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Resumen

El envejecimiento es el principal factor de riesgo de la mayoria de las enfermedades
asociadas a la vejez, pero los mecanismos fundamentales que lo impulsan siguen siendo
en gran parte desconocidos, lo que ha impedido el desarrollo de intervenciones que podrian
aumentar la esperanza de vida saludable y prevenir el desarrollo de enfermedades crénico-

degenerativas.

El envejecimiento es un estado de degeneracién progresivo que se acompafa, entre
otras caracteristicas, de la acumulacion de células senescentes. La senescencia celular se
define como un estado estable de inhibicion del ciclo celular en el cual las células no
responden a estimulos mitogénicos debido a la expresion de las proteinas inhibidoras de
cinasas dependientes de ciclinas p16'™K4a y p21CPWAF | a5 células senescentes adquieren
un fenotipo secretorio con el cual alteran el tejido circundante, lo que contribuye al
envejecimiento y desarrollo de enfermedades cronicas, ya que la eliminacion de células

senescentes mejora la salud y reduce el envejecimiento.

El roedor mas longevo, la rata topo desnuda o ratopin (Heterocephalus glaber), tiene
una vida saludable de més de 30 afios, no muestra enfermedades asociadas al
envejecimiento como cancer, neurodegeneracion, enfermedades cardiovasculares entre
otras, ni aumenta su tasa de mortalidad con el paso del tiempo. Estas caracteristicas indican
gue ha desarrollado mecanismos anti-envejecimiento eficientes. Aunque la forma en que
resisten los procesos de envejecimiento no se conoce, resalta el hecho de que no parece
acumular células senescentes, y sus células son menos susceptibles a volverse

senescentes por dafio al DNA (por sus siglas en inglés, Deoxyribonucleic acid).

El locus Ink4a/b codifica para p16™K43, p15'NK4® y una proteina llamada p19*™. En el
ratopin se produce, por procesamiento alternativo del mRNA (por sus siglas en inglés,
Messenger Ribonucleic Acid), un producto adicional al que se le denomind pALT'NK4b En
este trabajo se planted la hip6tesis de que las células de ratopin son resistentes a la
senescencia celular por la expresion y accion de pALTNK4@® Para probar la hipotesis se
expresé de manera heterdloga pALT™NK4@P en fibroblastos de piel de raton y se encontro
efectivamente una reduccion en el establecimiento de senescencia celular inducida por
dafio al DNA, concomitante con una mayor muerte celular. Estos resultados sugieren que
la expresion de pALT'NK4¥ previene el establecimiento de la senescencia celular y en
cambio favorece la reparacion del DNA o muerte celular. Este estudio contribuye a entender

por qué el ratopin no acumula células senescentes y es resistente al cancer.



1. Introduccion

A lo largo de la historia, el envejecimiento ha sido un tema que ha llamado la atencion de
cientificos y fildsofos, esto no es de extrafiarse puesto que es un proceso universal del que
ningln ser humano esta exento. Una definicion interesante y que ilustra la percepcion que
al menos la mayoria de los humanos tiene de este fendbmeno, es de Giacomo Leopardi
(1798-1837) "La vejez es el mal supremo, porque nos priva de todos los placeres,
dejandonos sélo el apetito por ellos, y trae consigo todos los sufrimientos. Sin embargo,
tememos la muerte y deseamos la vejez" (da Costa, J., et al., 2016).

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) entre 2000 y 2050, la
proporcion de los habitantes del planeta mayores de 60 afios se duplicard, pasando del
11% al 22%. En numeros absolutos, este grupo de edad pasara de 605 millones a 2000
millones en el transcurso de medio siglo (WHO, 2021). Los resultados del Censo de
Poblacién y Vivienda del 2020 realizado por el INEGI (Instituto Nacional de Geografia y
Estadistica), indican que en el pais también se observa un gradual proceso de
envejecimiento, que se ve reflejado en la edad mediana, que pasé de 26 a 29 afios en la
Ultima década, y en el aumento del porcentaje de la poblacién de 60 afios y mas, que paso
de 9.1% en 2010 a 12.0% en 2020 (INEGI, 2021).

La incidencia de enfermedades asociadas a la edad, como la enfermedad de
Alzheimer, las enfermedades cardiovasculares y el cancer se duplica esencialmente cada
5 afios después de los 60 afios. En ausencia de nuevas estrategias médicas y de bienestar,
el mundo experimentara una carga insostenible de enfermedades cronicas que ya se

observa a nivel social y econémico (Chakravarti, et al., 2020).

1.1 Gerociencia

La gerociencia es un campo de investigacion basado en el abordaje conjunto de la biologia
del envejecimiento y la biologia de las enfermedades relacionadas a la edad. Este abordaje
surge debido a que el envejecimiento es el mayor factor de riesgo para muchas
enfermedades cronicas y discapacidades que afectan a los humanos conforme envejecen.
Los adultos mayores rara vez sufren de una sola enfermedad, por el contrario, con

frecuencia experimentan mdultiples morbilidades. Al tratar el envejecimiento y no solo las
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enfermedades relacionadas se busca prolongar la vida saludable mediante la reduccion de
la tasa de envejecimiento, logrando asi retrasar la aparicion de multiples enfermedades a
la vez. La gerociencia tiene como objetivo entender como el proceso de envejecimiento per
se permite el desarrollo de enfermedades para utilizar ese conocimiento y desarrollar
intervenciones factibles, practicas y seguras que retrasen el envejecimiento, y con eso la
aparicion y progresion de las enfermedades relacionadas con la edad. Dichas
intervenciones reducirian drasticamente los costos de atencibn médica y mejorarian
significativamente la calidad de vida (AFAR, 2021).

A pesar de las numerosas teorias que se han propuesto para explicar el fenémeno
del envejecimiento, hasta ahora ninguna ha sido capaz de explicar plenamente los
mecanismos que impulsan los procesos fundamentales del envejecimiento. Una
perspectiva que puede ayudar a entender los mecanismos de envejecimiento es la Biologia
Comparada, pues la tasa de envejecimiento es variable entre las especies, lo que permite
saber que es posible desacoplar el envejecimiento de la longevidad. El estudiar cual es la
de la variabilidad en la duracion de la vida observada entre los animales y la diversidad de
tasas de envejecimiento, puede ayudarnos a entender los mecanismos biolégicos que

retrasan o aceleran el envejecimiento (Wagner, et al., 2016).

1.2 Varian los perfiles de envejecimiento entre las especies

El entendimiento del envejecimiento es un reto clave en la investigacion bioldgica basica y
aplicada debido a que es un proceso complejo y multifactorial (Reichard M., 2017). A pesar
de que existen vias que regulan la esperanza de vida que estan conservadas en organismos
que incluyen a la levadura, los nemétodos, la mosca de la fruta y el raton, muchos taxones
intermediarios en el arbol de la vida parecen no envejecer. Adicionalmente, existe gran
variacién en los mecanismos y patrones de envejecimiento, en ocasiones incluso entre
especies muy cercanamente relacionadas (Cohen A., 2018). En general, la comparacién
del envejecimiento entre especies se realiza desde una perspectiva demogréafica, asi el
envejecimiento puede ser definido como un incremento inexorable en la mortalidad con la
edad. Es importante destacar que esta definicion de envejecimiento se desacopla de la
esperanza de vida, ya que existen organismos con alta mortalidad extrinseca que no

envejecen, mientras que por otro lado hay organismos de larga vida que si lo hacen. Otro
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aspecto importante es que tanto las tasas como los patrones de envejecimiento
demograficos dependen altamente de las condiciones ambientales, las cuales pueden
afectar las tasas de mortalidad de diferentes especies. Por ejemplo, la hydra (Hydra
vulgaris) tiene una elevada mortalidad extrinseca debido a depredadores, pero en cautiverio
su mortalidad permanece constante a lo largo de su vida. A pesar de que hay limitaciones
y retos en la adquisicion detallada de datos demogréficos para una gran variedad de
taxones, los datos demograficos son la via mas prometedora para realizar comparaciones
entre especies a lo largo del arbol de vida. Un descubrimiento interesante a partir de estos
analisis es que el envejecimiento demografico parece estar lejos de ser universal, las
especies que no envejecen son en realidad comunes a lo largo del arbol de la vida. Un
ejemplo interesante es la rata topo desnuda o ratopin (Heterocephalus glaber), ya que no
presenta un incremento en la mortalidad conforme aumenta su edad, y tampoco tiene un
pico de mortalidad evidente a ninguna edad en particular, como ocurre muy claramente en
el perfil de envejecimiento del humano, en el que una vez pasado el pico de fertilidad la
mortalidad comienza a incrementar de forma exponencial. En la tabla 1 se muestran
algunos de los perfiles de envejecimiento que existen y ejemplos de organismos que

pertenecen a cada tipo.

Perfil Caracteristicas Organismos
Envejecimiento Hamiltoniano Incremento exponencial en la Mayoria de mamiferos,
mortalidad después de la edad de aves, serpientes,

Homo sapiens . L, ;
(Japanese, in 2009) la primera reproduccion. nemétodos, plantas,

mosca de la fruta.

0.0

15 Years 102

Semelparidad / Una sola reproduccién seguida de  Salmén del pacifico, ratén
Envejecimiento catastréfico un deterioro fisiol6gico rapido y marsupial, efimeras,

muerte. plantas anuales.
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50 ¢
\Marmota flaviventris
(yeltow-bellied marmot)

2.5
0.0

2 Years 1

Sin envejecimiento Tasas de mortalidad invariables a
lo largo de la vida adulta.

5.0 [x

‘dera magnipapillata

N\ (hydra)
%
256 N\
AN
\\

0.0

0 14

Envejecimiento nimio Las tasas de mortalidad son casi

invariables o incluso disminuyen
| Viburmum furcatum modestamente a lo largo de la vida
i (VoUmm) adulta, pero son mas variables que
el perfil de no envejecimientos o no
son lo suficientemente largos como

para asegurar que el

envejecimiento no aparecera

14 Years 66

eventualmente.

Hydra

Algunas tortugas, algunos
anfibios, muchos
invertebrados marinos,
algunas algas marinas,
algunos arboles, algunas
plantas herbéceas,

ratopin.

Tabla 1. Existe una gran diversidad de tasas y patrones de envejecimiento alo largo del arbol de lavida.
Se muestran algunos de los perfiles de envejecimiento que existen, asi como ejemplos de los organismos que
pertenecen a cada tipo de envejecimiento. Las graficas muestran la mortalidad relativa (rojo) y fecundidad (azul)
en funcion de la edad, desde la madurez hasta la edad en que so6lo el 5% de la poblacién adulta sigue viva; La
mortalidad y la fecundidad se escalan en relacion con sus medias. La supervivencia (en una escala logaritmica)
desde la madurez se representa mediante las areas sombreadas. Las lineas discontinuas, para trayectorias
derivadas de matrices de proyeccién, comienzan a la edad en que las cohortes han convergido dentro del 5%
de su distribucién cuasi estacionaria. Puede observarse como la mortalidad y fertilidad varian mucho en algunos

casos, no existe un patrén Unico. Modificada de Cohen A., 2018.
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1.3 Definicion del Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso fisioldgico y dindmico que ocurre en el desarrollo individual
de los organismos a través del tiempo (Dziechciaz, et al., 2014), aunque como ya
mencionamos ocurre a diferente tasa en diferentes especies. Esta caracterizado por la
aparicion procesos degenerativos que, a su vez, se sustentan en mdltiples alteraciones y
dafios en las vias moleculares. Las alteraciones y dafos finalmente comprometen las
funciones celulares y tisulares. Estos cambios pueden ser la causa de que el envejecimiento
sea el principal factor de riesgo de la mayoria de las enfermedades no transmisibles, como
las enfermedades cardiovasculares, el cancer, la diabetes y las enfermedades
neurodegenerativas (Wagner, et al.,, 2016). En 2013, LoOpez-Ortin y colaboradores
propusieron nueve marcadores que se considera que contribuyen al proceso del
envejecimiento, estos marcadores incluyen al dafio genémico y al acortamiento telomérico,
a alteraciones epigenéticas, a la desregulacién de la proteostasis y el censado de
nutrientes, a la disfuncién mitocondrial, al agotamiento de la reserva de células troncales,
al deterioro de la comunicacion entre la células, y a la senescencia celular (Lopez-Ortin et
al., 2013). Sin embargo, en el 2022 en el simposio “New Hallmarks of Ageing” llevado a
cabo en Dinamarca se acorddé anexar cinco marcadores mas, como la autofagia
comprometida, la desregulacion del splicing del RNA (por sus siglas en inglés, Ribonucleic
acid), la inflamacion, la pérdida de la integridad del citoesqueleto y la alteracion del
microbioma (Figura 1) (Schmauck, T., et al., 2022). Para definir que estas caracteristicas
llevan al envejecimiento deben cumplir con tres criterios: 1) deben manifiestarse durante el
envejecimiento normal, 2) su induccidon en ensayos experimentales debe acelerar el
envejecimiento, y 3) su atenuacién en ensayos experimentales debe retardar el proceso
normal de envejecimiento y por lo tanto incrementar la vida saludable (Lépez-Ortin et al.,
2023).

En este trabajo nos centramos en el estudio de la senescencia celular, ya que su
eliminacion disminuye las manifestaciones de diversas enfermedades y retrasa el

envejecimiento, como se detalla a continuacion.
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Figura 1. Los nuevos marcadores de envejecimiento. La figura muestra los marcadores de envejecimiento
originales mas los cinco nuevos marcadores propuestos. Para calificar como marcador el proceso debe de
cambiar con la edad bioldgica no simplemente en una forma correlativa, sino que debe tener un rol causal.
Tomada de Schmauck, T., et al., 2022.

1.4 Senescencia Celular

La senescencia es un estado celular que juega un papel fisiologico importante en el
desarrollo embrionario, la reparacién tisular, la supresién tumoral, la cicatrizacion de heridas
y la secrecién de insulina por las células pancreaticas. En estos procesos celulares la
presencia de las células senescentes es transitoria, siendo eliminadas oportunamente por
las células del sistema inmunoldgico como macrofagos y células Natural Killer (NK), una
vez que desempefiaron su funcién de sefalizacion (Mohamad-Kamal, N., et al, 2020). Sin
embargo, la desrepresion del locus Ink4, el dafio al DNA y el aumento del estrés oxidante,
entre otros eventos que ocurren durante el envejecimiento, causan la acumulacién de
células senescentes persistentes que generan efectos deletéreos en multiples érganos y
en las funciones sistémicas. El término fue formalmente descrito en 1961 por Hayflick y
colegas, derivado del latin senex que significa viejo (Amaya, M., et al., 2020). Las células
senescentes se caracterizan por un arresto del ciclo celular prolongado y generalmente
irreversible, una morfologia aplanada y alargada, una resistencia a la apoptosis, la falta de

respuesta a estimulos mitéticos, la alteracién en la expresion génica y en la estructura de
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la cromatina, la expresion de SA-B-gal (por sus siglas en inglés, Senescence-Associated -
galactosidase) como consecuencia del aumento del contenido lisosomal, el dafio
macromolecular, un metabolismo alterado y la adquisicion de un fenotipo secretor conocido
como SASP (por sus siglas en inglés, Senescence-Associated Secretory Phenotype). A

continuacion, se detallan algunas de estas caracteristicas.

1.4.1 La desrepresion del locus INK4-ARF inhibe el ciclo celular e induce la
senescencia

El arresto del ciclo celular que se genera en la fase G1 del ciclo celular en las células
senescentes difiere del arresto celular observado en las células quiescentes y en la
diferenciacién terminal en que, por un lado, las células quiescentes presentan un arresto
temporal con una proliferaciéon reinstaurada por estimulos mitéticos, mientras que la
diferenciacién terminal es la adquisicién de funciones celulares especificas acompafnada de
un arresto celular mediado por vias de sefializacion diferentes a las de la senescencia
celular. En las células de mamifero, la familia de proteinas de retinoblastoma (RB) y p53
son importantes para establecer el arresto del ciclo celular. RB1 y los miembros de su
familia p107 y p130 son fosforilados por cinasas dependientes de ciclina especificas, lo que
reduce la habilidad de los miembros de la familia para reprimir la actividad del factor de
transcripcion E2F, requerido para la progresion del ciclo celular. En las células senescentes
se acumulan las proteinas p21°'P*WAF el inhibidor de CDK2 (Cinasa Dependiente de Ciclina
2) y pl6™NK4A el inhibidor de CDK4/6, de manera que esta acumulacion resulta en la
activacion persistente de las proteinas de la familia de RB y en la inhibicion de la
transactivacion de E2F, con el consecuente arresto del ciclo celular, el cual no puede ser
revertido por la inactivacion de las proteinas de la familia RB o de p53 (Simboeck, E., et al.,
2011). En respuesta a dafio al DNA p21¢PYWAF es responsable del arresto del ciclo celular
inicial, en células con poco o moderado dafio, previniendo la entrada a la fase S bajo
condiciones poco favorables para la replicacién, si el dafio es reparado exitosamente las
células pueden entrar nuevamente al ciclo celular, pero si el arresto es prolongado esto
conduce a la activacion de p16™K*A y una expresion prolongada de p16™NK4 resulta en un
arresto del ciclo celular perdurable (Childs, B., et al., 2014).

El locus INK4-ARF es un regulador critico de la senescencia celular. Este locus se localiza
en la regidén cromosémica 9p21, incluye a los genes CDKN2A y CDKN2B vy codifica tres

productos génicos: p15™NK4 p16/NK4a y p14ARF en humano o p192RF en ratén (Figura 2). Las
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proteinas codificadas en este locus se acumulan durante la induccion de la senescencia y
conducen al arresto del ciclo celular. El estrés replicativo y oncogénico, asi como los
cambios epigenéticos que ocurren en el envejecimiento, desreprimen al locus INK4-ARF y
conducen a la senescencia celular. Ademas, el locus tiene un papel esencial en la supresion
tumoral, como se evidencia en el hecho de que alteraciones genéticas en este locus se han
encontrado en aproximadamente el 50% de todos los canceres humanos (Poi, M., et al.,
2017).

Humano o raton
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Figura 2. Organizacion de locus INK4a/b en humano y ratén. p14ARF en humano y p19RF en ratéon.
Modificada de Gil, J., et at., 2006.

Las proteinas p15™K4 y p16™Nk4a son inhibidoras de las cinasas dependientes de ciclina
CDKA4/6 que previenen la fosforilacién de pRB y por lo tanto regulan la progresion del ciclo
celular en la transicion G1/S. La proteina p19*RF activa la apoptosis o el arresto del ciclo
celular mediado por p53, al evitar su degradacion mediante la modulacién negativa de su
ligasa de ubiquitina E3, conocida como MDM2 (Simboeck, E., et al., 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Las vias Rb y p53 son reguladas por el locus INK4a/b. P16NK4a y n21CIPIWAF g0 inhibidores de
cinasas dependientes de ciclina que previenen la fosforilacion de la proteina RB y con esto la progresion del
ciclo celular, por otra parte, p14ARF (p19ARF en raton) es un inhibidor de la E3 ubiquitin ligasa de p53 MDM2.
Modificada de Berger, J., & Bardeesy, N., 2007.

A pesar de que p15™Nk4 p16™NK4a y n19ARF tiene sus propios promotores, se ha reportado un
elemento regulatorio comun llamado dominio regulatorio (RD) localizado via arriba del gen
INK4b que exhibe una actividad global de enhancer impactando en la expresion de los tres
productos del locus. La sobreexpresion del locus mediada por RD puede ser suprimida por
la union especifica de las oncoproteinas CDC6 y BM11 a RD, que desencadenan el
reclutamiento de deacetilasas de histona, lo que incrementa la metilacién de la histona H3
en la lisina 9 (H3K9) causando heterocromatizacion de los promotores de p15™K4b p16/Nk4a
y p19°RF y consecuente su silenciamiento. Recientemente se ha reportado que MDM2 vy el
cofactor transcripcional E6AP actian como un regulador positivo del locus al inhibir la
expresion de CDC6 al interactuar con E2F1, lo que reduce su habilidad para unirse al
promotor de CDC6 y promover su transactivacion. Otro regulador importante del locus
INK4/ARF es el RNA largo no codificante (IncRNA) ANRIL (antisense non-coding RNA in
the INK4 locus). EI gen CDKN2B-AS1 es transcrito en orientacion antisentido con relacion
al cluster de genes del locus INK4/ARF, y promueve la represion epigenética de los

supresores tumorales del locus mediante una interaccion fisica con las proteinas Polycomb,
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Suzl12 y Cbx7, las cuales reclutan al complejo represor Polycomb 1y 2 (PRC1/2) al locus,
conduciendo a la modificacion de histonas y al silenciamiento del locus (Figura 4) (Gamell,
C., etal., 2017).
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Figura 4. Modelo esquematico que ilustra la regulacion de la expresion de genes del locus INK4a/b. El
dominio regulatorio (RD) tiene una actividad de enhancer que impacta en la expresién de todos los productos
del locus, la unién de CDC6 y BM11 a RD ocasiona el silenciamiento del locus, mientras que E6AP actia como
regulador positivo inhibiendo la expresion de CDC6 al interactuar con E2F1. ANRIL es un RNA largo no
codificante que promueve la represion epigenética del locus mediante la interaccion con el complejo represor
Polycomb 1 y2. Modificada de Gamell, C., et al., 2017.

Una de las subunidades de PRC2 es EZH2, una metiltransferasa de histona (HMTasa)
especifica para la H3K27, a la cual trimetila (H3K27me3) y cuya modificacién promueve el
reclutamiento de PRC1. El complejo PRC1 contiene una proteina de dedos RING
(RING1B), asi como a las proteinas BM11l, HPH y CBX, que orquestan la
monoubiquitinacién de H2AK119 (H2K119ub). Ambas marcas epigenéticas, H3K27me3 y
H2K119ub, son represivas y desencadenan el silenciamiento mediante la compactacion del
DNA (Simboeck, E., et al., 2011). Las proteinas del grupo trithorax tienen una funcion

importante en la activacion del locus, especificamente el complejo SWI/SNF, que es un
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complejo remodelador de la cromatina que utiliza al ATP (Adenosin Trifosfato) para
reposicionar a los nucleosomas y remodelar la cromatina, y la HMTasa de linaje mixto de
leucemia 1 (MLL1), que trimetila la H3K4 (H3K4me3) y conduce a la activacion epigenética

del locus INK4/ARF, lo que induce la senescencia celular (Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica del locus INK4a/b. A) Represion del locus INK4a/b en una célula
proliferante controlada por interaccion de moduladores de cromatina. B) Activacion del locus INK4a/b en una
célula senescente.

Modificada de Simboeck, E., et al., 2011.
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En el envejecimiento hay una desrepresion de este locus, lo que resulta en la expresion de
p16'NK4a Por |o tanto, el locus INK4-ARF juega un papel fundamental en la promocién del
envejecimiento, pues al limitar la proliferacion y la autorrenovacion en varios tejidos se
induce senescencia celular. Estudios de asociacién de todo el genoma en humanos han
relacionado al locus INK4-ARF con una serie de enfermedades asociadas al envejecimiento

y con la fragilidad en los seres humanos (Matheu, A et al., 2009).

1.4.2 Las células senescentes alteran el tejido circundante

Las células senescentes secretan una variedad de factores, que incluyen citocinas y
guimiocinas proinflamatorias, moduladores del crecimiento, factores angiogénicos y
metaloproteinasas de matriz (MMPs), lo que constituye un marcador de las células
senescentes y media muchos de sus efectos fisiopatoldgicos, como el reforzamiento y la
propagacion de la senescencia de forma autédcrina y paracrina, y activa respuestas inmunes

que eliminan a las células senescentes en situaciones fisioldgicas. En el envejecimiento ya
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no son eliminadas las células senescentes y la constante secrecion de citocinas y
quimiocinas genera inflamacion cronica (Mohamad-Kamal, N., et al, 2020) (Figura 6).

El fenotipo secretor tipo SASP, es regulado por el remodelamiento de enhancers y
por la activacion de factores de transcripcion como NF-kB, C/EBPB, GATA4, y de las vias
de sefalizacion mTOR y p38MAPK. Las sefiales que conducen a la activacion de SASP,
asi como su composicién y fuerza son multiples y varian sustancialmente dependiendo de
la duracion de la senescencia, el origen del estimulo, y el tipo celular (Lopes, S., et al.,
2019).
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Figura 6. Papel fisiologico y efectos adversos del SASP. Las células senescentes son importantes en el
desarrollo y en el cierre de heridas, sin embargo, en el envejecimiento y enfermedades crénicas el SASP puede
promover efectos adversos para la salud.

Tomada de Shvedova, M., et al., 2022.

1.4.3 Las células senescentes tienen una respuesta al dafio del DNA sostenida

La primera caracteristica molecular asociada con senescencia fue el acortamiento
de telémeros como resultado de un problema de replicacion de los extremos del DNA

durante la acumulacién de duplicaciones celulares, lo que activa la via de respuesta al dafio
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del DNA (DDR por sus siglas en inglés, DNA Damage Response) conduciendo a la
activacion de las cinasas ATM o ATR, las cuales bloquean el ciclo celular estabilizando a
P53, que lleva a la expresion del inhibidor de cinasa dependiente de ciclina p21C/PYWAF,
Eventualmente este dafio puede ser reconocido como ruptura de doble cadena, lo cual
conduce a activacion de las vias DDR y reparacion del DNA. La activaciéon de la via DDR
es revelada por la ocurrencia de focos de la histona fosforilada conocida como yH2AX en
sus alrededores, estos focos son caracteristicos de células de animales viejos y células

senescentes in vitro (Amaya, M., et al., 2020).

1.4.4 Las células senescentes pierden proteostasis

La proteostasis se refiere a la homeostasis de proteinas, que incluye la sintesis
controlada, el plegamiento y la degradacion de proteinas. Cuando este equilibrio se pierde
resulta en proteotoxicidad, que es otro marcador de envejecimiento y senescencia celular.
Una gran fuente de dafio proteico son las especies reactivas de oxigeno, que oxidan a los
residuos de metionina y cisteina, y alteran su correcto plegamiento y funcion,
adicionalmente las especies reactivas de oxigeno en presencia de metales pueden
carbonilar prolina, treonina, lisina y arginina, lo que ocasiona la exposicion de superficies
hidrofébicas conduciendo al mal plegamiento y la agregacion de las proteinas (Zhang, C.,
& Cuervo, A. M., 2008). El subsecuente entrecruzamiento con azucares Yy lipidos forma
agregados insolubles llamados lipofuscina. La contribucion relativa de los principales
componentes de la lipofuscina puede ser aproximada a dos tercios de proteina, y un tercio
de lipidos, el hierro es el metal predominante en la lipofuscina (Gray, D. A., & Woulfe, J.,
2005). Esta compleja mezcla de proteinas oxidadas y residuos de la degradacién de lipidos
pueden visualizarse en lisosomas por microscopia de fluorescencia, ya que autofluorece.
Adicionalmente la lipofuscina también puede ser identificada mediante la tincion Sudan
Black B (SBB), una tincién histoquimica lipofilica. SBB es un colorante ligeramente basico
soluble en grasas como esteroles, triglicéridos neutros y fosfolipidos debido a que se une a
los grupos acidos presentes en ellos, por lo tanto, durante la tincion el SBB deja el solvente
en el que se encuentra en solucion (Buffer de fenol generalmente) como resultado de que
tiene una mayor solubilidad en los lipidos que en el solvente (Georgakopoulou, E. et al.,
2013).
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1.4.5 Las células senescentes tienen cambios en la estructura de la cromatina

Otra caracteristica de las células senescentes, asociada con los cambios en la
morfologia de la cromatina, son los focos de heterocromatina (SAHFs, por sus siglas en
inglés), que pueden visualizarse como focos densos cuando se tifien los nucleos con el
marcador fluorescente DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol), y se encuentran enriquecidos con
la proteina heterocromatina 1 (HP1). La senescencia también correlaciona con una pérdida
global de la proteina de unién H1. Es importante resaltar que la presencia de SAHFs parece
ser especifica del tejido y dependiente del estimulo, ya que no se observa en todas las
células senescentes. Una baja cantidad de lamina B1, el principal componente de la lamina
nuclear es otra caracteristica que se ha encontrado en las células senescentes, y
correlaciona con un cambio en las marcas epigenéticas, asi como con SAHFs. Su reduccién
ocurre predominantemente en regiones ricas en H3K9me3, un proceso que parece liberar
a la H3K9me3 de la lamina nuclear promoviendo un re-arreglo espacial de la H3K9me3 en
la heterocromatina para formar SAHFs (Gorgoulis, V., et al., 2019).

Actualmente no existe un unico marcador con absoluta especificidad de células
senescentes. La especificidad de los marcadores varia dependiendo del tipo celular, el
estado del desarrollo del organismo, la especie, entre otros factores. Sin embargo, algunos
marcadores tienen una mayor validez universal, mientras que otros estan relacionados a
tipos especificos de senescencia. Por lo tanto, generalmente se utiliza un enfoque que

combine la deteccién de varias caracteristicas para estudiar a las células senescentes.

1.4.6 La quiescencia se distingue de la senescencia celular

Es importante distinguir entre senescencia y quiescencia, pues ademas de que en ambos
estados celulares se detiene el ciclo celular e incrementa la actividad de SA-fgal (Alessio,
N., et al., 2021), por lo que es necesario el analisis de varios marcadores que en conjunto
permitan la correcta identificacién del estado senescente. La quiescencia es definida como
un paro de la proliferacion celular temporal que es reversible. La reversibilidad es una
caracteristica que define a la quiescencia celular, a diferencia de las células en otros
estados no proliferantes, incluyendo la diferenciacion terminal y la senescencia, ya que solo
las células quiescentes normalmente retienen la habilidad de reanudar la proliferacion

celular si existe un estimulo mitético. También existen varios niveles de quiescencia que
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pueden ser descritos dependiendo de las actividades celulares, por ejemplo, los fibroblastos
una vez que entran en quiescencia contindan exhibiendo una gran actividad de varias vias
metabdlicas, mientras que otras células reducen drasticamente su metabolismo general y
entran en latencia, una especie de forma extrema de quiescencia (Jones S., & Lennon J.,
2010). En general, la quiescencia comprende un gran niumero de situaciones celulares que
dependen del tipo celular y del nicho ambiental. A través de la evolucién, la aparicion de
organismos multicelulares estd muy asociada con la adquisicion de la capacidad de entrar
en quiescencia, incluso en condiciones en que las células se encuentran en ambientes ricos
en nutrientes. En organismos complejos, el cese de la proliferacion en el lugar y tiempo
justos es critico durante el desarrollo. Un balance controlado entre la proliferaciéon y la
guiescencia es crucial para la regeneracion de tejidos después de alguna herida, para la
hematopoyesis, la respuesta inmune, la renovacion de los epitelios y en general para el
mantenimiento del organismo completo. El establecimiento y la salida de la quiescencia
mediante la regulacion de la proliferacién celular, debe estar altamente controlada para
evitar situaciones patolégicas como la deplecién de células troncales y tumorogénesis.
Cada vez existen mas evidencias de que la composicion y las propiedades fisicas del
microambiente juegan un papel central en la regulacion de la quiescencia (Sagot, |., &
Laporte, D., 2019).

Es de gran relevancia conocer a las vias de sefializacion que regulan el destino
celular, ya sea hacia la senescencia o hacia la quiescencia. El destino celular depende de
la expresion espacio-temporal de moléculas clave, como genes supresores de tumores,
proto-oncogenes, genes reguladores del ciclo celular, entre otros. p53 es uno de los
principales reguladores del destino celular, inhibiendo la proliferacion y conduciendo a la
senescencia o0 a la apoptosis. MDM2 es una de las proteinas reguladoras que controla el
recambio de p53, cuando los niveles de p53 incrementan, p53 induce la transcripcion de
MDM2 y después, MDM2 inicia la ubiquitinacion y degradacion proteolitica de p53 bajo
condiciones normales. Se ha reportado que la geroconversién (transicion de quiescencia a
senescencia) después del arresto del ciclo celular via la inhibicibn de CDK4, ocurre solo
después de la degradacién proteolitica de MDM2, que se presume es promovida por la
activacion de ATRX. mTOR es una molécula clave en el cambio de quiescencia a
senescencia, favoreciendo la senescencia sobre la quiescencia en un arresto del ciclo
celular inducido por p21CPYWAF Con esto de base, mientras que la maxima activacion de

p53 bloquea a mMTOR y conduce a la quiescencia, una activacion parcial de p53 causa
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preservacion de mTOR y una subsecuentemente senescencia. Las células senescentes no
paran de crecer debido a mTOR funcional y a otros factores de crecimiento, mientras que
las células quiescentes dejan de crecer sin perder su potencial proliferativo (Demidenko, Z.,
& Blagosklonny, M., 2008). (Figura 7).
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Figura 7. La actividad de p53 cambia el destino celular de senescencia a quiescencia.
Modificada de Serrano, M., 2010.

Comparada con la quiescencia, la principal diferencia importante con el fenotipo senescente
es la continua actividad de mTOR que regula el crecimiento celular, la autofagia y otras
actividades como el metabolismo lisosomal. En un experimento de cultivo in vitro se
demostré que las células cambian su fenotipo de senescencia a quiescencia cuando se
inhibe mMTOR (Serrano, M., 2010).

Un rol ain mas importante en el mantenimiento de la quiescencia esta dado por la
proteina HESL1, la cual es suficiente para prevenir la senescencia asociada con la expresion
ectopica de p21CPYWAF asi como la diferenciacion terminal de fibroblastos inducida por
MYOD, mientras que su inactivacion ocasiona que las células entren en un estado
irreversible de senescencia (Sang, L., et al., 2008). Los mecanismos moleculares por los
cuales HES1 regula la expresién génica incluyen la modificacion de histonas, lo que afecta
la conformacion de la cromatina. HES1 es miembro de una subfamilia de proteinas basicas
helix-loop-helix (bHLH) relacionadas con Hairy, altamente conservada en vertebrados

originalmente descritas en Drosophila melanogaster.
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1.5 Laacumulacion progresiva de células senescentes causa envejecimiento
y el desarrollo de multiples enfermedades relacionadas con la edad

Existe evidencia abundante que demuestra que la acumulacién progresiva de células
senescentes esta asociada con el envejecimiento y con el desarrollo de mudltiples
enfermedades relacionadas con la edad. La profunda influencia que la acumulacion de
células senescentes tiene en un organismo ha sido comprobada eliminando a las células
senescentes utilizando distintos enfoques genéticos. Un trabajo pionero fue la utilizacion de
un modelo de ratén transgénico que permite la eliminacion especifica de células que se
vuelven senescentes (Las células senescentes desreprimen al locus INK4-ARF y expresan
Cdkn2a [el gen que codifica para p16™**4]). Esto se logré al poner bajo el control del
promotor de Cdkn2a una construccion que tiene la caspasa 8 fusionada a un fragmento de
la proteina FKBP (a donde se une una molécula dimerizante), asi al administrar la molécula
dimerizante se induce la activacion de la caspasa 8, esto resulta en la apoptosis de estas
células. Con este modelo se observé el incremento de la esperanza de vida y una
disminucion de la incidencia y retraso en la progresion de diversas caracteristicas del
envejecimiento, y de patologias como el cancer (Baker, D., et al, 2011). Posteriormente, se
ha corroborado la contribucién de la senescencia celular tanto al envejecimiento como a
diversas enfermedades asociadas a la vejez por métodos genéticos y farmacol6gicos
(Borghesan, M., et al.,, 2020). También en humanos las células senescentes estan
involucradas en el desarrollo de muchas enfermedades relacionadas con la edad, como se

resume en la figura 8.
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Figura 8. Evidencia experimental muestra que la senescencia celular contribuye a las enfermedades

asociadas con la edad indicadas.
Tomada de Borghesan, M., et al., 2020.

Estudios preclinicos han mostrado que la eliminacién especifica de las células senescentes
mediante el uso de senoterapedticos, puede aliviar las disfunciones asociadas a la edad y
la fragilidad (Amaya, M., et al., 2020). Los senoterapéuticos son moléculas que tienen como
blanco a las células senescentes, pueden clasificarse en senoliticos que permiten la
eliminacion especifica de las células senescentes mediante la muerte celular y los
senomoérficos o senostéaticos que modulan el fenotipo secretor asociados a senescencia sin

inducir la muerte celular. En la tabla 2 se muestran algunos senoterapéuticos y sus blancos

moleculares (Borghesan, M., et al., 2020).



Farmaco Funcién Blancos moleculares Aplicacién Referencias
Desatinab + Senolitico Inhibidor de via PISBK/AKT  Osteoporosis, Zhu, Y. et al.,
guercetin degeneracion de 2015.
discos
) Farr, J.N. et
intervertebrales,
al., 2017.
obesidad,
glaucoma, Chandra, A.
fragilidad, AD, et al., 2020
fibrosis pulmonar
Navitoclax (ABT- Senolitico Inhibidor de Bcl-2/Familia AD, cancer, Schafer, M.J.
263) Bcl-x rejuvenecimiento et al., 2017.
de células
! . Childs, B.G.
troncales, fibrosis
et al., 2016.
pulmonar,
regeneracion de Chang, J. et
higado al., 2016.
Pan, J. et al.,
2017.
ABT-737 Senolitico Inhibidor de Bcl-2/Familia Funcién Yosef, R. et
Bcl-x pulmonar, al., 2016.
envejecimiento
Ovadya, Y. et
acelerado,
L al., 2018.
regeneracion de
higado Ritschka, B.
et al., 2020.
Pz15227 Senolitico Inhibidor de Bcl-x Pérdida de hueso He, Y. et al.,
2020.
A1331852 Senolitico Inhibidor de Bcl-2/Familia En lineas Zhu, Y. etal.,
Bcl-x celulares 2017.
HUVEC, IMR90
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elimina  células
senescentes.
A1155463 Senolitico Inhibidor de Bcl-2/Familia En lineas Zhu, Y. et al.,
Bcl-x celulares 2017.
HUVEC, IMR90
eliminan células
senescentes.
UBX0101 Senolitico Inhibidor de interaccién Osteoartritis Jeon, O.H. et
p53/mdm2 al., 2017.
Fenofibrates Senolitico Agonista PPARa Osteoartritis Nogueira-
Recalde, U.
et al.,, 2019.
AT-406 Senolitico Inhibidores IAP1/2/XIAP Osteoartritis Peilin, W. et
al., 2019.
FOXO4-DRI Senolitico Inhibodor de interaccion de Fragilidad, Baar, M.P. et
p53/foxo4 nefropatia, al., 2017.
envejecimiento
natural
Cardiac Senolitico Inhibidor de Bomba Na*/K* Cancer, fibrosis Guerrero, A.
glycosides pulmonar et al., 2019.
Triana-
Martinez, F.
et al., 2019.
Fisetin Senolitico Inhibidor de familia Bcl- Osteoartritis, Zheng, W. et
2/Bcl-x/PI3K/AKT envejecimiento al., 2017.
Yousefzadeh,
M.J. et al.,
2018.
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Piperlongumine  Senolitico Inhibidor de familia Bcl- Fibroblastos Wang, Y. et
2/Bcl-x/PI3K/AKT senescentes de al., 2016.
pulmoén
Curcumin Senolitico Inhibidor de amplio Degeneracion Cherif, H. et
espectro (BCL-2, NF-KB) del disco al., 2019.
intervertebral
17-DMAG Senolitico Inhibidor de HSP-90 Fragilidad, vida Fuhrmann-
saludable Stroissnigg,
H et al,
2017.
Rapamycin Senomorfico  Inhibidor de mTOR Osteoartritis, Garcia-Prat,
sarcopenia L. et al,
2016.
Yousefzadeh,
M.J. et al.,
2018.
Metformin Senomorfico  Activador de AMPK Osteoartritis, Chen, D. et
degeneracion del al., 2016.
disco
Li, J. et al.,
2020.
Ruxolitinib Senomorfico  Inhibidor de JAK1/2 Osteoporosis, Farr, J.N. et
fragilidad al., 2017.
Xu, M. et al.,
2015.
NBD Senomorfico  Inhibidor de NF-KB Envejecimiento,  Tilstra, J.S. et
peptide/mimetics osteoporosis al., 2012.

Tabla 2. Senoterapéuticos y sus blancos moleculares.
Modificada de Borghesan, M., et al., 2020.
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Sin embargo, aun hace falta aumentar la especificidad de los senoterapéuticos. El estudio
de los mecanismo moleculares que llevan al establecimiento del fenotipo senescente
permitird el desarrollo de nuevas terapias para combatir de manera eficiente las
enfermedades relacionadas con la edad y asi lograr una mejor y mas prolongada calidad

de vida.

1.6 Heterocephalus Glaber

El ratopin fue descrito por primera vez en Etiopia en 1842 por el naturalista Aleméan Eduard
Rippell. Pertenece al suborden hystricognathi del orden Rodentia, los miembros de este
suborden son caracterizados por el esmalte de los incisivos multiseriales, membranas
fetales y sacculus urethralis similares, huesos del yunque y del martillo fusionados en el
oido y la falta de una arteria cardtida interna. El suborden incluye caviomorfos (por ejemplo,
congjillos de indias), hystricidae (por ejemplo, puercoespines) y fiomorfos (por ejemplo,
ratas topo, ratas de roca y ratas de cafia). Los ratopines pertenecen a la familia
Bathyergidae, que incluye seis géneros y mas de 15 especies (Deuve et al. 2008).
Heterocephalus es un género monotipico con un nimero de cromosomas fijo de 60 y sin
variacién morfoloégica. Una caracteristica importante es que son animales eusociales, que
viven en colonias de cientos de individuos con una estricta division de labores y con la
presencia de una sola hembra reproductora (en general, a veces hay dos) y de uno a tres
machos reproductores. La hembra reproductora o reina se encuentra dentro de los animales
con mayor rango dentro de la colonia, lleva a cabo poco trabajo aparte de la reproduccion
y patrullaje de la colonia, su dominancia social se expresa empujando a los miembros de la
colonia, durmiendo en la cima del grupo en el nido y pasando sobre otros miembros dentro
del sistema de tluneles. Se cree que este tipo de dominancia fisica es importante para
mantener la supresion reproductiva en miembros no reproductores, debido a la falta de
evidencia de una feromona cebadora urinaria (Holmes, M., & Goldman, B., 2021). Los
ratopines viven en regiones aridas y semiaridas del noreste de Africa, en un ambiente
oscuro y hiumedo, ya que viven en tineles de profundidad de aproximadamente dos metros.
Evidencia fosil ha revelado que los ratopines han ocupado un nicho subterraneo desde el
Mioceno, 24 millones de afios atras, por lo que no es de sorprender que hayan desarrollado
una serie de adaptaciones que les permiten vivir en ese ambiente, como son la tolerancia

a la deficiencia de vitamina D, metabolismo mineral eficiente en ausencia de luz solar,
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independencia de fuentes de agua libre y digestion de alimentos de baja calidad
dependiente de microorganismos con liberacién de &cidos grasos como fuente de energia
y microorganismos como fuente de proteina. Como la mayoria de los habitantes
endotérmicos subterraneos el ratopin tiene tasas bajas de metabolismo basal y tasas altas
de conductancia térmica. No se han realizado mediciones de oxigeno ni diéxido de carbono
en las madrigueras de los ratopines, sin embargo, se hipotetiza que las condiciones son
altamente hipdxicas e hipercapnicas, debido a la combinacién de su vida subterrdnea con
el hecho de que viven en colonias altamente pobladas en las cuales el oxigeno es
consumido y el diéxido de carbono se acumula como resultado de la respiracién de los
ratopines. (Braude, S., et al., 2021). Se sabe que los ratopines pueden tolerar la hipoxia
extrema (Larson, J. & Park, T., 2009) e incluso la anoxia (Park, T., et al., 2017), y muestran
adaptaciones relacionadas con la hipoxia y la hipercapnia como la utilizacion de fructuosa
en la glucdlisis anaerobia, con la cual se evita el punto de control que la PFK1
(Fosfofructoquinasa-1) ejerce al utilizar glucosa como fuente de carbono (Reznick, J., Park,
T. J., & Lewin, G. R., 2021). Tienen degeneracion visual y gran dependencia del sistema
somatosensorial (Edrey, Y., et al., 2011). Exhiben una esperanza de vida maxima de mas
de 30 afios, por lo que se les considera como los roedores méas longevos (Ma, S., &
Gladyshev, V., 2017).

1.6.1 El ratopin tiene envejecimiento nimio

En cautividad la tasa de mortalidad del ratopin en su primer mes de vida es la més alta, y
generalmente se atribuye a un cuidado maternal inadecuado, al canibalismo por los
hermanos y a una pobre flora y fauna gastrointestinal (Smith M, y Buffenstein R, 2021) No
se ha encontrado una tasa de mortalidad especifica en alguna edad particular, pero se ha
observado que existe una distribucion aleatoria de muertes por causas naturales en todos
los grupos de edad. Los ratopines no muestran la tipica aceleracion en el riesgo de
mortalidad asociado a la edad, que caracteriza a casi todos los mamiferos para los que hay

disponibilidad de datos detallados de supervivencia (Ruby, et al., 2018) (ver figura 9).
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Figura 9. El riesgo de muerte no aumenta con el paso del tiempo en el ratopin, como si sucede en
humanos, caballos y ratones. La grafica muestra el riesgo de muerte y como este cambia con la edad a
partir de la madurez sexual. Tomada de Ruby, et al., 2018.

Ademas de su extrema longevidad, los ratopines exhiben otras caracteristicas
excepcionales que incluyen alta fertilidad, incluso en reinas de mas de 30 afios,
envejecimiento poco significativo y resistencia al cancer mediada en parte por el acido
hialurénico, un componente de la matriz extracelular de muy alto peso molecular (6—12 MDa
[Mili daltons]) que desencadena una hipersensibilidad a la inhibicién de proliferacién celular
por contacto (Tian, X., et al., 2015). También estos roedores son resistentes a la generacion
de diabetes, de enfermedades neurodegenerativas y de muchas otras patologias
relacionadas con la edad (Saldmann, F., et al., 2019).

La teoria evolutiva del soma desechable establece que los animales gastan mas
energia en el mantenimiento somatico o en procesos reproductivos, por lo tanto, tienen un
mayor rendimiento reproductivo durante un periodo mas corto y, debido a que sus tejidos

no se mantienen adecuadamente, mueren jovenes. Adicionalmente, los animales que no
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se reproducen inmediatamente, sino que reparan y mantienen su soma, viven mas. En el
ratopin esto no se cumple, puesto que la gran mayoria de los individuos en la colonia nunca
se reproducen, y en cautividad aquellos que lo hacen no muestran diferencia en la
esperanza de vida con aquellos que no. Tampoco se ha observado un declive en la
fertilidad, por el contrario, en las colonias en cautividad se ha encontrado que tiene mas
crias con la edad, indicando que existe una fertilidad sostenida con el aumento de edad.
Esto es mas sorprendente cuando se toman en cuenta las demandas energéticas
asociadas con el embarazo, pues las hembras reproductoras se reproducen continuamente,
aproximadamente cada 3 meses desde que se convierten en reproductoras hasta que
mueren, su masa corporal se duplica al final de la gestacion lo que se traduce en un
incremento de 1.5 veces en su tasa metabdlica (incluso mas cuando se encuentran
lactando) y un aumento en el estrés oxidativo concomitante. A pesar de que las hembras
reproductoras consumen gran parte de su energia en la reproducciéon, mantienen
adecuadamente sus tejidos soméaticos por mucho mas tiempo que los pequefios mamiferos,
por lo que la teoria del envejecimiento del soma desechable no parece coincidir con lo que
se observa en el ratopin (Buffenstein R., 2008). De igual forma, los datos disponibles de
este organismo no apoyan la teoria del envejecimiento por estrés oxidativo, ya que se ha
encontrado que el ratopin produce cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS por
sus siglas en inglés, Reactive Oxygen Species) comparables a las de especies con una
vida corta como el ratén, y no muestran cambios significativos en su masa ni metabolismo
mitocondrial a lo largo de su vida, e incluso algunos tejidos como las arterias producen una
mayor cantidad de ROS comparados con los tejidos de animales de vida corta (Saldmann,
F., et al, 2019). Adicionalmente, los niveles de antioxidantes no se encuentran
significativamente elevados en los ratopines comparados con los de especies de vida corta,
lo que apoya la idea de que la presencia de defensas antioxidantes incrementadas no son
un componente esencial para la longevidad. En cuanto a la teoria del acortamiento de
telomeros, el ratopin constituye también un caso interesante. El acortamiento de los
telomeros es considerado un biomarcador del envejecimiento y esta teoria del
envejecimiento establece que el largo de los teldmeros correlaciona con la esperanza de
vida maxima de una especie. De igual forma, la actividad de la telomerasa, enzima
responsable de replicar los telémeros también deberia jugar un papel importante en la
longevidad. Sin embargo, los estudios en el ratopin no revelan una correlacion entre el largo

de los telémeros y la actividad de la telomerasa con la esperanza de vida maxima
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(Buffenstein, R., 2005). En realidad, los telémeros relativamente cortos del ratopin son
similares en tamafio a los de los adultos jovenes humanos, y la actividad de su telomerasa,
a pesar de que es débilmente detectada en fibroblastos, generalmente esta limitada a
células de tejidos en constante division, como testiculos, pulmén y piel, y con muy bajos
niveles de actividad (Seluanov, A., et al., 2007).

1.6.2 El ratopin no acumula células senescentes con la edad.

A pesar de que el ratopin puede experimentar senescencia fisiolégica en el desarrollo, las
células son menos sensibles a la senescencia inducida por oncogenes y por dafio al DNA,
en comparacion con las células de ratén (Zhao, Y., et al., 2018), y ademas no parecen
acumularse células senescentes en los tejidos de ratopines de edad avanzada, como si se
observa en otros roedores como en el ratébn (Kawamura, Y., et al., 2020) y en mamiferos
en general como en el humano. Es importante destacar que en este Ultimo estudio
Unicamente se analizaron biopsias de piel de ratopines de edad avanzada, no se ha
estudiado la presencia de células senescentes en otros tejidos y o6rganos. Estas
observaciones sugieren que las células del ratopin tienen mecanismos moleculares Unicos
gue evitan que se vuelvan senescentes fuera de contexto fisiolégico. Recientemente se
descubrié que el locus Ink4-Arf, un regulador critico de la senescencia celular, en el ratopin
genera un mRNA adicional por splicing alternativo, que consiste en el exoén 1 de p15™NK4y
los exones 2 y 3 de p16™*4@ denominado pALT™N*4a® (Figura 10). Esta isoforma no se
encuentra en células humanas ni de ratén, y se ha sugerido que puede contribuir a la

resistencia al cancer y a la longevidad que posee el ratopin (Tian, X., et al., 2015).

p15INKab pARF p16INK4a
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Figura 10. Estructura del locus INK4a/b del ratopin. Se muestran los mMRNA generados por splicing
alternativo. Tomada de Tian, X., et al., 2015.
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2. Antecedentes

En nuestro grupo de investigacién se planted la hipotesis de que la expresion de la variante
de mRNA pALT"“2b de ratopin previene el establecimiento de la senescencia celular en
respuesta a agentes estresantes como el dafio al DNA, tal vez favoreciendo que se detenga
el ciclo celular para permitir la reparacion del DNA o induciendo la muerte celular, originando
gue casi no se acumulan células senescentes en el adulto. Esto se sustenta por diversos
estudios en los que se ha encontrado que las células de ratopin son resistentes a la
transformacion tumoral. Cuando son tratadas con agentes que dafian al DNA, ya que
tienden a detener el ciclo celular y a reparar el DNA o a morir, antes que transformarse
(Kawamura, Y., et al., 2020). Ademas, se ha encontrado que, en comparacion con los
fibroblastos de piel de ratén, los fibroblastos de piel de ratopin expuestos a dafio al DNA
mediante radiacibn o agentes intercalantes del DNA, parecen ser resistentes a la
senescencia pues es necesario exponerlas a dosis mayores de dafio para observar los

mismos niveles de senescencia celular (ver figura 11) (Zhao, Y., et al., 2018).
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Figura 11. Los fibroblastos de ratopin son resistentes al establecimiento de senescencia celular
inducida por dafio al DNA. A) Fotos representativas de tincion SA-gal de fibroblastos de raton y de ratopin.
B) Cuantificacion de células con actividad SA-Bgal. No6tese que menos células de ratopin (10-15%) tratadas con
10Gy se vuelven senescentes en comparacion con las células de ratén (25-30%), y que hay menos células por
campo. MEF: Fibroblastos embrionarios de ratén, MSF: Fibroblastos de piel de ratén, NEF: Fibroblastos
embrionarios de ratopin, NSF: Fibroblastos de piel de ratopin, Gy: Gray, unidades de radiacion ionizante. Datos
tomados de Zhao, Y., et al., 2018.

Para estudiar la funcion de pALT'"™“?® en un trabajo previo del laboratorio se cloné el cDNA
de pALTNK4ab en un vector de expresion para células de mamifero, y dado que no hay

anticuerpos disponibles para detectar a pALT'NK4ab se |e agreg6 la secuencia FLAG para
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poder distinguirlo del p16™K*@ endégeno, y se verificd su secuencia (tesis de Maestria de
Del Angel, M., 2019).

FLAG-pALT 4/ (H_ glaber)

001 GGATCCGGT! TGGGRAACACAGCTCATTCCCTG 048

049 CCGGCTCCCCA CAAGGCGTTCTTCC 096

097 TGGGAAGGA!

CGAGTGTCTGCTGG CAGGARRAGC

145 CCGGAACTAACTACTCTGCCCCTGCAAGGCCCCCACACCGCAGAAAG
193 CTGCGRACAGGGACAGRAGCTGACTGAGCTCTCCTGTGRAGGGCRAGCGCC 240
241
289
337
385
433
481
529

577

pcDNA3.1T

FLAG-pALT
6301 pb

625
673

721

769 CGGCAGCGATGCCTGTGTAGTCACCCCACARAGTCACCAGCACAATCC

817 AGRRATCTGATCATGRATTGGRAARAGTCRARALGARAATRRAGRACATCTT 864
865 CCACTCACCCAATTCTACCATTTTTTARAAAGCTT 899

Figura 12. A) Secuencia de FLAG-pALTNK4ab | 3 secuencia se encuentra flanqueada por sitios de restriccion
para las enzimas BamHI (azul) y Hindlll (rosa). En verde se muestra la secuencia que codifica para el epitopo
FLAG, y el ORF de pALT'NK4ab ge muestra en fondo negro. B) Mapa del vector de expresion pcDNA3.1-
indicando los sitios de clonacion de FLAG-pALT'NK42b Tomada de la tesis de Maestria de Del Angel, M., 2019.

Los resultados reportados en esa tesis nos llevaron a investigar si en las células de ratopin
la funcion de pALT™K4ab es incrementar el umbral de dafio al DNA para el establecimiento
de la senescencia, entonces al expresar de forma heteréloga a pALT'N®42® en las células de

raton, podria adquirirse una resistencia a la senescencia inducida por dafio al DNA.

3. Hipoétesis

La expresion heteréloga de pALT™N4¥" promueve la resistencia al establecimiento de

senescencia inducida por dafio al DNA en fibroblastos de piel de raton.

4. Objetivo General

Determinar si los fibroblastos de ratopin son resistentes al establecimiento de senescencia

inducida por dafio al DNA con etoposido en comparacion con fibroblastos de raton, y si la
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expresion heterdloga de pALT™NK4a® en |os fibroblastos de ratén les confiere dicha

resistencia.

4.1 Objetivos particulares

1. Evaluar si los fibroblastos de piel de ratopin neonato son resistentes al
establecimiento de la senescencia celular inducida por el dafio al DNA en

comparacion con los fibroblastos de piel de ratén.

Metas especificas:

e Determinar si la dosis subletal de etopodsido que induce senescencia en los
fibroblastos embrionarios de raton (MEFs) es la misma en los fibroblastos de piel
de raton neonato (MSF). Esto porque el protocolo esta montado para fibroblastos
embrionarios de ratén, pero dado que se estudiardn fibroblastos de piel de
neonato de ratopin (NSF), no embrionarios, decidimos comparar con
fibroblastos de neonato de ratén.

e Analizar si la misma dosis de etopésido subletal que induce senescencia en los
fibroblastos de piel de ratén neonato, es o no suficiente para inducir senescencia

en los fibroblastos de piel de ratopin neonato.

2. Estudiar si la expresion heteréloga de FLAG-pALTNK4¥b en |os fibroblastos de piel

de raton neonato reduce la induccion de senescencia por dafio al DNA.

Metas especificas:

e Expresar heterélogamente FLAG-pALT'NK4aP en fiproblastos de ratén.

e Determinar si al exponer a los fibroblastos de raton que expresan FLAG-
PALTNK4ab 5 |Ja dosis de etopdsido subletal que normalmente induce

senescencia, se reduce el establecimiento de senescencia.
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5. Estrategia Experimental

Obtener cultivos primarios de fibroblastos de piel de ratén y de ratopin neonatos.
Para el objetivo uno, una vez establecidas las condiciones de induccion de
senescencia por dafio al DNA en fibroblastos de ratdn, se trataron a las células de
ratopin de la misma manera para evaluar el porcentaje de células que se volvieron
senescentes. Por otra parte, para el objetivo dos del proyecto se electroporaron
fibroblastos de piel de neonato de raton con el plasmido que codifica para FLAG-
pALT™NK4a o con el vector vacio y posteriormente se sometieron a dafio al DNA con
la misma dosis de etopoésido y tiempo establecidos en el objetivo uno. La
senescencia celular se determind mediante el analisis de: el paro de la proliferacion,
el incremento en la actividad de SA-BGal, la deteccién de lamina B, y el andlisis de

la morfologia nuclear detectando a lamina A/C.

Objetivo
N0
Siembra de
NSFs

X 3 dias
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Objetivo Andlisis de mgrcadores de
@ senescencia celular:
2 SA-B-gal, p16, p21, lamin A/C,
Transfeccion de lamin B1.

MSFs

Figura 13. Metodologia del proyecto separada por objetivos. EI proyecto consta de dos objetivos
principales, el primero se realizard en fibroblastos de ratopin y el segundo en fibroblastos de raton
electroporados con pcDNA3.1-FLAG-pALT, el modelo de induccion de dafio y el andlisis de caracteristicas
senescentes sera el mismo para ambos objetivos.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Purificacion del plasmido pcDNAS3.1-FLAG-pALT

Se transformaron bacterias quimiocompetentes con 10 ng del plasmido pcDNA3.1 FLAG-
PALT o pcDNA3.1". Posteriormente las bacterias transformadas se sembraron en medio
Agar LB suplementado con ampicilina, y se incubaron por 16 h a 37°C. Pasado el tiempo
de incubacion se inocularon 250 ml de Medio LB liquido suplementado con Ampicilina con
una colonia de bacterias transformadas. Se cultivé a 37°C por 14 a 16 h en agitacion
vigorosa. Para purificar el plasmido se utilizo el kit “Plasmid Plus Maxi Kit” (No. Cat. 12965,
Quiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. El plasmido purificado se resuspendio
en agua Milli-Q estéril a una concentracion de 1ug/ul. El protocolo completo se encuentra

en Anexo 1.

6.2 Andlisis de restriccion

Para verificar la identidad del plasmido pcDNA3.1'FLAG-pALT se hizo un andlisis de
restriccion con las enzimas Hindlll, BamHIl y Smal. Para las reacciones de digestion se
incubaron 200 ng de plasmido con las enzimas de restriccion y el buffer de restriccion
apropiado, de acuerdo con las instrucciones del fabricante en un volumen final de 20 pl.
Posteriormente se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% con 0.01% de Sybr
Green en Buffer TAE con las muestras digeridas del DNA.

El protocolo completo se encuentra en Anexo 1.

6.3 Transfeccion de células HEK293 con Polietinelimina (PEI)

Se sembraron 3.5x10° células por pozo en una caja de 6 pozos en medio suplementado sin
antibidticos, al dia siguiente de transfectaron células HEK293T con PEI-DNA utilizando una
relacién 4:1 (4ug PEI por yg de DNA). Se transfectaron 2 pozos con plasmido pQBI-50
(GFP) para comprobar la eficiencia de transfeccion, 2 pozos con el plasmido pcDNA3.1-, y

2 pozos con el plasmido pcDNA3.1-FLAG-pALT. Se comprobd la eficiencia de transfeccién
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mediante la expresion de GFP al tomar fotografias en el microscopio de fluorescencia Nikon
ECLIPSE Ti-U y calcular la eficiencia de transfeccién ((Células GFP+/Células totales) x

100). El protocolo completo se encuentra en Anexo 1.

6.4 Obtencién de extracto de proteinas total de células

Se utiliz6 Buffer de Lisis RIPA para lisar a las células y se sonico en frio con 20 pulsos, se
centrifugd a 4°C a 3.9 rfcpor 10 min. Se recuperé el sobrenadante y se cuantificaron las
proteinas totales utilizando el DC™ Protein Assay Kit Il (Biorad, No. Catalogo 5000112). El

protocolo completo se encuentra en Anexo 1.

6.5 Western Blot

Se preparé un gel de poliacrilamida al 15%, las muestras se corrieron a 150 V por 2 h. Se
transfirio por aproximadamente 1 h a 400 miliamperes a una membrana de PVDF
(Inmobillion-P, Millipore # IPVYH00010) pre-activada en metanol al 100%. La membrana se
blogqueb con leche descremada Bio-RAD No. Cat. 1706404 al 3% en TBST durante 30 min
en agitacion. Se incubo con anticuerpo primario (1:1000) diluido en 2 ml de TBST durante
toda la noche en agitacion a 4°C. Posteriormente se incubd 1 h en agitacién a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario (1:5000 en TBST), protegido de la luz. Se revelé en
foto documentador Odyssey CLX® a una A de 700 u 800 nm. El protocolo completo se

encuentra en Anexo 1.

6.6 Aislamiento de fibroblastos de piel de ratén neonato (MSFs).

Los ratones CD1 neonatos se obtuvieron del Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de
la UNAM. Los ratones fueron mantenidos en cuartos a 22°C con ciclos de luz oscuridad de
12h y con disponibilidad ad libitum de alimento y agua. El cuidado y experimentacion fue

hecho respetando la legislacion para el manejo de animales de laboratorio. Los protocolos
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fueron aprobados por el Comité Interno del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio en
el protocolo CICUAL IFC-SCO174-21.

Se sacrifico al ratén neonato por decapitacion. Posteriormente se cort6 la colita, se lavo la
colita en PBS con antibidtico y antimicotico, y utilizando el kit de diseccion se cort6 la colita
en pedazos pequefios. Estos trozos de tejido se incubaron 30 min a 37°C en 500 pul de
tripsina, se inactivo la tripsina con 3.5 ml de medio de cultivo y se sembraron en una caja
de 6 cm con gelatina al 0.1%. El tejido se incub6 a 37°C con 5% CO,, 21% de O,y una

humedad relativa de 98%. El protocolo completo se encuentra en Anexo 1.

6.7 Cultivo de fibroblastos de raton (MEFs y MSFs)

Para realizar los experimentos se utilizaron fibroblastos embrionarios (MEFs) o neonatos
(MSFs) de ratén segun fuera el caso, almacenados a -195°C en Nitrogeno liquido que
fueron descongelados en bafio maria a 37°C por 2 min. Una vez resuspendidos en medio
de cultivo nuevo, 2x10° fibroblastos se sembraron en una caja de 10 cm de diametro, de la
cual posteriormente se tomaron las células necesarias para realizar los experimentos. Las

células se mantuvieron a 37°C con 5% CO. y una humedad relativa de 98%.

6.8 Aislamiento y cultivo de fibroblastos de piel de ratopin neonato (NSFs).

Los ratopines neonatos se obtuvieron de colonias reproductoras que se mantienen en un
cuarto acondicionado para ellos en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Los
ratopines fueron mantenidos a 28°C-30°C, con una humedad mayor al 50%, en oscuridad
y con disponibilidad ad libitum de alimento. El cuidado y experimentacion fue hecho
respetando la legislacién para el manejo de animales de laboratorio. Los protocolos fueron
aprobados por el Comité Interno del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio en el
protocolo CICUAL IFC-SCO174-21.

Se sacrificé al ratopin neonato por decapitacion. Posteriormente se corto la colita, se lavo
la colita en PBS con antibidtico y antimicético, y utilizando el kit de diseccion se corté la
colita en pedazos pequefios. Estos trozos de tejido se incubaron 30 min a 33°C en 500 pl
de tripsina, se inactivé la tripsina con 3.5 ml de medio de cultivo y se sembraron en una caja

de 6 cm con gelatina al 0.1%. El tejido se incub6 a 33°C con 5% CO3, 3% O, y una humedad
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relativa de 98%. Los fibroblastos de ratopin neonato se expandieron y congelaron cuando
se encontraban maximo en el pase 2 a una densidad celular de 1x10° células/ml de medio

de congelacién. El protocolo completo se encuentra en Anexo 1.

6.8.1 Cultivo de fibroblastos de ratopin neonato (NSFs)

Para realizar los experimentos se utilizaron NSFs almacenados a -195°C en Nitrégeno
liquido que fueron descongelados en bafio maria a 37°C por 2 min. Una vez resuspendidos
en medio de cultivo nuevo, aproximadamente 1x10° fibroblastos se sembraron en una caja
de 10 cm de diametro, de la cual posteriormente se tomaron las células necesarias para
realizar los experimentos. Las células se mantuvieron a 33°C con 5% CO2, 3% O, y una

humedad relativa de 98%.

6.9 Ensayo de actividad B-galactosidasa asociada a senescencia

Para realizar la tincion SA-Bgal se sembraron fibroblastos sobre cubreobjetos estériles en
cajas de 12 pozos. Los pozos fueron lavados con PBS y posteriormente fijados 5 min a
temperatura ambiente con solucién de fijacién para SA-Bgal, se dieron los lavados con PBS
y se agregd 1 ml de solucion de tincion por pozo. La solucién de tincién se incubé toda la
noche a 37°C (De 12 a 16 h max.). Posteriormente se dieron dos lavados con PBS y un
lavado con 500 pl de metanol, se dejé secar al aire libre. Los nucleos de las células se
tilieron con 500 pl de DAPI (1 mg/ml) durante 2 min. Las células se observaron en
microscopio de fluorescencia Nikon ECLIPSE Ti-U, se tomaron fotos en campo claro
(Tincion SA-Bgal) y a 460 nm (DAPI). Se calcul6 el porcentaje de células con actividad SA-
Bgal por campo, contando el numero de células pgal+ y el nimero total de células por campo

(Nucleos tefidos con DAPI). El protocolo completo se encuentra en Anexo 1.

6.10 Inmunofluorescencia

Para realizar la inmunofluorescencia se sembraron fibroblastos sobre cubreobjetos estériles
en cajas de 12 pozos. Los pozos fueron lavados con PBS y posteriormente fijados con PFA
4% durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormente las células se permeabilizaron

con PBS/Triton 0.5% por 5 min a temperatura ambiente. Las células se bloquearon durante
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30 min con PBS/BSA 5% y después fueron incubadas con 130 pl de anticuerpo primario
diluido en PBS/BSA 2% a 4° C toda la noche en camara hiumeda. Posteriormente se incubo
con 130 pl de anticuerpo secundario Alexa Fluor® diluido en PBS/BSA 2% (1:500) a
temperatura ambiente por 1 h protegido de la luz, los nucleos fueron tefiidos con DAPI
durante 2 min. Los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con una gota de
Fluoromont, y se dejaron secar en la obscuridad por un minimo de 2 h. Las fotografias de
inmunofluorescencias se tomaron utilizando un microscopio confocal LSM 710. El protocolo

completo se encuentra en Anexo 1.

6.11 Extraccion de RNA de tejidos y células adherentes

Se extrajo RNA de células HEK292T y NSFs y de pulmén de ratopin utilizando el reactivo
TRIzol (Invitrogen, No. Catalogo 15596026) siguiendo las instrucciones del fabricante. El
RNA obtenido se disolvi6é en 20 pl de agua libre de RNasas, se incub6 la soluciéon 10 min a

55-60°C, y finalmente se almacend a -20°C.

6.12 Sintesis de cDNA

Se utilizé el Kit de transcripcion inversa de cDNA de gran capacidad (Applied Biosystems,
No. Cat. 4368814) para realizar la sintesis de cDNA siguiendo las instrucciones del

fabricante.

6.13 PCR

A partir del cDNA sintetizado se llevd a cabo una PCR de 30 ciclos en un termociclador
Veriti 96 well de Applied Biosystems. Las secuencias de los primers utilizados para
amplificar parte del mMRNA de pALTNK4ab y B.actina se encuentran en el Anexo. La

concentracion final de los primers en la reaccién de PCR fue de 0.66 uM.
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6.14 Analisis Estadisticos

Para realizar todas las pruebas estadisticas se utiliz6 R para elaborar las graficas se
utilizé GraphPad Prism version 8.4.3 para Windows, GraphPad Software, San Diego,

California USA, www.graphpad.com.
Todos los andlisis estadisticos pueden ser consultados en el siguiente enlace:
https://rpubs.com/Lau_Cano/1026437

[1] R Core Team (2020). R: A language and environment for statistical computing. R

Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/.

7. Resultados

1. Purificacion y verificacion de la identidad del plasmido pcDNA3.1-FLAG-
PALT.

En primer lugar, se transformaron bacterias competentes con el plasmido pcDNA3.1' FLAG-
PALT (Figura 14A), de las cuales se purifico el plasmido. Posteriormente para verificar la
identidad del plasmido se realiz6 un andlisis de restriccion, se eligieron las enzimas BamHlI,
Hindlll y Smal. Como se puede ver en la figura 15B en el carril 1 se cargé el plasmido
digerido con la enzima de restriccion BamHlI, la cual al tener solo un sitio de corte en el
plasmido ocasiona la linealizacion de éste, generando un solo fragmento de un peso
molecular de 6301pb; en el segundo carril se cargé el plasmido digerido con la enzima de
restriccion Hindlll, con la cual se genera también un solo fragmento de 6301 pb porque solo
corta en un sitio del plasmido; en el carril 3 se cargoé el plasmido digerido con la enzima de
restriccion Smal que tiene dos sitios de corte y genera dos fragmentos, uno de 4569 pb y
otro de 1732 pb; en el carril 4 se cargd el plasmido digerido con las enzimas BamHI y Hindlll,
con lo que se producen dos fragmentos, uno de 5409 pb y otro de 892 pb; finalmente, en el
ultimo carril se cargo el plasmido sin digerir, en este Gltimo carril se observan varias bandas,

esto se debe a que los plasmidos pueden superenrollarse y de esta forma migrar un poco
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mas rapido y también pueden concatenarse varios pladsmidos y por esta razén hay bandas

con un peso molecular mayor al del plasmido individual.
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Figura 14. Andlisis de restriccion de plasmido pcDNA3.1'FLAG-pALT. A) Plasmido pcDNA3.1-FLAG-pALT. Se
encuentran seleccionados los sitios de corte de enzimas de restriccion de interés. B) Electroforesis en gel de
agarosa al 1% de digestion enzimatica de pcDNAS3.1-FLAG-pALT. M: marcador de peso molecular 1 kb Plus
DNA Ladder, 1: pcDNA3.1-FLAG pALT digerido con la enzima BamHI (genera un fragmento de 6301 pb), 2:
pcDNA3.1-FLAG pALT digerido con enzima Hindlll (genera un fragmento de 6301 pb), 3: pcDNA3.1-FLAG pALT
con la enzima Smal (genera dos fragmentos, uno de 4569 pb y otro de 1732 pb), 4. pcDNA3.1-FLAG pALT
digerido con las enzimas BamHI y Hindlll (genera dos fragmentos, uno de 5409 pb y otro de 892 pb), 5:
pcDNA3.1-FLAG pALT sin digerir (se observa el plasmido super enrollado).

Una vez verificada la identidad del plasmido pcDNA3.1-FLAG-pALT se verificé la expresion
de la proteina FLAG-pALT. Para esto se tranfectaron de forma transitoria con PEI células
HEK293T (porque son de fécil transfeccion) con el plasmido pcDNA3.1'FLAG-pALT o con
el vector vacio (pcDNA3.1) y se realiz6 un Western blot utilizando un anticuerpo primario
anti-FLAG. Como se puede observar en la figura 15, incluso desde 10 ug de extracto de
proteina total es posible observar la expresion de la proteina FLAG-pALT con un peso
esperado de 16 kDa. Se detecto a la proteina a-Tubulina como referencia de una proteina
constitutiva para mostrar que la cantidad de proteina cargada en cada carril fue la misma
entre las réplicas. Se verificé la eficiencia de transfeccidn y la integridad comparable de las
muestras al tefiir la membrana con rojo de Ponceau (Figura 15 B). Con este experimento
se demuestra que la proteina FLAG-pALT se expresa en células transfectadas con el
plasmido pcDNA3.1'FLAG-pALT.
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Figura 15. FLAG-pALT se expresa en células HEK293T transfectadas con plasmido pcDNA3.1-FLAG-
pPALT. A) Western blot de FLAG-pALT y a-Tubulina a partir de extracto proteico de células HEK293T
transfectadas con plasmido pcDNA3.1-FLAG-pALT. B) Tincion con Rojo de Ponceau. Marcador de peso
molecular Precision Plus Protein Dual Color (BioRad, No. Catalogo 1610374).

2. Fibroblastos de piel de ratopin son resistentes al establecimiento de senescencia

celular inducida por dafio al DNA con Etopésido.

En estudios previos se determind que fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs, por sus
siglas en inglés) se vuelven senescentes después de 5 dias de haber sido tratados por 2 h
con 120 uM de etopésido, un agente que se une covalentemente a la Topoisomerasa,
causando rupturas de doble cadena al DNA. Dado que en este trabajo se estudiaron
fibroblastos de piel de ratopin neonato (NSF, por sus siglas en inglés), fue necesario
verificar que los fibroblastos de piel de ratdn neonato (ya no embrionarios) también se

vuelven senescentes con el mismo tratamiento de Etopdsido.

Se estudiaron tanto MSF como MEFs como control positivo y se indujo dafio al DNA con un
tratamiento con etopdésido 120 uM por 2 h. Se retiré el Etoposido y se dejé a las células
recuperarse para analizarlas a los 3 y 5 dias posteriores al dafio, para comparar el
porcentaje de células senescentes, identificadas por tener actividad de [(-galactosidasa
asociada a la senescencia (SA-Bgal) (Figura 16). Se obtuvo un porcentaje similar de células
con actividad SA-Bgal a partir de los 3 dias; sin embargo, se puede apreciar que a los 5
dias in vitro posterior al dafio el nimero de células Bgal en el control incrementa

significativamente, por lo que a los tres dias se aprecia una diferencia mayor entre las
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células tratadas con etopdsido y las que no fueron tratadas (Figura 16 C). Adicionalmente
se evaluo la subletalidad del tratamiento con etopdsido mediante la contabilizacion de los
ndcleos apoptéticos observados en cada condicién. Se encontré que tanto después de 3
como de 5 dias in vitro (DIV) posterior al dafio, las células dafiadas con etopdésido tienen un
porcentaje de nucleos apoptéticos de alrededor del 15 %, indicando que el tratamiento es
subletal (Figura 16 D) y es eficiente en inducir el establecimiento de senescencia celular
(Figura 16 C). Debido a que 3 dias in vitro son suficientes para obtener alrededor del 80 por
ciento de células Bgal positivas en la condicion de dafio con menos del 20 % de células
Bgal positivas en el control, se decidié usar estas condiciones para realizar los siguientes

experimentos.
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Figura 16. Los fibroblastos de piel de raton neonato responden de forma similar a los fibroblastos embrionarios
de ratén ante el tratamiento con etopdsido 120 uM. Fotos representativas de la tincion para detectar la actividad
SA-Bgal en MEFs y MSFs con 3 A) y 5 B) DIV post dafio. Se muestran células en campo claro y nucleos tefiidos
con DAPI. Barra de escala, 100um. C) Cuantificacion de células SA-Bgal positivas en las condiciones indicadas.
D) Subletalidad del tratamiento. Porcentaje de ndcleos apoptoticos por condicion. Un experimento realizado por
triplicado, de cada triplicado se tomaron 15 campos, se contabilizaron mas de 150 células por triplicado de cada

condicion. La barra de error representa la desviacion estandar de la media.

Una vez demostrado que los fibroblastos de ratébn neonato son igual de susceptibles que
los MEFs al tratamiento de etopésido para inducir senescencia celular, entonces se

comparo la respuesta con los fibroblastos de ratopin neonato.

Para comprobar que el tratamiento con etopdsido previamente probado en MSFs tuviera un
efecto significativamente menor en NSFs, se indujo dafio al DNA con 120 uM de etopésido
por 2 h 'y se analiz6 a los 3 DIV posteriores al dafio el porcentaje de células con actividad
SA-Bgal. Se cuantifico el nUmero de nucleos totales por campo y posteriormente con este
dato se calculé el nimero de nucleos por cm?, finalmente también se cuantificaron los

ndcleos apoptdéticos por campo y se calculé el porcentaje de nucleos apoptéticos por
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condicion (Figura 17). Se encontr6 que mientras que los fibroblastos de piel de raton
exhibieron alrededor del 80 % de células SA-Bgal positivas después de inducir dafio al DNA,
Unicamente el 20 % de los fibroblastos de piel de ratopin dafiados con etopésido se
volvieron SA-Bgal positivos, porcentaje significativamente menor que incluso lo observado

en la condicion control de los fibroblastos de raton (Figura 17 A, B).
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Figura 17. Los fibroblastos de piel de neonato de ratopin son resistentes al establecimiento de
senescencia celular inducida por dafio al DNA con etopdsido 120 uM detectada por actividad SA-pgal e
inhibicion de la proliferacion. A) Fotos representativas de tincion SA-Bgal en MSFs y NSFs con induccién de
dafio al DNA con etopdsido. Barra de escala, 100um. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. B) Cuantificacién
de células Bgal positivas. C) Grafica del nimero promedio de células por cm? por condicion. D) Porcentaje de
nucleos apoptéticos por condicién. La barra de error representa la desviacion estandar de la media. Se realizé
ANOVA de dos vias con prueba post hoc TUKEY. “**** P < 0.0005, “**” P<0.005, “*” P < 0.05, ” “ P>0.05.
Experimento realizado en colaboracién con M. en C. Berenice Franco Juérez.

Estos resultados muestran que los fibroblastos de piel de ratopin son menos susceptibles
al establecimiento de senescencia, evaluada por actividad SA-Bgal, por lo tanto, el modelo
de induccién de senescencia por dafio al DNA con etoposido aqui utilizado es eficiente en

inducir senescencia en fibroblastos de ratén, pero no asi en fibroblastos de ratopin.
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3. La expresion heter6loga de FLAG-pALT en MSFs promueve la resistencia al

establecimiento de senescencia celular inducida por dafio al DNA.

Para comprobar si pALT'NK4¥btiene un efecto sobre el establecimiento de la senescencia
celular, se electroporaron MSFs, ya sea con el vector vacio (plasmido pcDNA3.1") o el
vector de expresion de pALT'NK4¥b (hcDNA3.1'FLAG-pALT) para después inducir dafio
al DNA con el modelo previamente estandarizado y posteriormente analizar si su
expresion evita que los fibroblastos de piel de ratén se vuelvan senescentes. La
eficiencia de transfeccién por electroporacion que se obtuvo fue del 20 al 40 %. Se
estudiaron varias caracteristicas de la senescencia celular, incluida la inhibicién de la
proliferacién, alteraciones en la morfologia nuclear, actividad SA-Bgal y alteraciones en

las laminas A/C y lamina B1). Adicionalmente se estimd la viabilidad.

3.1. El tratamiento con etopdsido 120 UM es subletal e inhibe la proliferacion en MSFs
transfectados con pcDNA3.1- 0 pcDNA3.1-FLAG-pALT.

Una de las caracteristicas que se analiz6 después de la electroporacion y la induccion
de dafio al DNA fue la subletalidad del tratamiento, ya que el proceso de transfeccion
podria hacer a las células mas sensibles al tratamiento con etopésido, se estudio la
letalidad mediante la cuantificacién de nucleos apoptéticos. Como puede apreciarse en
la Figura 18 B, de forma interesante se observd que las células sometidas a dafio al
DNA con etopdsido y que expresan a FLAG-pALT tienen un porcentaje de células
muertas mayor (determinado por identificacion de nucleos apoptéticos) comparados con
los fibroblastos transfectados con el vector vacio, mientras que los fibroblastos de la
condicién control exhiben aproximadamente el mismo porcentaje de muerte celular sin

importar la expresién de FLAG-pALT (Figura 18 B).
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Figura 18. La expresion heteréloga de pALT'NK4ab en fibroblastos de piel de raton incrementa el porcentaje de
nacleos apoptdticos y disminuye la proliferacién celular. A) Fotos representativas de nucleos de MSFs
electroporados con pcDNA3.1" 0 pcDNA3.1'FLAG-pALT con o sin induccién de dafio al DNA con etoposido
tefiidos con DAPI. Se sefiala con lineas punteadas rojas nucleos apoptéticos, mientras que en verde se muestra
un nucleo sano. Barra de escala 100um. B) Gréfica de porcentaje de nucleos apoptéticos. C) Grafica del nimero
de células promedio por cm? por condicién. Cada punto representa un experimento independiente, se muestra
Unicamente el conjunto de los tres experimentos tomando la media de cada experimento independiente para
graficar y llevar a cabo los andlisis estadisticos. La barra de error representa la desviacion estandar de la media.
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Cada experimento independiente se realizé por triplicado. Se tomaron 25 campos por cada triplicado de cada
experimento y se contabilizaron al menos 150 células por triplicado. Se realiz6 ANOVA de dos vias con prueba
post hoc TUKEY. “***” P < 0.0005, “**” P<0.005, “*” P < 0.05, ” “ P>0.05.

La expresion de FLAG-pALT'NK4a® disminuye la proliferacion de MSFs

Como medida de la proliferacién celular se contabilizaron las células en cada uno de los
campos tomados y posteriormente se calcul6 con este dato el numero promedio de células
por cm? que se muestra en la grafica del panel C de la figura 18. Se observé que los
fibroblastos que expresan a FLAG-pALTNK4a> myestran una menor proliferacion celular en
ambas condiciones (control y dafio) comparados con los fibroblastos transfectados con el
vector vacio. Esto no es de extrafiarse pues se sabe que pALTN4¥b jnhibe el ciclo celular
(Tian, X., et al., 2015) por lo tanto, la disminucién en la proliferacion observada podria
deberse a esto. Adicionalmente se encontré que la induccion de dafio al DNA con etopésido
disminuyé también la proliferacion celular en los fibroblastos sin importar si expresan o no
a FLAG-pALT. Este resultado era esperado, ya que al inducir dafio al DNA con etopésido
se vuelven senescentes los fibroblastos de raton, y hay que recordar que una caracteristica
de la senescencia celular es un arresto del ciclo celular, que puede traducirse en una menor

densidad celular.

3.3. Laexpresion de FLAG-pALT en MSFs redujo el porcentaje de células con actividad
SA-Bgal.

Como parte del andlisis de caracteristicas de la senescencia celular se cuantifico el
porcentaje de células con actividad SA-Bgal, uno de los marcadores mas utilizados al
estudiar senescencia celular. En la Figura 20 se puede observar que los fibroblastos
sometidos a dafio al DNA mostraron un incremento en el numero células con SA-Bgal
comparado con células sin tratamiento; sin embargo, los que expresaron a FLAG-
pALTNK4d mostraron un menor nimero de células con actividad SA-pgal que los
transfectados con el vector vacio. A pesar de no encontrarse una diferencia
estadisticamente significativa si se observa una tendencia a la baja en cada uno de los
tres experimentos independientes, pero de forma interesante no se encontré una

diferencia significativa estadisticamente entre los fibroblastos que expresan FLAG-pALT
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INK4alb dafiados con etopodsido y los fibroblastos control electroporados con el vector

vacio (Figura 19 B).
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Figura 19. La expresion de FLAG-pALT™®/5 an fibroblastos de piel de ratén disminuye la actividad SA-

pgal al ser sometidos a dafio al DNA. A) Fotos representativas de MSFs electroporados con pcDNA3.1" o
pcDNA3.1'FLAG-pALT con y sin induccion de dafio al DNA con etopésido con tincién para detectar SA-Bgal y
nucleos tefiidos con DAPI. Barra de escala 100pm. B) En la grafica se presenta el porcentaje de células Bgal
positivas. Cada punto representa un experimento independiente, se muestra Unicamente el conjunto de los tres
experimentos tomando la media de cada experimento independiente para graficar y llevar a cabo los andlisis
estadisticos. La barra de error representa la desviacion estandar de la media. Cada experimento independiente
se realiz6 por triplicado. Se tomaron 25 campos por cada triplicado de cada experimento y se contabilizaron al
menos 150 células por triplicado. Se realiz6 ANOVA de dos vias con prueba post hoc TUKEY. “***” P < 0.0005,
“**” P<0.005, “*” P < 0.05, " “ P>0.05.

3.4. Las alteraciones en la morfologia nuclear de MSFs con dafio al DNA son menores

cuando expresan FLAG-pALT /Nk4a/b,

Una caracteristica de las células senescentes es la presencia de alteraciones en la
morfologia nuclear, generadas en parte por una pérdida de la lamina Bl y una
estabilizacién de las ldminas A/C. Para determinar si los fibroblastos de piel de raton
gue fueron electroporados con pcDNA3.1'FLAG-pALT mostraron una morfologia
nuclear sana, se analiz6 la morfologia nuclear y se cuantificaron las alteraciones
encontradas. En primer lugar, se observé que la induccion de dafio en fibroblastos de
ratén incrementa el porcentaje de células con ndcleos con deformidades comparado
con el control. Ademés de obtener una menor cantidad de células con actividad SA-
Bgal, se encontré6 un porcentaje menor de células con nucleos con alteraciones
morfologicas en los fibroblastos de raton sometidos a dafio que expresaron FLAG-

PALT'NK4ahb (Figura 20). Es importante destacar que hubo una gran variacion en uno de
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los experimentos independientes; sin embargo, en los tres experimentos se observa
una tendencia a la disminucién del porcentaje de alteraciones en la morfologia nuclear

en los fibroblastos tratados con etopdsido y que expresan FLAG-pALTNK4a/b,
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Figura 20. La expresion de FLAG-pALT"\'K‘“"/b en MSFs dafados con etopésido muestran una
disminucion en alteraciones de la morfologia nuclear. A) Fotos representativas de nucleos de MSFs
electroporados con pcDNA3.1" 0 pcDNA3.1'FLAG-pALT con y sin induccion de dafio al DNA con etopdsido
cuyos nucleos fueron tefiidos con DAPI. Se contornea en rojo un nicleo con morfologia alterada y en verde

dos nucleos con morfologia normal. Barra de escala 100um. B) Gréfica de porcentaje de nicleos deformes
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por condicion. Cada punto representa un experimento independiente, se muestra Gnicamente el conjunto
de los tres experimentos tomando la media de cada experimento independiente para graficar y llevar a cabo
los andlisis estadisticos. La barra de error representa la desviacion estandar de la media. Cada experimento
independiente se realiz6 por triplicado. Se tomaron 25 campos por cada triplicado de cada experimento y
se contabilizaron al menos 150 células por triplicado. Se realizé6 ANOVA de dos vias con prueba post hoc
TUKEY. “**” P < 0.0005, “**” P<0.005, “*” P < 0.05, " “ P>0.05.

Como parte del andlisis de la morfologia nuclear se realizé inmunofluorescencia contra
las laminas A/C y debido a que una de las caracteristicas de las células senescentes
en el envejecimiento es una disminucion de la lamina B1, también se hizo una
inmunofluorescencia para detectar a la lamina B1 y determinar el cambio en la expresién
de ésta en los distintos tratamientos. De forma interesante se encontré que la expresion
de FLAG-pALTNK4¥b en |os fibroblastos sometidos a dafio al DNA disminuyd las
alteraciones en la envoltura nuclear, si bien no cambié la intensidad de la fluorescencia
de las laminas A/C (Figura 21 D). Adicionalmente se encontr0 que la expresion de
FLAG-pALT™k4ab ng gener6 un cambio significativo en la intensidad de fluorescencia de
la lamina B1 como resultado del tratamiento con etopésido, aunque hubo variacién en
los resultados. En dos de los tres experimentos independientes realizados se observo
gue la intensidad de fluorescencia de los fibroblastos que fueron transfectados con el
vector vacio y tratados con etoposido mostraron un nivel de intensidad de fluorescencia
muy similar con aquellos que fueron transfectados con el plasmido pcDNA3.1-FLAG-
PALT, asi como con los demas grupos experimentales analizados, mientras que en el
tercero los fibroblastos que fueron transfectados con el vector vacio y tratados con
etoposido mostraron una intensidad de fluorescencia muy elevada comparados con los
fibroblastos de los otros grupos, esto pudo deberse a una variacion experimental no
detectada al momento de realizar el experimento. Con el fin de consolidar el efecto que
la expresion de FLAG-pALT tiene sobre la intensidad de fluorescencia de lamina B1, es

necesario realizar experimentos adicionales.
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Figura 21. Los fibroblastos de piel de raton tratados con etopésido que expresan FLAG-pALT'NK4&b

tienen menos alteraciones en la envoltura nuclear. A) y B) Inmunofluorescencia contra lamina A/C y
lamina B1 respectivamente de MSFs electroporados con pcDNA3.1" 0 pcDNA3.1'FLAG-pALT con y sin
induccion de dafio al DNA con etopdsido. Reconstruccion SD de Z-Stack. Se sefiala con punta de flecha
roja dos nucleos con invaginaciones en la envoltura nuclear, mientras que con punta de flecha verde se
muestra el patrén de expresién de lamin A/C en un nlcleo sano. Barra de escala: 50um. C) Grafica de
porcentaje de deformidades en lamin A/C. Se realizo ANOVA de dos vias con prueba post hoc TUKEY. D)
y E) Gréfica de intensidad de fluorescencia por ndcleo de inmunofluorescencia contra lamina A/C y lamina
B1 respectivamente. Se realiz6 prueba estadistica no paramétrica Kruskal-Wallis para D y ANOVA de dos
vias para E. Se realizaron tres experimentos independientes, se muestra Gnicamente el conjunto de los tres
experimentos tomando la media de cada experimento independiente para graficar y llevar a cabo los
andlisis estadisticos. Cada experimento independiente se realizd por triplicado. De cada triplicado se
analizaron 150 células, se calculd la intensidad de fluorescencia, asi como las anormalidades nucleares.

“* P < 0,0005, “**” P<0.005, “*" P < 0.05, " “ P>0.05.

Debido a que la eficiencia de transfeccién de los fibroblastos primarios es relativamente
baja (20-40%) es posible que el efecto de la expresion de FLAG-pALT'NK4P en |os
fibroblastos sometidos a dafio al DNA se enmascare en los experimentos descritos
anteriormente, ya que se analizé la poblacién celular total, sin distinguir a las células
transfectadas de las que no. Tal vez por esta razbn no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en algunos experimentos; sin embargo, es importante
enfatizar que si se observaron tendencias claras que indican que la expresion de FLAG-
PALTNK4ab disminuyd la senescencia celular. Con el fin de comprobar inequivocamente que
la expresion de FLAG-pALTNK4ab disminuye la senescencia celular, se repitieron los analisis
identificando mediante inmunofluorescencia a las células que expresan FLAG-pALTNK4ab,
tomandose como control a las células que no fueron transfectadas en la misma caja de

cultivo.
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En primer lugar, se realizd0 una tincion SA-Bgal de fibroblastos electroporados con
pcDNA3.1'FLAG-pALT y posteriormente se llevé a cabo una inmunofluorescencia contra
FLAG para identificar las células que expresan la proteina FLAG-pALT. Se realizd un Unico
experimento por triplicado y se contabilizaron 50 células por condicién. De forma interesante
se encontro que los fibroblastos que fueron positivos para FLAG y que por lo tanto expresan
PALTNK4ab mostraron un porcentaje mucho menor de células con actividad SA-Bgal en
todas las condiciones comparadas con las células que no expresan pALTN®4a® (Figura 22
B), asi como una disminucién significativa de alteraciones en la morfologia nuclear (Figura
22 D). Adicionalmente se encontré que la muerte celular incrementa en los fibroblastos que
expresan FLAG-pALT'NK4ab y que las alteraciones en la morfologia nuclear disminuyen

significativamente (Figura 22 C).

64



Etopdsido

Control

Morfologia nuclear alterada

)

D

Muerte celular

—_—

@,

Células con actividad SApgal

—_

an

pALT
B pALT+

(XX

— T T T 1
<+ @ o~ - =]

S3ULIOJOP SO3|INN %

< o o =}

@ N -

soonoidode sospPNN %

& ]
+ ]

+|eb-¢ sejnjp) %

T
Etop

Ctrl

.
Etop

Ctrl

65



Figura 22. La expresion de FLAG- pALTNK4ab en fiproblastos de piel de raton disminuye el nimero
de células con actividad SA-Bgal, alteraciones en la morfologia nuclear y promueve la muerte
celular. A) Fotos representativas de tincion para detectar actividad SA-fgal e inmunofluorescencia contra
FLAG en fibroblastos de piel de raton electroporados con pcDNA3.1"FLAG-pALT con o sin induccion de
dafio al DNA con etopésido. Barra de escala: 100 um. B) Cuantificacion de células con actividad SA-Bgal.
C) Gréfica de porcentaje de nucleos apoptoticos. D) Cuantificacion de ndcleos con morfologia alterada. Se
realizé un experimento independiente por triplicado, se analizaron 50 células con expresion de FLAG-

pALTNK4ab y 50 células sin expresion de la proteina por cada triplicado.
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Figura 23. La expresion de FLAG-pALTNK4ab en fiproblastos de piel de ratén disminuye las
alteraciones en la morfologia nuclear y su localizacién en nucleo correlaciona con células en
proceso de muerte celular. A) Fotos representativas de inmunofluorescencia contra lamina B1y FLAG en
MSFs electroporados con pcDNA3.1'FLAG-pALT con o sin induccién de dafio al DNA con etopdsido.
Reconstruccion SD de Z-Stack. Barra de escala: 50um. Se sefiala con punta de flecha blanca la
localizacién intracelular de FLAG-pALTNK4ab citoplasmatica, mientras que con punta de flecha roja se
sefiala una localizacién nuclear, las puntas de flecha azules muestran nudcleos apoptéticos y las verdes
sefialan nucleos con alteraciones en la envoltura nuclear. B) Cuantificacién de nicleos deformes por
condicion. C) Gréfica de porcentaje de nucleos apoptéticos. D) Intensidad de fluorescencia de ldmina B1.
E) Grafica de porcentaje de células con la localizacion intracelular de FLAG-pALT'NK4ab jndicada. Se
realizaron dos experimentos independientes por triplicado. En total se analizaron 50 células con expresién
de FLAG-pALTNK4ahb y 50 células que no expresaron esta proteina por experimento.

Continuando con el analisis de caracteristicas senescentes se realizaron dos experimentos
independientes en los que se llevo a cabo una doble inmunofluorescencia para detectar a
FLAG y a la ldmina B1 simultaneamente (Figura 23). Se puede observar, contrario a lo
esperado, que en ambos experimentos los fibroblastos que no expresan FLAG-pALTNK4ab
sometidos a dafio al DNA muestran un ligero aumento en la intensidad de fluorescencia
correspondiente a la deteccién de la lamina B1 comparados con los fibroblastos que si
expresan FLAG-pALTNK4¥b (Figura 23 D); sin embargo, las alteraciones en la morfologia

nuclear muestran una marcada disminucién en las células que expresan FLAG-pALTNk4ab
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(Figura 23 B). De forma muy interesante se observa que el porcentaje de nucleos deformes
en las células con dafio al DNA que expresan FLAG-pALTNK4ab  es incluso menor que en
los fibroblastos sin dafio que no expresan esta proteina, lo cual nos habla de una clara

actividad protectora de la morfologia nuclear de la proteina pALT'NK4/b,

Se encontré también que cuando los fibroblastos expresan FLAG-pALT'NK4¥b | porcentaje
de nucleos apoptéticos aumenta significativamente cuando los fibroblastos son dafiados
(Figura 23 C), lo cual puede deberse a un mecanismo de evasion de la senescencia celular
en el que pALTNK4P parece promover la muerte celular para prevenir la acumulacion de
células senescentes. Una observacion interesante a lo largo de los experimentos anteriores
fue que la localizacion de FLAG-pALT'NK4¥b cambié al inducir dafio al DNA, encontrandose
mas en el nacleo (Figura 23 E). A pesar de haber variaciones en la localizacién subcelular
en la condicion control, cuando los fibroblastos se sometieron a dafio al DNA el Unico
compartimento subcelular en el que se incrementa la expresién de la proteina FLAG-

PALTNK4@b fye en el nucleo.

4. pALTNK4ab ge expresa en fibroblastos de piel de neonato de ratopin.

Como parte de las perspectivas del proyecto, con el fin de comprobar que pALTNK4ab
previene el establecimiento de la senescencia celular en el ratopin se planea silenciarlo en
fibroblastos de piel de neonato de ratopin utilizando un siRNA, inducir senescencia con el
modelo de dafio al DNA con etopésido y evaluar la presencia de células senescentes. Para
esto en primer lugar se comprobd la expresion de pALTNK4ab en fibroblastos de piel de
neonato de ratopin, tanto en condicién control como en condicién de dafio con etopésido
120 uM (Figura 24). Se realiz6 una PCR con cDNA sintetizado a partir de RNA extraido de:
pulmén de ratopin neonato como control positivo, debido a que se ha reportado que
PALTNK4ab se expresa en este 6rgano (Tian, X., et al., 2015); fibroblastos de piel de neonato
en condicion control y dafiados con etoposido; asi como de células HEK293T, pues se sabe

que pALT'NK4¥b ng se encuentra en humano.
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Figura 24. pALTNK4ab ge expresa en fibroblastos de piel de ratopin neonato. Para comprobar que
pALTNK4ab e expresa en fibroblastos de piel de ratopin y de esta forma asegurar su posible papel en la
regulacion de la senescencia en estas células, se extrajo RNA de pulmén de ratopin para utilizar como
control positivo pues Tian y colaboradores (Tian, X., et al., 2015) reportaron que pALT'NK4ab se expresa en
este 6rgano, RNA de NSFs control y tratados con etopésido, asi como RNA de células HEK293T como
control negativo. Se realiz6 una PCR de pALT'NK4ab y B-actina de cDNAs sintetizados a partir de las
muestras antes mencionadas. Gel de agarosa al 2%. Las secuencias de primers utilizados se encuentran

en el Anexo 2.

Discusion

El envejecimiento lejos de ser universal es un proceso muy variable entre las especies,
habiendo especies que tienen un envejecimiento muy distinto al que como humanos
experimentamos, llegando incluso a existir ejemplos de organismos que no envejecen en
absoluto. Es importante también resaltar que es un proceso que varia en la tasa en que se
lleva a cabo, asi pues, es posible que existan organismos de distintas especies con una
forma de envejecimiento similar pero que envejecen a ritmos distintos, es decir, una especie
envejece mas rapido que otra, pero manteniendo el mismo patrén de envejecimiento. Como
se menciond en la introduccion, el ratopin es un organismo que tiene un envejecimiento
muy particular sobre todo porque envejece de una forma muy saludable, sin desarrollar la
mayoria de las enfermedades relacionadas con la edad que afectan a muchos mamiferos
incluido el humano. Algo interesante es que no parecen acumular células senescentes
conforme envejecen (Kawamura, Y., et al., 2020). En este punto es importante recordar que

las células senescentes cumplen funciones muy importantes en diversos procesos
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biol6gicos en el organismo como lo son el desarrollo embrionario, el cierre y cicatrizacién
de heridas, asi como en la regeneracion celular. Las células senescentes tienen un papel
destacado en la sefalizacién necesaria para el correcto funcionamiento de cada uno de los
procesos biol6gicos mencionados, y se encuentra muy bien regulada su presencia, siendo
eliminadas por las células del sistema inmune de forma eficiente. El dafio al DNA es el
principal inductor de senescencia celular en el organismo adulto, en algunas especies como
el ratén y el humano la acumulacién de células senescentes conlleva a la manifestacion del
envejecimiento y enfermedades asociadas a la vejez. Las células senescentes se acumulan
debido a que conforme los organismos envejecen ya no son eliminadas eficientemente por
el sistema inmunoldgico, y también debido a que expresan proteinas antiapotéticas que las

hacen resistentes a la muerte por apoptosis (Galluzzi, L., et al., 2018).

En este trabajo propusimos que posiblemente uno de los mecanismos particulares que evita
gue el ratopin acumule células senescentes conforme avanza la edad, es la resistencia que
tienen sus células a entrar en senescencia. Probablemente pALT™K43 tiene una funcion
regulatoria de los productos del locus INK4, debido a que se encuentra codificado en este
locus, que es un regulador clave de la senescencia celular. EI hecho de que esta isoforma
no se haya encontrado en otras especies al momento, pero si en ratopin, con el antecedente
de que este organismo no acumula células senescentes conforme incrementa su edad, y
gue sus células en cultivo son resistentes al establecimiento de la senescencia, nos hace
pensar que pALT™NK4b |e permite tener un control adecuado de la senescencia celular,
manteniendo las funciones fisiologicas de la senescencia celular, y evitando la adquisicién
del fenotipo senescente fuera de contextos fisiolégicos y su progresiva acumulacion. El
objetivo de este trabajo fue estudiar si la isoforma pALT'NK4®  promueve esta resistencia a
desarrollar senescencia celular. Para responder esta pregunta se expreso heterélogamente
PALTNK4ab en fibroblastos de piel de ratén y se encontré que la misma exposicién a
etopdsido que induce senescencia celular en fibroblastos de raton, induce senescencia en
un porcentaje menor de fibroblastos de ratén que expresan heterélogamente pALTNK4ab,
determinado por la actividad de SA-Bgal (Figura 19), asi como anormalidades en la
morfologia nuclear y en la envoltura nuclear (Figura 20 - Figura 21). Un posible mecanismo
mediante el cual pALTNK42 disminuye el nimero de células senescentes podria ser
resultado de la competencia de union a CDKs entre p16'NK4a y pALTNK4ab  pyes p15/NKB
especificamente mediante su region amino terminal (region presente en pALT'NK4ab) se une

de forma mas eficiente a CDKs que p16™K43(Xia, Y., et al., 2021), lo cual podria desplazar
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a p16'™K4ay promover su degradacion, disminuyendo asi la expresién del SASP (Buj, R., et
al., 2021), y la formacion de SAHF (Lu, Y., et al., 2017).

Una observacién desconcertante fue que la expresion de la lamina B1 no disminuy6 en las
células tratadas con etopésido independientemente del plasmido con el cual fueron
transfectadas, ya que se ha reportado que los niveles de la lamina B1 disminuyen en
fibroblastos de ratén en senescencia replicativa o inducida por activacion de un oncogén,
asi como en fibroblastos derivados de pacientes con progeria, con sindrome de
envejecimiento acelerado y en la piel humana cronolégicamente envejecida (He, S. &
Sharpless., 2017). Sin embargo, es importante mencionar que la expresion de la lamina B1
en las células senescentes se ha observado principalmente en modelos de envejecimiento,
son pocos los estudios en los que se ha observado una disminucion en la expresién de esta
proteina en modelos de senescencia prematura inducida por estrés (Wang, A. et al., 2017)
(Saito, N., et al., 2019). Notamos que en uno de los tres experimentos aumentd la ldmina
B1 en los fibroblastos transfectados con el vector vacio y tratados con etopésido, esto pudo
deberse a una diferencia metodoldégica en el proceso de realizacion de las
inmunofluorescencias de cada réplica experimental, se utilizé el mismo anticuerpo y las
mismas condiciones asi como los mismos parametros al tomar las fotografias en el
microscopio confocal, por lo tanto lo Unico que podria explicar la diferencia observada entre
experimentos independientes es una mayor penetracién del anticuerpo. Haria falta realizar
mas experimentos de inmunofluorescencia o realizar un Western blot de los fibroblastos
tratados para concluir con mayor seguridad si la expresién de la ldmina B1 disminuye,
aumenta o no cambia. Sin embargo, resulté interesante observar que en la senescencia
inducida por etopésido si se genera un cambio en la morfologia nuclear, ya que las
invaginaciones se observaron tanto con inmunofluorescencias para detectar a la lamina B1
y a las ldminas A/C como Unicamente con tincion de nucleos con DAPI. Las alteraciones en
la envoltura nuclear que ocurren durante la senescencia celular causan cambios globales
en la estructura de la cromatina, que implican una modificacion de la expresién génica que
fortalece el fenotipo senescente, llevando a la expresién de genes antiapoptoticos, anti-
mitdticos y de moléculas integrantes del SASP (Diao, Z., et al., 2021). La expresion de
pALT™NK42b previno las malformaciones de la envoltura nuclear y como consecuencia de esto
podria prevenir los cambios de expresion génica que refuerzan el fenotipo senescente, y
de esa forma disminuir el establecimiento de la senescencia celular. Finalmente, se observé

de manera muy interesante que pALT'™NK4® cambia su localizacion subcelular a ser
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predominantemente nuclear cuando se induce dafio al DNA. Este dato es interesante pues
nos habla del hecho de que pALT™K43 requiere estar en el nlcleo para llevar a cabo su

funcién cuando existe dafio al DNA.

Algo que llama la atencion también es el aumento en el nimero de células apoptéticas en
los fibroblastos que expresan FLAG-pALT'NK4a  esto ya se habia esbozado en los
experimentos en los que se analizé a la poblaciéon completa de células y no solo a las que
expresaron FLAG-pALT™NK4  pero al estudiarse Unicamente la poblacion celular
efectivamente transfectada se observé un claro incremento en la muerte celular cuando se
induce dafio al DNA. Esto puede implicar un papel importante de pALT™NK43 en |a regulacion
de la muerte celular para evitar la senescencia celular, un resultado muy interesante puesto
que una de las caracteristicas de las células senescentes es la resistencia a la apoptosis
mediada por la expresién de proteinas anti-apoptéticas. Este resultado concuerda con lo
propuesto por Kawamura y colaboradores (Kawamura, Y., et al., 2020). En ese estudio se
propone que las células senescentes de ratopin, a diferencia de las células senescentes de
otros organismos, no son resistentes a la apoptosis, por el contrario, experimentan muerte
celular, lo cual podria resultar en la baja cantidad de células senescentes identificadas en
el ratopin conforme incrementa su edad, asi como en sus células en cultivo al inducirse
senescencia. Estudios adicionales de la expresion de proteinas antiapoptéticas vy
proapotdticas son requeridos para corroborar que efectivamente la expresion de pALT'NK4ab
en células sometidas a dafio al DNA, promueve la muerte celular evitando asi la
acumulacién de células senescentes. Por otro lado, de forma interesante la regién amino
terminal de p15™k“E que se encuentra en pALT'NK4ab también, tiene un papel importante en
la regulacién de la glucdlisis debido a que se une e inhibe a la enolasa (Xia, Y., et al., 2021).
Se sabe que las células senescentes presentan un aumento en la glucolisis (Sabbatinelli,
J., et al., 2019), por lo tanto, tener una proteina adicional que interactlle con moléculas
importantes en la glucdlisis y como resultado de esta interaccion se inhiba esta via
metabolica, podria promover la muerte celular de las células senescentes, pues se ha
reportado que la administracion de moléculas que inhiben la glucdlisis como la 2-

deoxiglucosa, en células senescentes, promueve su eliminacion (Yao, G., et al., 2017).

En resumen, los hallazgos del presente proyecto apuntan a un papel de pALT'NK4¥ en |a
disminucion de la senescencia, y un aumento en la muerte celular en un modelo de

induccién de senescencia mediante dafio al DNA con etoposido (Figura 25).
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Figura 25. La expresién heteréloga de pALTN®4ab en fibroblastos de piel de raton sometidos a dafio al
DNA promueve la resistencia al establecimiento de senescencia celular. Una de las caracteristicas del
envejecimiento en humanos y la mayoria de los mamiferos es una acumulacién de células senescentes, sin
embargo, en el ratopin se ha visto que esto no ocurre. Adicionalmente en cultivo sus células se muestran
resistentes ante estimulos de induccién de senescencia celular. De forma interesante el locus Ink4 del ratopin
expresa una isoforma denominada pALT'42® que no se ha encontrado en ninguin otro mamifero estudiado a la
fecha. Aqui se observé que la expresion heterdloga de pALT™ 2P en fibroblastos de piel de raton sometidos a
dafio al DNA disminuye el nimero de células senescentes e incrementa la muerte celular. La expresion de
pALT'"4ab nodria modular el destino celular, favoreciendo la muerte celular sobre la senescencia celular cuando
el dafio al DNA no puede ser reparado. SA-fgal (Senescence Associated p-galactosidase), SASP (Senescence
Associated Secretory Phenotype), SAHF (Senescence Associated Heterochromatin Foci). Creado con
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Conclusion

En conjunto los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los fibroblastos de piel
de ratopin neonato son mas resistentes que los fibroblastos de ratén neonato a la
senescencia inducida por dafio al DNA (con etopésido), asociado con la funcién de la
proteina pALT'™ 4P v que ésta al ser expresada de manera heterdloga en fibroblastos de
raton neonato, ocasiona una disminucion en el numero de células senescentes asi como

una aumento en la muerte celular cuando existe dafio inducido por etopésido.

Perspectivas

Para determinar en qué medida pALT"™4¥ contribuye a la resistencia al establecimiento de
la senescencia celular en el ratopin, se podria realizar una curva de dosis-respuesta
utilizando concentraciones de etopésido, y encontrar la dosis de etopésido que induzca un
porcentaje de células senescentes similar a lo observado al utilizar una dosis de 120 uM en
los fibroblastos de raton. Adicionalmente, para determinar si efectivamente pALTNK4ab evita
la senescencia celular en células de ratopin, se tendria que inhibir su expresién. y evaluar
si se vuelven sensibles de manera semejante a las células de ratdn. Esto podria lograrse
mediante un siRNA especifico para el sitio de empalme de los exones de pl5 y pl6
caracteristicos de pALT"™ 4 Finalmente se podria evaluar si pALT" 4 promueve la
muerte celular favoreciendo la expresion de proteinas pro-apoptoticas o inhibiendo la accion
de proteinas anti-apoptoéticas, asi como mediante la realizacién de ensayos de apoptosis.
También sera interesante identificar moléculas con las que interactie en el nlcleo en
respuesta al dafio al DNA, e incluso estudiar si la proliferacion celular se ve afectada frente
a un estimulo mitogénico, o si al igual que las células senescentes del ratdn, son incapaces
de proliferar al inducirse dafio al DNA con etopdsido. La realizacion de todos estos
experimentos nos permitiria comprender de una manera mas completa, el papel de

pALT'™4b en |as diversas caracteristicas que definen a las células senescentes.
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Anexo 1

Purificacion del plasmido pcDNA3.1-FLAG-pALT
Materiales y Reactivos

e Agar LB*

¢ Medio LB liquido*

e Bacterias quimio-competentes

o Plasmido pcDNA3.1'FLAG-pALT
o Plasmido pcDNA3.1

*Receta en Anexo 2

Dia 1

Transformacion de bacterias quimio-competentes

1. Incubar 200 pl de bacterias quimio-competentes con 10 ng del plasmido pcDNA3.1

FLAG-pALT o pcDNA3.1" por 30 min en hielo.
2. Incubar por 45 seg a 42°C.

3. Transferir a 800 pl de medio S.0.C. de ThermoFisher® (No. Cat. 15544034), previamente
atemperado a 37 °C.

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

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

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

6. Incubar a 37 °C por 16 h.

Dia 2
1. Inocular 250 ml de Medio LB liquido suplementado con antibiético de seleccién

(Ampicilina 0.1 mg/ml) con una colonia de bacterias transformadas.

2. Cultivar a 37°C por 14 a 16 h en agitacién vigorosa, hasta alcanzar la fase de crecimiento
exponencial, una densidad 6ptica (ODsoo) de 0.7.
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Dia 3

Purificaciéon de plasmido

Se utilizé el kit “Plasmid Plus Maxi Kit” (No. Cat. 12965, Quiagen), para purificar el plasmido
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El plasmido purificado se resuspendi6 en agua Milli-Q estéril a una concentracion de 1ug/ul.

Andlisis de restriccion
Materiales y Reactivos

e Buffer TAE 1X*

e Sybr Green (No. Catdlogo S7563, Invitrogen)
e Agarosa

e Enzimas de restriccion BamHI, Hindll y Smal.
o Buffer de carga 6X*

*Receta en Anexo 2

Para verificar la identidad del plasmido pcDNA3.1'FLAG-pALT se hizo un andlisis de

restriccion con las enzimas Hindlll, BamHI y Smal.

1. Para las reacciones de digestion se incubaron 200 ng de plasmido con las enzimas de
restriccion y el buffer de restriccién 1x apropiado, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante en un volumen final de 20 pl.

2. Incubar a 37°C por 1 h.

3. Se realizo una electroforesis con las muestras digeridas del DNA.

Enzima Volumen afiadido a Buffer Marca
reaccion
Hindlll 0.2 ul B Roche
BamHI 0.2 ul NEB 3.1 New England
Biolabs
Smal 0.2 ul CutSmart New England
Biolabs
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Electroforesis de DNA

1. Preparar un gel de agarosa al 1% con 0.01% de Sybr Green en Buffer TAE 1X.

2. Cargar 5 ul de cada reaccion enzimatica mas 1 pl de buffer de carga 6x por pozo.

3. Correr a un voltaje constante de 50 V durante 60 min aproximadamente en Buffer TAE
1X.

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

Transfeccion de células HEK293 con PEI
Materiales y Reactivos
¢ Medio de cultivo suplementado sin antibiético*
o PEI (1pg/ul)
e Plasmidos pcDNA3.1", pcDNA3.1 FLAG-pALT y pQBI-50
e OPTIMEM

*Receta en Anexo 2

Dia 1
Sembrar 3.5x10° células por pozo en una caja de 6 pozos en medio suplementado sin

antibiéticos.

Dia 2

1. Preparar mezcla de transfeccion por separado.

Soluciéon de PEI-OPTIMEM 75ul por pozo (4ug PEI por ug de DNA)

Solucién de DNA-OPTIMEM 75l por pozo (1ug de DNA)

2. Mezclar gentilmente solucién de PEI con soluciébn de DNA. Incubar por 15 min a
temperatura ambiente.

3. Retirar la mitad de medio de cada pozo (1ml).

4. Gotear 150 pl de mezcla PEI-DNA a cada pozo.

5. Incubar de 4 h a 37°C con 5% CO2 y una humedad relativa de 98%.

6. Cambiar el medio de cultivo con medio suplementado sin antibidticos.
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Se transfectaron 2 pozos con pladsmido pQBI-50 (GFP) para comprobar la eficiencia de
transfeccion, 2 pozos con el plasmido pcDNA3.1-, y 2 pozos con el plasmido pcDNA3.1-
FLAG-pALT.

Dia 4

Comprobacion de la eficiencia de transfeccion mediante la expresion de GFP al tomar
fotografias en el microscopio de fluorescencia y calcular la eficiencia de transfeccion
((Células GFP+/Células totales) x 100).

Obtencidn de extracto de proteina.

Obtencidn de extracto de proteinas totales de células
Materiales y Reactivos

o Buffer de carga 5X*

e Buffer de Lisis RIPA*

e PBS 1X*

*Receta en Anexo 2

1. Quitar medio de cultivo de cada pozo.

2. Agregar 1ml de PBS frio y despegar células, colectar en tubo de 1.5 ml.

3. Centrifugar a 200 rpm por 5 min.

4. Lavar con 1ml de PBS frio.

5. Centrifugar a 200 rpm por 5 min.

6. Quitar PBS y agregar 80-150ul de buffer de lisis dependiendo del tamafio del pellet
celular.

7. Incubar de 20 min en hielo.

8. Sonicar con 20 pulsos en frio.

9. Centrifugar en frio a 13000 rpm por 10 min.

10. Recuperar sobrenadante.

11. Cuantificar las proteinas totales*.

12. Ajustar volumen de muestras con buffer de lisis a fin de que todas las muestras tengan
el mismo volumen final. Se recomienda cargar entre 30-100 g de proteina.

13. Agregar Buffer de carga 5X.
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14. Calentar muestras a 95°C por 5 min. Enfriar. Centrifugar para bajar el agua que se haya
condensado.

*La cuantificacion de proteina se realizé utilizando el DC™ Protein Assay Kit Il (Biorad, No.
Catalogo 5000112).

Western Blot
Materiales y Reactivos

e Buffer de corrida*

e Buffer de Transferencia*
e Gel separador al 15%*
e Gel concentrador*

¢ Rojo de Ponceau*

e TBST*

*Receta en Anexo 2

Dia 1

Preparacion del gel desnaturalizante

1. Mezclar las soluciones para el gel separador y verter la mezcla al cassette para geles de
poliacrilamida. Agregar 500 pl de alcohol isobutilico sobre el gel, para alinearlo, y dejar
polimerizar.

2. Una vez polimerizado el gel, drenar el alcohol isobutilico, y preparar el gel concentrador.
3. Con una micropipeta, verter el gel concentrador poco a poco sobre el gel separador,
hasta casi llenar el cassette, y colocar el peine con cuidado de que no se formen

burbujas. Esperar aproximadamente 15 min a que polimerice.

Electroforesis de gel de poliacrilamida

1. Llenar camara de electroforesis con buffer de corrida.

2. Cargar muestras de proteina en gel SDS-PAGE.

3. Correr a 150 V por aproximadamente 2 h.

4. Transferir por aproximadamente 1 h a 400 miliamperes a una membrana de PVDF
(Inmobillion-P, Millipore # IPVH00010) pre-activada en metanol al 100%.

Para corroborar la transferencia, tefiir con rojo de Ponceau al 0.1% por 5 min. Destefiir.
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5. Bloquear con Leche descremada Bio-RAD No. Cat. 1706404 al 3% en TBST durante 30
min en agitacion.
6. Dar 3 lavados con 5ml TBST

7. Incubar con el anticuerpo primario (1:1000) diluido en 2ml de TBST durante toda la noche
en agitacion a 4°C.

Dia 2

1. Dar 3 lavados con 5 ml de TBST.

2. Incubar 1 h en agitacion a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (1:5000
en TBST). Proteger de la luz.

3. Dar 3 lavados con 5 ml de TBST.

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

Mantener la membrana protegida de la luz.

Anticuerpos primarios

Anticuerpo Especie Dilucion Marca Catélogo

Anti-Flag Ratén 1:1000 Sigma- F-3165
Aldrich

Anti a-Tubulina Conejo 1:1000 ABCAM

Anticuerpos Secundarios

Anticuerpo Dilucion Marca Catélogo
IRDye® 800CW Goat anti-Mouse 1:5000 LI-COR 925-32210
IgG
IRDye® 680CW Goat anti-Rabbit 1:5000 LI-COR 925-32211
19G

Aislamiento de fibroblastos de piel de ratdn neonato.

Materiales y Reactivos
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e Kit de diseccion

e Tripsina-EDTA 0.25% (Gibco, No. Catalogo 25200056)

e PBS 1% antibittico (Penicilina/Estreptomicina) 1% antimicotico (anfotericina B)
e Medio de cultivo

e Cajas de cultivo celular de 6 cm de diametro

e Gelatina 0.1%

¢ Medio de congelacién*

*Receta en Anexo 2

1. Sacrificar al ratdbn neonato por decapitacion.

2. Cortar colita de raton neonato.

3. Lavar la colita en PBS con antibidtico y antimicético.

4. Utilizando el kit de diseccién cortar la colita en pedazos pequefios.

5. Incubar 30 min a 37°C los pedazos de tejido en 500ul de tripsina.

6. Inactivar la tripsina con 3.5 ml de medio de cultivo y sembrar en una caja de 6 cm con
gelatina al 0.1%?*.

7. Incubar a 37°C con 5% CO; y una humedad relativa de 98%.

8. Monitorear diariamente, los fibroblastos salen del tejido lentamente, cuando haya muchos
fibroblastos rodeando los pedazos de tejido subcultivar.

9. Expandir cultivos de fibroblastos de piel de ratén neonato y congelar maximo en el pase
2 a una densidad celular de 2x10° células/ml de medio de congelacion.

*La caja de cultivo debe incubarse 30 min con 1 ml de gelatina al 0.1% a 37°C, pasado el
tiempo de incubacién la solucién de gelatina debe aspirarse y la caja de cultivo debe

mantenerse a temperatura ambiente hasta que se utilice.

Cultivo de fibroblastos de raton (MEFS/MSFs)

1. Descongelar MEFs/MSFs almacenados a -195°C en nitrégeno liquido en bafio maria por
2 min.

2. Resuspender inmediatamente en 4 ml de medio de cultivo.

3. Centrifugar 0.4 r.c.f. por 5 min.

4. Resuspender el pellet en 10 ml de medio de cultivo.

5. Sembrar células en caja de 10 cm de diametro.
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6. Incubar a 37°C con 5% COZ2 y una humedad relativa de 98%.

Aislamiento y cultivo de fibroblastos de piel de ratopin neonato.

Materiales y Reactivos

Kit de diseccion

Tripsina-EDTA 0.25% (Gibco, No. Catalogo 25200056)

PBS 1% antibiético (Penicilina/Estreptomicina) 1% antimicético (anfotericina B)
Medio de cultivo para ratopin*

Cajas de cultivo celular de 6 cm de diametro

Gelatina 0.1%

Medio de congelacion

*Receta en Anexo 2

D 01~ WDN P

. Sacrificar al ratopin neonato por decapitacion.

. Cortar la colita del ratopin neonato.

. Lavar la colita en PBS con antibi6tico y antimicaético.

. Utilizando el kit de diseccion cortar la colita en pedazos pequefios.
. Incubar 30 min a 33°C los pedazos de tejido en 500ul de tripsina.

. Inactivar tripsina con 3.5 ml de medio de cultivo para ratopin y sembrar en una caja de 6

cm con gelatina al 0.1%*.
7. Incubar a 33°C con 5% CO2, 3% O, y humedad relativa de 98%.

8. Monitorear diariamente, los fibroblastos salen del tejido lentamente, cuando haya muchos

fibroblastos rodeando los pedazos de tejido subcultivar.

9. Expandir los cultivos de fibroblastos de piel de ratopin neonato y congelar maximo en el

pase 2 a una densidad celular de 1x106 células/ml de medio de congelacion.

*La caja de cultivo debe incubarse 30 min con 1 ml de gelatina al 0.1% a 37°C, pasado el

tiempo de incubacién la solucién de gelatina debe aspirarse y la caja de cultivo debe

mantenerse a temperatura ambiente hasta que se utilice.

Cultivo de fibroblastos de ratopin neonato

1. Descongelar NSFs almacenados a -195°C en nitrégeno liquido en bafio maria por 2 min.
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2. Resuspender inmediatamente en 4 ml de medio de cultivo para ratopin.
3. Centrifugar 0.4 r.c.f. por 5 min.

4. Resuspender el pellet en 10 ml de medio de cultivo para ratopin.

5. Sembrar a las células en una caja de 10 cm de diametro.

6. Incubar a 33°C con 5% CO>, 3% O, y humedad relativa de 98%.

Ensayo de actividad B-galactosidasa asociada a senescencia

Materiales y Reactivos

e Solucion de Fijacion*

e Solucion de Tincion*

e PBS1X

e Metanol

e DAPI (Img/ml, 1:100 en PBS)
*Receta en Anexo 2

Dia 1

1. Retirar el medio de fibroblastos cultivados sobre cubreobjetos estériles (caja de 12

pozos).

2. Dar dos lavados con PBS.

3. Fijar 5min a temperatura ambiente con solucién de fijacion para SA-B.
4. Retirar la solucién de fijacion y dar dos lavados con PBS.

5. Agregar 1 ml de solucion de tincién por pozo.

6. Incubar toda la noche a 37°C (De 12 a 16 h méax.).

Dia 2

1. Retirar la solucion de tincién de los pozos.

2. Dar dos lavados con PBS.

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



4. Tenir con 500 pl de DAPI (1 mg/ml) durante 2 min.
5. Retirar el DAPI, dar dos lavados de 10 min cada uno con PBS.

6. Observar en microscopio de fluorescencia, tomar fotos en campo claro (Tincion SA-Bgal)
y a 460 nm (DAPI). Calcular el porcentaje de células con actividad SA-Bgal por campo,
contando el numero de células Bgal+ y el nimero total de células por campo (Nucleos
tefiidos con DAPI).

Inmunofluorescencia

Materiales y Reactivos

e PBS 1X
o PFA 4%*
e BSA

e Fluoromont G® (No. Cat. 00-4958-02)
e DAPI (Img/ml, 1:100 en PBS)

*Receta en Anexo 2

Dia 1

1. Retirar el medio de los fibroblastos cultivados sobre cubreobjetos estériles en cajas de

12 pozos.

2. Dar tres lavados con PBS.

w

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

IS

. Retirar el PFA y dar 3 lavados con PBS.
5. Permeabilizar células con PBS/Triton 0.5% por 5 min a temperatura ambiente.

6. Dar tres lavados con PBS.

\l

. Bloquear durante 30 min con PBS/BSA 5%.

8. Incubar con 130 ul de anticuerpo primario diluido en PBS/BSA 2% a 4° C toda la noche

en cAmara hiumeda.
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Dia 2
1. Dar tres lavados de 5 min cada uno con PBS.

2. Incubar con 130 pl de anticuerpo secundario Alexa Fluor® diluido en PBS/BSA 2%

(1:500) a temperatura ambiente por 1 h protegido de la luz.
3. Dar tres lavados con 130 ul de PBS.

4. Tefir con 500 ul de DAPI durante 2 min.

5. Dar dos lavados de 10 min cada uno con PBS.

6. Montar el cubreobjetos con una gota de Fluoromont, dejar secar en la obscuridad por un

minimo de 2 h.
7. Observar en microscopia de fluorescencia*.
*Se utiliz6 un microscopio confocal LSM 710.

Extraccion de RNA de tejidos y células adherentes

Materiales y Reactivos
e Cloroformo
e Agua libre de RNasas*
¢ Etanol al 75% (diluido en agua DEPC)
e Isopropanol
¢ TRIzol (Invitrogen, No. Catalogo 15596026)
e PBS1X
¢ Homogeneizador o vidrio-teflén

*Receta en Anexo 2

Procedimiento

1. Preparar y homogenizar células adherentes o tejidos.
Para células adherentes

i. Remover medio, lavar con 1 ml de PBS frio.



ii. Quitar PBS y agregar 1ml de TRIzol para una caja de 10 cm de diametro, despegar

células utilizando un cell scraper.
Para Tejidos

i. Homogenizar la muestra de tejido en 1 ml de TRIzol por cada 50-100mg de tejido

utilizando un vidrio-teflon o un homogeneizador. Seguir con paso 2.

ii. Centrifugar a 12,000 g por 10 min a 4°C.

iii. Transferir la solucién de homogenado limpio a un tubo nuevo. Seguir con paso 2.
2. Incubar las muestras por 5 min a temperatura ambiente.

3. Agregar 200 pul de cloroformo por ml de TRIzol. Agitar vigorosamente por 15 seg e incubar

de 2 a 3 min a temperatura ambiente.
4. Centrifugar a 12,000 g por 15 min a 4°C.
5. Con cuidado transferir la fase acuosa superior a un tubo nuevo sin tocar la interfase.

6. Precipitar el RNA agregando 500 pul de isopropanol por ml de TRIzol. Mezclar por

inversion, incubar por 10 min a temperatura ambiente.
7. Centrifugar a 12,000 g por 10 min a 4°C.
8. Decantar el sobrenadante y remover el liquido por aspiracion.

9. Lavar el pellet de RNA con etanol al 75%, agregar 1 ml de etanol por cada ml de TRIzol.

Mezclar por vortex, centrifugar a 7,500 g por 5 min a 4°C.
10. Remover los restos de etanol dejando secar al aire de 5 a 10 min.

11. Disolver el RNA en 20 ul de agua libre de RNasas. Incubar la soluciéon 10 min a 55-
60°C. Guardar a -20°C.
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Anexo 2

Agar LB

Reactivo Concentracion

Agar en polvo 3.5%
BioRad (No. Cat.
1660472EDU)

Agua destilada Volumen necesario

Medio LB liquido

Reactivo Concentracion
Medio LF Fisher en 2%

polvo (No. Cat BP

1426-2)

Agua destilada Volumen necesario

Buffer TAE 1X

Reactivo Concentracion
Tris base (PM: 121.14 2M
g/mol)

EDTA disédico (mw: 1M
372.24 g/mol)
Acido Acético (mw: 1M
60.05 g/mol)

Agregar 800 mL de dH20O en un recipiente adecuado.
Afadir 242 g de base de Tris a la solucion.

Afadir 18,61 g de EDTA disddico a la solucion.

A w0 N P

Afadir 59,955 g de 4cido acético a la solucién.
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5. Lasolucién 1x TAE es 40mM Tris, 20mM acetato y 1ImM EDTA y tipicamente tiene
un pH alrededor de 8.6 (no ajustar).

6. Anadir dH20 hasta que el volumen sea 1 L.

Buffer de carga 6X

El buffer de carga 6X estd compuesto de un 0,03% de bromofenol azul, un 0,03% de xileno
cianol FF, 60 mM de EDTA, pH 7,6 y un 60% de glicerol en agua de calidad para biologia

molecular.

Medio de cultivo sin antibiético

DMEM Glutamax® (No cat. 10566-016) suplementado con 10% de suero fetal bovino.

Buffer de Carga 5X Para 9.5 ml
Agua bidestilada 3.55 ml
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 1.25 ml
Glicerol 2.5ml

SDS 10% 2ml

Azul de bromofenol 200 ug

*Antes de usar afiadir 25 pl de 2-mercaptoetanol por cada 475 ul de buffer de carga.

Buffer de Lisis RIPA Para 1ml
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 10 pl
EDTA 2 pl
SDS 0.1% 5 pl
Igepal 10 ul
Deoxicolato de sodio 25 yl
NACI 140 mM 140
Inhibidor de proteasas 100 pl
Agua bidestilada 708 pl
PBS 1X
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Reactivo Cantidad Concentracion

Cloruro de sodio (PM: 58.44 8¢ 0.137 M
g/mol)

Cloruro de Potasio (PM: 0.2g 0.0027 M
74.55 g/mol)

Fosfato de Sodio Dibasico 1.44 g 0.01 M
(PM: 141.96 g/mol)

Fosfato de Potasio 0.245¢g 0.0018 M
Monobasico (PM: 136.09

g/mol)

1. Agregar 800 ml de agua destilada a un recipiente adecuado.
Afadir 8 g de cloruro de sodio a la solucién.

Afadir 0,2 g de cloruro de potasio a la solucion.

2

3

4. Anadir 1,44 g de fosfato de sodio dibasico a la solucién.

5. Adadir 0,245 g de fosfato de potasio monaobasico a la solucion.
6. Ajuste la solucion al pH deseado (tipicamente pH = 7.4).

7

Afadir agua destilada hasta que el volumen sea de 1 L.

Medio de cultivo

DMEM Glutamax® (No cat. 10566-016) suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1%

de antibi6tico (penicilina/estreptomicina).

Buffer de corrida Tris-Glicina pH 8.3

Para preparar 1 L concentrado 10X

Reactivo Cantidad Concentracion
Tris base 30.3¢g 25 mM

Glicina 144 g 190 mM

SDS 10 g 0.1%
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4. Almacenar a 4°C.
Se usa 1X.

Buffer de transferencia

Disolver en 800 ml de agua bidestilada.
Ajustar el pH a 8.3 con HCI 6N

Aforar a 1 L con agua bidestilada.

Al momento de usar se diluyen:

720 ml H20 bidestilada
80 ml buffer de corrida 10X
200 ml Metanol

Gel separador 15%

Para 10 ml
Reactivo
H20

Acrilamida mix 30%

Tris 1.5 M (pH 8.8)

SDS 10%

Persulfato de amonio 10%

TEMED

Gel concentrador 5%

Para 6 ml
Reactivo
H20

Acrilamida mix 30%
Tris 1 M (pH 6.8)
SDS 10%

Persulfato de amonio 10%

Cantidad
2.3 ml
5ml

2.5 ml
0.1 ml
0.1 ml
0.002 ml

Cantidad
4.1 ml
1ml

0.75 ml
0.06 ml
0.06 ml
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TEMED 0.006 ml

Rojo de Ponceau

Para preparar 40 ml

Reactivo Cantidad Concentracion
Rojo de Ponceau 40 mg 0.1%
Acido acético 2 mi 5%

1. Aforar a 40 ml con agua bidestilada.

2. Se almacena en oscuridad.

TBS 10X

Para preparar 1 L

Reactivo Cantidad
Trizma HCL 24.23 g
NaCl 80.06 g

1. Disolver en 800 ml de agua.

2. Ajustar el pH a 7.6 con HCI puro.

3. Aforar a 1L con agua bidestilada.

4. Almacenar a temperatura ambiente.

TBST

Para preparar 1 L

agua bidestilada 899 ml
TBS 10X 100 ml
Tween20 0.1% 1 ml

Almacenar a temperatura ambiente hasta 3 meses.

Medio de congelacion
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DMEM Glutamax® (No cat. 10566-016) suplementado con 20% de suero fetal bovino, 10%
DMSO y 1% de antibi6tico (penicilina/estreptomicina).

Medio de cultivo de ratopin

DMEM Glutamax® (No cat. 10566-016) suplementado con 15% de suero fetal bovino, 1%
de aminoacidos no esenciales (Gibco, No. Cat. 11140050) y 1% de antibiético

(penicilina/estreptomicina).

Solucién de Fijacion Ensayo pBgalactosidasa
Disolver 2% de formaldehido (v/v) y 0.2% de glutaraldehido (v/v) con buffer PBS.

La solucién es estable por un mes a temperatura ambiente.

Solucién de Tincién Ensayo pgalactosidasa

Para 20 ml
Reactivo Cantidad Concentracion
Solucion X-gal 1 ml 1 mg/ml
Buffer é&cido citrico/fosfato 4 m| 40 mM
de sodio (0.2 M)
Ferrocianuro de Potasio 1 mi 5mM
100 mM
Ferricianuro de Potasio 100 1 m| 5mM
mM
Cloruro de Sodio 5 M 0.6 ml 150 mM
Cloruro de Magnesio 0.04 ml 2 mM
Agua destilada 12.36 ml

PFA 4%

Para 500 ml

1. Disolver 20 g de paraformaldehido en 250 ml de agua destilada.
2. Calentar sin pasar los 60°C.

3. Agregar 1 o 2 hojuelas de NaOH.
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4. Enfriar una vez disuelto.
5. Mezclar los 250 ml con 250 ml de PBS 2X.
6. Checar pH a 7.4 y filtrar.

Agua libre de RNasas

Para preparar agua libre de RNasa, utilizar botellas de vidrio sin RNasa. Agregar DEPC a

0.01% (v/v). Dejar reposar toda la noche y esterilizar en autoclave.

Secuencias de Primers

Nombre Direccion Secuencia Especificidad
NMR p15- Forward CAGGAAAAGCCCGGAACTAACTAC pl55'UTR
5'UTR
NMR pl16-E2  Reverse GGTGACAGGGTCAGCGCAGTTCG  pl6 Exon 2

NMR beta- Forward TTGCTGACAGGATGCAGAAG beta-actin
actin Exon 5
NMR beta- Reverse TGATCCACATCTGCTGGAAG beta-actin
actin Exon 6

Obtenidas de Fatima, 1., et al., 2022.
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