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RESUMEN

La senescencia celular se ha descrito como un fenotipo caracterizado por un arresto
permanente e irreversible del ciclo celular, ademas de un fenotipo secretorio asociado a
senescencia (SASP). Por otro lado, presenta dafio macromolecular y alteraciones
metabdlicas, que incluyen una acumulacién de calcio (Ca?*) mitocondrial. Pese a esto
ultimo, una caracteristica relevante del fenotipo es que presenta una resistencia a la
apoptosis mediada por la via intrinseca. Esta resistencia estda mediada por proteinas
antiapoptéticas de la familia Bcl-2, como por ejemplo la proteina asociada a linfoma de
células-B extralargo (Bcl-xL), la cual aumenta en células senescentes inducidas luego de
una exposicion a tratamientos anticancerigenos. Este fendbmeno se conoce como
senescencia celular inducida por terapia (TIS). Por otra parte, se ha caracterizado que la
inhibicion de Bcl-xL genera senolisis (muerte selectiva de células senescentes),
especificamente por farmacos tales como Navitoclax (ABT-263), mimético del dominio BH3.
Investigaciones en células cancerigenas muestran que Bcl-xL interactia con el canal
anioénico dependiente de voltaje 1 (VDACL1), evitando una sobrecarga de Ca?* mitocondrial
al disminuir la captacién de Ca?* en la mitocondria mediada por VDACL1, y de esta forma
impide la apoptosis. Actualmente se desconoce si este mecanismo de supervivencia ocurre
en etapas tempranas de TIS permitiendo el desarrollo del fenotipo senescente. Por lo cual
se propuso la siguiente hipétesis: “La interaccién entre Bcl-xL y VDAC1 en etapas
tempranas de TIS inducida por doxorrubicina en células IMR90 genera una disminucién en
la captacion de Ca?* mitocondrial, permitiendo la supervivencia de las células y el

establecimiento del fenotipo senescente”.



Al establecer un tratamiento temprano de 24 h con doxorrubicina como inductor de
TIS en células IMR90, encontramos que: incrementan los niveles de la proteina Bcl-xL, su
colocalizaciéon con la mitocondria, asi como también su proximidad con VDACL1. Ademas,
se observa una disminucién en la captacion de Ca?* en la mitocondria proveniente desde el
reticulo endoplasmico (RE). Al realizar nuevamente el tratamiento temprano de TIS en
células IMR90, pero afiadiendo en conjunto ABT-263, descrito como inhibidor de las
proteinas Bcl-xL, Bcl-w y Bcl-2; ocurre una reversion de los efectos descritos. Destacandose
un incremento en la captacion de Ca?* en la mitocondria, concomitante con una disminucion
en la viabilidad celular. Los datos obtenidos fueron un indicio de que ABT-263, al actuar
como inhibidor de Bcl-xL, podria interrumpir la interaccion entre Bcl-xL y VDACL. Esto fue
probado mediante docking molecular de estas proteinas, teniendo en cuenta que la
literatura previa indica que la interaccion entre las proteinas de interés estaria mediada por
el dominio BH4, mientras que ABT-263 es un mimético del dominio BH3. Finalmente, en el
modelo propuesto de docking se encontré que ABT-263 estaria posicionandose en sitios
aledafios caracterizados como clave en la interaccién de Bcl-xL y VDACL, describiéndose
gue Bcl-xL es capaz de interaccionar con VDAC1 mediante los aminoacidos TYR101,

ASN136, ARG139, LEU194 y TYR195.

En resumen, esta investigacion nos permitié dilucidar la relevancia en la interaccion
de Bcl-xL con VDAC1 como mecanismo de supervivencia que se establece en etapas
tempranas de TIS en células normales, lo que conlleva al posterior desarrollo del fenotipo
senescente inducido por doxorrubicina. Ademas, se logré describir el efecto senolitico de

ABT-263, de manera tanto funcional como estructural.



ABSTRACT

Rol of the interaction between Bcl-xL and VDACL1 as a survival mechanism in early

stage of Therapy-Induced Senescence (TIS).

Cellular senescence has been identified as a phenotype characterized by permanent
and irreversible cease to divide, as well as by a secretory senescence-associated pro-
inflammatory phenotype (SASP) and resistance to apoptosis. On the other hand, it presents
macromolecular damage and metabolic alterations, which include an accumulation of
mitochondrial calcium (Ca?*). Despite of the later, a relevant characteristic of this phenotype
is it presents apoptosis resistance mediate by intrinsic pathway. This resistance is mediated
by antiapoptotic proteins belonging to the Bcl-2 family, like protein B-cell lymphoma-extra-
large (Bcl-xL), which increase in senescence cells induced after exposure to anticancer
treatments. This phenomenon is known as therapy-induced senescence (TIS). On the other
hand, it has been characterized that Bcl-xL inhibition generates senolysis (selective
senescent cell death), specifically by drugs such as Navitoclax (ABT-263), mimetic of the
BH3 domain. Studies in cancer cells shows that the interaction between Bcl-xL and Voltage
Dependent Anion Channel 1 (VDAC1), avoids mitochondrial Ca?* overload by decreasing
VDAC1-mediated Ca?* uptake into the mitochondria, and thus prevents apoptosis. Currently,
it remains unknown whether this survival mechanism would be shared between cancer cells
and early stages of normal TIS cells, which may allow the development of the senescent
phenotype. Therefore, the following hypothesis was proposed: “The interaction between Bcl-
XL and VDACL1 in early stages of TIS induced by doxorubicin in IMR90 cells generates a
decrease in mitochondrial Ca?* uptake, allowing cell survival and the establishment of

senescent phenotype.”



Establishing an early 24-h treatment with doxorubicin as an inducer of TIS in IMR90
cells, we found that: levels of the Bcl-xL protein, its colocalization with mitochondria, as well
as its proximity to VDAC1 increase. In addition, a decrease in the uptake of Ca?* in the
mitochondria from the endoplasmic reticulum (ER) is observed. By carrying out the early
treatment of TIS again in IMR9O0 cells, but adding together ABT-263, a mimetic of the BH3
domain described as an inhibitor of the Bcl-xL, Bcl-w and Bcl-2 proteins; a reversal of the
effects described occurs. Standing out an increase in the uptake of Ca?" in the mitochondria,
concomitant with a decrease in cell viability. The data obtained were indicative that ABT-
263, by acting as an inhibitor of Bcl-xL, could disrupt the interaction between Bcl-xL and
VDACL1.This was tested by molecular docking of these proteins, considering that previous
literature indicates that the interaction between the proteins of interest would be mediated
by BH4 domain, whereas ABT-263 is a mimetic of the BH3 domain. Finally, in the proposed
docking model it was found that ABT-263 would be positioning itself in neighboring sites
characterized as key in the interaction of Bcl-xL and VDACL, describing that Bcl-xL can
interact with VDACL1 through the amino acids TYR101, ASN136, ARG139, LEU194, and

TYR195.

In summary, this study aims to dilucidate the relevance of the interaction between
Bcl-xL and VDACL as a survival mechanism that establish in early stage of TIS in normal
cells, that leads to development to the senescent phenotype. Also, it was possible to

describe the senolytic effect of ABT-263, both functionally and structurally.



1. INTRODUCCION

1.1 Envejecimiento y senescencia celular

El envejecimiento de la poblacion, especificamente el incremento en la proporcién
de personas de 60 afios y mas, es un fendbmeno que acontece a nivel de paises tanto en
desarrollo, como en vias de desarrollo. Una de las causas destacadas que podria explicar
este incremento es la disminucion en la fertilidad total, es decir, la disminucién de 5,0 a 2,6
hijos por mujer.! Otra de las causas principales que se ha descrito, corresponde a un
incremento de 18 afos en la expectativa de vida (de 53 a 71 afios) entre 1960 y 2015, en
el mundo.? Siendo esto Ultimo concomitante a una mejor nutricion en la poblacién, un mejor
saneamiento ambiental y una mayor higiene, un conocimiento mas profundo de las
alteraciones de la salud y la rdpida difusion de los conocimientos médicos y su aplicaciéon
en las practicas sanitarias.! En Chile, el nimero absoluto de adultos mayores ha aumentado
6,8 veces entre 1950 y 2017, constituyendo el 16,2% de la poblacién,® estimandose que
para el afio 2050 supere el 30%.* Por otra parte, el indice de envejecimiento nacional
(nimero de personas sobre 60 afios por cada 100 personas menores de 15 afios) ha
aumentado desde 21,1 en 1991 hasta 60 en el afio 2018, estimandose que para 2050 este
indice deberia ser de 170, Estos datos muestran que se ha iniciado un proceso de

envejecimiento acelerado en la poblacion de nuestro pais.

Asociado al proceso de envejecimiento, se ha descrito un deterioro gradual de las
condiciones de salud fisica y mental, lo que aumenta el riesgo de desarrollo de
enfermedades cronicas. Por consiguiente, el envejecimiento se ha caracterizado como uno
de los principales factores de riesgo para el desarrollo de estas enfermedades,® las cuales
podrian conducir a la pérdida gradual de la autonomia y limitacion funcional de los

individuos.® Especificamente, segln la Encuesta Nacional de Dependencia (ENADEAM), el



75% de las personas mayores declara tener al menos una enfermedad crénica, dentro de
las cuales las de mayor prevalencia son la hipertension arterial (62,1%), la osteoartritis
(43,6%) y la diabetes (21,8%), entre otras alteraciones cognitivas.” Siendo estas

enfermedades asociadas al envejecimiento, un foco de estudio relevante en la actualidad.

De acuerdo con los antecedentes expuestos, el envejecimiento corresponde a un
fendmeno que va en incremento en nuestro pais, generando consecuencias en la calidad
de vida de las personas. Por lo tanto, se hace necesario comprender la biologia de este
proceso, partiendo por su definicién. El envejecimiento se define como una serie de
procesos intrinsecos, inevitables e irreversibles relacionados a la edad de un ser vivo
eucarionte, asociado a pérdida de la viabilidad e incremento en la vulnerabilidad como
organismo.® En estos fendmenos relacionados a la edad, existen una serie de cambios
fisiologicos y celulares caracteristicos, conocidos como “sellos” del proceso de
envejecimiento.® Dentro de estos sellos encontramos a la senescencia celular, la cual se
define como un estado de arresto proliferativo estable y generalmente irreversible, que
presenta diversos cambios morfoldgicos, estructurales y funcionales en la célula.® Entre
estos cambios encontramos modificaciones en el secretoma, activacion de vias supresoras
de tumores, como también alteraciones en la cromatina e integridad del genoma.® Este
fenotipo puede encontrarse en tejidos de mamiferos, y puede observarse en muchos
procesos fisiolégicos y patoldgicos, desde el desarrollo embrionario,!! la reparacién de
tejidos, como también la diabetes y neurodegeneracion.'? Por otra parte, se ha descrito que
la acumulaciébn de células senescentes es una de las principales causas de
envejecimiento,’®* ademas de que su eliminacion retardaria el envejecimiento y los
desordenes relacionados al mismo.*!* Esta eliminaciéon puede desarrollarse mediante
drogas que alteran la viabilidad de células senescentes de forma especifica, llamadas

senoliticos.® Debido a que gran nimero de patologias presentan como principal factor de



riesgo el envejecimiento, la senescencia celular est4 siendo estudiada actualmente como
un blanco terapéutico, promoviéndose el desarrollo de drogas senoliticas. Siendo estas

Gltimas, agentes que inducen selectivamente la apoptosis de células senescentes.®

1.2 Tipos de senescencia celular

La senescencia corresponde a un proceso fisiolégico pluridimensional, el cual se
caracteriza por presentar un arresto proliferativo irreversible que se desarrolla en respuesta
a diversos tipos de estrés asociados a estimulos tanto intrinsecos como extrinsecos.° Entre
tales estimulos encontramos: exposicion a agentes genotoxicos, privacion de nutrientes,
hipoxia, disfuncién mitocondrial y activacion de oncogenes.'’ Estos involucran,
generalmente, un dafio persistente al ADN.*®

A consecuencia de lo anterior, es posible encontrar distintos tipos de senescencia,

entre los cuales se pueden destacar:

Senescencia celular replicativa: El primer acercamiento a este fenotipo fue
descrito por Hayflick y Moorehead, cuando se evidencié que un cultivo prolongado de
fibroblastos diploides sufri6 una pérdida de su capacidad proliferativa de manera
permanente.’® Esto corresponde a un fenémeno de enlentecimiento y finalmente cese de
las duplicaciones celulares, punto que se conoce como “limite de Hayflick”. Producto de
sucesivas duplicaciones, los telémeros se acortan lo que altera el caracter protector de
estos segmentos de ADN, desencadenando respuestas al dafio del ADN (mas conocido

como DDR, por sus siglas en inglés).?°

Senescencia celular prematura por estrés: Se ha descrito que otros estimulos
tales como el estrés oxidativo,?* el estrés de reticulo? y el estrés metabdlico,?® pueden
inducir senescencia. Estas causas no requieren que la célula tenga un alto numero de
divisiones para adquirir dicho fenotipo, por lo tanto, es independiente del acortamiento de

los telomeros.?*



Este tipo de senescencia se ha descrito como un factor fundamental en el desarrollo
de enfermedades denominadas de “envejecimiento prematuro” como lo son las metabdlicas
y las neurodegenerativas.?® Ademas, podria presentarse como un mecanismo de
resistencia a ciertos farmacos.?® En relacién con lo Gltimo, se ha descrito que ciertos
tratamientos anticancerigenos tales como la quimioterapia con doxorrubicina,?” como
también la radioterapia, pueden desencadenar el desarrollo del fenotipo senescente
mediante la respuesta de dafio al ADN previamente mencionada.?® Por lo tanto, este tipo
de senescencia también se conoce actualmente como senescencia inducida por terapia (o

por sus siglas en inglés, TIS).?°

Las células senescentes inducidas por quimioterapéuticos pueden favorecer efectos
adversos de la quimioterapia y recidiva del tumor.2° Por lo tanto, estudiar TIS inducida por
guimioterapéuticos como doxorrubicina, en relacion con los cambios en la biologia de estas
células, puede ayudar al desarrollo de potenciales senoliticos.® Tal es el caso de ABT-263,
una droga senolitica que inhibe proteinas antiapoptoéticas que se sobreexpresan en las
células senescentes, tales como Bcl-xL y Bcl-2. Al estar dirigida a esta caracteristica

particular, ABT-263 desencadena la muerte selectiva de células senescentes.®!

1.3 Marcadores de senescencia celular

Como se menciond, existen diversas maneras de inducir el fenotipo senescente.
Para poder identificarlo existen diversos marcadores. Sin embargo, éstos son heterogéneos
puesto que no presentan una alta especificidad.® Debido a esto, los marcadores han sido
caracterizados a lo largo del tiempo para comprender la naturaleza de este tipo celular y
poder detectarlo de la manera mas adecuada posible. A continuacién, se describirdn los

mas destacados:

DDR: Diversos estimulos pueden generar en las células un dafio en su ADN mediante una
ruptura de la doble hebra. Esto desencadena la activacion de la DDR, en la cual se
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promueve la fosforilacién de la histona H2A.X, mencionada cominmente como y-H2A.X.
Este evento facilita el ensamblaje de complejos reparadores del ADN.3? En contextos en los
cuales no se logra resolver el dafio, ocurre una acumulacion de este, lo cual corresponde a
una caracteristica clave en el desarrollo del fenotipo senescente.®® Por esta razén es que

la aparicion de y-H2A.X es considerada un marcador de senescencia.®*

Arresto del ciclo celular: La persistencia de DDR induce la fosforilacion de p53 en
multiples sitios de serina, lo que genera su activacion.®® Una vez activo, p53 induce la
transcripcion del inhibidor de quinasa dependiente de ciclina (CDK): p21, el cual inhibe el
complejo E1-CDK2. Esto resulta en la inhibicion de la fosforilacion de la proteina
retinoblastoma (RB), mediada por CDK2. Como consecuencia, se genera un arresto del
ciclo celular en la transiciéon G1-S,% como también en la fase G2-M.*” En contexto de un
dafo persistente al ADN, también puede producirse la activacion del inhibidor de CDK4/6:
pl16, mediante cambios epigenéticos. En este caso, también se induce la detencién del ciclo
celular asociado a la hipofosforilacién de RB.%8 Por otro lado, se ha descrito a p21 como un
factor clave en el inicio de la senescencia, mientras que p16 permitiria la irreversibilidad del

ciclo celular al mantener RB inactiva.®®

El arresto del ciclo celular irreversible corresponde a un marcador destacado del
fenotipo senescente. Por esta razon, inicialmente el fendbmeno se asocié Unicamente a
células con capacidad proliferativa.® Sin embargo, en la actualidad se han evidenciado
fenotipos similares a senescencia en células diferenciadas, como por ejemplo en

neuronas.*°

Fenotipo secretorio asociado a senescencia (SASP): Se ha descrito que en células
senescentes se desarrolla un SASP.* Este secretoma es variable dependiendo del tipo
celular y de la induccién de senescencia, pudiendo ser dinAmico a lo largo del tiempo.*> Una

cualidad destacable del SASP es la preponderancia de moléculas proinflamatorias



incluyendo citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, lipidos bioactivos y patrones

moleculares asociados a dafio (DAMPS).*3

Nucleo y tamafio celular: Los niveles disminuidos de la proteina LMB1 corresponden a un
marcador comudn en senescencia. Esta disminucién compromete la integridad nuclear del
fenotipo.** Otro marcador frecuentemente utilizado para caracterizar el fenotipo senescente
es la deslocalizacion y secrecion de HMGB1, una alarmina asociada al fenotipo secretor de
células senescentes, desde el nucleo.*® Por otra parte, las células senescentes presentan
particularmente un aumento del tamafio celular, exhibiendo una forma irregular y alargada.

Esto puede ser facilmente evidenciado utilizando microscopia de campo claro.

Lisosomas: La senescencia se caracteriza por presentar un aumento en las proteinas
lisosomales, como también en el contenido lisosomal.*® Ademas, alteraciones en la
acidificacion lisosomal también han sido descritas, generandose un aumento en el pH.*’
Este incremento es una condicion necesaria para la actividad de la enzima lisosomal beta-
galactosidasa asociada a senescencia (SA-Bgal).*® Esta enzima es detectable a pH 6,0 en
cultivos celulares que presentan senescencia replicativa o inducida, mas no en células que
proliferan.*® Por esta razén actualmente es el marcador mas comun y uno de los primeros

ensayos utilizados para caracterizar senescencia.*®

Mitocondrias: Se ha descrito que las mitocondrias son fundamentales para el desarrollo
del fenotipo senescente.®® Junto con lo anterior, las células senescentes muestran un
aumento en el nimero de mitocondrias® debido a una mitofagia reducida, lo que produce
una acumulacién de estas. Como consecuencia, el potencial mitocondrial se ve disminuido,
llevando a la liberacion de diversas enzimas mitocondriales, como también a un incremento
en la produccién de ROS.%? Asimismo, esto se asocia a una disminucién en la fision
mitocondrial, ademas de un incremento en la fusién.>® En efecto, se ha descrito que un

incremento en la fusiobn mitocondrial corresponderia a un mecanismo de proteccion frente
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a la apoptosis en células senescentes.®® Para detectar estos cambios, se suele utilizar
microscopia electronica, como también sondas mitocondriales para medir el potencial de

membrana.??

Resistencia a la apoptosis en senescencia celular: En la literatura se describe que la
apoptosis intrinseca esta mediada por un balance entre proteinas pro- y anti-apoptéticas.
Estas ultimas, miembros de la familia Bcl-2, estarian mediando la permeabilizacion de la
membrana externa mitocondrial (MOMP), como también la liberacion del citocromo ¢ desde
la mitocondria hacia el citosol.>* Una vez en el citosol, el citocromo ¢ se une a APAF-1,
estableciéndose asi el apoptosoma. Esto genera la activacién en cascada de las caspasas,
a través de la caspasa-9.*° Las proteinas miembros de la familia Bcl-2 involucradas en este
proceso, se caracterizan por presentar una secuencia corta conservada (motivos BH). Entre
ellas, serian altamente conservados los dominios BH1, BH2 y BH3.% Estas se clasifican en
tres subgrupos: las proteinas antiapoptéticas/pro-supervivencia, incluyendo Bcl-2, Bcl-xL,
Mcl-1, Bcl-w, Bcl-B, y A1/Bfl-1. Las proteinas pro-apoptéticas con dominios BH3-only, las
cuales corresponden a Bim, Bid, Bad, Noxa, PUMA, y Bmf. Ademas, las proteinas pro-
apoptéticas multidominio, Bax y Bak.>” Del grupo de proteinas pro-apoptéticas con dominios
BH3-only; Bim, Bid y PUMA son activadoras de Bax y Bak en la superficie mitocondrial.
Estas Ultimas son capaces de formar macroporos y causar asi la MOMP.%® Por otro lado,
las proteinas antiapoptoticas pueden unirse y secuestrar a las proteinas activadoras de Bax
y Bak descritas previamente. Con respecto a esto, las proteinas pro-apoptéticas Bad, Noxa
y Bmf actlan como sensibilizadoras, al unirse e inactivar a las proteinas antiapoptéticas,
pudiendo liberar a las proteinas activadoras que han sido secuestradas.®® Este balance
entre proteinas pro-apoptéticas y antiapoptoticas determina la supervivencia de una

célula.®
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Por otra parte, el grupo de proteinas antiapoptéticas/pro-supervivencia se
caracteriza por presentar un dominio BH4 en el N-terminal.®* Este dominio BH4 les permite
a las proteinas como Bcl-2 y Bcl-xL, unirse a otras proteinas que no pertenezcan a la familia
Bcl-2.%2%% Por lo tanto, estas presentan otros roles alternativos a su regulacion anti-
apoptética, tales como: en la proliferacion, autofagia, diferenciacion, reparacion de ADN,

progresion tumoral y angiogénesis.®*

Con respecto a las células senescentes, hay que considerar que ademas de estar
detenidas en el ciclo celular, se vuelven resistentes a la muerte celular mediada por la via
intrinseca.®® En ciertos casos, esta resistencia celular autbnoma se debe a una mayor
expresion de proteinas antiapoptéticas en comparacion con proteinas proapoptéticas.3 En
relacion con esto, se ha caracterizado que miembros de la familia Bcl-2, descritas
previamente, estarian regulando la apoptosis o la supervivencia celular; dependiendo de su
abundancia, localizacion e interacciones.® Particularmente, las proteinas antiapoptéticas
miembros de la familia Bcl-2: Bcl-xL y Bcl-w, incrementan en las células senescentes.®®
Reportandose en diversos modelos de induccién de senescencia que, tanto Bcl-xL como
Bcl-w, incrementan tanto su transcripcion, asi como también su traduccidon cap-
independiente.®” De forma interesante, se ha descubierto que al inhibir estas proteinas se
produce senolisis 0 muerte selectiva de células senescentes, caracterizando de esta
manera a la expresion de estas proteinas como clave para la viabilidad de células

senescentes.®

1.4 Regulacion del flujo de Ca?* mitocondrial en senescencia

Como se mencion6 anteriormente, existen numerosas alteraciones mitocondriales
presentes en senescencia. Ademas de lo mencionado, una caracteristica destacada debido
al caracter regulatorio sobre la fisiologia mitocondrial es el Ca?*.%° El Ca?* regula una serie
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de aspectos, tales como la cadena transportadora de electrones, la funcién de enzimas del
ciclo de Krebs, el potencial de membrana y la morfologia mitocondrial.”>"®* Ademas, en
células senescentes se ha descrito una acumulaciéon de Ca* en la mitocondria.” Sin
embargo, actualmente no son claros los mecanismos moleculares por los cuales la
mitocondria se sobrecarga de Ca?*, y sobre todo considerando la heterogeneidad del
fenotipo. En lo que respecta a esto, se ha descrito que el RE es el principal reservorio de
Ca?" dentro de la célula.”™ Sin embargo, para que el Ca?* pueda entrar a la mitocondria
requiere regiones de alta cercania con el RE. Esto ultimo se describe como un acoplamiento
de tipo estructural y funcional, donde la membrana mitocondrial externa esta en contacto
con la membrana del RE a distancias en un rango de 10 a 50 nm. Estas regiones han sido
denominadas MERCS (del inglés Mitochondria-Endoplasmic-Reticulum (ER) contact
sites).”® Particularmente, en estos contactos ocurre una interaccion fisica entre el Receptor
de Inositol-1,4,5-Trifosfato (IP3R), GRP75 y VDAC.”” Una vez que el Ca?* se libera desde
el RE, principalmente por IP3R, es capaz de alcanzar altas concentraciones del orden de
25 uM. Esto ultimo debido al estrecho contacto entre el RE y la mitocondria, generando
microdominios de Ca?*.7%"® De esta forma, los microdominios permiten la presencia de una
alta concentracion de Ca?*, necesaria para la apertura del poro unitransportador de Ca?
mitocondrial (MCU) en la membrana interna de la mitocondria.” MCU permite el paso del
Ca?* a la matriz mitocondrial donde regula todos los fenémenos ya mencionados, formando
un complejo con proteinas accesorias asociadas al sensado de Ca?* intermembrana y de
la matriz.?° La distribucién del Ca?" ademas, se ha descrito como heterogénea en las
regiones del lumen del RE; siendo determinante la salida de Ca? desde el RE vy las
concentraciones de Ca?* citosdlicas para modular estas interacciones RE-mitocondria.®!
Por otra parte, se ha descrito que la regulacién de estos flujos de Ca®* desde el RE hacia

la mitocondria, juega un rol fundamental para la mantencién de las células senescentes.
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Describiéndose que, al afadir un quelante de Ca?" en células derivadas de endometrio

humano, se previene el desarrollo de senescencia prematura.®

De forma interesante, se ha descrito a las MERCS como un factor clave en el
desarrollo del fenotipo senescente.® Especificamente, el grupo de David Bernard expuso
qgue las MERCS dependerian de IP3R, especificamente de IP3R2. De esta forma, al
generar un knockout (KO) de IP3R2, tanto in vitro como in vivo, disminuiria el nimero de
MERCS, concomitante a una disminucién en el desarrollo de senescencia celular. Por otro
lado, inducir las MERCS aumentaria la transferencia de Ca®* desde el RE a la mitocondria,

desencadenando el desarrollo de senescencia celular en fibroblastos humanos MRC5.8

En relacion con estos antecedentes, se puede concluir que los flujos de Ca?* desde
el RE a la mitocondria, acompafados de las MERCS, juegan un rol en el desarrollo del

fenotipo senescente. 884

1.5 Flujos de Ca?* modulados por proteinas antiapoptéticas

Segun lo establecido, una de las caracteristicas de las células senescentes es que
presentan una mayor expresion de proteinas antiapoptéticas, siendo descritas como
esenciales para su supervivencia, particularmente Bcl-2, Bcl-w y Bcl-xL.% Lo anterior dio
paso al uso de inhibidores de estas proteinas antiapoptéticas, tales como ABT-263,
utilizadndolos como blancos terapéuticos. ABT-263 presenta alta afinidad por Bcl-xL y por
Bcl-2, presentando uniones mas débiles a Bcl-w y Mcl-1.8° El uso de este compuesto resulta
en apoptosis selectiva en varios tipos de células senescentes, sin afectar la viabilidad de

células normales, concepto conocido como senolisis. -0

Diversas investigaciones muestran que ciertas proteinas antiapoptoticas estarian regulando

los flujos de Ca?* hacia la mitocondria. Por ejemplo, se ha descrito que Bcl-xL es capaz de
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interactuar con IP3R, generando una inhibicién en la salida del flujo de Ca?*y de esta forma
contraponiéndose a la apoptosis desencadenada por Ca?* en células cancerigenas.®’ Este
tipo de regulacion por inhibicion también se le ha atribuido a la proteina Bcl-2, de la cual se
describié que puede interactuar con IP3R mediante su dominio BH4.888 A pesar de lo
anterior, siguen siendo controversiales los efectos de la interaccion entre proteinas de la
familia BCL-2 y las proteinas asociadas al flujo de calcio.®®°! Esto resulta relevante debido
a que los niveles de Ca?" mitocondrial estan estrechamente relacionados con la muerte y la
supervivencia celular. De modo que altos niveles de Ca?* mitocondrial inducen MOMP y, en
consecuencia, apoptosis.®?

Curiosamente, en otros contextos como en células cancerigenas, se ha encontrado
que la expresién de la proteina antiapoptotica Bcl-xL estaria regulando el Ca?* mitocondrial.
Se establecié que Bcl-xL, mediante su dominio BH4, interactGa directamente con VDACI,
disminuyendo el flujo de entrada de Ca?* a la mitocondria mediado por VDAC1. Esta
interaccion seria un mecanismo de supervivencia de células tumorales, al evitar el

desarrollo de una apoptosis desencadenada por sobrecarga de Ca?*.8

Con respecto al contexto en senescencia celular, se tienen como antecedentes
provenientes del proyecto postdoctoral de Ulises Ahumada-Castro, cotutor de esta
memoria; que posterior a 24 h de induccion de senescencia con doxorrubicina, se observo
una disminucion en el flujo de Ca?* hacia la mitocondria mediante deteccion con Mitocepia
(CEPIA2MT). Siendo este (ltimo un indicador fluorescente verde de Ca?*, codificado
genéticamente en la mitocondria (figura 1).% Por otra parte, al inducir la salida de Ca?
lisosomal se sigue observando esta disminucién en el flujp de Ca?" mitocondrial.®
Relacionado a esto es que se propuso que la proteina Bcl-xL, usualmente descrita como
blanco senolitico,®® estaria involucrada en la regulacién de los flujos de Ca?* hacia la

mitocondria debido a que ya habia sido caracterizada su interaccion con VDAC1 como un
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mecanismo de supervivencia; siendo esta Ultima, la principal fuente de entrada de Ca?*

mitocondrial.®®
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Figura 1. (F1/Fo) para CEPIA2MT como evaluacion de Ca?" mitocondrial estimulado por
histamina. Se muestra en azul: control (CT) y en rojo: células inducidas con doxorrubicina
(Doxo 250 nM) por 24 h. Las células fueron estimuladas con 0,3 mM de histamina,
aproximadamente a los 50 segundos. Estadistica descriptiva muestr a promedio de los
peaks cuantificados + SEM. N=10 células, con N de 3 por condicién. ****p<0.0001,
utilizando T-test.

1.6 Apoptosis y senescencia celular

Como pudimos identificar, la senescencia celular y la apoptosis estarian
estrechamente relacionadas. Se ha descrito que las células, al responder a un dafio al ADN,
implementan programas adaptativos que a menudo culminan en 2 destinos celulares
distintos: apoptosis o senescencia.®® Se encontré que la proteina proto-oncogénica tirosina
guinasa codificada por el gen SRC (SRC) era activada por bajos niveles de agentes de
dafio al ADN, ya sea por los quimioterapéuticos Etopdsido y Doxorrubicina, como también
por radiacion ionizante (IR). Con un dafio menor en el ADN, esta proteina activd p38 lo cual
promovio la expresion de proteinas asociadas a la supervivencia y a la senescencia celular,
como también previno un incremento de proteinas proapoptoticas. Por otra parte, altas

concentraciones de quimioterapéutico favorecieron el desarrollo de apoptosis.®® Sumado a
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esto, recientemente se ha descrito que la inhibicion de Bcl-xL en células de melanoma
humano, redirigen la respuesta terapéutica desde senescencia a apoptosis.®” Por lo tanto,
se puede afirmar que, pese a que existe una dicotomia entre apoptosis y senescencia, estos
fendmenos se encuentran relacionados tal que podrian ser parte de dos destinos con un

punto de inicio en comun.

Tomando en cuenta estos antecedentes se puede establecer que, por una parte,
existe una expresion caracteristica de proteinas antiapoptoéticas en el fenotipo senescente;
siendo estas determinantes en la viabilidad celular.®® Por otro lado, se ha descrito que varias
de estas proteinas cumplen roles en la regulacién de Ca?" mitocondrial, otro aspecto que

también es relevante para la supervivencia celular. 8492

Existe evidencia de que las proteinas antiapoptoticas, particularmente Bcl-xL,%®
regulan los flujos de Ca?* de entrada a la mitocondria mediante su interaccion con VDAC1.
Sin embargo, este estudio ha sido descrito en células tumorales.®2638 Sj existe un
mecanismo similar al descrito en células cancerigenas, pero en etapas tempranas de TIS,

es aun desconocido. Por lo tanto, se establece la siguiente hipétesis:
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2. HIPOTESIS
“La interaccion entre Bcl-xL y VDAC1 en etapas tempranas de TIS inducida por
doxorrubicina en células IMR90 genera una disminucién en la captacién de Ca?*
mitocondrial, permitiendo la supervivencia de las células y el establecimiento del fenotipo

senescente”.

3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la interaccion de Bcl-xL con VDAC1 reduce la captacion de Ca*? mitocondrial
en etapas tempranas de senescencia celular inducida por doxorrubicina, siendo esencial

para la viabilidad de células IMR90.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Caracterizar la dinamica espacial y temporal de las proteinas Bcl-xL y VDAC1

en etapas tempranas de senescencia celular inducida por doxorrubicina en células

IMR9O0.

4.2 Evaluar el rol de la interaccién de Bcl-xL con VDAC1 en la captacion de Ca?*
mitocondrial en células IMR90 estimuladas con doxorrubicina.

4.3 Determinar si la interaccién de Bcl-xL con VDAC1 es esencial para la viabilidad
de células IMR90 en etapas tempranas de senescencia celular inducida por

doxorrubicina.
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5. PROPUESTA

Células Células
creciendo Senescentes

12 dias

T Ca” mitocondrial

l Captacion Ca®*
mitocondria

T Expresion BCL-XL

I 24 horas I

Ca* ™ BCL-XL | BCL-XL

T Ca? mitocondrial

Captacion Ca*

ECEAL l mitocondria

T Expresion BCL-XL

Figura 2. Propuesta de investigacion. En un contexto de senescencia temprana (24 h)
inducida por terapia (TIS) con doxorrubicina, se propone que la proteina antiapoptotica Bcl-
XL incrementa su expresiéon, su localizacion mitocondrial y su interaccién con el canal
VDAC1. De este modo, disminuirian los flujos de Ca?* hacia la mitocondria, mientras que el
Ca?* mitocondrial en ese punto se encontraria incrementado.
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6. MATERIALES Y METODOS

Reactivos

En Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EE. UU.) se adquirié yoduro
de propidio (P3566), anticuerpos secundarios anti-conejo conjugado con alexa 568 (A-
11011), anticuerpos secundarios anti-ratbn conjugado con alexa 568 (A-11004),
anticuerpos secundarios anti-conejo conjugado con HRP (31460), anticuerpos secundarios
anti-raton conjugado con HRP (31430), reactivo de Bradford (23200), tetrametil rodamina,
éster etilico, perclorato (TMRE) (T669), kit sustrato quimioluminiscente West Pico (34080),
solucion de fijacion PFA 4% (R37814), medio Dulbecco’s Modified Eagle’s-Alta glucosa
(DMEM-HG) (12100-046), DMEM-HG sin glutamina y sin Ca?* (21068028), Hoechst
(H3570), medio de montaje ProLong (P36984), X-Gal (B-1690), Fluo-4 AM (F-14201),
Rhod-2 AM (R-1245MP), SYTOX™ blue (s11348), siRNA BCL2L1 (4390824),
lipofectamine-3000 (L3000-015) y lipofectamine RNAi max (13778-150). En Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, Texas, EE. UU.) se adquirié BSA (sc-2323), compuesto Z-VAD-FMK
(Z-VAD) (sc-3067), anticuerpo anti-B-actina (sc-47778), anticuerpo anti-HSP90 (13119sc) y
anticuerpo anti-IP3R2 (7278sc). En Sigma-Aldrich (Whitehouse Station, Nueva Jersey, EE.
UU.) adquirimos histamina dihidrocloruro (H7250-5G), PLA Duolink® (DU092014-
100RXN), carbonilcianuro-4-(trifluorometoxi)fenilhidrazona (FCCP) (C2920-10MG), cocktail
inhibidor de proteasas (P2714-1BTL), acrilamida:bisacrilamida 29:1 (1690-OP) y cristal
violeta (C6158-50g). Anticuerpo Anti-phospho-Histone H2A.X (Serl39) (05-636) y
amortiguador RIPA fueron adquiridos de Millipore (Burlington, Massachusetts, EE. UU). Se
adquirieron en Winkler (Santiago, RM, Chile) TRIS, glicerol, 2-mercaptoetanol, SDS, azul
de bromofenol, glicina, metanol, glutaraldehido, NaCl, KCIl y Tween-20. De Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, EE. UU.) se obtuvo el anticuerpo anti-p21 Waf1/Cipl (12D1)

(2947), anticuerpo anti-IP3R1 (8568S), anticuerpo anti-PARP1 (46D11), anticuerpo anti-
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P53 (9282S), anticuerpo anti-Bcl-xL (54H6), anticuerpo anti-MCU (D2Z3B), anticuerpo anti-
H2A.X (20E3), anticuerpo anti-HMGB1 (3935S) y anticuerpo anti-MICU1 (D4P8Q).
Anticuerpo anti-VDAC1 (AB10527), anti-VDAC1 (AB14734), anticuerpo anti-TOMMZ20
(AB56783) y anticuerpo anti-caspasa-3 clivada (AB32042) fueron adquiridos en Abcam
(Cambridge, Reino unido). Anticuerpo anti-IP3R3 (610313BD) fue adquirido en BD

Biosciences (Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. UU.).
Cultivo celular

Se utilizé la linea celular normal de pulmén humano IMR90 (ATCC® CCL186™), la
cual fue mantenida a 37°C, 5% de CO.y 3% de Oz en DMEM-HG suplementado con 10%
de suero fetal bovino (FBS) y antibidticos (penicilina 10.000 U/mL y streptomicina 10
Mg/mL). En experimentos de senescencia tardia (6 dias/12 dias), se refrescé el medio de
cultivo cada 2 dias. Los experimentos de senescencia temprana (24 h) fueron estimulados
al dia posterior a sembrar las células. Todos los experimentos, tanto controles como las
células al iniciar los tratamientos con doxorrubicina, fueron realizados usando entre 5.000

y 10.000 células por cm?, independiente del tipo de placa utilizada.
Electroforesis en geles de poliacrilamida y electrotransferencia de proteinas

La separacién de las proteinas en base a su masa molecular se realizé mediante
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. En todos los casos, se cargaron 30 ug de
extracto proteico total. El gel concentrador se prepar6 al 5% y el separador al 10%, 15% vy
5% de poliacrilamida, de acuerdo con las necesidades experimentales. La electroforesis se
realiz6 en amortiguador de electroforesis (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%) a un
voltaje constante de 80 V durante 30 min y luego a 120 V hasta el final de la corrida
electroforética. Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a

una membrana de PVDF (GE Healthcare, Chicago, IL, EE. UU.) de 0,45 uym previamente
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activada con metanol, a amperaje constante de 400 mA por 90 min en amortiguador de

transferencia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1% p/v; metanol 20% v/v).

Western Blot

Posterior a la electrotransferencia, las membranas se incubaron con solucion de
blogueo (TBS-T [Tris 25 mM, NaCl 137 mM, KCI 2 mM, Tween-20 0,1% p/v], BSA 3% p/v)
durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) y posteriormente se incubaron toda la noche,
con agitacion suave, con el anticuerpo primario correspondiente en la siguiente dilucion:
anti-p21 (1:1000, conejo), anti-B-actina (1:3000, ratén), anti-p53 (1:1000), anti-Bcl-xL
(2:1000, conejo), anti-VDAC1 (1:1000, conejo), anti-IP3R1 (1:1000, conejo), anti-IP3R2
(1:500, cabra), anti-IP3R3 (1:1000, ratén), anti-MCU (1:1000, conejo), anti-MICU1 (1:1000,
conejo), anti-PARP1 (1:1000, conejo) y anti-caspasa-3 clivada (1:1000, conejo). Todos en
solucion de TBS-T 1% p/v BSA. Luego, las membranas se lavaron durante 15 min en TBS-
T, y se incubaron durante 1 hora a TA con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo, anti-
IgG de ratdbn o anti-lgG de cabra, conjugado con peroxidasa de rabanito, segun
corresponda, a una dilucién de 1:3000, 1:2000, 1:1000 y 1:500, en solucion de incubacién.
Para la deteccion, las membranas previamente lavadas, se incubaron durante 1 min en la
solucion quimioluminiscente para Western blot EZ-ECL vy se digitalizé la sefal utilizando el
sistema Chemidoc Imager (Biorad, Hercules, CA, EE. UU.). Las imagenes se procesaron y

analizaron mediante el software ImageJ (NIH Image).
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Inmunofluorescencia Indirecta

Las células se lavaron con PBS, luego se fijaron con PFA 4% por 10 min. A
continuacion, se realizé la permeabilizacion con 0.2% triton X-100 en PBS por 10 minutos
a TA. Se bloque6 con PBS-BSA 3% por 60 minutos a TA en una camara humeda. La
incubacion con el anticuerpo primario (1:200) o (1:100) segun corresponda, fue realizada
en PBS-BSA 1% durante toda la noche en camara humeda a 4°C. La incubacion con el
anticuerpo secundario se realizd en BSA 1% p/v (1:500) y se dej6 por 120 minutos a TA en
camara humeda en oscuridad. Se realizaron 3 lavados de PBS durante 5 minutos. Para la
tincion del nacleo se agregd Hoescht (1:1000) (Thermo Fisher Scientific) por 5 minutos. Se
realiz6 el montaje usando el medio de montaje ProLong (Thermo Fisher Scientific). Se
utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: anti-Bcl-xL (1:200, conejo), anti-TOMM20
(2:200, raton), anti-VDAC1 (1:100, conejo), anti-y-H2A.X (1:200, ratén) y anti-HMGB1
(1:100, conejo). Las imagenes se obtuvieron en un microscopio confocal TCS SP8 (Leica,
Wetzlar, Alemania). Luego fueron procesadas y analizadas mediante el software ImageJ

(NIH Image).

Tincién de SA-Bgal

Las células fueron lavadas con PBS Yy fijadas por 10 minutos con 2% formaldehido—
0,2% glutaraldehido. Luego de lavar con PBS, las células fueron incubadas toda la noche
a 37°C en incubador sin CO; en una solucién de tincion que contiene 1 mg/mL 5-bromo-4-
cloro-3-inolil-B-D-galactosido, 40 mM &cido citrico/amortiguador fosfato (pH 6,0), 5 mM de
ferrocianuro de potasio, 5 mM ferricianuro de sodio, 150 mM NacCl, y 2 mM MgCl.. Luego
las células fueron lavadas y se conté 100 células por condicion. Se expresd como
porcentaje de células positivas para la tincion (células evidentemente azules), del total de

células.
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Transfecciones de interferente de Bcl-xL

Especificamente para las transfecciones de interferente de Bcl-xL (SiRNA BCL2L1),
se utilizaron 60 pmoles por cada placa de 60 mm. Ademas, se utilizo lipofectamine RNAI

max de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

Los experimentos de esta memoria fueron realizados 48 h post-transfeccion excepto

para el interferente de Bcl-xL, en el cual se realizaron a 24 y 48 h post-transfeccion.

Ensayo de ligamiento por proximidad (PLA)

Se utilizé el ensayo de ligamiento por proximidad (PLA) Duolink® (Whitehouse
Station, Nueva Jersey, EE. UU.). El ensayo permite evaluar interacciones entre proteinas
enddgenas que estén a distancias entre 0 y 40 nm. En principio la técnica se basa en la
unién de 2 anticuerpos, hechos en distinta especie, que se unen a las proteinas de interés,
como se observa en la figura 3A. En el caso de la presente investigacion, se utilizaron los
anticuerpos anti-Bcl-xL (conejo) y anti-VDACL1 (ratdén). Luego se utiliza un par de
anticuerpos secundarios unidos a oligonucledtidos especificos contra la Fc de los
anticuerpos primarios (figura 3B). Como se muestra en la figura 3C, estos oligonucleétidos
solo hibridan si es que los anticuerpos se encuentran a la distancia antes mencionada, esto
mediado por una ligasa que forma una estructura de ADN circular necesaria para el
siguiente paso de amplificacion. Como ya se menciong, y se muestra en la figura 3D, una
ADN polimerasa amplifica este ADN circular 1000 veces 0 mas, y por la forma de replicacién
utilizada (Rolling circle amplification) todas las hebras de ADN quedan unidas generando
una sefial localizada. Finalmente, oligonucleétidos marcados se unen a sus secuencias
complementarias dentro de estas hebras de ADN amplificadas (figura 3E), las cuales son

visualizadas como puntos discretos (figura 3F). Las imégenes se obtuvieron en un

24



microcopio confocal TCS SP8 (Leica, Wetzlar, Alemania). Finalmente fueron procesadas y

analizadas mediante el software ImageJ (NIH Image).

A

Figura 3. Esquema de PLA Duolink®. Se puede observar los pasos asociados al protocolo
A) Dos anticuerpos primarios reconocen proteinas especificas de interés dentro de la
célula, representadas como globos amatrillos y verdes. B) Luego, anticuerpos secundarios
acoplados a oligonucledtidos (sondas PLA) reconocen los anticuerpos primarios. C)
Cuando las sondas PLA estan en proximidad, los oligonucleétidos se unen y ligan entre
ellos. D) Estos oligonucleétidos ligados forman un templado de ADN circular el cual es
amplificado por la ADN polimerasa. E) Oligonucle6tidos marcados con fluor6foros se
complementan a los amplicones recién amplificados en determinadas regiones. F) Las
sefales de PLA estan listas para ser analizadas en un microscopio confocal (Extraido de la
pagina de Sigma-Aldrich).

Determinacién de incrementos de Ca?" mitocondrial y citoplasmatico

Para medir niveles de Ca?* se utiliz6 la sonda Fluo-4 AM, tanto para evaluar la salida
de Ca?* desde el RE, como también para evaluar la salida de Ca?" mitocondrial mediada

por FCCP. Se utilizé6 Rhod-2 AM para evaluar el ingreso de Ca?* a la mitocondria luego de
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la salida desde el RE. Para las 2 sondas se utiliz6 una solucion de la sonda a concentracion
5 uM en medio de cultivo suplementado con FBS 10% por 30 minutos a TA. Luego se lavo
las células y se restituyd por medio fresco y suplementado. Para los casos de Fluo-4 AM
como evaluador de Ca?" que sale del RE y Rhod-2 AM, previo al experimento se cambié el
medio de cultivo por DMEM-HG sin Ca?" (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EE. UU.) y sin suplementar. El estimulo para liberar Ca?* desde el RE fue
realizado con histamina 0,3 mM (Sigma-Aldrich, Whitehouse Station, Nueva Jersey, EE.
UU.) en DMEM-HG sin Ca?*, aplicado a los 15 o 20 segundos de iniciado el experimento.
Ademas, el estimulo para liberar el Ca?" desde la mitocondria fue realizado con el
desacoplante de potencial mitocondrial FCCP 1 um (Sigma-Aldrich Whitehouse Station,
Nueva Jersey, EE. UU.) en DMEM-HG con Ca?, aplicado a los 15 o 20 segundos de
iniciado el experimento. Los experimentos fueron registrados en un microscopio confocal
TCS SP8 (Leica, Wetzlar, Alemania) y se registrd cada 1 segundo, con un aumento 20X y

un pinhole de 1,5.

Ensayo de densidad celular por Cristal violeta

Se sembraron células en placas de 96-well (5000/cm?), posterior a los estimulos
correspondientes, se aplicé a las células una solucién de cristal violeta al 0,5% (200 uL por
pocillo) y se incubd durante 20 minutos. Posterior a eso se retir6 el cristal violeta y las placas
fueron lavadas de manera vertical con flujo suave de agua. Se dej6 secar las placas durante
24 h. Para cuantificar se afiadié metanol (200 uL por pocillo), y se utilizé el equipo Tecan
Infinite® 200 PRO (Tecan Trading AG, Suiza).
Determinacién de viabilidad por SYTOX™ blue mediante citometria de flujo

Se recolecto las células adheridas, por tripsinizacion, las cuales fueron lavadas con
PBS. Se resuspendio en 200 yL de PBS y se agregé SYTOX™ blue 2,5 uM. Luego se

mezcld con un pequefio vortex de forma suave. Finalmente, se incubaron las muestras por
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15 min a TA. Todas las muestras fueron analizadas mediante citometria de flujo. Para
andlisis de muerte celular por apoptosis se incubaron previamente las células con el

inhibidor de pan-caspasas Z-VAD a 40 uM.

Medicion de potencial de membrana mitocondrial por sonda TMRE mediante
citometria de flujo

Se recolecto las células adheridas, por tripsinizacion, las cuales fueron lavadas con
PBS. Se resuspendio en 200 uL de PBS y se agregd TMRE 5 nM. Luego se mezclé con un
pequefio vortex de forma suave. Finalmente, se incubaron las muestras por 15 min a TA.

Todas las muestras fueron analizadas mediante citometria de flujo.

Docking molecular de Bcl-xL y VDAC1 afadiendo ABT-263

Se utilizé el software ColabFold,*® implementando el algoritmo AlphaFold.*® Se
analizaron los 5 modelos mas representativos de interaccion BCL-xL:VDACL, y se
caracterizd que la conformacioén predicha por el software converge en el modelo de
interaccion presentado en esta memoria. Las estructuras tridimensionales de los modelos
de las proteinas individuales fueron corroboradas por las estructuras cristalograficas 4QNQ

y 3EMN para Bcl-xL junto a ABT-263 y VDACL1 respectivamente.

Anélisis Estadistico

Todos los valores fueron expresados como promedio + SEM de 3 experimentos
independientes 0 6 experimentos independientes, en el caso particular de Western blot. En
el caso de datos que presentaron distribucién normal, los datos fueron analizados utilizando
T-Test y ANOVA de una via con comparaciones respecto a los diversos grupos

experimentales con correccion de Sidak, como también, con respecto al control con
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correccion de prueba de Dunnet. *p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Todos los resultados fueron analizados con el programa estadistico GraphPad Prism 8.0.2.
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7. RESULTADOS

7.1 Objetivo 1. Determinacién de la dindmica espacial y temporal de proteinas Bcl-xL
en las etapas tempranas de senescencia celular inducida por quimioterapéuticos
(TIS).

7.1.1 Caracterizacién del modelo de senescencia celular inducida por

doxorrubicina a los 12 dias y 24 h post induccién.

Para estudiar TIS en el laboratorio se utiliza actualmente un modelo de induccién de
senescencia con doxorrubicina a una concentracion de 250 nM, descrita previamente en la
literatura.®”1%° E| estimulo se mantuvo por 48 h y posteriormente las células se dejaron hasta
12 dias para su caracterizacion (figura 4). En base a esto, la figura 5 muestra el plan de
trabajo para inducir senescencia a etapas tempranas, en el cual se indujo senescencia con
doxorrubicina a una concentracién de 250 nM, pero esta vez durante 24 h. Siendo este

altimo el modelo utilizado para el desarrollo de esta memoria.

Agregar Cambio de medio Experimentos
doxorrubicina 250 nM

T
Em
— S — >
) b :
Sembrar Medio de cultivo con Cambio de medio de
5000 células/cm? doxorrubicina cultivo cada 2 dias

Figura 4. Esquema de induccién de senescencia de 12 dias en células IMR90. Se
sembraron 5000 células/cm?, posterior a eso se indujo senescencia con doxorrubicina 250
nM al siguiente dia. Se mantuvieron las células hasta el dia 13 con cambio de medio cada
2 dias.
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Agregar Experimentos
doxorrubicina 250 nM

-l
—ar —— PR

Sembrar Medio de cultivo con
5000 celulas/cm? doxorrubicina

Figura 5. Esquema de induccion de senescencia 24 h en células IMR90. Se sembraron
5000 células/cm?, posterior a eso se indujo senescencia con doxorrubicina 250 nM al
siguiente dia. Se esperé un tiempo de 24 h post induccion para realizar los experimentos.

30



7.1.2 Determinacién de marcadores de senescencia celular inducida por
doxorrubicina alos 12 dias y 24 h post induccion.

En primer lugar, se determinaron marcadores asociados a senescencia celular en el
modelo de 12 dias (figura 4), actualmente usado en el laboratorio. Posteriormente se
evaluaron los niveles de p21 y p53 de forma semicuantitativa mediante Western blot. Se
puede observar en la figura 6 que se incrementaron los niveles de p21 (4,4 + 1,0) con
respecto al control (1,0 £ 0,2). p53 mostr6 tendencia a la disminucion, pese a no ser
significativo. Luego, se evaluaron marcadores de senescencia celular en el modelo de 24 h
(figura 5). Se puede evidenciar en la figura 7 que, en etapas tempranas de induccién con
doxorrubicina, se incrementé la expresion de los marcadores p21 (2,9 + 0,6) con respecto
al control (1,0 £ 0,1) y p53 (5,9 + 2,0) con respecto a su control (1,0 + 0,2). Junto con lo
anterior, en la figura 8 se muestran los marcadores de senescencia HMGB1 y y-H2A.X. En
la inmunofluorescencia para HMGB1 se observd una tendencia a disminuir su marca
nuclear en condiciones de induccion de senescencia a las 24 h (coeficiente de Manders:
0,19 + 0,0,8) aunque no hubo diferencias significativas con respecto al control (coeficiente
de Manders: 0,22 = 0,05). Ademas, otra forma de evaluar la extension de dafio en la
induccién de senescencia es contar el nimero de focos positivos de y-H2A.X dentro del
nucleo, asociados a focos de dafio al ADN. Se observé un aumento en condiciones de
induccién de senescencia a las 24 h (938 + 37 focos de dafio al ADN). En tanto que, en los

controles, estos focos fueron menos (619 + 28 focos de dafio al ADN).
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Figura 6. Cuantificacion de niveles de p21 y p53 en modelo de senescencia 12 dias
luego de iniciado el tratamiento. (A) Graficos de cuantificacion y normalizacion respecto
al control de p21 y (B) p53 junto a sus imagenes representativas de Western blot,
incluyendo su condicion control (C: control) y células senescentes inducidas con
doxorrubicina (D: doxorrubicina). Los datos muestran promedio + SEM. N=5-6. *p=<0.05,
utilizando T-Test.
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Figura 7. Cuantificacion de niveles de p21 y p53 en modelo de senescenciatemprana,
24 h luego de iniciado el tratamiento. (A) Graficos de cuantificacion y normalizacién
respecto al control de p21 y (B) p53, junto a sus imagenes representativas de Western blot,
incluyendo su condicién control (C: control) y células inducidas con doxorrubicina (D:
doxorrubicina). Los datos muestran promedio £ SEM. N=6. *p<0.05, utilizando T-test.
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Figura 8. Evaluacién del grado de colocalizacion de HMGB1 y cuantificacién de focos
de y-H2A.X en células IMR90 en modelo de senescencia temprana, 24 h luego de
iniciado el tratamiento. (A) Imagenes representativas de inmunofluorescencia para y-
H2A.X (en verde), HMGBL1 (en rojo) y Hoescht, una sonda que permite la identificacion del
nucleo (en azul). La barra blanca en cada imagen representa una distancia de 10 um (B)
Cuantificacion de coeficiente de Manders. (C) Cuantificacion de focos de y-H2A.X. Para
identificar los focos se consideraron todos los puntos de circularidad entre 0,0 y 1,0; de
tamario O-infinito um2. Se muestran las condiciones control (CT) y células inducidas con
doxorrubicina (Doxo 250 nM). Los datos muestran promedio + SEM. N=50 células totales,
con N de 2 por condicion.
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7.1.3 Caracterizacion de las proteinas Bcl-xL y VDAC1 en células IMR90 en
etapas tempranas de TIS (24 h)

Una vez caracterizado el modelo de etapas tempranas de senescencia (24 h), se
evalué nuestra propuesta de investigacion. Se utiliz6 como referencia el mecanismo
propuesto por el grupo de Geert Bultynck.®2® Lo primero que se realizé fue evaluar si las
proteinas de interés Bcl-xL y VDACL1 presentaban cambios al inducir senescencia segun el
modelo establecido. Se evalud la expresion de estas proteinas mediante Western blot. Bcl-
xL incrementd sus niveles de forma significativa, en términos estadisticos, a las 24 h de
induccion de senescencia, (1,6 + 0,2 veces) respecto al control (0,9 + 0,1) (Figura 9). Este
fendmeno ha sido caracterizado previamente en un modelo de induccién de 7 dias post
quimioterapéutico.®® Por otra parte, VDAC1 no sufri6 cambios significativos bajo la

condicion de estudio (Figura 9).
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Figura 9. Cuantificacion de niveles de Bcl-xL y VDAC1 en modelo de senescencia
temprana, 24 h luego de iniciado el tratamiento. (A) Gréficos de cuantificacion y
normalizacion respecto al control de Bcl-xL y (B) VDACI1, junto a sus imagenes
representativas de Western blot, incluyendo su condicion control (C: control) y células
inducidas con doxorrubicina (D: Doxo 250 nM). Los datos muestran promedio + SEM. N=6.
*p<0.05, utilizando T-test.
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7.1.4 Determinaciéon de dindmica espacial de Bcl-xL en células IMR90 durante
etapas tempranas de TIS (24 h)

Luego de verificar la expresion de las proteinas de interés, se determiné su dinamica
espacial. Para esto se realizaron experimentos de inmunofluorescencia, evaluando de esta
forma la colocalizacion de Bcl-xL con la mitocondria. En la figura 10 se puede observar que
Bcl-xL incrementé su localizacion mitocondrial de forma significativamente estadistica
(coeficiente de Manders: 0,43 + 0,02) a las 24 h de inducciéon de senescencia, respecto al

control (coeficiente de Manders: 0,35 + 0,02).
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Figura 10. Evaluacién del grado de colocalizacién de Bcl-xL con la mitocondria
(TOMM20) en modelo de senescenciatemprana, 24 h luego de iniciado el tratamiento.
(A) Imagenes respectivas de inmunofluorescencia de Bcl-xL (verde), TOMM20 (rojo) y
Hoescht, una sonda que permite la identificacion del nacleo (azul). (B) Detalle con aumento
del Merge de la figura A. Las lineas punteadas delimitan la zona amplificada. Se representa
la escala de 10 um con una barra blanca. (C) Cuantificacion de coeficiente de Manders. Se
muestran las condiciones control (CT) y células inducidas con doxorrubicina 250 nM (Doxo).
Los datos muestran promedio £+ SEM. N=10-15 células c/N, con N de 3 por condicion.
**p<0.01, utilizando T-test.
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Considerando los datos expuestos se puede concluir que en nuestro modelo de
senescencia celular en etapas tempranas de induccién con doxorrubicina (24 h), ocurre un
aumento en los niveles proteicos de Bcl-xL, acompafado de un incremento en la

localizacion mitocondrial de la misma.
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7.2 Objetivo 2. Evaluar el rol de la interaccién de Bcl-xL con VDAC1 y su impacto en
la captacién de Ca* mitocondrial en etapas tempranas de TIS (24 h).

7.2.1 Caracterizacion de la interacciéon de Bcl-xL con VDAC1 en etapas
tempranas de TIS (24 h)

Una vez descrito el aumento en los niveles de BCL-xL, junto con un aumento en la
localizacion mitocondrial, se realizaron aproximaciones para evaluar su interaccion con la
proteina VDACL. Para esto se utilizé la herramienta denominada proximity ligation assay
PLA. Como se observa en la figura 11, existe un incremento en la cantidad de contactos
(298 * 22 puntos por célula) de estas proteinas a las 24 h de induccién de senescencia con
respecto al control (205 + 18 puntos por célula). Junto con lo anterior, en la figura 12 se
realizé un control técnico. Se muestra una inmunofluorescencia representativa de VDAC1-
TOMM20 para caracterizar la localizacibn mitocondrial de VDACL, ademas de la

evidenciada anteriormente para Bcl-xL en la figura 10.
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Figura 11. Cuantificaciéon del numero de interacciones entre Bcl-xL y VDAC1
utilizando técnica PLA en modelo de senescencia temprana, 24 h luego de iniciado
del tratamiento. (A) Imagenes representativas de puntos verdes cuantificados para control
(CT) y células inducidas con doxorrubicina 250 nM (Doxo). Se representa la escala de 10
Mm con una barra blanca. (B) La cuantificacién en el gréafico indica nimero de puntos verdes
por célula. Los datos muestran promedio + SEM. N=20 células c/N, con N de 3 por
condicion. ***p<0.001, utilizando T-test.
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Figura 12. Inmunofluorescencia representativa de VDAC1-TOMM20 en modelo de
senescencia temprana, 24 h luego de iniciado el tratamiento. Imagenes respectivas de
inmunofluorescencia de VDACL (verde) y TOMM20, un marcador de mitocondrias (rojo).
Se muestran las condiciones control (CT) y células inducidas con doxorrubicina 250 nM
(Doxo). Se representa la escala de 10 ym con una barra blanca.

7.2.2 Rol de la interaccion de Bcl-xL con VDAC1 en la captacion de Ca?

mitocondrial en etapas tempranas de TIS (24h)

Como ya se planted, en un contexto de inducciébn de senescencia en etapas
tempranas (24 h), la interaccion entre Bcl-xL y VDACI regularia el ingreso de flujo de Ca?*
hacia la mitocondria mediada por VDAC1, permitiendo la progresion del fenotipo
senescente. Por lo tanto, se realizé una caracterizacion de los flujos de Ca?* desde el RE
hacia la mitocondria. Se puede observar en la figura 13A, que los flujos de Ca?* desde el
RE, bajo induccién con histamina, hacia la mitocondria disminuyeron a las 24 h de induccién
de senescencia (peak post estimulacion con histamina: 1,2 + 0,01) con respecto al control

(peak post estimulacién con histamina: 1,5 £ 0,01). Este resultado es concordante con la
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regulacion que se atribuye a la interacciéon de Bcl-xL y VDAC1.2° Ademas, no se observo
diferencias estadisticamente significativas en los flujos de Ca?* desde el RE hacia el
citoplasma bajo induccién con histamina y detectados con Fluo-4 (24 h de induccién de
senescencia, peak post estimulacion con histamina: 4,8 + 0,1; control, peak post
estimulacion con histamina: 4,3 + 0,1) (figura 13B). Finalmente, para complementar estos
datos, se realizé un experimento para medir el Ca?* presente en la mitocondria en las 24 h
de induccién de senescencia (figura 13C). Para esto se utiliz6é FCCP, un agente
desacoplante de potencial mitocondrial, para inducir la liberacion de Ca?* en la mitocondria
y realizar mediciones de Ca?* citoplasmatico con Fluo-4. Se pudo caracterizar que el Ca?
estaba incrementado en la mitocondria a las 24 h de induccion de senescencia (peak post
estimulacion con FCCP: 1,3 + 0,01) con respecto al control (peak post estimulacion con
FCCP: 1,1 £ 0,003). Esto se relaciona con lo previamente descrito sobre la acumulacion de

Ca?* mitocondrial en células senescentes.”™
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Figura 13. Evaluacién de las dinamicas de Ca*" en modelo de senescencia temprana,
24 h luego de iniciado el tratamiento. (A) Se muestra la curva de intensidad de
fluorescencia normalizada por la fluorescencia inicial (F1/Fo) para la sonda Rhod-2 como
evaluacion de Ca?" mitocondrial estimulado por histamina. N=8 células con N de 3 por
condicion. (B) (F1/Fo) para Fluo-4 como evaluacion de Ca?* citoplasmatico estimulado por
histamina. N= 20 células con N de 2 por condicion. (C) (F1/F0) para Fluo-4 como evaluacién
de Ca?" citoplasmatico proveniente desde la mitocondria estimulado con FCCP. N=11
células con N de 3 por condiciéon. En todos los andlisis se muestra control y células
inducidas con doxorrubicina (Doxo). Las células fueron estimuladas con 0,3 mM de
histamina 'y 1 uM de FCCP, segln corresponda. Estadistica descriptiva muestra promedio
de los peaks cuantificados + SEM. *p<0.05, utilizando T-test.
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7.2.3 Caracterizacion de proteinas implicadas en el flujo de Ca® en células
IMR90 en etapas tempranas de TIS (24 h)

Para evaluar que los cambios en los flujos de Ca?* descritos anteriormente no se
deban a una regulacion de las proteinas involucradas en los flujos de Ca?*, se evaluaron
los niveles de expresion mediante Western blot de las isoformas de IP3R como también de
MCU y MICUL. Se puede observar en la figura 14, que los niveles de las isoformas de IP3R
no presentaron cambios estadisticamente significativos a las 24 h de induccion de

senescencia, al igual que MCU y MICU1.
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Figura 14. Cuantificacién de niveles de isoformas de IP3R, MCU y MICU1 en modelo
de senescencia temprana, 24 h luego de iniciado el tratamiento. (A) Gréaficos de
cuantificacién y normalizacion respecto al control de IP3R1, IP3R2 e IP3R3 (B) MCU, y (C)
MICU1, junto a sus imagenes representativas de Western blot, incluyendo su condicion
control (C: control) y células inducidas con doxorrubicina (D: Doxo 250 nM). Los datos
muestran promedio £ SEM. N=3-6. *p<0.05, utilizando T-test.
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7.2.4 Prueba de concepto de senolitico ABT-263 como inhibidor de Bcl-xL y
posible disruptor de la interaccion entre Bcl-xL y VDAC1

Previamente, se pudo describir lo propuesto en nuestro modelo de estudio (figura
2), demostrando que Bcl-xL incrementa su localizacion mitocondrial, como también sus
puntos de contacto con VDAC1. Ademas, existe una disminucién en los flujos de Ca?* hacia
la mitocondria en etapas tempranas de TIS. Para complementar esta informacién y para
poder evidenciar si la interaccion entre Bcl-xL y VDACL1 es clave para la supervivencia de
células en etapas tempranas de TIS dependiendo de la regulacion de los flujos de Ca?*
hacia la mitocondria, se decidi6é usar el inhibidor de Bcl-xL: ABT-263. Este actia como
inhibidor de las proteinas antiapoptéticas: Bcl-2, Bcl-w y Bcl-xL.8 Se ha descrito ademas
que ABT-263 actiia como senolitico.®! Por esta razon se plantea que al inhibir Bcl-xL v,
como parte de su mecanismo sendlitico, ABT-263 podria interrumpir la interaccién entre
Bcl-xL con VDACI, alterando las regulaciones de las dinamicas de Ca?" mitocondrial y

generando asi la muerte de células en etapas tempranas de TIS (figura 15).
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Figura 15. Prueba de concepto de la interrupciéon en la interaccién de Bcl-xL con
VDAC1 mediante el uso de ABT-263. ABT-263, molécula mimética de BH3, inhibidor de
Bcl-xL y descrito como senolitico. ABT-263 podria interrumpir la interaccion entre Bcl-xL
con VDACL1 y alterar las regulaciones de las dinamicas de Ca?" mitocondrial como parte de
su mecanismo senolitico.
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7.2.5 Docking molecular de interaccion entre Bcl-xL con VDACL1 incluyendo
ABT-263

En relacion con lo anterior, para verificar si ABT-263 estaria interrumpiendo la
interaccion entre Bcl-xL y VDACL, se realizaron ensayos in silico mediante docking
molecular de las estructuras de Bcl-xL (PDBID:4QNQ) y VDACL1 (PDBID: 3EMN) mediante
una colaboracién realizada junto a la Doctora Ariela Vergara y Roberto Rosales de la
Universidad de Talca. Para esto se utilizé el software ColabFold,*® implementando el
algoritmo AlphaFold.*® En primer lugar, se establecid la identidad entre las estructuras
cristalizadas de origen murino y humano, siendo para Bcl-xL un 97.9% y para VDACL1 un
94.3%. Al tener una alta identidad se procedi6 a utilizar las estructuras de raton. La interfaz
de contacto fue corroborada mediante dos distintos enfoques. El primer enfoque se centrd
en las interacciones establecidas a 5A entre la proteina Bcl-xL y ABT-263 (PDBID:4QNQ),
dado que la asociacion de la interaccion Bcl-xL:VDACL1 inhibe la actividad de la proteina
Bcl-xL. El segundo enfoque se llevd a cabo segun predicciones de interfaces de contacto
para interaccién proteina-proteina (PPI), a través de los softwares Bipsi y RaptorX. De la
combinacion de ambos enfoques, se logro identificar 5 putativos residuos de Bcl-xL claves
para formar el complejo Bcl-xL:VDACL. Estos corresponderian a TYR101, ASN136,
ARG139, LEU194, y TYR195. En la figura 16, se puede observar a la molécula de ABT-
263 en amarillo, la cual estaria posicionada en sitios de Bcl-xL que estarian siendo
participes de la interaccién con VDACL. De esta forma, esta superposicién estructural
permitié describir que puede darse una interrupcién en la interaccién de Bcl-xL con VDAC1
al utilizar ABT-263, siendo una posibilidad para estudiar la relevancia de esta interaccion

en la supervivencia de células en etapas tempranas de TIS.
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SUPERPOSICION ESTRUCTURAL MODELO INTERACCION CON PDBID:4QNQ.

Prot : proSite 5 il conTacTos BeLxt

5 :1\4[17; :':\ ALA:93 GLU:96

B CORTE (61-62)
[ BH3 (86 - 100)
B 541 (129-148)
W BH2 (180-195)

PHE:97 ARG:100
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PHE:105 LEU:108
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ALA:142 PHE:143
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TYR:195

Figura 16. Docking molecular de las estructuras de Bcl-xL con VDAC1, incluyendo
ABT-263. Mediante el software ColabFold se realizé un docking molecular. En amarillo se
observa la molécula de ABT-263 presente en los sitios de Bcl-xL descritos que interactian
con VDAC1 en este modelo para el cual fueron identificados 5 aminoacidos clave: TYR101,
ASN136, ARG139, LEU194, y TYR195.

7.2.6 Caracterizacion de Bcl-xL y VDAC1 en células IMR90 en etapas
tempranas de TIS (24 h) incluyendo el inhibidor ABT-263

En primer lugar, al describir la relacién estructural entre ABT-263 y Bcl-xL, fue
relevante realizar una caracterizacion de las proteinas de interés: Bcl-xL y VDAC1 para
descartar si no ocurrian cambios en los niveles de proteinas bajo el uso de este compuesto.
Interesantemente, la figura 17 muestra que al utilizar ABT en condiciones de induccién de
senescencia a 24 h (Doxo+ABT) se observé una disminucion estadisticamente significativa
de Bcl-xL (0,69 + 0,3) en comparacion a la condiciéon con doxorrubicina (1,6 £ 0,2). Esto
también se condice con una tendencia a la disminuciéon de ABT (0,4 = 0,1) con respecto al
control (0,9 £ 0,14). Por otra parte, no ocurrieron cambios significativos en VDACL1 bajo el

uso de este compuesto en las mismas condiciones.
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Figura 17. Cuantificacion de niveles de Bcl-xL y VDAC1 en modelo de senescencia
temprana, 24 h luego de iniciado el tratamiento incluyendo ABT-263. (A) Gréficos de
cuantificacién y normalizacion respecto al control de Bcl-xL y (B) VDACI, junto a sus
imagenes representativas de Western blot, incluyendo su condiciéon control (C: control),
células inducidas con doxorrubicina (D: Doxo 250 nM), células inducidas con ABT-263 (A:
ABT-263 3 uM) y células inducidas con doxorrubicina y ABT-263 (D+A: Doxo+ABT-263 a
concentraciones previamente descritas). Los datos muestran promedio + SEM. N=6.
*p=<0.05, **p=<0.01, utilizando ANOVA y post test Sidak.

7.2.7 Determinacion de dinamica espacial de Bcl-xL en células IMR90 durante
etapas tempranas de TIS (24 h) incluyendo el inhibidor ABT-263

Como se pudo identificar en la figura 17, Bcl-xL presentd una disminucién
significativa en su expresion proteica en condiciones de induccién de senescencia a las 24
h en conjunto con el inhibidor ABT-263, comparado al incremento que observamos
previamente al tratar Gnicamente con doxorrubicina. Ademas de lo anterior, se evalué la
dindmica espacial de Bcl-xL. Como podemos observar en la figura 18, efectivamente el
tratamiento de ABT-263 en conjunto con la induccion de senescencia temprana, disminuyé
la colocalizacién de Bcl-xL y la mitocondria (coeficiente de Manders: 0,36 + 0,02) con

respecto al tratamiento Unico con doxorrubicina (coeficiente de Manders: 0,43 + 0,02).
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Figura 18. Evaluacion del grado de colocalizacion de Bcl-xL con la mitocondria
(TOMM20) en modelo de senescenciatemprana, 24 h luego de iniciado el tratamiento.
(A) Imagenes respectivas de inmunofluorescencia de Bcl-xL (verde), el marcador de
mitocondrias TOMMZ20 (rojo) y Hoescht, una sonda que permite la identificacion del nucleo
(azul). Se representa la escala de 10 ym con una barra blanca. (B) Cuantificacion de
coeficiente de Manders. Se muestran las condiciones control (CT), células inducidas con
doxorrubicina 250 nM (Doxo), células inducidas con ABT-263 3 UM (ABT) y células
inducidas con doxorrubicina y ABT-263 a concentraciones previamente descritas
(Doxo+ABT). Los datos muestran promedio + SEM. N=10 células, con N de 3 por condicién.
*p<0.05, utilizando ANOVA y post test Sidak.

7.2.8 Caracterizacion de la interaccion de Bcl-xL con VDAC1 en etapas
tempranas de TIS (24 h) incluyendo el inhibidor ABT-263.

Considerando que el uso de ABT-263 interfiere con la colocalizacién mitocondrial de
Bcl-xL, se evalué los efectos del inhibidor en los sitios de proximidad descritos entre Bcl-xL
y VDACL1 bajo condiciones de induccién de senescencia a las 24 h. La figura 19, muestra
gue existe una disminucién en los sitios de proximidad (507 + 15 puntos por célula) con
respecto al control (899 + 23 puntos por célula). Estos resultados sugieren que la interaccion

descrita entre Bcl-xL y VDAC1 estaria siendo interrumpida por ABT-263.
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Figura 19. Cuantificaciéon del numero de interacciones entre Bcl-xL y VDAC1
utilizando técnica PLA en modelo de senescencia temprana, 24 h luego de iniciado
del tratamiento. (A) Imagenes representativas de puntos verdes cuantificados para control
(CT), células inducidas con doxorrubicina 250 nM (Doxo), células inducidas con ABT-263 3
UM (ABT) y células inducidas con doxorrubicina y ABT-263 a concentraciones previamente
descritas (Doxo+ABT). Se representa la escala de 10 ym con una barra blanca. (B) La
cuantificacién en el grafico indica nUmero de puntos verdes por célula. Los datos muestran
promedio £ SEM. N=20 células, con N de 3 por condicion. ***p<0.001, utilizando ANOVA 'y
post test Sidak.

7.2.9 Rol de lainteraccion de Bcl-xL con VDACL en la captacion de Ca?*
mitocondrial en etapas tempranas de TIS incluyendo el inhibidor ABT-263

Hasta el momento se logré describir que, al realizar el tratamiento con ABT-263 en
conjunto con la induccién de senescencia a etapas tempranas (24 h), Bcl-xL disminuye sus
niveles proteicos, su localizacion mitocondrial y su proximidad con VDACL1.Estos resultados
son coincidentes con el modelo estructural propuesto en la figura 16. Luego, se evalug si
el inhibidor tiene un efecto a nivel funcional, es decir un impacto sobre la captacion de Ca?*

mitocondrial. Para esto se realizaron experimentos para evaluar las dindmicas de los flujos
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de Ca?"incluyendo al inhibidor ABT-263. En la figura 20A se observa que los flujos de Ca?*
hacia la mitocondria (evaluados con Rhod-2) bajo induccion con histamina, se
incrementaron en niveles similares al control cuando se incluyé ABT-263 en conjunto a la
induccion temprana de senescencia (peak post estimulacion con histamina: 1,55 + 0,1) en
comparacion a lo observado previamente sin el inhibidor (peak post estimulacién con
histamina: 1,18 + 0,07), siendo esto estadisticamente significativo. Por otro lado, en la
figura 20B; se evidencia que hay una tendencia a la disminucién en los flujos de Ca?*desde
el RE hacia el citoplasma bajo induccién con histamina y detectados con Fluo-4, al utilizar
el inhibidor ABT-263 en condiciones de etapas tempranas de induccion de senescencia
(figura 20C) en comparacion a lo observado con doxorrubicina previamente sin el inhibidor
(figura 20C). Esto podria relacionarse con el incremento de los flujos de Ca?
mitocondriales descritos previamente. Finalmente, en la figura 20C se muestra que el Ca?*
mitocondrial liberado mediante el uso de FCCP, presenté una disminucién significativa bajo
tratamiento conjunto de ABT-263 y doxorrubicina a etapas tempranas (1,1 + 0,01), en

comparacion a lo analizado previamente con doxorrubicina (1,3 £ 0,01).
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Figura 20. Evaluacion de las dinamicas de Ca* en modelo de senescencia temprana,
24 h luego de iniciado el tratamiento. (A) Se muestra la curva de intensidad de
fluorescencia normalizada por la fluorescencia inicial (F1/FQ) para la sonda Rhod-2 como
evaluacion de Ca?" mitocondrial estimulado por histamina. N=8 células con N de 3 por
condicion. (B) (Fi/Fo) para Fluo-4 como evaluacion de Ca?" citoplasmatico proveniente
desde el RE estimulado por histamina. N=10 células con N de 2 en condiciones Control,
Doxo y N de 1 en condiciones de ABT-263 y Doxo+ABT (C) (Fi/Fo) para Fluo-4 como
evaluacion de Ca?* citoplasmatico proveniente desde la mitocondria estimulado con FCCP.
N=11 células con N de 3 por condicién. En todos los analisis se muestra control, células
inducidas con doxorrubicina 250 nM (Doxo), células inducidas con ABT-263 3 uM (ABT) y
células inducidas con doxorrubicina y ABT-263 a concentraciones previamente descritas
(Doxo+ABT). Las células fueron estimuladas con 0,3 mM de histamina y 1 uM de FCCP,
segun corresponda. Estadistica descriptiva muestra promedio de los peaks cuantificados +
SEM. *p=0.05, utilizando T-test para grupos comparados.

7.2.10 Caracterizacion de proteinas implicadas en el flujo de Ca?* en
células IMR90 en etapas tempranas de TIS (24 h) incluyendo el inhibidor ABT-
263

Para evaluar si el efecto ABT-263 en las dindmicas de flujos de Ca?* esta asociado
a cambios en la expresion de proteinas involucradas en la regulacion de los flujos de Ca?*,
en la figura 21 se muestra que las tres isoformas de IP3R no presentaron cambios
estadisticamente significativos, a excepcion de IP3R1, que mostré una disminucion
mediante el uso de ABT-263 en condiciones de etapas tempranas de induccion de

senescencia (0,42 + 0,08), en comparacion a lo observado previamente solo con
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doxorrubicina (1,2 + 0,36). Por otro lado, también se evidencié que no existian cambios

significativos en los niveles de MCU, ni de MICUL.

IP3R2

10— ns ns

IP3R1

ns 81 ns

(i
p=0315m p=0,583

30 rr—1
p=0,5521

N
1
o0

.
Veces de cambio respecto al control
@
Veces de cambio respecto al control
>
Veces de cambio respecto al control
F-S
1

D A D+A

B MCU C MICU1

ns ns

ns ns
—— C D A D+A s
2.5+ p=0,877  p=0,937

MCuf

B

2.5+ Ip=0,773| p=0,786
L ° MICU1| - e |

2.0

B-Actina

2.0

° B-Actinal — o |

1.5 1.54

1.0+

8 el

Figura 21. Cuantificacién de niveles de isoformas de IP3R, MCU y MICU1 en modelo
de senescencia temprana, 24 h luego de iniciado el tratamiento. (A) Gréaficos de
cuantificacién y normalizacién respecto al control de IP3R1, IP3R2, IP3R3, (B) MCU, y (C)
MICU1, junto a sus imagenes representativas de Western blot, incluyendo su condicion
control (C: control), células inducidas con doxorrubicina (D: Doxo 250 nM), células inducidas
con ABT-263 (A: ABT-263 3 uM) y células inducidas con doxorrubicina y ABT-263 (D+A:
Doxo+ABT-263 a concentraciones previamente descritas). Los datos muestran promedio *
SEM. N=6. *p=<0.05, utilizando ANOVA vy post test Sidak.
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En conclusion, mediante los experimentos realizados en el objetivo 2 se pudo
evaluar el rol de la interaccion entre Bcl-xL y VDACL1, identificando que Bcl-xL incrementa
su cercania con VDAC1 y ademas que los flujos de Ca?" hacia la mitocondria disminuyen
en etapas tempranas de TIS. Ademas, se utilizO6 un modelo para interrumpir
estructuralmente la interaccién propuesta entre Bcl-xL y VDAC1, mediante el uso de un
inhibidor de Bcl-xL (ABT-263) propuesto mediante docking molecular. Esto permitio
caracterizar el rol de esta interaccion en las dinamicas de flujos de Ca?" al mostrar una

reversion de los efectos observados en etapas tempranas de TIS.

7.3 Objetivo 3. Determinar si la interaccién de Bcl-xL con VDACL1 es esencial para la
viabilidad de células IMR90 en etapas tempranas de TIS (24 h)

7.3.1 Caracterizacion de interferente Bcl-xL

Una vez descrito el rol de la interaccién entre Bcl-xL y VDACL1 en las dinamicas de
los flujos de Ca?*, especificamente en la disminucion de los flujos de entrada de Ca?* hacia
la mitocondria mediados por VDAC1, se evalu6 si esta modulacion en los flujos de Ca?*
presentaba un rol en la viabilidad de las células IMR90 en el modelo de induccién de
senescencia temprana (24 h). En primer lugar, para afiadir otra alternativa de interrupcion
en la interaccién entre Bcl-xL y VDACL, ademas de la previamente descrita al utilizar ABT-
263, se utilizé un interferente para Bcl-xL. Se muestra su caracterizacion mediante Western
blot en la figura 22. Luego de realizar la transfeccién con el interferente de Bcl-xL, se
observé que los niveles de la expresion de la proteina Bcl-xL muestran una tendencia a

disminuir a las 24 h (0,25 £ 0,1), con respecto al tiempo cero (1,0 + 0,5).
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Figura 22. Cuantificacion de niveles de isoformas de interferente de Bcl-xL. (A)
Imagenes representativas de Western blot para Bcl-xL, incluyendo las condiciones control
(NT) e interferente de Bcl-xL (Bcl-xL i) a tiempos 0, 24 y 48 h post transfeccién. (B) Gréfico
de cuantificacion y normalizacién respecto al tiempo 0. Los datos muestran promedio +
SEM. N=3. Se us0 T-test para ambos grupos.

7.3.2 Determinacién de la viabilidad de células IMR90 en etapas tempranas de
TIS (24 h) y su dependencia con la interaccion de Bcl-xL y VDACL utilizando
el inhibidor ABT-263

Posterior a caracterizar el interferente para Bcl-xL como otra alternativa de
interrupcién en la interaccion entre Bcl-xL y VDACI, se realizaron experimentos para
evaluar el rol de esta interaccion en la viabilidad. Se evalu6 el efecto de ABT-263, como
también el interferente para Bcl-xL, en conjunto con la induccién de senescencia en el
modelo temprano establecido. Para esto se caracteriz6 la viabilidad mediante citometria de
flujo utilizando SYTOX blue, una sonda de tincién de alta afinidad al ADN en células con la
membrana plasmatica comprometida.’®* Se observa en la figura 23A que utilizar estos

tratamientos combinados ya sea induccion de senescencia en conjunto con ABT-263 (24
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h), o junto a la transfeccion de interferente para Bcl-xL (24 h), se indujo una disminucién en
la viabilidad. Esta diferencia fue significativa Unicamente al utilizar el conjunto de
doxorrubicina y ABT-263 (Porcentaje de células SYTOX positivas: 37 + 8) con respecto a
la induccion solo con doxorrubicina (Porcentaje de células SYTOX positivas: 9,9 + 3).
Ademas, se empled un ensayo basado en la tincion con cristal violeta para evaluar densidad
celular. Luego de utilizar estos tratamientos combinados ya sea induccién de senescencia
en conjunto con ABT-263 (24 h), o junto a la transfeccién de interferente para Bcl-xL (24 h),
esperando una progresion de 6 dias. Se observa en la figura 23B que ambos tratamientos
combinados utilizados s6lo indujeron una tendencia a la disminucién en la viabilidad, sin
alcanzar significancia estadistica, siendo el mas cercano el uso de ABT-263 bajo induccion
de senescencia temprana (unidades de absorbancia: 0,49 + 0,15) con respecto al
tratamiento Unico con doxorrubicina (unidades de absorbancia: 1,36 + 0,1) con un p= 0,06.
Ademdas de lo anterior, se evalud el potencial mitocondrial al utilizar el inhibidor ABT-263,
esto relacionado con la disminucion en la viabilidad que se observd. Se utilizé la sonda
TMRE para evaluar potencial mitocondrial mediante citometria de flujo. En la figura 23C se
observa que el potencial presenté una disminucion significativa en el tratamiento combinado
de induccion de senescencia a etapas tempranas en conjunto con ABT-263 (MFI: 0,7 +
0,06) en comparacién a la induccién solo con doxorrubicina (MFI: 1,24 + 0,14). Se ha
descrito que la inhibicién de proteinas antiapoptéticas mediante ABT-263 induce senolisis,
particularmente de tipo apoptética.®® Por lo tanto, se realizaron experimentos para evaluar
gué tipo de muerte estaria ocurriendo en nuestro fenébmeno. Se realizé experimentalmente
nuevas mediciones de la viabilidad mediante citometria de flujo, esta vez agregando Z-VAD,
un inhibidor de pan-caspasas para dilucidar si estaba ocurriendo muerte por apoptosis. La
figura 23D muestra que al afiadir Z-VAD en conjunto con el tratamiento combinado de
induccion de senescencia con el inhibidor ABT-263, se revirtié la muerte celular descrita

previamente en la figura 23A, presentando mayor porcentaje de células vivas (SYTOX
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negativas: 64,27 + 6,3) con respecto al tratamiento Unico con doxorrubicina (SYTOX
negativas: 27,74 + 11,1). Por lo tanto, este experimento sugiere que ABT-263 estaria
interrumpiendo la interaccion de Bcl-xL, revirtiendo las regulaciones en el flujo de Ca?*
mitocondrial, y generando muerte por apoptosis. Finalmente, la figura 23E muestra una
caracterizacion de proteinas involucradas en la via de apoptosis, PARP-1 y caspasa 3-
clivada, para confirmar que esta ocurriendo este proceso en células bajo tratamiento
induccion de senescencia temprana en conjunto con ABT-263. Se observé una disminucion
de la proteina PARP-1 en la condicion del tratamiento conjunto de doxorrubicinay ABT-263
(0,42 + 0,04) veces con respecto al tratamiento Unico con doxorrubicina (1,4 £ 0,3), tomando
valores similares a controles de muerte que se realizaron con células senescentes
correspondientes al modelo de 12 dias incluyendo ABT-263 2,5y 5 uM. Asi mismo también
se observé un aumento de la proteina caspasa 3-clivada con el tratamiento combinado
propuesto (5,8 £ 2,7), en comparacion a la condicién con doxorrubicina (1,4 + 0,3), siendo

similar también a los controles de muerte descritos.
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Figura 23. Disminucién de niveles proteicos de Bcl-xL como también su inhibicién,
induce apoptosis modelo de senescencia temprana, 24 h luego de iniciado el
tratamiento. (A) Citometria de flujo muestra que incremento la muerte en etapas tempranas
de TIS al tratar las células con Doxo+ABT, mientras que con siBcl-xL no presenta cambios
siginficativos. Los datos muestran promedio + SEM. N=3-8. *p=<0.05, utilizando ANOVA y
post test Sidak. (B) Ensayo de cristal violeta en una progresion de 6 dias post induccion de
TIS. al tratar las células con Doxo+ABT, disminuye la densidad celular. Ademas, se muestra
una tendencia a la muerte con siBcl-xL. Los datos muestran promedio + SEM con N=4 y
**p<0.01, realizando el andlisis comparativo en el dia 6 utilizando ANOVA y post test Sidak.
(C) MFI de TMRE medida muestra que disminuye el potencial en etapas tempranas de TIS
afiadiendo ABT-263. Los datos muestran promedio + SEM N=3 y **p<0.01, utilizando
ANOVA y post test Sidak. (D) Ensayo de supervivencia con citometria de flujo utilizando zZ-
VAD, inhibidor de pan-caspasas. Al tratar las células con Doxo+ABT desencadena
apoptosis en etapas tempranas de TIS. Los datos muestran promedio + SEM. N=3 vy
*p<0.05; **p<0.01, utilizando ANOVA vy post test Sidak. E) Caracterizacién de proteinas
involucradas en la apoptosis: PARP-1 y caspasa-3 clivada. Ambas muestran que se
desencadena muerte en etapas tempranas de TIS usando ABT-263. C: control, D:
doxorrubicina 250 nM, A: ABT 3 uM, D+A: doxorrubicina + ABT-263 a concentraciones
previamente mencionadas. Dctl: Control de muerte en modelo de senescencia 12 dias
utilizando ABT-263 2.5 uM como senolitico. Dct2: Control de muerte 2, en modelo de
senescencia 12 dias utilizando ABT-263 5 uM como senolitico. Los datos muestran
promedio £ SEM. N=3 y * p<0,05, utilizando ANOVA vy post test Sidak.
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7.3.3 Determinacién de marcador de senescencia celular (SA B-gal) en modelo
de 12 dias, incluyendo inhibidor ABT-263 e interferente de Bcl-xL

Luego de determinar el rol de la interaccion entre Bcl-xL y VDACL1 en la viabilidad
celular, se realizaron experimentos para identificar si esto resultaba esencial para el
desarrollo del fenotipo senescente. Por lo tanto, se utilizé el marcador de senescencia SA-
Bgal para identificar la progresion del fenotipo senescente en el modelo de 12 dias, pero
afiadiendo ABT-263 o interferente para Bcl-xL en conjunto con doxorrubicina al momento
de inducir la senescencia por 24 h. En la figura 24A, se observd que el tratamiento
incremento las células positivas para SA B-gal (% de células positivas para SA p-gal: 78 +
0,04) con doxorrubicina en comparacion al control (% de células positivas para SA B-gal:
45 £ 0,05) siendo este resultado no significativo. Esto altimo pudo ocurrir debido a que el
control también presenta células positivas para SA B-gal, teniendo en cuenta que pudo ser
desencadenado esto por otros factores. Por este motivo se agregé un control con todas las
condiciones en el modelo de 24 h (figura 24B) el cual no presenta células positivas para
SA B-gal, al ser este un marcador tardio.}’> Por otra parte, al observar la condicion de
estudio ABT-263 en conjunto con doxorrubicina, se observd que no quedaban células en la
placa al final de los 12 dias, siendo al menos una o dos las Unicas que ademas mantenian
el marcador de senescencia. Se observaron resultados similares a los descritos en la figura
24C, al utilizar la combinacién del interferente de Bcl-xL y doxorrubicina por 24 h, se observa
gue no hay presencia de células en la placa mas que una o dos las cuales conservan el

marcador.

63



ABT

SA B-gal

ns
1
0.06
Ea

p

1004
8
6

4

2

seAnisod se|nRd %

&
<
S
S
o

64



Doxo

ABT

Doxo + ABT

65



Nt Nt+Doxo
8y ; : i - . T
~ ‘ 7 B (B o W s & 1 SA B-gal
~ C A L Y,
5 ¢ ey y Lo ey ns
ki - N 807 =039
\ s Ovr
(]
Y F g 7 - ©
4 7 f 4 - by ’ ; .‘-":*1 ; 60+ %
C b Loty &2 0 o3 'g
e a gt BN S & ¥ o 40-
e B o - - * g
=}
Int Int+Dox O
5 O 204
’ O\o
)
0 1 1 I
h < Sl $ D Nt
- <’JQ O
O’L <%
¥ 0+ \é
' 4 «XO
o > R — e PN é

Figura 24. Cuantificacidn de células positivas parala tincion para SA-BGal en células
IMR90 con inductores de senescencia 12 dias luego de iniciado el tratamiento. Se
muestran imagenes de las tinciones para: (A) Control (CT), células senescentes inducidas
por doxorrubicina 250 nM (Doxo), células inducidas con ABT-263 3 uM (ABT) y células
inducidas con doxorrubicina y ABT-263 a concentraciones previamente descritas
(Doxo+ABT); en modelo de 12 dias. (B) Cuantificacion de A en porcentaje. (C) Control (CT),
células senescentes inducidas por doxorrubicina 250 nM (Doxo), células inducidas con
ABT-263 3 uM (ABT) y células inducidas con doxorrubicina y ABT-263 a concentraciones
previamente establecidas (Doxo+ABT); en modelo de 24 h. (D) Non target (Nt), Non target
+ doxorrubicina 250 nM (Nt+Doxo), interferente de Bcl-xL (Int) e interferente de Bcl-xL +
doxorrubicina 250 nM (Int+Doxo); en modelo de 12 dias. (E) Cuantificacion de D en
porcentaje. Las células cuantificadas son las evidentemente azules. La barra negra en cada
imagen representa una distancia de 10 um. Se cuantificaron 100 células por cada N
biolégico, con un N de 3, por condicién. Los datos muestran promedio + SEM, utilizando
ANOVA vy post test Dunnet.
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8. DISCUSION

El envejecimiento de la poblacién es un fenémeno que ha ido en incremento a nivel
mundial,? siendo uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de diversas
enfermedades crénicas.® Uno de los sellos destacados del envejecimiento es la
senescencia celular,® siendo descrita la acumulacion de células senescentes en los tejidos
como una de las principales casusas del envejecimiento.!® Por esta razén, se ha sefialado
su eliminacion selectiva como uno de los principales campos de investigacion respecto a la
gerociencia.®® Lograr una comprensién de los mecanismos que permiten la viabilidad de
las células senescentes es trascendental para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos

en la actualidad.

El fenotipo de células senescentes se caracteriza por la detencidon estable e
irreversible del ciclo celular, junto a expresion de vias de sefializacién asociadas a dafio al
ADN, desarrollo de SASP, alteraciones morfolégicas y fisiolégicas, entre otras.!” Dentro de
estas Ultimas encontramos cambios asociados a la mitocondria, particularmente el Ca?*
mitocondrial,*** del cual se ha descrito que existe una acumulacion.” Ademas, los flujos de
Ca?" desde el RE hacia la mitocondria cumplen un rol en la mantencion de células
senescentes.? Otra caracteristica destacada de las células senescentes es su incremento
en la expresion de proteinas antiapoptéticas. Se han identificado como esenciales para su
supervivencia principalmente a aquellas pertenecientes a la familia Bcl-2: Bcl-2, Bel-w y Bcl-
XL.%® Curiosamente la proteina Bcl-xL ha sido involucrada, en un contexto de células
cancerigenas, en la regulaciéon de la captacion de Ca?* mitocondrial mediada por VDAC1.
Su funcién seria la de prevenir el desarrollo de apoptosis por sobrecarga de Ca®" en la

célula.® Este rol es desconocido en el fenotipo senescente.
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8.1 Respecto al modelo celular

Para el desarrollo de este estudio, se establecié un modelo de etapas tempranas de
senescencia celular inducida por quimioterapéuticos, mas especificamente mediante
doxorrubicina durante 24 h. Es relevante mencionar que los controles utilizados
correspondian a células en crecimiento, a pesar de que en la literatura también se describe
como control a células quiescentes. El fundamento de utilizar células quiescentes seria su
caracteristica de arresto del ciclo celular, al igual que las células senescentes, pero sin
presentar acumulacion de dafio en el ADN,'% ni tampoco un secretoma proinflamatorio®?.
Sin embargo, la evidencia muestra que tanto la senescencia como la quiescencia
comparten varias caracteristicas comunes.'%%” Ademas, se ha descrito que el estado
quiescente presenta una plasticidad tal que puede desencadenar senescencia.'® Esto
altimo representaria una desventaja de utilizar quiescencia como control. Es necesario
considerar que, en un organismo Vvivo, las células no se encuentran en constante division
como en una placa, y que no hay evidencia que exista una gran acumulacion de células
guiescentes, a pesar de gque se ha descrito el fendbmeno de inhibicién por contacto entre
ellas.'® Por otro lado, otra desventaja es que para inducir el modelo de células quiescentes
se requiere de privacion de nutrientes, siendo este un estimulo adicional a las células,
diferente a la induccion por guimioterapéuticos. Finalmente, en condiciones experimentales,
las células estan en constantemente division, por lo que tanto la quiescencia como la
senescencia serian un posible destino celular.*'® Por estos motivos, se decidié utilizar

células en crecimiento como controles para el presente trabajo.

Para el modelo de senescencia celular a etapas tempranas, se decidi6é utilizar
células IMR90. Este tipo celular corresponde a fibroblastos de origen pulmonar,!*! y esta
dentro de los modelos mas ampliamente usados en la descripcion de senescencia celular.

Su uso es relevante debido a que es una linea celular que mantiene muchas caracteristicas
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de una célula normal, tales como la capacidad de inhibicién por contacto y desarrollo de
fenotipo senescente, conservando las principales vias de inhibicion del ciclo celular, control
de dafio al ADN y mecanismos de reparacion.'*?-114 A pesar de que estas células se utilizan
frecuentemente como un modelo de senescencia, se debe destacar que los resultados
obtenidos dentro de esta memoria deben ser extrapolados solo a fibroblastos, y mas
especificamente, solo a la senescencia inducida por quimioterapéuticos. Esto debido a que
existe evidencia de que, a pesar de compartir caracteristicas de transcriptoma y proteoma,
existen diferencias en el fenotipo senescente dependiendo de los distintos tipos celulares

usados, como también en la forma de inducir senescencia.*?1%®

Sobre el uso de quimioterapéuticos como modelo de senescencia, se escogié
doxorrubicina debido a que existe una gran cantidad de literatura que describe su uso.%”:116
Si bien este quimioterapéutico ha sido principalmente usado como inductor de apoptosis, la
evidencia muestra que también puede actuar como inductor de senescencia, pero a
concentraciones mas bajas de las usadas para inducir apoptosis.!!’ Para este trabajo se
utilizé una concentracion de 250 nM descrita por la literatura 8’ . Por otro lado, es relevante
el uso de doxorrubicina para inducir senescencia puesto que en el laboratorio se trabaja
actualmente con células de cancer de mama (MDA-MB-231, MCF7, entre otras), siendo la
doxorrubicina utilizada para tratamientos de este tipo de cancer en particular.’® Como
consecuencia, es de nuestro interés conocer su efecto como inductor de senescencia en
células normales, como son los fibroblastos IMR90, destacando su origen femenino.!! Por
otro lado, también es de gran relevancia que la senescencia celular puede contribuir a los
efectos adversos de la quimioterapia y a la recidiva de tumores,* por lo que es fundamental

su estudio en este contexto.

En relacién con el tiempo de induccion de senescencia, se establecié un modelo de

etapas tempranas siendo caracterizado en las primeras 24 h de induccion con doxorrubicina
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(figura 5). Esto debido a que las células se someten a una acumulacion de dafio, una vez
expuestas al quimioterapéutico,'*® volviéndose relevante dilucidar los mecanismos que
permiten la supervivencia celular durante las primeras horas de induccion; hecho clave en

el posterior desarrollo del fenotipo senescente.

Con respecto a los marcadores utilizados al inducir senescencia a 24 h, se utilizé
principalmente p21 y p53 (figura 7) obteniéndose resultados significativos en el modelo
propuesto. Se utilizé el marcador p21 y no se incluyé p16 debido a que, segun la literatura,
p16 no incrementaria su transcripcion durante las primeras 24 h en comparacion a p21.2°
Se ha caracterizado ademas a p21 como un factor presente en el inicio de la senescencia,
mientras que pl6 permitiria la mantencién del arresto del ciclo celular en etapas
posteriores.® Por otra parte, hay que afiadir que los marcadores se compararon con
respecto a un modelo de senescencia de 12 dias establecido previamente en el laboratorio

(figura 4).

8.2 Uso de ABT-263 como disruptor de la interacciéon entre Bcl-xL y VDAC1
En primer lugar, es necesario mencionar que se propuso para esta memoria, que
Bcl-xL estaria interactuando con VDAC1, cumpliendo un rol regulatorio en los flujos de Ca?*
y, con ello, determinando la supervivencia celular en el desarrollo del fenotipo senescente.
Varios estudios previos sefialan que este mecanismo permite la supervivencia de células
tumorales.®® Debido a que las células cancerigenas expresan altos niveles de proteinas
antiapoptodticas, al igual que las células senescentes,'?! se sugiere que esta regulacion
podria permitir la resistencia a la apoptosis presente en la senescencia. Ademas,
recientemente se describié que la inhibicién de Bcl-xL, mediante ABT-263, podria redirigir
el fenotipo senescente a apoptosis en células cancerigenas,®” aportando un nuevo

antecedente al presente trabajo.
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Para establecer la relevancia de la interaccion entre Bcl-xL y VDAC1 en el modelo
de estudio propuesto, fue necesario establecer si ocurria interaccion entre estas dos
proteinas. Para esto se utilizé la herramienta PLA que permiti6 identificar la cercania de
estas proteinas en las condiciones de induccion de senescencia en etapas tempranas
(figura 11). Sin embargo, esta herramienta permite evidenciar proteinas en una cercania
de hasta 40 nm,*?2 pero no interaccion fisica directa entre ambos. Esta herramienta fue la
mas adecuada dentro de las que se tenian en el laboratorio y colabora en entender posibles
interacciones. Sin embargo, debe ser complementada con inmunoprecipitacién u otra

técnica que permita clarificar si existe verdaderamente interacciéon entre ambas proteinas.

Posterior a esto se decidio utilizar el inhibidor de Bcl-xL, ABT-263. Se escogi6 debido
a que al actuar como inhibidor de Bcl-xL induce apoptosis, siendo un mecanismo asociado
a esta la sobrecarga de Ca?" a nivel mitocondrial, por lo tanto, posiblemente estaria
interfiriendo con la interaccién descrita entre Bcl-xL y VDACL. Al interferir esto, se veria
reflejado tanto en la localizacion de Bcl-xL, como en la proximidad con VDACL1, lo cual pudo
describirse en las figuras 18 y 19. Ademas, la regulacion de la captacion de Ca?*
mitocondrial mediada por VDAC1 se veria alterada, siendo esto lo descrito en la
investigacion de Geert Bultynck y sus colaboradores.® Esto fue lo que efectivamente se
logré dilucidar en la figura 20. Finalmente, y como consecuencia de esta interrupcion,
ocurriria una disminucién en la viabilidad celular, descrito también en la figura 22. Lo que
nos permitié6 caracterizar funcionalmente el rol de esta interaccién en el desarrollo del

fenotipo senescente.

Previo a la utilizacion de ABT-263 fue necesario realizar un docking molecular para
evaluar si estructuralmente esta interrupcion entre Bcl-xL y VDACL1 seria plausible. Para
esto, mediante una colaboraciéon con la Universidad de Talca junto a la Doctora Ariela

Vergara y su estudiante Roberto Rosales, se establecié el modelo propuesto en la figura
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16. En este trabajo se pudo describir que los aminoacidos potencialmente participes de la
interaccion entre Bcl-xL y VDACL1 correspondian a TYR101, ASN136, ARG139, LEU194 y
TYR195. Estos aminoacidos estarian situados en las regiones de interaccion del compuesto
ABT-263. Por otra parte, resulta paradéjico que en el modelo propuesto por el grupo de
Geert Bultynck,®® el dominio de interaccién descrito entre Bcl-xL y VDAC1 correspondia al
BH4, mientras que en el docking establecido en la figura 16, los aminoacidos claves no
pertenecian a este dominio. Ademas, el compuesto ABT-263 se encuentra descrito como
inhibidor de Bcl-xL,*?* siendo el dominio BH3 aledafio a los aminoacidos descritos en esta
memoria. En blsqueda de una explicacion, se pudo hallar en la literatura que existe otro
dominio de interaccion descrito entre Bcl-xL y VDACL1 entre los aminoacidos 94 al 156,
caracterizado como un dominio primario de interaccion.?* En cambio, el dominio BH4 de
Bcl-xL se ha descrito como clave en la regulacion de la funcionalidad de VDAC1,'?®
afiadiendo que se ha caracterizado que su union ocurriria mediante el N-terminal de
VDAC1.1%® Hay que destacar que algunos de los aminoacidos caracterizados en esta
memoria coinciden con la regiéon de los aminoacidos caracterizados en este domino
primario de interaccién. Esto podria explicar que la inhibicion de Bcl-xL mediada por ABT-
263 podria estar generando la interrupcion entre Bcl-xL y VDAC1 mediante este dominio
primario previamente descrito, y asi generando los efectos de interferencia en la
funcionalidad mencionados previamente. Por lo tanto, se puede inferir que la interaccién
primaria estaria siendo necesaria para el establecimiento de la segunda interaccién
mediante el dominio BH4, considerando que esta Ultima ha sido caracterizada como

esencial para la funcionalidad de VDAC1.891%

En relacion con los efectos de ABT-263 en el modelo de estudio propuesto,
observamos en la figura 17 que, al tratar las células con ABT-263 en conjunto con

doxorrubicina por 24 h, los niveles proteicos de Bcl-xL disminuyen, en comparacion a la
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induccion de senescencia temprana con doxorrubicina. Esto resulta bastante curioso,
puesto que podriamos atribuir algunos de los efectos observados de ABT-263 también a
esta disminucion basal de la proteina Bcl-xL. Ahora bien, una posible explicacion de este
fendbmeno podria ser que ABT-263, al interrumpir la interaccion entre Bcl-xL y VDACLI,
generaria una liberacion de la proteina Bcl-xL al citoplasma, es decir, sin unirse a la
mitocondria. Esto podria inducir la degradacion de Bcl-xL o su regulacion de manera

transcripcional o traduccional.®®

Existe una herramienta novedosa denominada PROTAC, la cual consiste en
pequefias moléculas bivalentes que reconocen a una proteina blanco que se encuentra
unida a un dominio E3 ligasa.'?” Al incorporar un inhibidor de Bcl-xL (ABT-263) que marque
a Bcl-xL a una E3 ligasa, esta herramienta se ha descrito como posible tratamiento
anticancerigeno en casos de trombocitopenia, en los cuales se encuentra expresada
minimamente Bcl-xL en las plaquetas.'?® Asi, Bcl-xL seria marcada por ABT-263 para
generar su degradacion. Esto aporta un antecedente para una posible funcién de ABT-263
asociada a la degradacién de Bcl-xL, siendo esto desconocido actualmente. Por otra parte,
otros estudios caracterizan que el aumento de expresion de Bcl-xL ocurriria mediante
regulaciones transcripcionales como también por traduccion cap-independiente.®® Esta
Gltima podria ser inhibida en respuesta a varias formas de estrés celular.*?® Lo cual
corresponde a un indicio de que ABT-263 podria estar interfiriendo con la regulacién

traduccional de Bcl-xL.

En la presente investigacién se pudo describir por primera vez que en células
normales existe esta interaccién descrita entre Bcl-xL y VDAC1, ademas situado en un
contexto de senescencia celular. Por otro lado, resulta novedoso que parte del mecanismo
de senolisis mediado por ABT-263, pudiera ser esta interrupcién en la interaccion de Bcl-xL

y VDACL.
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8.3 Sobre el rol de lainteraccién entre Bcl-xL y VDACL1 en la captacion de Ca?*
mitocondrial

Como se pudo evidenciar en la figura 20A, al afadir ABT-263 junto con
doxorrubicina, se observa un incremento en la captacion de Ca?* probablemente debido a
la interrupcién de ABT-263 en la interaccion entre Bcl-xL y VDAC1. Sin embargo, ABT-263
por si solo no genera un aumento en la captacién de Ca?* mitocondrial con respecto al
control. Mas bien, se puede observar una tendencia a la baja. Esto podria explicarse por un
hallazgo encontrado en melanocitos senescentes que presentaban resistencia a
tratamientos con ABT-263. En este modelo, se determin6 que ABT-263 estaria
incrementando la traduccién mediada por mTOR de otra proteina antiapoptética, Mcl-1.2%°
Esta proteina ha sido descrita previamente con un rol inhibitorio de las sefializaciones de
Ca?* hacia la mitocondria, sin alterar la expresion de IP3R.*3! Por lo tanto, este resultado

podria representar un efecto alternativo que genera ABT-263 en células en crecimiento.

Por otro lado, se puede observar en la figura 20C que, al utilizar ABT-263 en
conjunto con doxorrubicina, existe una disminucion significativa de la liberacion de Ca?*
mitocondrial inducida por FCCP. Esto resulta contradictorio considerando que se habia
observado un aumento significativo en la captacién de Ca?" mitocondrial bajo esta misma
condicién en la figura 20A. Algo a considerar es que las células estimuladas con ABT-263
en conjunto con doxorrubicina presentaban heterogeneidad al momento de realizar el
experimento, puesto que a las 24 h de estos estimulos ya existia muerte celular. Este hecho
guedo evidenciado mediante las citometrias y los ensayos cristal violeta de las figuras 23A
y 23B. Por este motivo, se puede inferir que las mediciones de los flujos de Ca?* para esas
condiciones también resultarian heterogéneas. Como se mencioné anteriormente, al estar
ocurriendo muerte celular luego de 24 h de induccion de senescencia por doxorrubicina en

conjunto a ABT-263, se consideré que el potencial mitocondrial estaria disminuyendo en
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aquellas células.'® Por lo tanto, se plante6 caracterizar esta posibilidad de manera global
mediante citometria de flujo con la sonda TMRE (figura 23C). Los resultados sugieren que
este fenébmeno podria ser un indicador de que los flujos de Ca?* disminuidos podrian

deberse a una caida del potencial mitocondrial**® en tiempos previos al estimulo con FCCP.

Por otra parte, también es necesario mencionar que la proteina de interés Bcl-xL,
ha sido descrita con un rol inhibitorio de IP3R, para evitar la apoptosis por sobrecarga de
Ca?* en células cancerigenas.®” Por otro lado, también se ha descrito que Bcl-xL podria
generar una sensibilizacion de IP3R, generando oscilaciones de Ca?" asociadas a la
supervivencia celular.®® Sin embargo, en la figura 21A se observa que no hay cambios
significativos de las isoformas de IP3R. Ademas, en la figura 20B se observa que los flujos
de Ca?" mediados por IP3R inducidos por histamina, no cambian en la condicion de
induccién de senescencia a etapas tempranas, en las cuales se describié un aumento de
Bcl-xL con respecto al control (figura 10A). Por lo tanto, es posible sugerir que Bcl-xL no
estaria inhibiendo IP3R, al menos bajo estas condiciones. De cualquier forma, se hace
necesario estudiar la interaccién entre Bcl-xL e IP3R para dar informacién complementaria

a los ensayos funcionales.

Finalmente, para refinar la investigacién, podria generarse la inhibicion directa de
VDAC1 vy evaluar los flujos de Ca?* hacia la mitocondria en el modelo de induccién de
senescencia temprana. De este modo este experimento permitiria evaluar la implicancia de
VDACL1 en los flujos de Ca?" que ingresan a la mitocondria. Siguiendo esta misma idea,
seria posible impedir la interaccién funcional entre VDACL1 y Bcl-xL utilizando un péptido
sintético del N-terminal de VDACL, de esta forma interrumpiendo la actividad inhibitoria de

Bcl-xL sobre VDACL y estableciendo el rol fundamental de esta interaccion.®
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Por otro lado, como control también seria posible inhibir IP3R mediante
Xestospongina B,** nuevamente para confirmar que la salida de Ca?" que identificamos

experimentalmente proviene de IP3R.

8.4 Sobre el rol de la interaccion entre Bcl-xL y VDAC1 en la supervivencia
celular

Con respecto a los experimentos de muerte celular presentados en las figuras 23A
y 23B, se pudo caracterizar que la interrupcion de la interaccion entre Bcl-xL y VDACL,
mediante inhibicion de Bcl-xL con ABT-263, desencadena en muerte celular en el modelo
de induccion de senescencia temprana. Por otro lado, con respecto al uso del interferente
de Bcl-xL, se puede observar una tendencia a la muerte solamente en la figura 23B, al
realizar la comparacion de los resultados en el dia 6, mas no en la figura 23A en la cual el
resultado no es significativo. Es importante considerar que ABT-263 no es selectivo para
Bcl-xL. Pese a presentar una alta afinidad por esta proteina, es capaz de unirse también a
Bcl-2 y presentar uniones mas débiles con otras proteinas tales como Bcl-w y Mcl-1.1% Esto
sugiere que Bcl-xL por si solo no seria suficiente para generar una muerte significativa a
las 24 h de induccién de senescencia. Debido a que se alcanz6 la significancia solamente
al utilizar ABT-263, posiblemente este inhibidor estaria interactuando con otra proteina
antiapoptética clave. Con respecto a esto Ultimo, se ha caracterizado previamente que la
inhibicion conjunta de Bcl-xL y Bcl-w por ABT-737, induciria apoptosis en células
senescentes.% Por esta razén una posibilidad seria que ABT-263 podria actuar inhibiendo
ambas proteinas, siendo estas relevantes en la supervivencia y posterior desarrollo de

células senescentes.

El tipo de muerte atribuido a estos resultados experimentales fue la apoptosis.*® El
experimento clave que permitié dilucidar esto fue el de la figura 23D, al utilizar Z-VAD como

inhibidor de pan-caspasas, lo cual revirti6 la muerte celular inducida por ABT-263 en
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conjunto a doxorrubicina por 24 h. Para complementar la informacion entregada por la
figura 23, un experimento posible a realizar seria detectar la liberacion del citocromo c,
aportando una mejor caracterizacion de la apoptosis mediada por via intrinseca en el
modelo propuesto.®® Ademas también se requiere descartar vias necroptoticas,

considerando que este tipo de muerte celular también es dependiente de caspasas.'®’

Por otra parte, los ensayos de SA B-gal de la figura 24, reflejan que la interaccion
entre Bcl-xL y VDACL es clave para la regulacién de la captacién de Ca?" mitocondrial
mediada por VDAC1], lo cual permite la supervivencia celular y el desarrollo del fenotipo
senescente. Si esta interaccion es interrumpida por ABT-263, la progresion del fenotipo se
redirige a apoptosis. En la figura 24A es posible observar que, al utilizar ABT-263 en la
condicion de induccién de senescencia temprana por 24 h y luego esperar 12 dias de
progresion, las células mueren casi en su totalidad. Esto sugiere que gran parte de estas
sufrieron apoptosis (figura 23A). Curiosamente, al utilizar el interferente de Bcl-xL al
momento de inducir senescencia, como se muestra en la figura 24C, también puede
observarse que luego de los 12 dias ya casi no se encontraron células en la placa. Esto
altimo entrega indicios de que Bcl-xL podria estar cumpliendo un rol relevante en la

progresion del fenotipo senescente en el modelo de 12 dias.

De forma interesante, se puede observar que el marcador de SA (B-gal se encuentra
cercano a la significancia, para induccion de senescencia en modelo de 12 dias, con
respecto al control; como también, que las células control dan positivo para este marcador
(figura 24A). Este hecho puede explicarse debido a que las células se mantuvieron
proliferando durante 12 dias, lo cual pudo desencadenar en inhibicibn por contacto y
posterior quiescencia.'®® Este fendmeno también puede dar positivo para SA B-gal ya sea
en células quiescentes inducidas por privacion de nutrientes o desencadenada por una alta

confluencia.*® Por esta razdn, es relevante la incorporacion de controles a las 24 h (figura
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24B). Ademas, es posible observar que las células tanto Nt como interferentes de Bcl-xL
también dan positivo para el marcador SA B-gal, ya sea debido a los efectos de la
confluencia o por la posible implicancia de Bcl-xL en el mantenimiento de la integridad

celular (figura 24C).

Se puede concluir con esta memoria, que se establecio el rol esencial de la
interaccion de Bcl-xL con VDACL para la sobrevida celular en el contexto de senescencia
temprana (24 h), puesto que al interrumpir esta interaccion al utilizar un inhibidor de Bcl-xL
(ABT-263), se genera disminucion en la viabilidad de las células. Ademas, si se evalla la
progresion del fenotipo senescente bajo estas mismas condiciones en el modelo de 12 dias,
se describié que las células al disminuir su viabilidad no son capaces de desarrollar el
fenotipo puesto que se encuentran en apoptosis seguin lo expuesto en la figura 23. Esto
altimo incluyendo ademas el uso de un interferente de Bcl-xL. Por lo tanto, se puede
establecer la posibilidad de redirigir el destino de la senescencia en etapas tempranas, a
un desarrollo de apoptosis, mediante la interrupcion de la interaccidén propuesta entre Bcl-
xL y VDACL1 (figura 25). Esto resulta clave para el desarrollo de nuevos blancos
terapéuticos de senolisis, en contextos bajo los cuales se requiera evitar la acumulacién de
células senescentes; como por ejemplo bajo tratamientos quimioterapéuticos, siendo una

posibilidad de optimizar aquellos tratamientos.
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Figura 25. Esquema representativo del rol de la interaccién entre Bcl-xL con VDAC1
en la progresion del fenotipo senescente. Segun el modelo de induccién de senescencia
temprana propuesto, la interaccion entre Bcl-xL y VDACL1 es clave para la regulacion de la
captacion de Ca?* mitocondrial mediada por VDAC1 lo cual permite la supervivencia celular
y el desarrollo del fenotipo senescente. Si esta interaccion es interrumpida, ya sea por uso
de inhibidores o interferentes de Bcl-xL, la progresion del fenotipo se estaria redirigiento a
apoptosis.
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9. PROYECCIONES

En primer lugar, es de relevancia generar una caracterizacion completa de las
proteinas asociadas a los flujos de Ca?* mitocondriales. Para ello se requiere evaluar NCLX
(intercambiador de Na*/Ca?" mitocondrial) mediante Western blot, en el modelo de
senescencia temprana, para descartar que los resultados obtenidos en esta memaoria no
estan siendo mediados por cambios en su expresion. Ademas, se deben evaluar las
razones de MICU1/MCU por Western blot, considerando que se ha descrito que la
estequiometria de estas proteinas corresponde a un parametro determinante en el umbral
para la captacion de Ca?" mitocondrial.'® Esto podria evaluarse tanto en el modelo
senescente de 24 h como en el modelo de 12 dias para determinar si la regulacion de los
flujos de Ca?* depende de diversos mecanismos segln la temporalidad del establecimiento
del fenotipo senescente. Como control mitocondrial se afiadira también Western blot de

TFAM.!®

Por otra parte, la acumulacion previa de Ca?* mitocondrial puede ser otra razén para
la disminucién de flujo de Ca?* hacia la mitocondria a las 24 h de induccion de senescencia.
Para probar esta posibilidad se podria evaluar, mediante microscopia electrénica, la
presencia de cristales de hidroxiapatita en las mitocondrias; siendo éstas estructuras en las

cuales se encuentra Ca?* mitocondrial precipitado junto a fosfato inorganico.4°

También se puede desarrollar la evaluacién de la cercania entre IP3R — VDACL1
mediante el ensayo PLA a 24 h'y 12 dias post induccién de senescencia, para identificar si

IP3R juega un rol en la regulacion de la captaciéon de Ca?* mitocondrial, de manera espacial.

Siguiendo con esta idea, seria interesante evaluar como estarian los contactos RE-
mitocondria en el modelo de estudio mediante la herramienta SPLICS,'* para identificar si
estan mas o menos favorecidos y establecer un posible correlato entre este antecedente y
las dindmicas en los flujos de Ca?*. Agregando que estas mediciones también se realizaran
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mediante analisis de distancia y perimetro, correspondientes a imagenes de microscopias

electrénicas bajo nuestras condiciones experimentales.

Con respecto al estudio de interaccion entre Bcl-xL y VDACL, se realizaran las
inmunoprecipitaciones correspondientes para obtener un resultado més concreto. Por otra
parte, algo a considerar en nuestro modelo propuesto es el incremento de Bcl-xL a etapas
tempranas de induccién de senescencia (24 h), siendo necesario también caracterizarla en
el modelo de 12 dias para evaluar su temporalidad. Debido a que genera un incremento a
tiempos cortos, se ha planteado la idea de que su regulacion estaria determinada por los
flujos de Ca?* de entrada hacia la mitocondria. Esta regulacion temprana podria ser de tipo
traduccional o transcripcional, siendo descrito en la literatura que Bcl-xL presenta mayores
niveles de regulacién traduccional cap-independiente.®® Una alternativa, seria una posible
regulacion traduccional mediada por la interaccion dependiente de Ca?*, entre calmodulina
y la subunidad 80S de los ribosomas.*?> Una herramienta para evaluar esto, seria realizar
pulsos de puromicina en paralelo a nuestro estimulo de induccién de senescencia con
doxorrubicina. De este modo, se obtendrian péptidos de Bcl-xL puromicilados, los cuales
se podrian seleccionar mediante inmunoprecipitacion y finalmente detectar mediante

Western blot para anti-puromicina.*?

Finalmente, el establecimiento del docking molecular entre Bcl-xL y VDACL1 otorga
muchas ventajas y posibilidades experimentales, en las cuales se tiene contemplado,
ademas de identificar los aminoacidos clave en la interaccién primaria establecida entre
Bcl-xL y VDAC1,'** establecer también los aminoacidos clave en la interaccion descrita
como funcional entre el dominio BH4 y el N-terminal de VDAC1.1?5126 De este modo se
podria generar una mutante de ese sitio de interaccion, inhibiendo la actividad del canal
mas no la interaccion primaria de estas proteinas. También se adquirird un péptido sintético

del N-terminal de VDAC1,'% en base a la misma idea anterior, para generar una inhibiciéon

81



alternativa de Bcl-xL con respecto a su funcionalidad, sin interrumpir su interaccion primaria
con VDACL. El uso de estas herramientas sera relevante para establecer la posibilidad de

nuevas estrategias farmacoldgicas para el desarrollo de senoliticos.

Algo interesante que se hall6 en la literatura fue que VDAC1 posee dominios de
unién a Ca?*.'* Teniendo en cuenta esto, se desarrollard una mutante en estos dominios
de unién a Ca?" para caracterizar si estos influyen en la interaccion entre Bcl-xL y VDACLI.
Ademas, considerando que se describié que el N-terminal de VDAC1 es el dominio que
estaria en contacto con Bcl-x,'?° y que VDACI1 requiere de una translocacion para exponer
este dominio al exterior del poro,'*® esta estrategia experimental permitiria establecer si el
Ca?* estaria involucrado en esta translocacion que permitiria una posterior interacciéon con

Bcl-xL.
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10. CONCLUSIONES

Bcl-xL incrementa su expresion, su colocalizacién con la mitocondria y su
proximidad con VDACL1 en etapas tempranas de TIS.

El Ca?" mitocondrial incrementa en etapas tempranas de TIS, mientras que el flujo
de Ca?" hacia la mitocondria se ve disminuido. Esto podria estar relacionado con un
mecanismo de supervivencia celular, evitando una muerte por sobrecarga de Ca?".
ABT-263 revierte los efectos de doxorrubicina en etapas tempranas de TIS,
incluyendo una modificacion de los flujos de Ca?* hacia la mitocondria mostrando un
incremento de estos. Por lo tanto, es posible relacionar este incremento en los flujos
de Ca?* con la interrupcién entre la interaccién de Bcl-xL con VDACL1 generada por
ABT-263. La probabilidad de esto se teste6 mediante un docking molecular de estas
estructuras.

La interrupcion de la interaccidén entre Bcl-xL y VDACL, al inhibir Bcl-xL con ABT-
263, reduce la viabilidad de células en etapas tempranas de TIS y por lo tanto
previene la aparicién del fenotipo senescente.

Finalmente se puede concluir que se aprueba la hipotesis propuesta: “La
interaccién entre Bcl-xL y VDAC1 en etapas tempranas de TIS inducida por
doxorrubicina en células IMR90 genera una disminucién en la captacion de
Ca* mitocondrial, permitiendo la supervivencia de las células y el

establecimiento del fenotipo senescente”.
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