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AVAD: Afos de vida ajustados por discapacidad.

ER: Endoplasmic reticulum, o reticulo endoplasmico.
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de Enfermedades 10° revision.
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P38 MAPK: Mitogen-activated protein kinase, o proteina quinasa activada por mitbgenos.
p53: Cell Tumor Antigen p53, o Antigeno Tumoral Celular p53.
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RT-gPCR: Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction, o reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcién inversa.

SASP: Senescence-associated secretory phenotype, o fenotipo secretor asociado a la
senescencia celular.

SAB-gal: Senescence-associated f-galactosidase, o [B-galactosidasa asociada a la

senescencia.



Il Resumen

La senescencia celular es un estado de detencion del crecimiento irreversible donde las
células permanecen metabdlicamente activas y pueden exhibir un fenotipo secretor
asociado a la senescencia (SASP). Este proceso es crucial de estudiar debido a sus
implicaciones en el envejecimiento, las enfermedades relacionadas con la edad y la
prevencion del cancer. Comprender los mecanismos y la regulacion de la senescencia
celular es esencial para desarrollar terapias dirigidas a combatir las enfermedades

relacionadas con la edad y el cancer.

Este estudio estandarizé un modelo de senescencia celular inducido por estrés en la linea
celular HepG2 mediante el uso del agente oxidante H2O.. El propdsito de investigacién fue
la estandarizacion de este modelo de estudio con el fin de que sea Uutil para futuras

investigaciones en torno a los mecanismos de la senescencia celular.

En el estudio, se evaluaron los efectos del tratamiento con H,O; a distintos tiempos y
concentraciones del agente oxidante. Los resultados mostraron un aumento significativo en
el aumento del area celular (citomegalia), un marcador del fenotipo senescente, después
de 72 horas de que las células fueran tratadas durante una hora con H.O,, este resultado
se obtuvo tanto con una concentracion de 50 yM como con una de 100 uM. Se evalué
también la translocacion fuera del ndcleo de la proteina Ki67, otro marcador de la
senescencia celular, bajo las mismas condiciones, y no se observaron cambios
significativos en la ubicacion de esta proteina. Para el analisis, se incluyeron resultados de
otros integrantes del laboratorio que tenian el mismo propésito de investigacion, y los
resultados que obtuvieron fueron que, bajo las mismas condiciones en las que se presento
citomegalia en este trabajo, hubo un aumento en los niveles de tincion de B-galactosidasa
y en los niveles de proteina de pl16, p21 y p53, los cuales son también marcadores del

fenotipo senescente.

A pesar de algunas limitaciones, como la falta de mejores controles en algunos
experimentos, y considerando los resultados del resto del equipo de investigacion, el
estudio valido el modelo de senescencia inducido por H2O; en la linea celular HepG2. Este
trabajo proporciona una base soélida para futuras investigaciones sobre la senescencia

celular y los mecanismos bajo los cuales esta se produce.



Standardization of a Cellular Senescence Model Induced by Oxidative Stress in
HepG2 Cells

M. Abstract

Cellular senescence refers to a permanent halt in cell division where cells stay metabolically
active and can show a senescence-associated secretory phenotype (SASP). Investigating
this process is vital because of its roles in aging, age-related diseases, and cancer
prevention. Gaining insights into the mechanisms and control of cellular senescence is

critical for creating targeted treatments for age-related conditions and cancer.

This study standardized a stress-induced cellular senescence model in the HepG2 cell line
using the oxidizing agent H,O,. The research purpose was to standardize this study model

so that it could be useful for future research on the mechanisms of cellular senescence.

In the study, the effects of H,O, treatment at different times and concentrations of the
oxidizing agent were evaluated. The results showed a significant increase in cell area
(cytomegaly), a marker of the senescent phenotype, 72 hours after the cells were treated
for one hour with H,0O,. This result was obtained with both a concentration of 50 yM and
100 uM. The translocation of the protein Ki67 outside the nucleus, another marker of cellular
senescence, was also evaluated under the same conditions, and no significant changes
were observed in the location of this protein. For the analysis, results from other team
members with the same research purpose were included. Their results showed that under
the same conditions in which cytomegaly was observed in this study, there was an increase
in the staining levels of B-galactosidase and in the protein levels of p16, p21, and p53, which

are also markers of the senescent phenotype.

Despite some limitations, such as the lack of better controls in some experiments, and
considering the results from other team members, the study validated the H,O,-induced
senescence model in the HepG2 cell line. This work provides a solid foundation for future

research on cellular senescence and the mechanisms by which it occurs.



1. Introduccion

Cambio demografico en Chile: desafios sociales y de salud ante el envejecimiento
acelerado

En Latinoamérica, Chile es uno de los paises que ha experimentado uno de los mayores
incrementos de su poblacion adulta mayor. El porcentaje de poblacién chilena de 60 afios
0 mas el afio 2009 era de 12.7%, mientras que el afio 2019 la cifra aumentd a un 16.9%.
De hecho, se proyecta que para el afio 2040 alrededor de un 20% de la poblacién supere
los 60 afios, y que un 6% alcance los 80 afios ((AMUCH)., 2017; Chile., 2021). El plan de
accion mundial sobre el envejecimiento y salud de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) sefala la necesidad de generar evidencia para la elaboracién de politicas publicas
enfocadas en este grupo de la poblacién (Organization, 2017). El estudio de Carga Global
de Enfermedad, realizado en 195 paises entre los afios 1990 y 2017, determin6 que de 293
enfermedades registradas en el sistema de Clasificacion Internacional de Enfermedades
(International Classification of Diseases, Tenth Revision, o0 ICD10), 92 estaban directamente

vinculadas al envejecimiento (Leiva et al., 2020).

Por ejemplo, con el envejecimiento aumenta la prevalencia de demencia. En el afio 2016
en Chile, 104.523 personas presentaron Alzheimer u otros tipos de demencia, siendo
70.944 afos de vida ajustados por discapacidad (AVAD), enfermedad, o mortalidad
prematura atribuibles al envejecimiento como carga a esta enfermedad (Chang et al., 2019).
Lo mismo ocurre con enfermedades metabdlicas como el sindrome metabdlico, el cual ha
mostrado un aumento constante en su prevalencia. Un estudio realizado en la regién de
Valparaiso en Chile revel6 que la prevalencia del sindrome metabdlico fue del 9,3% en una
primera evaluacion realizada entre el afio 2000 y el afio 2002. Sin embargo, diez afios
después, entre el afio 2010 y 2012, esta prevalencia aumento significativamente al 27,6%
(Bustos et al., 2014).

En la Encuesta Nacional de Salud del Ministerio de Salud de Chile realizada en los afios
2016-2017 el 40.1% de la poblacién presentaba sindrome metabdlico, y existian diferencias
estadisticamente significativas por edad segun el modelo de ajuste, destacando los grupos
de 45 a 65 afios y el de 65 afios y mas, con un 58% y 60.8% respectivamente (Figura 1)
(MINSAL (2018) Segundos Resultados de Encuesta Nacional de Salud 2016-2017.
Accedido En Http://Epi.Minsal.Cl/Resultados-Encuestas/ El 16 de Marzo de 2024., n.d.).



Este marcado incremento en el sindrome metabdlico y sus componentes tanto en el periodo
2000-2002 y 2010-2012, como en los afios 2016-2017 resaltan la creciente preocupacion
sobre el riesgo cardiovascular en la poblacién chilena, especialmente en relacion con el

envejecimiento.
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Figura 1. Sindrome metabdlico total segin sexo y edad, Encuesta Nacional de Salud
2016-2017. (MINSAL (2018) Segundos Resultados de Encuesta Nacional de Salud 2016-
2017. Accedido En Http://Epi.Minsal.Cl/Resultados-Encuestas/ El 16 de Marzo de 2024.,
n.d.).

Otra enfermedad relacionada al metabolismo es el higado graso. La prevalencia de la
enfermedad del higado graso tiende a aumentar con la edad debido a diversos factores. A
medida que las personas envejecen, se produce una disminucion natural de la funcién
hepatica (Han et al., 2023), lo que hace que las personas mayores sean mas susceptibles
a desarrollar enfermedad del higado graso en comparacion con las personas mas joévenes.
Ademas, la incidencia de la enfermedad del higado graso es mayor en los grupos de mayor
edad (Han et al., 2023).

La progresion de la enfermedad del higado graso con la edad también esta influenciada por
factores metabdlicos. La enfermedad del higado graso esta estrechamente relacionada con
el sindrome metabdlico y su gravedad tiende a aumentar en paralelo con otras
caracteristicas de este sindrome (Liu et al., 2010). Ademas, la enfermedad del higado graso

se reconoce cada vez mas como una manifestaciéon hepatica del sindrome metabdlico, que



se vuelve mas frecuente a medida que las personas envejecen (Liu et al., 2010).

Los componentes del sindrome metabdlico que tienden a empeorar con la edad y estan
estrechamente relacionados con la gravedad de la enfermedad del higado graso incluyen
hiperglucemia, hipertrigliceridemia, colesterol bajo de lipoproteinas de alta densidad (HDL),
hipertension, obesidad central y resistencia a la insulina. Estas anomalias metabdlicas,
cuando se combinan con cambios relacionados con la edad, contribuyen al aumento de la
prevalencia y la gravedad de la enfermedad del higado graso en personas mayores (Silva
et al., 2022).

El dafio oxidativo extenso conduce a la senescencia celular inducida por el estrés

El envejecimiento y las enfermedades asociadas no solo tienen un impacto a nivel
poblacional, sino que también se manifiestan a nivel celular y molecular. El envejecimiento
es un proceso complejo caracterizado por la pérdida progresiva de la funcion de los tejidos
y o6rganos con el tiempo, que se cree que es el resultado del dafio acumulativo (Liguori et

al., 2018). Uno de estos 6rganos es el higado, y, por lo tanto, la funcion hepética.

El higado sufre cambios relacionados con la edad que pueden provocar dafio oxidativo,
inflamacién y trastornos metabdlicos debido a factores como una disminucion de la funcién
hepética y alteraciones en la arquitectura hepatica, reduccién de la actividad autofagica y

cambios en la funcion mitocondrial (Hardy et al., 2015; Poggiogalle et al., 2017).

Uno de los procesos que contribuyen al envejecimiento es el dafio oxidativo, el cual ocurre
como resultado del estrés oxidativo (Sohal & Weindruch, 1996). El dafio oxidativo es
causado por un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno
(Reactive oxigen species, o0 ROS) y los mecanismos de defensa antioxidantes del cuerpo
(Liguori et al., 2018). Las ROS son moléculas altamente reactivas que pueden causar dafio
a componentes celulares como el ADN, las proteinas y los lipidos (Berlett & Stadtman,
1997). Este dafio puede acumularse con el tiempo y contribuir al proceso de envejecimiento

y al desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad (Beckman & Ames, 1998).
A nivel celular, el dafio oxidativo afecta la estructura y la funcién celular y, debido a posibles

alteraciones del ADN, conlleva un grave peligro para la tumorigénesis de las células

proliferativas. Las células dafiadas pueden alterar el funcionamiento normal del tejido en el
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gue se encuentran, contribuyendo a disfunciones tisulares y enfermedades relacionadas
con el envejecimiento. Luego, las células adquieren un fenotipo de senescencia inducido
por estrés, caracterizado por expansion celular y nuclear (citomegalia y cariomegalia,
respectivamente), reorganizacion de la cromatina, detencion del ciclo celular y secrecion de

citocinas proinflamatorias (Franceschi et al., 2017).

La adquisicion de un fenotipo secretor asociado a la senescencia celular (Senescence-
associated secretory phenotype, o SASP) promueve la inflamacion, la eliminacién de las
células senescentes por parte del sistema inmunitario y la reparacion de tejidos (Franceschi
etal., 2017). Este fenotipo, SASP, puede ser causado por dafio del ADN nuclear, el cual es
el desencadenante de la senescencia celular mejor estudiado. Este dafio conduce a la
fosforilacion y activacién del factor de transcripcion Cell tumor antigen p53 (o p53), el

principal regulador de la senescencia celular (Herranz & Gil, 2018).

El factor de transcripcion p53 induce al inhibidor 1 de la quinasa dependiente de ciclina
(Cyclin-dependent kinase inhibitor 1, o p21), una proteina que inhibe transitoriamente el
ciclo celular (Childs et al., 2014; Herranz & Gil, 2018). Ademas, la red transcripcional de
p53 promueve la reparacion del ADN vy la apoptosis (Reinhardt & Schumacher, 2012), una
forma de muerte celular programada que resulta en la eliminacion ordenada y eficiente de
células dafiadas, como las que tienen dafio en el ADN (Pistritto et al., 2016). La evidencia
indica que, si la reparacion del ADN tiene éxito, la activacion de p53 y la senescencia celular
son solo transitorias. En cambio, si el dafio es agudo pero irreversible, la activacion leve de
p53 induce la senescencia celular. Sin embargo, si el dafio persiste, activa en gran medida
a p53, lo que lleva a la apoptosis (Childs et al., 2014; McHugh & Gil, 2018).

El dafo irreversible del ADN y la activacion mediada por ROS de la proteina quinasa
activada por mitégenos (Mitogen-activated protein kinase, o p38 MAPK) inducen al inhibidor
de la quinasa dependiente de ciclina 2A (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, 0 p16), que
conduce a la detencion permanente del ciclo celular y a la senescencia celular (Childs et
al., 2014; Iwasa et al., 2003). Finalmente, las sefiales asociadas a la senescencia celular,
como el dafio en el ADN y p38 MAPK, convergen en la activaciéon del factor de transcripcion

Nuclear factor kappa B (NFkB), que es un promotor de SASP (Herranz & Gil, 2018).
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Hepatocitos y linea celular HepG2 como modelo de estudio

La acumulacién de células senescentes conduce a enfermedades relacionadas con la edad
(Franceschi et al., 2017), como el sindrome metabdlico, que se asocia con la obesidad y se
caracteriza por la acumulacion de lipidos en diferentes tejidos e hiperglucemia debido a la
resistencia a la insulina (Schafer et al., 2017). Mdltiples tipos de células participan en esta
fisiopatologia, como las células B-pancreaticas, miocitos, adipocitos, las neuronas y los

hepatocitos.

Los hepatocitos son la principal fuente de proteinas circulantes, y por lo tanto, su reticulo
endoplasmico (Endoplasmic reticulum, o ER) esta constantemente sintetizando y plegando
proteinas, lo que los hace proclives al estrés de ER, y por ello, a la disfuncién mitocondrial
(Dara et al., 2011). La disfuncién mitocondrial es tipica de la enfermedad hepatica y se
correlaciona con la acumulacion de lipidos (Peng et al., 2018). La acumulacién de lipidos
es un inductor del estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial en el higado (Cui etal., 2012).
A diferencia de los otros tipos de células mencionados, los hepatocitos proliferan y, en
consecuencia, son los Unicos que pueden experimentar la senescencia celular

convencional (Herranz & Gil, 2018).

Usar una linea celular para estudiar la senescencia proporciona un sistema controlado y
reproducible para investigar procesos celulares, vias de sefializacién y otros aspectos
relevantes. El uso de células HepG2, una linea celular bien establecida derivada del
carcinoma hepatocelular humano, ofrece varias ventajas para estudiar la senescencia. Son
un modelo relevante para investigar el papel de la senescencia de los hepatocitos en la
enfermedad hepatica cronica, lo que las convierte en un recurso comunmente utilizado en
los estudios de senescencia celular (Wijayasiri et al., 2022). Ademas, las células HepG2
son faciles de cultivar, mantener y manipular en entornos de laboratorio, lo que proporciona
un sistema conveniente y confiable para estudiar procesos relacionados con la senescencia
(Wijayasiri et al., 2022).

Por lo tanto, este proyecto propone utilizar la linea celular HepG2 como modelo de estudio,

especificamente la linea celular HepG2.
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Importancia del estudio de la senescencia celular y métodos de estudio

El estudio de la senescencia celular es de gran importancia debido a sus implicaciones en
varios procesos biolégicos y enfermedades. La senescencia celular se refiere a un estado
de arresto irreversible del ciclo celular, acompafiado de cambios en la morfologia celular y
la secrecion de moléculas proinflamatorias (Ogrodnik et al., 2017). Comprender los
mecanismos Yy las caracteristicas de la senescencia celular es esencial para desarrollar
estrategias que retrasen las enfermedades relacionadas con la edad y potencialmente

modulen los mecanismos fundamentales del envejecimiento (Tchkonia et al., 2013).

Por ejemplo, comprender los mecanismos y caracteristicas de la senescencia celular puede
ofrecer informacién valiosa para desarrollar estrategias contra la enfermedad del higado
graso. Las investigaciones han demostrado que la senescencia celular desempefia un
papel importante en el impulso de la esteatosis hepatica, una caracteristica clave de la
enfermedad del higado graso (Ogrodnik et al., 2017). Al apuntar a las células senescentes,
se pueden desarrollar nuevos enfoques terapéuticos para reducir la esteatosis y mitigar la
progresion de la enfermedad del higado graso (Ogrodnik et al., 2017). Ademas, la
senescencia ha sido relacionada con la patogénesis y la progresion de la enfermedad del
higado graso no alcohdlico (NAFLD) y la esteatohepatitis no alcohélica (NASH), lo que
sugiere que las intervenciones dirigidas a las células senescentes podrian ser beneficiosas

para controlar estas afecciones (Papatheodoridi et al., 2020).

Los estudios in vitro proporcionan un enfoque valioso para investigar la senescencia celular.
Ofrecen condiciones experimentales controladas, lo que permite a los investigadores
manipular y observar factores especificos que contribuyen a la senescencia (Gonzalez-
Gualda et al., 2021). Estos estudios pueden ayudar a identificar firmas moleculares y vias
implicadas en la senescencia, lo que puede llevar al descubrimiento de posibles objetivos
terapéuticos o biomarcadores (Gonzalez-Gualda et al., 2021). Ademas, los modelos in vitro
permiten investigar estimulos especificos que inducen la senescencia, como farmacos
inductores de dafio en el ADN, los cuales pueden ser dificiles de controlar en un entorno in
vivo (Gonzalez-Gualda et al., 2021).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que estudiar la senescencia celular Gnicamente

in vitro tiene limitaciones. Para comprender completamente el papel de la senescencia en

el envejecimiento y la progresion de enfermedades, es crucial validar los hallazgos en
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modelos in vivo (Gonzalez-Gualda et al., 2021). Los estudios in vivo proporcionan una
comprension mas completa de las complejas interacciones entre diferentes tipos celulares
y tejidos, asi como de las consecuencias funcionales de la senescencia (Gonzéalez-Gualda
et al., 2021).

Marcadores del fenotipo de la senescencia celular inducida por estrés
Como se menciond anteriormente, las células en estado de senescencia celular inducida
por estrés ven modificado su fenotipo, y, por lo tanto, es posible comprobar el estado de

senescencia celular a través del estudio de estos cambios de fenotipo.

Entre algunos de los cambios que se pueden medir se encuentran: la citomegalia y
cariomegalia con un microscopio de campo claro (Aravinthan et al., 2014a); el aumento de
B-galactosidasa asociada a la senescencia (SAB-gal), que es un marcador tipico de la
senescencia de células HepG2 el cual se puede estudiar con un kit colorimétrico y un
microscopio de campo claro (Aravinthan et al., 2014a); los niveles de ARN mensajero de
p21, pl6 y p53 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa
(RT-gPCR) (Aravinthan et al., 2014a); la detencion del ciclo celular a través de la proteina
Ki67, una proteina que mantiene la estructura cromosdémica durante la mitosis, por lo que
su translocacion fuera del nicleo es un marcador de detencion del ciclo celular, la cual se

puede medir a través de inmunofluorescencia (Irvine et al., 2014); entre otros métodos.

La proteina Ki67 esta ausente en las células quiescentes (G0) y se expresa universalmente
en las células en proliferacion. Existe una expresiéon variada de Ki67 a lo largo del ciclo
celular con baja expresién durante la fase G1 y S temprana y un aumento progresivo en la
expresion con expresion maxima durante la mitosis (Figura 2) (Pathmanathan & Balleine,
2013). Especificamente, Ki67 es necesario para la formacién de la capa pericromosoémica
mitética (Booth et al., 2014; Sobecki et al., 2016), una envoltura proteica que recubre los
cromosomas mitéticos (Hooser et al., 2005). En esta capa, el gran tamafio de Ki67 y su
composicion de aminoacidos altamente cargados positivamente mantienen los
cromosomas mitéticos dispersos en lugar de agregarse tras la desintegracion del envoltorio
nuclear, asegurando asi la cinética normal de la progresion de la anafase (Cuylen et al.,
2016).
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Figura 2. Localizacion de Ki67 a lo largo del ciclo celular. Las células HeLa S3 fueron
teflidas con DAPI para visualizar el ADN (azul) y con anticuerpos contra Ki67 (verde) para
demostrar los patrones de tincion de Ki67 a lo largo del ciclo celular (Matheson & Kaufman,
2017).

Si bien se necesita estudiar esta serie de cambios mencionados anteriormente para poder
afirmar que las células HepG2 se encuentran en un estado de senescencia celular inducida
por estrés, el estudio de la citomegalia y cariomegalia, junto con la medicién de la
translocacion de Ki67 fuera del nucleo, son una buena primera aproximacion a la

estandarizacion de este modelo de estudio.

A pesar de que la linea celular HepG2 ha sido ampliamente utilizada en investigaciones
previas para estudiar la senescencia celular, se considera necesario estandarizar
nuevamente este modelo experimental antes de comenzar a utilizar el modelo experimental
en el proyecto de investigacion en el que se enmarca este trabajo. Esta medida se adopta
con el fin de garantizar la fiabilidad y reproducibilidad de los resultados obtenidos, asi como

para adaptar el modelo a las especificidades y objetivos del proyecto de investigacion.

Dado que el propésito principal de este trabajo es la estandarizacion de un modelo ya
existente utilizando la linea celular HepG2 para el estudio de la senescencia celular, es
importante destacar que esta tesis no presenta novedad cientifica. Mas bien, se trata de
una propuesta técnica destinada a establecer un protocolo experimental estandarizado para
futuras investigaciones en este campo. Por lo tanto, debido a la naturaleza técnica de este
trabajo y su falta de contribucién a la generacién de nuevas hipétesis, no se una plantea

hipotesis especifica.
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2. Propdsito de investigacién

El tratamiento agudo con el agente oxidante peréxido de hidrégeno (H202) provoca

citomegalia y detencién del ciclo celular en la linea celular HepG2.

3. Objetivos

Objetivo General

Estandarizar un modelo de investigacion para inducir senescencia celular evaluada como

citomegalia y detencién del ciclo celular en la linea celular HepG2 utilizando H2O-.

Objetivos Especificos

1. Evaluar si el tratamiento agudo con el agente oxidante H,O; provoca citomegalia en
la linea celular HepG2.
2. Evaluar si el tratamiento agudo con el agente oxidante H,O, provoca detencion del

ciclo celular en la linea celular HepG2.
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4., Materiales y métodos

Modelo de estudio

Se utiliz6 la linea celular HepG2 derivada de carcinoma hepatocelular humano (ATCC HB-
8065). Las células se cultivaron siguiendo las instrucciones del proveedor, es decir, en
Minimum Eagle Medium (MEM) con suero bovino fetal (fetal bovine serum, o FBS) al 10%,
penicilina a una concentracion de 100 U/mL y estreptomicina a una concentracion de 100

U/mL, y fueron mantenidas a 37°C con una atmdsfera de CO; al 5%.

Senescencia celular inducida por estrés

Para la induccion del fenotipo de células HepG2 en estado de senescencia celular inducida
por estrés se utilizé el estrés oxidativo provocado con tratamiento de H,O., a distintas
concentraciones y a distintos tiempos de tratamiento (11). El H-O, fue usado en medio MEM

sin FBS, debido a los antioxidantes presentes en el FBS.

Disefio experimental

Las células HepG2 fueron sembradas el primer dia del experimento a una densidad celular
de 4.500 células por cm?, el segundo dia se sometieron al inductor de senescencia celular
H.O, en medio MEM sin FBS durante 1 y 2 horas a las siguientes concentraciones: 0, 25,
50, 100, 200, 400, 500 y 1000 uM. La induccion de senescencia celular con H,O, en medio
MEM se hizo sin FBS debido a que este ultimo es una fuente de antioxidantes importante
para la proteccion antioxidante celular (Lewinska et al., 2007), y, por lo tanto, hubiera
interferido con el dafio oxidativo causado por el H.O,. La evidencia muestra que las
condiciones 6ptimas podrian estar entre 100-500 uM de H»O: durante 1 h de tratamiento
(Aravinthan et al., 2015). Luego se cultivaron durante 1 y 3 dias en medio MEM con FBS
para permitirles adquirir el fenotipo senescente. El fenotipo senescente se evalub a1y 3
dias después del tratamiento, y se compar6 con la condicién control, que eran células

HepG2 en ausencia de H20-.
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Evaluacién de la citomegalia en la linea celular HepG2

La aparicion de senescencia celular inducida por estrés fue evaluada a través de la
observacién de la morfologia celular, esto es, ver si es que hay citomegalia en un
microscopio de contraste de fases (Aravinthan et al., 2014a). La evaluacioén de la presencia
de citomegalia se llevd a cabo a través de la comparacion del area de las células en las

distintas condiciones experimentales.

Evaluacion de la detencidn del ciclo celular

Se llevé a cabo una inmunofluorescencia de la proteina Ki67, esta técnica permitié una
evaluacion mas precisa y cuantitativa de la senescencia celular en las células HepG2
tratadas con H»O; al medir la translocacion fuera del nucleo de la proteina. En la
inmunofluorescencia, para marcar Ki67 se hibridé con un anticuerpo primario de raton y un
anticuerpo secundario anti-mouse IgG Alexa 488, ademas, se utilizd el marcador de ADN
Hoechst para marcar los nucleos. Las fotografias fueron tomadas con un microscopio de
epifluorescencia Zeiss Axioskop. Para este experimento de translocacion de Ki67 al nicleo

no han sido determinadas condiciones de control.

Evaluacién de la cariomegalia en la linea celular HepG2

Como se menciond anteriormente, una caracteristica del fenotipo de senescencia celular
inducido por estrés es la expansion nuclear, o cariomegalia. Aprovechando el marcador de
ADN Hoechst en el experimento de la evaluacion de la detencion del ciclo celular a través
de Ki67, se midi6 también el area de los nucleos en las distintas condiciones del

experimento.

Andlisis de imagenes

Para el experimento de evaluacion de citomegalia se midié en las imagenes obtenidas con
el microscopio de contraste de fases el area de 60 células aleatorias en cada una de las
condiciones experimentales con la herramienta manual freehand selection del software de

procesamiento digital ImageJ.
El mismo software fue utilizado para evaluar los niveles de fluorescencia dentro y fuera del

nucleo en cada una de las células. Este andlisis fue realizado con un macro desarrollado

para ImageJ dentro del laboratorio.
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Para la medicion del area de los nicleos en el experimento de Ki67 se utilizé la herramienta
de ImageJ analyze particles, que, tras definir y eliminar de manera manual un umbral basal
de fluorescencia en cada imagen, mide el &rea de cada uno de los objetos identificados,

gue en este caso son los nacleos celulares.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los experimentos fue hecho en el software de bioestadistica y
visualizacion de datos cientificos GraphPad Prism 10. Tanto para el analisis de la
evaluacion del cambio en la morfologia celular (citosol y ntcleos) como en la evaluacion de
la detencidn del ciclo celular se utilizé el test estadistico One-way ANOVA junto con el test
Dunnett de comparaciones multiples. Los datos fueron graficados con su Mean + SEM, y
para el calculo de significancia se consideraron los siguientes p-values: * p < 0.05,

*p < 0.01y**p<0.001 comparados al control.
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5. Resultados

Evaluacién de la citomegalia en la linea celular HepG2

La evaluacion de la presencia de citomegalia en la linea celular HepG2 después de haber
sido tratada con el agente oxidante H,O, se observa en la Figura 3. Después de 24 horas
del tratamiento con H»O,, si bien se observa una tendencia al crecimiento del area celular a
medida que aumenta la concentracion del tratamiento, no existen diferencias significativas
de este crecimiento respecto al control (Figura 3A). Luego de 72 horas de haber removido
el tratamiento de H,O, a distintas concentraciones, se observa que hay una diferencia
significativa en el area celular de las células que fueron tratadas con concentraciones de 50
MM de H202 y 100 uM de H20, en comparacion al control, siendo esta Gltima concentracion
la mas significativa (Figura 3B). Por lo tanto, luego de 72 horas, el tratamiento con el agente
oxidante H,O2a 50 y 100 uM durante 1 hora provoca en la linea celular HepG2 un aumento

significativo en el area celular, siendo este aumento mayor con la concentracion de 100 uM.
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Figura 3. Aumento del &rea celular tras tratamiento con H,O, en células HepG2. A.
Fotografias tomadas con el microscopio de contraste de fases (aumento 20x). B. Células
tratadas a distintas concentraciones de H.O, durante una hora y fotografiadas 24 horas

después de haber quitado el tratamiento. C. Células tratadas a distintas concentraciones
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de H,O2durante una hora y fotografiadas 72 horas después de haber quitado el tratamiento.
Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via, seguido del test de
comparaciones multiples de Dunnett para comparar cada grupo tratado con el grupo control.
Los graficos de barras se expresan como media = SEM, con tres (n=3) cultivos
independientes. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando p <

0.05 (*p < 0.05, **p < 0.01, *p < 0.001) comparadas con el grupo control.

Evaluacién de la cariomegalia en la linea celular HepG2

La evaluacion de la presencia de cariomegalia en la linea celular HepG2 después de haber
sido tratada con el agente oxidante H-O; se observa en la Figura 4. Luego de 24 horas de
haber sido tratadas por 1 hora a distintas concentraciones de H,O; se puede ver una leve
tendencia hacia el aumento del area nuclear a medida que aumenta la concentracion de
H.0- (Figura 4A). Luego de 72 horas del tratamiento por 1 hora a distintas concentraciones
de H202 no parece haber una tendencia al cambio del area nuclear (Figura 4B). Luego de
72 horas después de haber sido tratadas durante 1y 2 horas con distintas concentraciones
de H,O, (Figuras 4C y 4D, respectivamente), no se observa una tendencia hacia un cambio

de area nuclear.
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Figura 4. Evaluacién del area nuclear en células HepG2 tratadas con H,0,. A. Células
tratadas a distintas concentraciones de H>O- durante una hora y fijadas 24 horas después
de remover el tratamiento. B. Células tratadas a distintas concentraciones de H.O. durante
dos horas y fijadas 24 horas después de remover el tratamiento. C. Células tratadas a
distintas concentraciones de H,O, durante una horay fijadas 72 horas después de remover
el tratamiento. D. Células tratadas a distintas concentraciones de H,O, durante dos horas
y fijadas 72 horas después de remover el tratamiento. Los datos fueron analizados mediante
ANOVA de una via, seguido del test de comparaciones multiples de Dunnett para comparar
cada grupo tratado con el grupo control. Los gréficos de barras se expresan como media +
SEM, con cuatro (n=4) cultivos independientes para Ay B y con tres (n=3) para Cy D. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas en las distintas condiciones

experimentales. Se consideraron diferencias significativas cuando p < 0.05.
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Evaluacion de la detencién del ciclo celular

Ki67 es una proteina que mantiene la estructura cromosémica durante la mitosis,
promoviendo la division celular. La translocacion fuera del nacleo de Ki67 es un marcador
de detencién celular. En las diferentes condiciones experimentales estudiadas, esto es,
distintas concentraciones de H20 (0, 25, 50 y 100 uM), distintas duraciones del tratamiento
(1 y 2 horas), y distintos tiempos de medicion tras el retiro del tratamiento (24 y 72 horas),
no se observan diferencias significativas en el cambio de fluorescencia nuclear de Ki67
(Figura 5A-D) ni tampoco es posible establecer una tendencia de la ubicacion de Ki67 en

las distintas condiciones visualmente (Figura 6).
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Figura 5. Evaluacién de la detencidn del ciclo celular mediante Ki67 en células HepG2
tratadas con H,0O,. A. Células tratadas a distintas concentraciones de H,O, durante una
hora y fijadas 24 horas después de remover el tratamiento. B. Células tratadas a distintas
concentraciones de H,O, durante dos horas y fijadas 24 horas después de remover el
tratamiento. C. Células tratadas a distintas concentraciones de H.O; durante una hora y
fijadas 72 horas después de remover el tratamiento. D. Células tratadas a distintas
concentraciones de H;O; durante dos horas y fijadas 72 horas después de remover el
tratamiento. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via, seguido del test de
comparaciones multiples de Dunnett para comparar cada grupo tratado con el grupo control.

Los graficos de barras se expresan como media + SEM, con cuatro (n=4) cultivos
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independientes para A 'y B y con tres (n=3) para C y D. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas en las distintas condiciones experimentales. Se

consideraron diferencias significativas cuando p < 0.05.

1 hora de tratamiento 2 horas de tratamiento

24 h 72 h 24 h

H,0, (UM)

Figura 6. Expresion de la proteina Ki67 en células HepG2 tratadas con H,0O,. En color

verde se muestra la proteina Ki67, y en color azul se muestran los nucleos.

La razon entre la fluorescencia nuclear y la fluorescencia extracelular de Ki67 es una
medida de la translocacion de la proteina, a medida que disminuye este valor se puede
decir que méas se acentla la diferencia en los niveles de Ki67 fuera del nucleo en
comparacion a sus niveles dentro del nucleo, siendo los primeros niveles lo mas altos. Por
lo tanto, esta razén funciona como indicador de la translocacion de Ki67 fuera del nucleo,

y, por consecuencia, de la detencion del ciclo celular.

En las diferentes condiciones experimentales estudiadas, esto es, distintas concentraciones
de H20- (0, 25, 50 y 100 uM), distintas duraciones del tratamiento (1 y 2 horas), y distintos
tiempos de medicion tras el retiro del tratamiento (24 y 72 horas), no se observan diferencias

significativas en la razén entre la fluorescencia nuclear y la fluorescencia extracelular de

Ki67 (Figura 7A-D).
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Figura 7. Evaluacién de la relacion entre fluorescencia nuclear y extracelular de Ki67
en células HepG2 tratadas con H;O,. A. Células tratadas a distintas concentraciones de
H.O; durante una hora y fijadas 24 horas después de remover el tratamiento. B. Células
tratadas a distintas concentraciones de H.O, durante dos horas y fijadas 24 horas después
de remover el tratamiento. C. Células tratadas a distintas concentraciones de H>O, durante
una hora y fijadas 72 horas después de remover el tratamiento. D. Células tratadas a
distintas concentraciones de H,O, durante dos horas y fijadas 72 horas después de remover
el tratamiento. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via, seguido del test
de comparaciones multiples de Dunnett para comparar cada grupo tratado con el grupo
control. Los graficos de barras se expresan como media = SEM, con cuatro (n=4) cultivos
independientes para A 'y B y con tres (n=3) para C y D. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las distintas condiciones experimentales. Se

consideraron diferencias significativas cuando p < 0.05.
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6. Discusion
En este estudio, se realizaron experimentos para estandarizar un modelo de senescencia
en la linea celular HepG2 con el agente oxidante H.O. mediante el andlisis morfolégico de
las células y la translocacién fuera del ndcleo de una proteina que participa en la detencion

del ciclo celular.

Los resultados obtenidos en el experimento de evaluacién de citomegalia muestran un
incremento significativo en el aumento del tamafio del &rea celular después de 72 horas de
haber sido tratadas con H>O, durante 1 hora a concentraciones de 50 y 100 puM, siendo el
aumento del area celular mas significativo a 100 uM. Este resultado es consistente con el
trabajo de Aravinthan, et al., donde también observaron un aumento en la morfologia de
estas células bajo condiciones de estrés oxidativo (Aravinthan et al., 2014b). Este resultado

permite comprobar el objetivo especifico 1 de este estudio.

A pesar del resultado que comprueba el objetivo especifico nimero 1, en este experimento
del estudio de la citomegalia de las células tras haber sido expuestas a condiciones de
estrés oxidativo podria obtenerse mas informacion contando, por ejemplo, cuantas células
mueren después de haber sido tratadas, y cudl es el porcentaje de cambio en el tamafio de

las células.

Otro factor importante es que las células a las que se les midi6 su area fueron elegidas a
simple vista en las fotografias, y si bien siempre la intencion en este caso era aleatorizar la
eleccion de las células que se median, siempre puede haber sesgos que puedan alterar los
resultados. Esto Gltimo debiera mejorar si es que se recurriera a otra herramienta, distinta
al criterio de quien hace el experimento, que mida el &rea de las células, por ejemplo, una
posible solucion para reducir estos sesgos es el uso de microscopia de fluorescencia y de
calceina. La calceina es una sonda fluorescente que se distribuye uniformemente en todo
el citoplasma de las células vivas, y su intensidad de fluorescencia es proporcional a la
actividad proliferativa de las células (Kennedy et al., 2019). Al utilizar calceina, se pueden
tomar fotografias de los campos celulares y luego utilizar un software de analisis de
imagenes para medir automéaticamente el area de todas las células en cada campo. Este
enfoque no solo reduciria el sesgo humano en la seleccion de células, sino que también
permitiria un analisis mas eficiente y reproducible de los cambios en la morfologia celular

bajo condiciones de estrés oxidativo.
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Los resultados obtenidos tanto en el estudio del tamafio de los nucleos como en el estudio
de la proteina Ki67 en condiciones de estrés oxidativo no muestran un cambio significativo
ni en su tamafio ni en su translocacion fuera del nicleo, respectivamente. Este resultado es
contrario a lo que se observa en otros trabajos (Irvine et al., 2014), en el que mencionan
gue confirmaron la presencia de un modelo de senescencia en estas células después de,
entre otros parametros, observar una disminucién en la expresién de la proteina Ki67. Ahora
bien, tanto las concentraciones como los dias post-tratamiento después de la medicion de
este estudio son distintos a los del trabajo de Irvine et al., y en este estudio no fue estudiada
la expresion de la proteina, sino mas bien su presencia fuera o dentro del nucleo, dado su

papel en la mantencién de la estructura de los cromosomas durante la division celular.

Algo importante de mencionar también es que hasta ahora para este experimento de
translocacion de Ki67 no se han determinado controles, como un control positivo de
detencién del ciclo celular y un control de estimulo de proliferacion, lo que podria estar
afectando las conclusiones que se obtienen a partir del experimento. Un control positivo
para estudiar la detencion del ciclo celular podria involucrar el uso de doxorrubicina, un
agente quimioterapéutico conocido por inducir la detencion del ciclo celular y el dafio en el
ADN (Tanaka et al., 2013). Para un control de estimulo de proliferacién, aumentar la
concentracion de suero fetal bovino (FBS) en el medio de cultivo celular puede ser una
opcion adecuada. El FBS contiene factores de crecimiento y nutrientes que promueven la
proliferacion celular, proporcionando una condicién de control de estimulo de proliferaciéon
para comparar con otros tratamientos o condiciones que afectan las tasas de proliferacién

celular.

Por altimo, en este experimento no se realizaron blancos, los cuales si debieron haber sido
hechos, como el de autofluorescencia, es decir, la muestra sin el anticuerpo secundario, y
el de la fluorescencia basal, que es la muestra sin el anticuerpo primario. Los resultados de

este experimento no permiten comprobar el objetivo especifico nimero 2 de este trabajo.

Extender el tiempo de exposicion de las células a H,O, a 96 horas podria permitir observar
una detencién efectiva del ciclo celular, dado que la exposicién crénica al estrés oxidativo
puede inducir senescencia en los hepatocitos (Nakajima et al., 2010). Ademas, el uso de

citometria de flujo podria ser una herramienta valiosa para estudiar la senescencia y la
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dindmica del ciclo celular. Esta técnica permite la identificacion y cuantificacion de células

senescentes basandose en la actividad de la 3 -galactosidasa asociada a la senescencia y

la expresion de pl6 (Bertolo et al., 2019; Malavolta et al., 2022). La citometria de flujo
también puede evaluar los cambios en la progresién del ciclo celular mediante el analisis
del contenido de ADN, identificando células detenidas en etapas especificas del ciclo (Biran
et al., 2017; Takacs-Buia et al., 2008).

Como se menciond anteriormente, hay otros marcadores que sirven para estudiar el
fenotipo secretor asociado a la senescencia, como el aumento de p-galactosidasa asociada
a la senescencia (SAB-gal), y los niveles de mRNA de p21, p16 y p53 mediante RT-gPCR.
Otros integrantes del laboratorio, con el mismo fin de estandarizar un modelo de
senescencia en la linea celular HepG2 con el agente oxidante H;Og, llevaron a cabo

estudios de estos marcadores.

En este trabajo se observé un cambio en el area de las células significativamente mayor
(citomegalia) luego de haber sido tratadas con H;O, a concentraciones de 50 y 100 puM,
siendo el aumento del &rea celular méas significativo a 100 yM. El mismo resultado fue
observado por otro integrante del equipo de investigacion, Lautaro Magafia, en el contexto
de su tesis “Estudio de las proteinas de comunicacién RE-mitocondria en el proceso de
senescencia celular” (Figura 8A-B). La tincidn histoquimica de la B-galactosidasa es otra
forma de detectar células senescentes en el higado, o, en este caso, en la linea celular
HepG2, ya que esta es un marcador enzimatico asociado a la senescencia replicativa (Irvine
etal., 2014). Después de 72 horas del tratamiento con H>O- a concentraciones de 50 y 100
MM las células HepG2 muestran un aumento significativo en el area de tincién de -
galactosidasa, en comparacion a la condicién control (Figura 8C-D). Estos resultados
avalan los resultados de este trabajo al proporcional evidencia adicional de que el
tratamiento con H,O; induce caracteristicas de senescencia celular en la linea celular
HepG2.
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Figura 8. Estudio de la citomegalia y de la B-galactosidasa en células HepG2 bajo
condiciones de estrés oxidativo. A. Fotografias de microscopio de campo claro de las
células. B. Porcentaje de células citomegalicas en distintas concentraciones de H,0-, C.
Fotografias de las células HepG2 con el kit colorimétrico del ensayo de (-galactosidasa. D.
Area de de la tincion de B-galactosidasa presente en las células en comparacion al grupo
control, a distintas concentraciones de H>O.. Los datos fueron analizados mediante ANOVA
de una via, seguido del test Holm-Sidak’s. Los graficos de barras se expresan como media
+ SEM. * p<0.05 ** p< 0.01 comparados al control. Estos resultados corresponden a una
recoleccién de datos obtenidos en conjunto por Lautaro Magafia, en el contexto de la
memoria de titulo "Estudio de las proteinas de comunicacion RE-mitocondria en el proceso
de senescencia celular" y por Xavier Vielma, en el contexto de la tesis de magister titulada
"Participacion de la comunicacion entre reticulo endoplasmico y mitocondria en el desarrollo

de disfuncién mitocondrial durante la senescencia celular inducida por estrés oxidativo”.

Todas las sefiales que inducen senescencia involucran a p53 y/o a p16, y abarcan vias
complejas de integracidén y procesamiento de sefales de estrés para inducir y mantener la
senescencia. p21, un objetivo transcripcional de p53 y un potente inhibidor del ciclo celular,
desempefia un papel critico en la vinculacion de esas dos vias y del mantenimiento de la
senescencia (Ben-Porath & Weinberg, 2005; Campisi & Fagagna, 2007). Otros integrantes
del laboratorio, Lautaro Magafa y Xavier Vielma en sus tesis “Estudio de las proteinas de

comunicacion RE-mitocondria en el proceso de senescencia celular”’ y “Participacion de la
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comunicacion entre el reticulo endoplasmico y mitocondria en el desarrollo de disfuncion
mitocondrial durante la senescencia celular inducida por estrés oxidativo”, respectivamente,
con el mismo fin de estudiar marcadores de senescencia celular en HepG2 bajo condiciones
de estrés oxidativo, observaron que después de 24 y 72 horas de haber sido tratadas las
células HepG2 con distintas concentraciones de H>O-, se midieron los niveles de proteinas
de pl6, p21, y p53, estandarizadas por B-actina, y se encontré que habia un aumento
significativo de las proteinas p16 y p21 después de las 24 horas (figura 9A-C), y un aumento

significativo de p16, p21, y 53 a las 72 horas (figura 9E-H).
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Figura 9. Niveles de proteina p16, p21, y p53, normalizados por B-actina, en células
HepG2 tratadas con distintas concentraciones del agente oxidante H,O,. A-D. Western
blot de proteinas (y sus cuantificaciones) p16, p21, p53 y B-actina 24 horas después de
haber sido tratadas durante 1 hora con distintas concentraciones de H202. E-H. Western
blot de proteinas (y sus cuantificaciones) p16, p21, p53 y B-actina 72 horas después de
haber sido tratadas durante 1 hora con distintas concentraciones de H202. Los datos
fueron analizados mediante ANOVA de una via, seguido del test Holm-Sidak’s. Los graficos
de barras se expresan como media = SEM. * p<0.05 ** p< 0.01 comparados al control. Estos
resultados corresponden a una recoleccion de datos obtenidos en conjunto por Lautaro

Maganfa, en el contexto de la memoria de titulo de médico veterinario "Estudio de las
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proteinas de comunicacidbn RE-mitocondria en el proceso de senescencia celular" (en
desarrollo) y por Xavier Vielma, en el contexto de la tesis de magister en fisiologia titulada
"Participacion de la comunicacion entre reticulo endoplasmico y mitocondria en el desarrollo
de disfuncion mitocondrial durante la senescencia celular inducida por estrés oxidativo”

(terminada), ambas desarrolladas en la Universidad de Chile.

En resumen, todos los marcadores de senescencia celular, a excepcion de Ki67, que se
han estudiado (incluyendo los de este trabajo y los del resto del equipo de investigacion)
dan cuenta de la presencia de un fenotipo senescente en las células HepG2 después de 72
horas de haber sido tratadas durante 1 hora con el agente oxidante H,O, a concentraciones
de 50 y 100 uM, especialmente en esta uUltima concentracion, y, por lo tanto, permiten

concluir que el propdsito de investigacion de este trabajo se cumplio.

Para futuras investigaciones, resultaria ideal incorporar controles mas rigurosos y explorar
otras metodologias de evaluacion de senescencia celular. Ademas, la implementacion de
otras técnicas en los experimentos realizados, como la cuantificacion de muerte celular y el
uso de herramientas automatizadas para medir el area celular, podrian resultar en datos

mas robustos y con menos sesgo.

En el contexto del proyecto de investigacion en el que se enmarca este trabajo, el hecho de
tener estandarizado el modelo de estudio permitir4 hacer los experimentos propuestos para
el proyecto, con los cuales se busca esclarecer las sefiales y los mecanismos que regulan

la senescencia celular.

Aunqgue este trabajo no aporta nuevo conocimiento cientifico, proporciona una base sélida

para la investigacién en el campo de la senescencia celular.
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7. Conclusiones

Respecto al trabajo planeado en esta memoria de titulo, los resultados respecto a los
objetivos propuestos fueron: (1) se comprobd que el tratamiento con H,0, a
concentraciones de 50 y 100 uM durante 1 hora induce citomegalia en células HepG2
después de 72 horas (Objetivo Especifico 1); (2) Sin embargo, no se observaron cambios
significativos en la translocacion de la proteina Ki67, lo que no permitié confirmar la

detencion del ciclo celular (Objetivo Especifico 2).

En conjunto, los resultados mostrados permiten concluir que el objetivo general de
estandarizar un modelo de senescencia celular inducido por H,O; en la linea celular HepG2
fue parcialmente cumplido. El propésito de investigacidn, que planteaba que el tratamiento
agudo con H,0, provocaria tanto citomegalia como detencion del ciclo celular, fue
parcialmente confirmado, ya que se logré evidenciar la citomegalia como un marcador
morfolégico de senescencia celular, pero no se pudo confirmar la detencién del ciclo celular

mediante la translocacion de Ki67 en las condiciones experimentales utilizadas.
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