentran en el mismo marco de lectura para traducir a



p15"“4t y p16!"“@ de H. glaber. También se observé, acorde a lo reportado en la literatura para
el MRNA de p16™“ de H glaber, que el ORF de pALT"™ " tiene un codén de paro temprano
en el exdn 2, que resulta en una secuencia de aminoacidos mas corta con respecto a p16""“
de otros mamiferos como rata, ratén o humano’’. Adicionalmente, para confirmar que el ORF
de pALT"™* fyese el correcto, se realiz6 un alineamiento de similitud mdltiple entre la
secuencia de aminoacidos del ORF y las secuencias de aminoéacidos de p15™4 o p16"™“? de
otros mamiferos: rata topo lampifia (H. glaber), raton (Mus musculus) y humano (Homo
sapiens) (figura 18). Los porcentajes de identidad entre p15™ de H. glaber, M. musculusy H.

sapiensy p16™“2 se presentan en la tabla 3.

v

Exon 1
1 GGTGGGCCGCCCGGCCCAGCTGGGAACACAGCTCATTCCCTGCCGGLCT 48

49 CCCCAGGCCACCGGAGCTGGGCTGCGCGCAAGGCGTTCTTCCTGGGAA 96
97 GGACAGGCGAGTGTCTGCTGGTTCTCGGCCGCCAGGAAAAGCCCGGAA 144
145 CTAACTACTCTGCCCCTGCAAGGCCCCCACACCGCAGAAAGCCTGCGA 192
193 CAGGGACAGAAGCTGACTGAGCTCTCCTGTGAGGGCAGCGCCCCGGGG 240
241 CGGTGCAGAAACTGTCGCTGAACTCACCCTCAGCAGTGGATTATACAG 288
289 GCCGCTCCGGGTCCGAAGGCTGCGCARNKesenNenVAONEOINIVNONE®N 336

337 TGCTCAGTGGTGGCGGCTGCGATGTGGACCTGGCCAACGCCGCGGCG e

385 GAGGGCAAGTGGAGACGGTTCGGCATCTCCTGGACGCCGGAGCAGATC 32
433 CCAACGCCGTCAATCGCTTCGGGAGGCGCCCGATCCACGTCATGATGA Y
481 TGGGCAACACCCAAGTGGCCGCGCTGCTGCTGCTCCACGGCGCGGACCSYAS
529 CGAACTGCGCTGACCCTGTCACCCTCACACTACCGGTGCATGACGCGGNSEAY

577 CGCGGGCGGGCTTCTTGGATACTCTGGTGGCGCTGCACCGGGCTGGGG ey

625 672
673 720
721 GCGGCAGCGATGCCTGTGTAGTCACCCCACAAAG 768

Exén 3



769 TCACCAGCACAATCCAGAATCTGATCATGAATTGGAAAAGTCAAAAGA 816
817 AAATAAGAACATCTTCCACTCACCCAATTCTACCATTTTTTAAAATGT 864
865 GGAGCTGGGGATGTAACCCAGTGGTAGAGTGTCTAGCATTTCAGGAAG 912
913 CCTTAGGTTCATTCCCAGCCCCACCAAAATCAAATAAATAAATAAAAA 960
961 TTAAACCGTTAA 972

Figura 17. Secuencia completa de cDNA de pALTInk4a/b. Reconstruccion de la secuencia
completa de cDNA de pALT"™*¥* (ORF en negro) a partir del exén 1 de Cakn2b (amarillo) y el

exon 2y 3 de CdknZa (verde).

pALT Inkéa/b

p15Mk4b 1 glaber
p15"40 A1 musculus
p15M40 4 sapiens
p16M4a H. glaber
p16M4 M. musculus
p16M42 H. sapiens

p ALT Ink4a/b

p15 k40 11 glaber
p15™k40 AL musculus
p1514b 4 sapiens
p16™"a H. glaber
p16 "4 M. musculus
p161™42 1 sapiens

p ALT Ink4a/b

p15140 4 glaber
p15140 A1 musculus
p15 k4 1 sapiens
p16"4% . glaber
p16 ™48 M. musculus
p16™4 1 sapjens

Blast pALT!nk4a/b

Longitud: 79 nucleétidos

IRV REEDKSMLSGGGCDVDLANAZ

RGQVETVRHLLDAGADPNAVNRFGRRPIQVMMMGNTQ
1 MREEDKSMLSGGGCDVDLANAAARGQVETVRHLLDAGADPNAVNRFGRRPIQVMMMGSAH

1 —————- ML-GGSSDAGLATAAARGQVETVRQOLLEAGADPNALNRFGRRPIQVMMMGSAQ
1 MREENKGMPSGGGSDEGLASAAARGLVEKVRQLLEAGADPNGVNRFGRRAIQVMMMGSAR
1 MD--—-——————— SWGEKLATAAARGRVQEVRELLEAGAPPNARNRFGRRPIQVMMMGNTQ
1 ME-————————- SAADRLARAAAQGRVHDVRALLEAGVSPNAPNSFGRTPIQVMMMGNVH
1 ME-————————- PSADWLATAAARGRVEEVRALLEAGALPNAPNSYGRRPIQVMMMGSAR

61
61
61
61
61
61

121
121
121
121
121
121
121

VAALLLLHGADPNCADPVTLTLPVHDAARAGFLDTLVALHRAGARLDVRDTWGRLPVDLA
MAELLLLHGAEPNCADPAT-LTPAHDS-REGFIDTLVALHRAGARLDVRDAWGRLPVDLA
VAELLLLHGAEPNCADPATLTRPVHDAAREGFLDTLVVLHRAGARLDVCDAWGRLPVDLA
VAELLLLHGAEPNCADPATLTRPVHDAAREGFLDTLVVLHRAGARLDVRDAWGRLPVDLA
VAALLLLHGADPNCADPVTLTLPVHDAARAGFLDTLVALHRAGARLDVRDTWGRLPVDLA
VAALLLNYGADSNCEDPTTEFSRPVHDAAREGFLDTLVVLHGSGARLDVRDAWGRLPLDLA
VAELLLLHGAEPNCADPATLTRPVHDAAREGFLDTLVVLHRAGARLDVRDAWGRLPVDLA

EEQGHREVARY LRDVVGDV = = = = = = = = — = = = — = — = — — — ==~ —— - —— ————————————
EEQGHRDIAGYLRAASGD—————————— === ———— = mmm oo
EEQGHRDIARYLHAATGD -~ ——— === —— === ——m— oo m oo
EERGHRDVAGYLRTATGD————— == === === ————————mm oo
EEQGHREVARYLRDVVGDV -~~~ — == === == == === =~ — o oo
QERGHQDIVRYLRSAGCSLCSAGWSLCTAGNV-AQTDGHSFSSSTPRALELRGOSQEQS
EELGHRDVARYLRAA-——--— AGG---TRGSNHARTDAAEGPSDIPD———————=---—=

Figura 18. Identificacion del ORF de pALT"™*/®  Se muestra un alineamiento multiple de

proteinas entre la secuencia de aminoécidos de pALT™#* y p15M 40 y n16 @ de H. glaber,



M. musculus 'y H. sapiens. En color se muestran regiones de similitud entre la secuencia de
aminoacidos de p15™“ (verde) o p16™“? (amarillo) con respecto a pALT"™4%/P

Tabla 3. BLAST de pALT" />

Proteina’ Numero de acceso? Query? Identidad*
p15™ e H. glaber XP_004838408.1 99% 88%
p15" 4 M. musculus AAH02010.1 92% 81%
p15™k4® 4. sapiens CAG38766.1 99% 79%
p16™ 2 H. glaber XP_004838409.1 87% 93%
p16™® M. musculus NP 001035744.1 82% 69%
p16"2 H. sapiens AAB60645.1 86% 80%

1. Proteina alineada con el producto de traduccién /n silico de pALTInk4a/b.
2. NUmero de acceso en GeneBank del NCBL
3. Porcentaje total de la secuencia, en la cual se realizé el alineamiento.

4. Porcentaje de similitud entre pALT!"“¥® y |3 proteina.

2.2 Disefio del cDNA para expresar e identificar la traduccién de pALT"42/®

En el Gnico reporte hasta la fecha sobre pALT"™*¥* se estudié la funcién del mRNA en el ciclo
celular, hasta el momento no se ha demostrado la traduccion de la proteina. Con la finalidad
de conservar la funcion biolégica que pudiese tener el mMRNA, en el disefio final del cDNA
para expresar pALT™¥#* se incluyeron las regiones no traducidas (UTR por sus siglas en
inglés) 5"y 3" de pALT"™ ¥/ ademas de una secuencia para la expresion del péptido FLAG en
el extremo amino terminal, para identificar a la proteina con anticuerpos contra este epitopo,
pues no existen anticuerpos contra pALT™¥* Esta secuencia se flanqued con sitios de
restriccion para las enzimas BamHI (extremo 5') y HindIll (extremo 3') para poder identificarla
con ensayos de restriccion analitica y para facilitar la subclonacién en otros vectores de
expresion. A esta secuencia se le denomind “FLAG pALT"™**" (figura 19). Adicionalmente se

diseAd una secuencia para sobre expresar p16™“ de ratén como control positivo para la


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512951998?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=V3B6SSTE114
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12805107?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=V3B6SSTE114

induccién de senescencia. A la secuencia de cDNA de p16™“ se le adicion6 una secuencia
para la expresiéon de FLAG en el extremo amino terminal para poder identificarla con
anticuerpos dirigidos contra este epitopo y se flanqued con secuencias de restriccion para las
enzimas BamHI (5") y Stul (3), con la finalidad de poder diferenciarla de la secuencia FLAG
PALTI™™® con un ensayo de digestion analitica. A esta secuencia se le denominé “FLAG

p16™2 (figura 20). Ambas secuencias fueron sintetizadas y clonadas en un vector pUC57.
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FLAG-pALT"“¥/b (H, glaber)

GGATCCGGTGGGCCGCCCGGCCCAGCTGGGAACACAGCTCATTCCCTG
CCGGCTCCCCAGGCCACCGGAGCTGGGCTGCGCGCAAGGCGTTCTTCC
TGGGAAGGACAGGCGAGTGTCTGCTGGTTCTCGGCCGCCAGGAAAAGC
CCGGAACTAACTACTCTGCCCCTGCAAGGCCCCCACACCGCAGAAAGC
CTGCGACAGGGACAGAAGCTGACTGAGCTCTCCTGTGAGGGCAGCGCC
CCGGGGCGGTGCAGAAACTGTCGCTGAACTCACCCTCAGCAGTGGATT
ATACAGGCCGCTCCGGGTCCGAAGGCTGCGCAATGGATTATAAGGATG
INGIETNREINSVNE . T GCGAGAAGAGGACAAGAGCATGCTCAGTGGTGGCG

TGGATACTCTGGTGGCGCTGCACCGGGCTGGGGCGCGGCTGGACGTGC

GCGACACCTGGGGCCGCTTGCCCGTGGACCTGGCTGAGGAGCAGGGCC

IACCGCGAGGTCGCTAGGTATCTGCGCGACGTTGTGGGGGACGTGTAAS

CGGCAGCGATGCCTGTGTAGTCACCCCACAAAGTCACCAGCACAATCC
AGAATCTGATCATGAATTGGAAAAGTCAAAAGAAAATAAGAACATCTT
CCACTCACCCAATTCTACCATTTTTTAAAAGCTT
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Figura 19. Secuencia de cDNA para expresar FLAG-pALT"“** de H. glaber. El disefio del
cDNA para la expresion de pALT™® (A) incluyd 327 nucle6tidos de la UTR 5’ de pALT!nk4eb
de H. glaber, seguida de una secuencia que codifica para el epitopo FLAG (verde), el ORF de
PALTI"® (fondo en negro) y 92 nucleétidos de la UTR 3’ de pALT™ de H. glaber. La
secuencia se encuentra flanqueada por sitios de restriccion para las enzimas BamHI (azul) y
HindIl (rosa). Se clondé en un plasmido pUC57 (B), que tiene un gen para resistencia a
ampicilina (Beta lactamasa). La construccion tuvo una longitud de 3527 nucleétidos

A

FLAG p16™** (M. musculus)
001 GGATCCATGGATTATAAGGATGACGATGACAAG NKe®OINeieloleohNe® (048
049 GACAGACTGGCCAGGGCGGCGGCCCAGGGCCGTGTGCATGACGTGLCGH 096
097 GCACTGCTGGAAGCCGGGGTTTCGCCCAACGCCCCGAACTCTTTCGGT 144
145 CGTACCCCGATTCAGGTGATGATGATGGGCAACGTTCACGTAGCAGCT 192
193 CTTCTGCTCAACTACGGTGCAGATTCGAACTGCGAGGACCCCACTACC 240
241 TTCTCCCGCCCGGTGCACGACGCAGCGCGGGAAGGCTTCCTGGACACGASS
289 CTGGTGGTGCTGCACGGGTCAGGGGCTCGGCTGGATGTGCGCGATGCC 336
337 TGGGGTCGCCTGCCGCTCGACTTGGCCCAAGAGCGGGGACATCAAGAC 384
385 ATCGTGCGATATTTGCGTTCCGCTGGGTGCTCTTTGTGTTCCGCTGGG 432
433 TGGTCTTTGTGTACCGCTGGGAACGTCGCCCAGACCGACGGGCATAGC 480
481 TTCAGCTCAAGCACGCCCAGGGCCCTGGAACTTCGCGGCCAATCCCALNENYAS
529 GAGCAGAGCTAARNeeloouy 547

B
. BamHI
bla (APF) /
N\
_FLAG
A _I_Ink4a/b
PUC57 | aarm P
FLAG pALT
3527 pb
HindIII

rep (pMB1)



Figura 20. Secuencia de cDNA para sobre expresar FLAG p16™“2. E| disefio del cDNA para
la expresion de p16™“4 (A) incluyd una secuencia para el epitopo FLAG (verde), seguida del
ORF de p16™“ (fondo en negro). La secuencia se encuentra flanqueada por sitios de
restriccion para las enzimas BamHI (azul) y Stul (rosa). Se clon6 en un plasmido pUC57 (B),
que tiene un gen para resistencia a ampicilina (Beta lactamasa). La construccién tuvo una
longitud de 3527 nucledtidos.

2.3 Construccion de los vectores para la expresion de pALTInk4a/b.

Para la expresion de FLAG pALT™ /"y FLAG p16™“2 en células de mamifero se eligié usar el
vector pCDNA3.1" que asegura una expresion elevada y constitutiva en células de mamifero.
La secuencia FLAG pALT"™ ¥ se subcloné del vector de origen pUC57 al vector de expresion
pcDNA3.1" por restriccion enzimatica usando las enzimas BamHI y HindIl. Para la
subclonacion de la secuencia FLAG-p16™4% (M. musculus), se subcloné del plasmido pUC57 a
un plasmido intermediario pBluescriptll KS (+) usando las enzimas de restriccion BamHI y
EcoRV, posteriormente se subclond al plasmido pcDNA3.1" y por restriccion enzimatica,
usando las enzimas BamHI y HindIll (figura 21). La identidad de los insertos se comprobd
mediante un analisis de digestion analitica usando las enzimas de restriccion BamHI 'y HindlIIL
El vector vacio tiene una longitud de 5,409 pb y a los insertos FLAG pALT y FLAG-p16, 892 pb
y 540 pb, respectivamente (figura 22) Ambas construcciones se secuenciaron para confirmar

su identidad y que no hubiera mutaciones.



Ink4a/b

FLAG pALT

Ink4a

FLAG p16

Figura 21. Construccion de los vectores de expresion de pALT"*/* y p16"42 de ratoén. El
inserto FLAG pALT™ /" se subcloné del plasmido pUC57 al plasmido de expresién pcDNA3.1-
por digestion enzimatica, usando las enzimas BamHI y HindlIll, a esta construccion de 6,301
pb de longitud se le denomind pcDNA3.1FLAG pALT™® E| inserto FLAG p16"™“se
subclond del plasmido de clonacién pUC57 al plasmido intermediario de expresion pKS II*
por digestion enzimatica usando las enzimas BamHI y Stul, luego se subcloné al plasmido de

expresion pcDNA3.1- por digestion enzimatica, usando las enzimas de restriccion BamHI y
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HindlIIl, a esta construccion de 5,949 pb se le denominé pcDNA3.1" FLAG p16™ 42,



BamHI + HindIIl

© \»""y« N
A ) > .o
o2 T Nt
N P P

-5,409 pb
5,000 pb-

-892 pb

- -540 pb

1,500 pb-

Tlnk4a/b

y

pcDNA3.1° FLAG p16™“4. Se realiz6 in andlisis de restriccion de las construcciones

Figura 22. Digestion analitica de las construcciones pcDNA3.1° FLAG pAL

PcDNA3.1FLAG pALT™ " y hcDNA3.1" FLAG p16™“ con las enzimas de restriccién BamHI y
HindIll. Se resaltan las bandas correspondientes al vector vacio (5 409 pb), y a los insertos

FLAG pALT"™“® (892 pb) y FLAG-p16 (540 pb).

Experimentalmente nunca se ha observado la traduccion de pALT™*® Para corroborar que
el mensajero se traduce, se transfectaron MEFs y células HEK293T con la construccién
pcDNA3.1" FLAG pALT"™ ¥ o con el vector vacio y se detect6 la expresién de la proteina por
Western Blot con anticuerpos anti-FLAG (figura 23). La secuencia de aminoacidos de FLAG
pALTNK/5 tiene un peso predicho de 16 kDa. Se observo que la expresién ocurre en ambos

tipos celulares., demostrando la funcionalidad de la construccion.
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Figura 23. Comprobacion de la expresion heteréloga de FLAG pALT"t  Se
transfectaron MEFs y células HEK293T con el vector vacio o bien la construccién pcDNA3.1°
FLAG pALT" ¥ (A) Se realizd la inmunodeteccion de pALT™#® con un anticuerpo contra el
epitopo FLAG por Western Blot. (B) Se cuantifico la sefial de FLAG y se normalizé con

respecto a la proteina total.

2.4 La expresion de pALT"™ /" previno el establecimiento de la senescencia

celular inducida por dafo al DNA

2.4.1 La expresién de pALT"™** disminuyé la actividad de SA-B Gal

Una vez observada la expresion de FLAG pALT"™** se prosigui6 a estudiar si pALT"™4/
disminuye el establecimiento de la senescencia celular inducida por dafio al DNA. Se
transfectaron MEFs con pcDNA3.1" FLAG pALT"™ ¥ ©ncDNA3.1™ FLAG p16™“2, como un
control positivo de induccién de senescencia celular por la sobre expresion de p16™"“ o el
vector vacio y 24 horas después se trataron con etoposido. Se realizd ensayo de SA-f Gal tras
6 dias /n vitro (figura 24). Se observé que las células tratadas con etoposido adquirieron una
morfologia aplanada y un incremento en la actividad de SA- B Gal, el porcentaje de células
SA-B Gal positivas en las células que expresaron FLAG pALT™“ fue menor que en las células

que expresaron FLAG p16™ o las células transfectadas con el vector vacio (figura 24).
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Figura 24. La expresion de pALT"™*’* previno el incremento en la actividad de SA-B Gal

inducida por el etopésido. Se transfectaron MEFs con el vector vacio, la construccion
pPcDNA3.1" FLAG pALT"™#® o |a construccion pcDNA3.1FLAG p16"“ y se trataron con
etopdsido. (A) Imagenes representativas de la deteccion de la actividad de SA-B Gal tras 6
dias in vitro. Se resalta la hipertrofia y aplanamiento celular (flechas en rojo) y (B) se grafico
el promedio obtenido de células SA-B Gal positivas entre experimentos independientes. N=5
experimentos independientes. (ANOVA de un factor; *P < 0.01, **P < 0.5, ***P < 0.001) Las
barras de error representan el error estandar de la media.

Tln kda/b

2.4.2 La expresion de pAL altero la expresion de inhibidores del ciclo

celular y del represor transcripcional HES1

Para confirmar que las células transfectadas con FLAG pALT™ %/ son més resistentes a la
senescencia celular y si se encuentran en un estado quiescente, se prosiguié a evaluar la
expresion de los marcadores de senescencia celular p21°?", p16™™“ y de quiescencia, HES1.
Se transfectaron MEFs con FLAG pALT™¥/® FLAG p16™“ o el vector vacio y tras 24 horas se
trataron con etoposido. Se evalué la expresion de las proteinas indicadas por ICW tras 6 dias
de inducciéon de senescencia con etoposido. Con respecto a la expresion de p21°P!, se
observo un pequeiio aumento en las células transfectadas con el vector vacio tratadas con
etopdsido con respecto al control. Sin embargo, en contra de lo esperado la expresion de
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p219" no cambié en las células transfectadas con FLAG pAL ni en aquellas



transfectadas con FLAG p16™“® (figura 25). Finalmente, se evalud la expresiéon de p16™“. En
las células transfectadas con el vector vacio o con p16"™“ se observé un aumento en la
expresion de p16"™“* tras el tratamiento con etopdsido, con respecto al control. En cambio,
las células transfectadas con FLAG pALT"™ 4/ ho se observé una induccién de la expresion de
p16""“? en respuesta al etopdsido con respecto a aquellas sin tratamiento (Figura 26). Como
se esperaba, la expresion de HES 1 disminuyo en respuesta a la induccién de senescencia con
etoposido en células transfectadas con el vector vacio, lo cual no ocurrié en las células

transfectadas con FLAG pALT™4#® o aquellas transfectadas con FLAG p16™“ (figura 27).
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Figura 26. La expresion de pAL
inducida por el etopoésido. Se transfectaron MEFs con el vector vacio, la construccion
pcDNA3.1" FLAG pALT"™#** o |a construccion pcDNA3.1" FLAG p16"“? y se trataron con
etopdsido. Se detectd la expresion de p21°P" por ICW. La intensidad de la sefial de p21°P' se
normalizd con respecto al total de células. Se grafico la intensidad relativa de fluorescencia
de la sefial de p21°"" en las células tratadas con etopdsido con respecto a las células
transfectadas con el vector vacio sin etopodsido, n=4 experimentos independientes. Cada
punto es el promedio de 3 réplicas de cada experimento. (ANOVA de un factor; P = sin

significancia estadistica). Las barras de error representan el error estandar de la media.
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Figura 27. La expresion de pALT"** redujo el aumento en la expresion de p16™

inducida por el etopésido. Se transfectaron MEFs con el vector vacio, la construccion
pcDNA3.1" FLAG pALT™® o |a construccion pcDNA3.1" FLAG p16™“ y se trataron con
etopdsido. Se detectd la expresion de p16"™“4? por ICW. La intensidad de la sefial de p16™
se normalizé con respecto al total de células. Se grafico la intensidad relativa de fluorescencia

de la sefial de p16™+

en las células tratadas con etopdsido con respecto a las células
transfectadas con el vector vacio sin etopdsido, n=4 experimentos independientes. Cada
punto es el promedio de 3 réplicas de cada experimento. (ANOVA de un factor; P = sin

significancia estadistica). Las barras de error representan el error estandar de la media.
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Figura 25. La expresion tanto de pALT"™*** como de p16™** evitaron que disminuyera
la expresion de HES1 en respuesta al etoposido. Se transfectaron MEFs con el vector vacio,
la construccion pcDNA3.1" FLAG pALT"™#* o |a construccion pcDNA3.1FLAG p16"“? y se
trataron con etopdsido. Se detectd la expresion de HES1 por ICW. La intensidad de la sefal
de HES1 se normalizd con respecto al total de células. Se graficd la intensidad relativa de
fluorescencia de la sefial de HES1 en las células tratadas con etopdsido con respecto a las
células transfectadas con el vector vacio sin etopdsido, n=4 experimentos independientes.
Cada punto es el promedio de 3 réplicas de cada experimento. (ANOVA de un factor; *P <
0.01). Las barras de error representan el error estandar de la media.

p21<P! tiene una gran variedad de funciones que dependen de su localizacién subcelular. En
el citoplasma cumple un papel principalmente anti apoptodtico, pues se une a la caspasa 3
inhibiendo su actividad, asi como a otros blancos, tales como JNK o ASK1. Su funcién como
inhibidor de CDKs, se lleva a cabo de manera exclusiva en el nucleo®. Dado que no se
observaron diferencias significativas en la expresion p21“°" tras el tratamiento con etopdsido,
se consider6 que podria cambiar su localizacién subcelular. Se observé por
inmunofluorescencia que la localizacién nuclear de p21“°!" aumenta en respuesta al
etopdsido, y que este aumento se previno al expresar pALT™® pero no al expresar p16™

(figura 28).
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Figura 28. La expresion de pALT" B previene la traslocacién nuclear de p21°F’

inducida por el etopésido. Se transfectaron MEFs con el vector vacio, la construccion
pcDNA3.1" FLAG pALT™® o |a construccion pcDNA3.1" FLAG p16"™“4 y se trataron con
etoposido. (A) Se muestran imagenes representativas la morfologia celular en contraste de
fases, la inmunolocalizacién de p21“P! por epifluorescencia en verde y los nicleos tefiidos con
DAPI en las células transfectadas con los vectores indicados, tratadas o no con etoposido. (B)
Se grafico la intensidad nuclear relativa de p21“P’. La intensidad de la sefal nuclear de p21"
se normalizd con respecto al promedio de la intensidad nuclear de las células transfectadas
con el vector vacio sin tratamiento de cada experimento independiente n=3 experimentos
independientes. Cada punto representa la intensidad nuclear de p21“?! normalizada de cada
célula de cada experimento. Las barras representan el error estandar de la media. (ANOVA
de un factor; **P < 0.05, ***P < 0.001)
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2.4.3 La expresion de pAL previno la hipertrofia celular.

Por ultimo, se evaluaron las caracteristicas morfométricas de las células transfectadas con

pALT"™ /> tratadas con etoposido. Las células senescentes tanto en cultivo como in vivo,



tienen un marcado aumento en la superficie celular (hipertrofia), el cual se ha usado como un
marcador para identificarlas®® asi como un aumento en el tamafio nuclear®. La relacion entre
la hipertrofia y el envejecimiento aln no se esclarece, sin embargo, en la literatura se sugiere
una relacion causal entre el tamafo celular y la longevidad. En experimentos realizados con
levaduras se observé que la manipulacion genética que favorece un aumento en el tamafio
celular, reduce la longevidad, mutantes nulas como ¢/n34, pph34 o apniA4, un homélogo de
la ciclina D en mamiferos, una serin/treonin fosfatasa y una endonucleasa respectivamente,
presentan un aumento de tamafio que correlaciona directamente con una disminucién en la
longevidad cronoldgica®. De manera congruente, la prevencion en el aumento en el tamafo
celular incrementa la longevidad en células de mamifero®. Existe evidencia que sugiere que
la activacién persistente de la via de mTOR en las células senescentes es el mecanismo
principal por el cual ocurre la hipertrofia, pues induce la activacion de vias anabdlicas y la
inhibicion de vias catabdlicas®. De manera similar, la activacién de mTOR en células
quiescentes es suficiente para iniciar el proceso de geroconversién’. Para comprobar si la
expresion heteréloga de pALT"™“® previene el aumento en el area celular y nuclear. Se
comparo la superficie celular (figura 29) y la superficie nuclear de células que expresaron
PALTI"4/b 5 n16Mk42 v fueron tratadas o no con etopdsido para inducir senescencia. Como se
muestra en la figura 29, se observé que la expresion de pALT™#* previene el incremento en
el tamafo celular inducido por el tratamiento con etopdsido si se compara con las células
que expresaron FLAG p16™“* o fueron transfectadas con el vector vacio. De manera
sorprendente se observd que el tamafio del area nuclear en las células transfectadas con
FLAG pALT™4/* tras el tratamiento con etopdsido fue mayor que el de aquellas transfectadas
con el vector vacio, pero menor con respecto a aquellas transfectadas con FLAG p16™™“®,

aungue no de manera estadisticamente significativa (figura 30).
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Figura 29. La expresion de pALT"**** previno moderadamente el aumento en el area
celular inducido por el etopédsido. Se transfectaron MEFs con el vector vacio, la
construccion pcDNA3.1" FLAG pALT™®* o |a construccion pcDNA3.1" FLAG p16™“4 y se



trataron con etopdsido (A) Se muestran imagenes representativas en contraste de fases de
las células transfectadas con los vectores indicados, tratadas o no con etopdsido, se muestra
la morfologia celular en contraste de fases y los nucleos tefiidos con DAPI. Se muestra una
amplificacién, indicando el tamafio celular en um? (B) Se grafico la superficie celular en uM?,
n=4 experimentos independientes. Cada punto representa el area celular de cada célula de

cada experimento. (ANOVA de un factor; P* > 0.001).
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Figura 30. La expresion de pAL
inducido por el etopésido. Se transfectaron MEFs con el vector vacio, la construccion
pcDNA3.1" FLAG pALT™® o |a construccion pcDNA3.1" FLAG p16™“® y se trataron con
etopdsido (A) Se muestran imagenes representativas en contraste de fases de las células
transfectadas con los vectores indicados, tratadas o no con etopdsido, se muestra la
morfologia celular en contraste de fases y los nucleos tefiidos con DAPIL Se muestra una
amplificacion, indicando el tamafo nuclear en um? (B) Se grafico la superficie nuclear en pM?,
n=6 experimentos independientes. Cada punto representa el area nuclear de cada nucleo de
cada célula de cada experimento. (ANOVA de un factor; *P < 0.001). Las barras de error

representan el error estandar de la media.
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2.4.4 La expresion de pAL previno la deformacién nuclear

Finalmente, se evalu¢ la forma nuclear. Hoy en dia se empieza a aceptar que hay una relacién
muy importante entre el tamafio y la morfologia nuclear con una variedad de patologias
como el cancer, en la senescencia celular o inclusive durante el envejecimiento fisiologico®.
La morfologia del nucleo esta regulada principalmente por la lamina nuclear, que esta

formada por proteinas perinucleares que dan sostén y forma al nucleo. Sin embargo, esta no



es su Unica funcién, pues se ha demostrado que la lamina nuclear interactta con la cromatina
y tiene un papel importante en la regulacién de la expresion genética. El sindrome de
Hutchinson-Gilford es uno de los ejemplos de sindromes de progeria mas estudiados. La
enfermedad se debe a una mutacion en la lamina A, resulta en la produccidon de una forma
alternativa de splicing de la proteina, llamada progerina. Durante su procesamiento, la ldmina
A es farnesilada y des farnesilada para su transporte a la envoltura nuclear externa, en cambio
la progerina permanece farnesilada, lo que favorece que permanezca en la envoltura nuclear
interna y se produzcan alteraciones en la expresion genética y la forma del nucleo®. Debido
a esta Unica mutacion, a partir de los primeros afios de vida los pacientes recapitulan algunas
caracteristicas del envejecimiento en un tiempo acelerado, tales como enfermedades
cardiacas, distrofia muscular, alopecia, osteoporosis, y artritis. De manera interesante, durante
el envejecimiento se ha observado la acumulacion de progerina, asi como una disminucion
de la lamina A, lo que produce deformaciones en el nicleo® . En las células senescentes,
también hay un cambio drastico y evidente en la morfologia nuclear, el cual puede ser
medido para su identificacién®. En este trabajo se midié la circularidad de ndcleos tefidos
con DAPI como una descripcion de la morfologia nuclear. Aquellos nucleos que se
aproximen mas a una forma con radio idéntico medido desde cualquier punto de la periferia,
es decir un circulo, tendran una circularidad que se aproxima a 1, mientras que aquellas que
tienen un radio disimilar medido desde cualquier punto de la periferia hacia el centro, se
aproximaran a un valor de 0. Se observd que las células transfectadas con el vector vacio,
con pcDNA3.1" FLAG pALT"™* o pcDNA3.1° FLAGp16™“4 que no fueron tratadas con
etoposido, tuvieron una circularidad aproximada de 0.81, en cambio, las células tratadas con
etoposido tuvieron una circularidad menor, que se aproximé a 0.70, sin importar si fueron

transfectadas con el vector vacio, o expresaron FLAGpALT™#* o FLAGp16™* (Fig. 31).
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Figura 31. La expresion de pAL no previno la reduccion en la circularidad nuclear

inducida por el etopésido. Se transfectaron MEFs con el vector vacio, la construccion
pPcDNA3.1" FLAG pALT™k® o |a construccion pcDNA3.1" FLAG p16™“ y se trataron con
etoposido. (A) Se muestran imagenes representativas de la morfologia nuclear de nucleos
tefiidos con DAPL (B) Se midi6 y grafico la circularidad de los nucleos de células de 5
experimentos independientes. Cada punto representa la circularidad de cada nucleo de cada
célula de cada experimento. (ANOVA de un factor; *P < 0.001). Las barras de error
representan el error estandar de la media.

CONCLUSION

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la expresion heteréloga de pALT™ /> de A,
glaber en células de ratén redujo el establecimiento de la senescencia celular inducida por
dafio al DNA, ya que observamos que se evitd el incremento en la actividad de SA-B Gal,
redujo la expresion de p16"™“4, y la localizacion nuclear de p21°P', asi como la hipertrofia
celular, aunque no previno la deformacién del nicleo. Con respecto al mantenimiento de la
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quiescencia, la expresiéon de heteréloga de pAL previno la disminucion en la expresion

del marcador de quiescencia celular HES1 tras el tratamiento con etopdsido, sugiriendo que

TInk4a/b

la expresion de pAL y quiza es suficiente para promover algunos mecanismos que

ayudan a mantener la quiescencia.

DISCUSION

H. glaber es un ejemplo de longevidad exitosa, pues no recapitula el deterioro progresivo y
disminucion en la capacidad reproductiva en funcién del tiempo caracteristico de los
organismos que envejecen. H glaber es un animal fosorial de clima arido, que de manera
natural tiene que soportar altos niveles de CO», bajos niveles de oxigeno, acceso limitado a
alimentos y otros tipos de estrés relacionados a la vida subterranea. Paradgjicamente, la vida
subterranea tiene amplios beneficios sobre la vida al aire libre. Las madrigueras subterraneas

permiten que las condiciones de temperatura y humedad sean estables por periodos



prolongados de tiempo independientemente de las condiciones climatologicas a lo largo del
afo o durante los ciclos de dia y noche, este mismo habitat hace dificil la depredacién. Un
riesgo bajo de depredacién y un habitat estable reducen el riesgo de mortalidad extrinseca,
lo que permite la evolucion de estrategias reproductivas en las cuales existen pocas crias por
camada, con un tiempo juvenil prolongado, pero muchos eventos reproductivos a lo largo de
la vida. Esta estrategia reproductiva favorece la aparicion de fenotipos longevos, pues para
que sea exitosa, desde un punto de vista evolutivo, una manera de aumentar el nimero de
crias del organismo, es favorecer un tiempo prolongado de vida y por consiguiente
maximizar el nimero de eventos reproductivos®. Paralelamente, este tipo de estrategias de
historia de vida favorecen fuertemente la seleccidn negativa de caracteristicas que
disminuyan el tiempo de vida reproductivo, como enfermedades degenerativas asociadas a la
edad, y en general el envejecimiento. Los elefantes, las ballenas, los murciélagos o las

tortugas son ejemplos de animales longevos con una baja depredacion.

La acumulacién de células senescentes en los tejidos es considerada uno de los pilares del
envejecimiento. Hasta el dia de hoy, no se sabe si esta acumulacion también ocurre en H.
glaber como en el resto de los mamiferos. En 2016 se demostré que ante estimulos de dafio
al DNA, las células de H. glaber se vuelven senescentes, aunque requieren mayor estimulo de
dafio que las células de raton’. Pero de manera alin mas interesante para el estudio del
envejecimiento, se observd que, durante el desarrollo, aparecen poblaciones transitorias de
células en senescencia programada en nichos muy especificos, como es usual en el desarrollo
de otros organismos como el raton® o anfibios. Esto es importante, pues demuestra que, de
manera fisioldgica, el programa genético para establecer el fenotipo de senescencia celular
existe en H. glaber, pero aln mas porque sugiere que en este organismo existen mecanismos
que evitan ya sea el dafio que provocan las células senescentes durante el envejecimiento, o
bien la acumulacion de células senescentes no ocurre. Estudiar cual es el mecanismo por el
cual H. glaber evita el deterioro asociado al envejecimiento provocado por la acumulacion de
las células senescentes, es un campo que aun no se ha estudiado, pero que promete ser una

interesante fuente de informacion sobre cémo ha evolucionado el envejecimiento, y como se



puede intervenir clinicamente. En este trabajo se aborda por primera vez cual puede ser uno
de los mecanismos moleculares que ha evolucionado en H. glaber para contender con el

efecto deletéreo de las células senescentes.

El dafno al DNA es uno de los desencadenantes de senescencia celular a los que las células
adultas estan mas expuestas, el dafio al DNA ocurre en consecuencia de muchos procesos
celulares como la replicacion celular, la sefializacidon redox, la activacion de oncogenes o el
acortamiento de los telomeros*. La radiacion ionizante también es uno de los
desencadenantes ambientales de la respuesta de dafio al DNA mas comunes a los que las
células estan expuestas constantemente. Las células de H. glaber son mas resistentes a la
senescencia celular inducida por dafio al DNA tanto por radiacion ionizante como por
expresion de oncogenes. En este trabajo se demostr6 que la expresion heterdloga de
pALT"™™a> de H. glaber en células de ratén, fue suficiente para prevenir el incremento de
ciertos marcadores de senescencia celular inducida por dafio al DNA. Hasta el dia de hoy
solamente existe un reporte sobre la funcion de pALT™¥/® se sabe que es un inhibidor del
ciclo celular y que participa en la inhibicidn por contacto®. En nuestro trabajo se demostrd
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que la secuencia de proteina de pAL es muy similar tanto a p16™4* como a p15™“. Las

repeticiones de anquirina son secuencias conservadas que constituyen motivos de

interaccion proteina-proteina®. En el caso de p15™4 y p16™

se sabe que tienen un dominio
con 4 repeticiones de anquirina y que estas repeticiones son requeridas para la interaccion
con CDK4 y CDK®6, pero son particularmente importantes las Ultimas 2, que constituyen el

6""k42% Un andlisis mas detallado de la secuencia de

dominio minimo funcional de p1
aminoacidos muestra que el domino con repeticiones de anquirina, también se encuentra
conservado en pALT™** (Figura 32), lo que sugiere fuertemente que también inhibe el ciclo
celular a través de la via de Rb/E2F. En contraste, los aminoacidos que sufren modificaciones
postraduccionales y que son importantes en la regulacién de la actividad de p16"™* no se

encuentran conservados en pALT™ /> |o que sugiere algunas cosas sobre su funcion.



pPALT Inkda/b Jll MREEDKSMLS GCDVDLANA OVETVR )AGADPN REGRRPIQ

p1 ginkdb nr musculus 1 - ML-GGSSDAGLATAAARGQVETVROLLEAGADPNALNREGRRPIQ 44

p1 ginkdb 1y sap/'ens 1 MREENKGMPSGGGSDEGLASAAARGLVEKVRQLLEAGADPNGVNREGRRAIQ 52
p1 642 N1 musculus 1 ME-—----————- SAADRLARAAAQGRVHDVRALLEAGVSPNAPNSEGRTPIQ 42
p1 ginkda 1y sap/'ens 1 M-EPAAGSSMEPSA-DWLATAAARGRVWWVRALLEAGALPNAPNSYGRRPIQ 50

Repeticion de ankyrina

PALT Inkda/b VMMMGNTQVAALLLLHGADPNCADPVTLTLPVHDAARAGFLDTLVALHRAGA [NOS
P15 AL musculus 45 VMMMGSAQUVAELLLLHGAEPNCADPATLTRPVHDAAREGFLDTLVVLHRAGA 97
p151 £ sapjens 53 VMMMGSARVAELLLLHGAEPNCADPATLTRPVHDAAREGFLDTLVVLHRAGA 105
p16"4 A musculus 43  VMMMGNVHVAALLLNYGADSNCEDPTTESRPVHDAAREGFLDTLVVLHGSGA 95

16" K. sapiens 51 VMMGSARVVAELLLLHGAEPNCADPATLTRPVHDAAREGFLDTLVVLHRAGA 103
epeticion de ankyrina Repeticion de ankyrina

Y:\R RSN I | DVRDTWGRLPVDLAEEQGHREVARY LEDVVGDV 141

p1514 A1 musculus 98  RLDVCDAWGRLPVDLAEEQGHRDIARYLHAATGD-------=--=-=-------- 131

15" £ sapjens 106 RLDVRDAWGRLPVDLAEERGHRDVAGYLRTATGD----==========-==--- 140
p16" AL musculus ~ 96 RLDVRDAWGRLPLDLAQERGHODIVRYLESAGCSLCSAGWSLCTAGNV-AQT — 147

p1 pinkda 1y sapiens 104 RLDVRDAWGRLPVDLAEEII.GHRDVABYL AAAGGTRGSNHARIDAAEGPSDI 156
Repeticion de ankyrina

pALT nkda/b 1471 ————mm oo 141
p16M48 AL musculus 148 DGHSFSSSTPRALELRGOSQEQS 170
p'] 6I"k4a H. 5:9,0/6’/75 157 PD-=-=-=———=———————————— 158

Figura 32. Analisis de la secuencia de pALT™ /b

. Se realiz6 un alineamiento multiple de
TInk4a/b y p1 51nk4b

(M. musculus) como de humano (H. sapiens). Se destacan las repeticiones de anquirina (rojo)

proteinas entre la secuencia de aminoacidos de pAL o p16™4 tanto de ratén

y los aminoacidos que sufren modificaciones postraduccionales como fosforilaciones (verde)
y metilaciones (azul).

IKKB fosforila a p16"™“? en la serina 8 e inhibe su actividad”, de manera similar la fosforilacion
de la serina 140 también tiene un efecto inhibitorio. La metilacion de la arginina 138, que
tampoco se encuentra conservada en pALT™* favorece la interaccién con CDK4 y por
consiguiente la inhibicion del ciclo celular. El Unico residuo de aminoacidos que sufre
modificaciones postraduccionales y que se encuentra conservado entre p16™4 y pALT""™4/b,
es la arginina 131, que es metilada antes de la entrada a la fase G1, lo cual inhibe la actividad
de p16™4, y permite la progresion del ciclo celular ®®. Pero de manera mas interesante, se ha
observado que las fosforilaciones en la serina 7, serina 8, serina 140 y serina 152 ocurren
fibroblastos humanos senescentes, pero de ellos solamente se ha observado la fosforilacion
de la serina 152 en el complejo de p16"™“/CDK4%, lo que sugiere que la fosforilacion en la

serina 7, 8 y 140 puede tener un efecto no relacionado con la detencion del ciclo celular, pero



con la regulacidon y mantenimiento de la senescencia celular que aun no se ha descrito, y que
no comparte con otros productos de locus como pALT™#® y p15M4b Hues se sabe que la
expresion de p16™“4 es suficiente para iniciar el programa de senescencia*, sin embargo el
mecanismo por el cual sucede aun no se conoce del todo. Se sabe que la expresidén de
p16""“4 es necesaria para la formacion del SAHF*, pero no se sabe cuél es el mecanismo, y
quiza podria estar relacionado con modificaciones postraduccionales como las que se
mencionan. El SAHF es una caracteristica conservada en la mayoria de las células
senescentes'”, y esta remodelacion de la heterocromatina es fundamental para el
silenciamiento de genes asociados a la progresion del ciclo celular’’. Otra funcién poco
estudiada de p16"™“? es que se asocia al dominio carboxilo terminal de la RNA polimerasa Il e
impide su fosforilacién, implicando a p16™ en la regulacion transcripcional®®, sin embargo
el papel de esta interaccion en la senescencia celular no se ha investigado. Finalmente, una
observacion importante, es que durante el ciclo celular, los productos del locus /nk4 como
p15"®y p16™“2 compiten y desplazan del complejo CDK/Ciclina a otros inhibidores del ciclo
celular como p275P, el cual estd implicado en la detencién del ciclo celular principalmente en
las células en quiescencia, este desplazamiento facilita la degradacion del inhibidor de CDKs
desplazado’®. En este trabajo se observd que la expresion de pALT"™*¥* ocurre en paralelo

con una diminucion en la expresién de p16"™4, sugiriendo que quiza pALT™ 4/

es capaz de
desplazarlo y favorecer su degradacion, previniendo la formacion del SAHF y la senescencia
celular. Estas diferencias en las modificaciones postraduccionales y en la regulaciéon podrian
explicar por qué la expresién de p16™“? induce senescencia celular, pero no la expresion de
PALT"™® " por otro lado, p16™“* es considerado un supresor tumoral, y mutaciones
puntuales que generan la sustitucion de residuos de aminoacidos y reducen su actividad
como inhibidor de CDKs, generalmente se asocian al desarrollo de tumores y de cancer.
Existen algunas variaciones en la secuencia de p16"“? asociadas a diferentes tipos de cancer,

que existen en la secuencia de pALT"™*¥* |3 sustitucidn R24P se ha reportado en pacientes

con melanoma, la E33D en familias con antecedentes de melanoma, y en tumores de tracto
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biliar y R80L en cancer de cuello y cabeza ™. A pesar de que la secuencia de pAL

, Yy por

consiguiente también su secuencia de p16™“ tiene estas substituciones que pueden ser



deletéreas en p16""“* de humano, H. glaber es resistente al desarrollo de tumores. En este
trabajo se observd que la expresion heteréloga de pALT"™**® previene el establecimiento de
la senescencia celular, que es un mecanismo antitumoral, pero no se observd ninguna
transformacién maligna, lo que sugiere que las sustituciones en la secuencia no son
suficientes para producir el desarrollo de tumores. Esta observacién apoya la idea de que las

modificaciones postraduccionales que pueden ocurrir en p16™“ pero no en pALT"™ 4P

pueden ser la explicacion por la cual pALT™e/P

, a pesar de tener una secuencia similar a
Ink4a : ; : ; 4

p16 detiene el ciclo celular, pero evita la senescencia, y porqué a pesar de contener

substituciones que son deletéreas en su homologa humana, H. glaber es mas resistente a la

transformacién maligna, y en consecuencia entender como es que pueden evolucionar

mecanismos que favorecen la longevidad y evitan el envejecimiento en este increible animal.

CONCLUSION

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la expresion heterdloga de pALT™ @ de H,
glaber en células de ratdn redujo el establecimiento de la senescencia celular inducida por
dafio al DNA, ya que observamos que se evito el incremento en la actividad de SA-p Gal,

6Ink4a

redujo la expresion de p1 .y la localizacién nuclear de p21F", asi como la hipertrofia

celular, aunque no previno la deformacion del nicleo. Con respecto al mantenimiento de la

TIn kda/b

quiescencia, la expresion de heterdloga de pAL previno la disminucién en la expresion

del marcador de quiescencia celular HES1 tras el tratamiento con etopdsido, sugiriendo que

TInk4a/b

la expresion de pAL quiza es suficiente para promover algunos mecanismos que

ayudan a mantener la quiescencia.
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