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GLOSARIO

ADN/DNA: &cido desoxirribonucleico

AP-1: proteina activadora 1

ARNmM: &cido ribonucleico

BrdU: bromodesoxiuridina

C:2.FDG: 5-Dodecanoylaminofluorescein Di-p-D-Galactopyranoside
DcR2: receptor sefiuelo 2

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO: dimetilsulfoxido

DNA-SCARS: segmentos de ADN con alteraciones de la cromatina
IL-6: interleuquina 6

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos

MN: mostaza nitrogenada

MTOR: diana e rapamicina en mamiferos

OH: radical hidroxilo

PBS: phosphate buffered saline

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

RS: senescencia replicativa

SAHF: focos heterocromaticos asociados a senescencia
SASP: fenotipo secretor asociado a senescencia
SA-a-Fuc: a-fucosidasa asociada a senescencia
SA-B-Gal: B-galactosidasa asociada a senescencia
SFB: suero fetal bovino

SIPS: stress induced premature senescence

UV: ultravioleta



RESUMEN

La senescencia celular, conocida como la detencion irreversible de la division
celular, puede ser inducida por agentes oxidantes y radiacion ultravioleta entre otros.
Las células senescentes se distinguen por una serie de rasgos morfoldgicos y
moleculares, entre los que desataca el incremento de la actividad B-Galactosidasa
lisosomal,

Dado que la senescencia es uno de los factores mas implicados en el envejecimiento
cutdneo, se ha propuesto determinar y cuantificar tanto sus efectos inductores por
mostaza nitrogenada y radiacion UVB como el efecto protector que ejerce la fisetina.

Como modelo de estudio se han utilizado cultivos de fibroblastos humanos y una
linea de queratinocitos HaCaT. Se ha determinado la senescencia utilizando el
fluorocromo Ci1.FDG mediante citometria de imagen. Cuantificado el efecto de la
radiacion ultravioleta y de la mostaza nitrogenada como inductores de senescencia y por
ultimo, se ha analizado el efecto protector que ejerce la fisetina.

Los resultados obtenidos mediante citometria de imagen sugieren que la radiacion
UVB (1,8 J/cm?) y la mostaza nitrogenada a una concentracion de 100 uM producen un
aumento de la senescencia celular; Mientras que la fisetina en concentraciones de 2 uM
disminuye notablemente la senescencia en fibroblastos irradiados con UVB, este efecto
también se aprecia aunque no tan notoriamente en queratinocitos HaCaT irradiados con
UVB.

Palabras clave: p-galactosidasa Citometria, fibroblastos, fisetina, queratinocitos,
radiacion UVB, senescencia.



ABSTRACT

Cellular senescence, known as the irreversible detention of cellular division, can be
induced by chemical agents and ultraviolet radiation among others. Senescent cells are
distinguished by a series of morphological and molecular features, between which the
increase of lisosomal B-Gal activity is highlighted.

As senescence is one of the most implicated factors in cutaneus aging,it has been
proposed to determine and quantify both its inductive effects by nitrogenous mustard
and UVB radiation and the protector effect fisetin performs.

As a study model, cultures of human fibroblasts and a HaCaT keratinocyte line have
been used. Senescence was determined using Ci2FDG fluorochrome by image
cytometry. Quantified the effect of ultraviolet radiation and nitrogen mustard as
senescence inducers and finally, the protective effect of fisetin has been analyzed

The results obtained by image cytometry suggest that UVB radiation (1.8 J/cm2) and
nitrogenous mostaza at a 100 UM concentration produce rises in cellular senescence.
While fisetin in concentrations of 2 uM significantly decreases senescence in UVB
radiated fibroblasts, this effect is also appreciated although not as notoriously in UVB
irradiated HaCaT keratinocytes.

Key words: pB-galactosidasa, Cytometry, fibroblasts, fisetin, keratinocytes, UVB
radiation, senescence.



INTRODUCCION

Senescencia celular

La senescencia celular fue descrita por primera vez por Hayflick en la década de
1960, fue definida como la detencion irreversible de la division celular en un cultivo
prolongado y metabolicamente activo, ocurre tanto in vivo como in vitro.

A esta limitacion se le denominé senescencia replicativa (RS), es uno de los recursos
celulares mas importantes para evitar la transformacion en estado tumoral, causado por
la erosion telomérica progresiva asociada con la acumulacion de dafio en el ADN
(Singh and Piekorz, 2013), que conduce a la detencién del ciclo celular en la fase G1.

Estas células que se acumulan en los tejidos con el avance de la edad (Abbadie et al.,
2017) se han convertido en un foco importante de investigacion en biogerontologia, que
intenta determinar como se produce el envejecimiento. (de Magalhaes and Passos,
2018). Su identificacion, cuantificacion y caracterizacion puede ayudar a la
comprension del papel que tienen en el envejecimiento y en diversas patogénesis del
organismo.(Biran et al., 2017).

Aunque inicialmente se describi6 asociada al agotamiento de las capacidades
proliferativas de las células y al acortamiento de los telomeros (RS) se ha visto que en
respuesta a estrés o dafio celular, las células en proliferacion también pueden inducir un
programa especifico que inicia un estado de detencién del ciclo, esta acumulacion de
células senescentes puede influir en muchos procesos bioldgicos, incluido el desarrollo
embrionario, la reparacién y regeneracion de tejidos, la supresion de tumores y el
envejecimiento.(Noren Hooten and Evans, 2017).

La ausencia de marcadores especificos de senescencia dificulta la caracterizacion de
las células senescentes que se acumulan in vivo en tejidos y 6rganos. Los métodos de
deteccion mas fiables analizan las distintas caracteristicas moleculares, metabdlicas y
morfoldgicas. Estos incluyen, pero no estan limitados a, altos niveles de p16 "™ p21,
macroH2A, IL-6, p38MAPK fosforilada y actividad B-galactosidasa asociada a la
senescencia (SA-B-Gal). (van Deursen, 2014).
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Fig 2: Tabla resumen de los avances en cuanto al concepto de senescencia y sus posibles
implicaciones en enfermedades asociadas tales como envejecimiento y cancer. Tomada de
Investigacion y ciencia. Senescencia celular. (David Stipp, 2012)

La senescencia aparece como una respuesta al estrés, pero es un arma de doble
filo. Tiene una funcién protectora y supresora de tumores pero por otro lado, exhibe
efectos perjudiciales a nivel celular y organico, incluido el agotamiento proliferativo de
las células progenitoras o la promocion de procesos inflamatorios vinculados al
denominado fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP). (Cahu, 2013). (Fig 3).

Curiosamente, la eliminacion de células senescentes acumuladas in vivo en ratén
retrasa efectivamente los trastornos asociados al envejecimiento, corroborando asi el
vinculo causal entre la senescencia celular y la disfuncion tisular en fenotipos
relacionados con la edad.(Singh and Piekorz, 2013)

RS
| —
nkda
SIPS mTORC1; g prSAHF

miR-17-92]

Fig 3: Rasgos caracteristicos de las células senescentes. Las células que experimentan
senescencia replicativa (RS) o senescencia prematura inducida por estrés (SIPS) se caracterizan
por una morfologia aumentada y aplanada con cambios moleculares y subcelulares, incluida la
activacion de vias supresoras de tumores (p53-p21 WAF, p53-Decl, p16 Ink4a), alteraciones de
la cromatina (ADN-SCARS, segmentos de ADN con alteraciones de la cromatina que refuerzan
la senescencia; SAHF (focos heterocromdticos asociados a la senescencia) y activacion de
ciertos factores de transcripcion (Sp1), asi como la produccion de factores secretados (SASP,
fenotipo secretor asociado a la senescencia). Ademds, la expresion en la superficie celular del
receptor 2 sefiuelo (DcR2) aumenta durante la senescencia. Tomada de: Senescence-associated
lysosomal a-L-fucosidase (SA-a-Fuc) (Singh and Piekorz, 2013).



Métodos de determinaciéon

El estudio de la senescencia celular ha sido complejo, debido en parte a la dificultad
de detectar su presencia dentro de los tejidos.

Uno de los métodos de deteccién méas populares se realiza mediante la evaluacion de
la actividad SA-B-gal.(Biran et al., 2017).

A nivel bioquimico y enzimatico, se observa una expansion considerable del
compartimento lisosomal y por tanto, un aumento de la granularidad en las células que
experimentan senescencia. Esto se demuestra con un aumento de actividad SA-B-gal y
medida a un pH 6, como marcador clésico para detectar células senescentes.(Singh and
Piekorz, 2013).

La actividad SA-beta-gal, es un marcador ampliamente utilizado, ya que en el afio
2000 se demostrd que esta actividad era debida a un incremento en la abundancia de la
enzima (Kurz et al., 2000), ligada al incremento de la biogénesis lisosomal observada en
las células senescentes (Debacg-Chainiaux et al., 2009). Esta incremento de actividad
(codificada por el gen lisosomal B-galactosidasa denominado GLB1), parece deberse, en
parte, a la acumulacion de niveles aumentados de GLB1, ARNm y proteina.(Lee et al.,
2006).

Esta actividad se detecta de manera rutinaria citoquimicamente; Pero este método
requiere mucho tiempo, es subjetivo y, por lo tanto, es propenso error. Ademas no es
suficiente, ya que la tincién positiva también puede ocurrir en otros contextos
bioldgicos.(Kuilman et al., 2010, Caldwell et al., 2012). Por lo tanto, se combina con la
tincion para marcadores adicionales, por ejemplo de dafio en el ADN.

Como se ha dicho anteriormente la tincion histoquimica con SA-B-gal no distingue
los diferentes tipos de células senescentes en tejidos y ademas puede dar lugar a falsos
positivos (por ejemplo, el aumento de la actividad de SA-B-Gal en cultivos con alta
confluencia celular) o falsos negativos, porque la induccion de senescencia ha sido
insuficiente. Teniendo en cuenta esta Ultima observacion se han investigado varias
hidrolasas lisosomales, ademas de SA-B-Gal, para determinar su capacidad como
marcadores de senescencia. Se identifico la a-L-fucosidasa (glicosidasa involucrada en
el metabolismo de ciertos glicolipidos y glicoproteinas), como un biomarcador
novedoso y prometedor para la senescencia celular.

Otros métodos incluyen Western blotting, PCR e inmunohistoquimica, para
caracterizar las etapas del crecimiento y desarrollo de las células, pero actualmente no
existen métodos que permitan monitorear simultaneamente la proliferacion celular e
identificar cambios en las propiedades celulares para cada célula individual.



A nivel de la arquitectura nuclear, la formacion de ADN-SCARS (segmentos de
ADN con alteraciones de cromatina que refuerzan senescencia) y los focos
heterocromaéticos asociados a la senescencia (SAHF) reflejan la represion de los genes
proliferativos y, por lo tanto, la falta de sintesis de ADN detectada por una falta de
incorporacion de BrdU. (Fig 3).

A nivel del punto de control molecular, la via p53-p21 W™ y el supresor de tumores

p16 ™4 asi como el incremento de la via mTOR (principal via que censa el estado
energético y nutricional de la célula) mediante rapamicina (inductor de senescencia)
(Fernandez Larrosa et al.,, 2011) asumen roles sinérgicos en la induccion y
mantenimiento del fenotipo senescente.

La determinacion de proliferacion celular también puede usarse como un parametro
inversamente proporcional a senescencia celular, entendida ésta como una detenciéon del
ciclo celular en fase G1 tras un evento estresante.(Choi et al., 2018).

La citometria de flujo basada en imagenes tiene la capacidad de obtener
simultaneamente datos morfométricos y monitorear la division celular, y detectar la
expresion de multiples proteinas de interés.(Luk et al., 2017).

En este trabajo las determinaciones de senescencia se han realizado mediante el
citometro de imagen, el cual a la vez que identifica las células senescentes nos permite
ver su morfologia, gracias a sus tres objetivos de microscopia confocal.

Citometria de imagen

La citometria de imagen proporciona imagenes de una gran cantidad de células que
luego son procesadas. La lectura resultante proporciona informacién sobre la cantidad
de células y el posible fenotipo celular.

Permite la evaluacién de datos morfoldgicos y fluorescentes a nivel de una sola
célula, asi como a nivel de poblacién. Combina la ventaja estadistica de citometria de
flujo con la capacidad de identificar cada evento en funcion de una imagen real, lo que
permite analizar la expresion de proteinas en células individuales en poblaciones de
células heterogéneas, donde el nivel de expresion de una de las proteinas es
bajo.(Barteneva et al., 2012).

En la actualidad, el catalogo de lineas de emision que se pueden encontrar en laseres de
este tipo, es amplio entre el UV y el rojo lejano, permitiendo alojar un gran nimero de
fluorocromos dentro de este espectro.



Una de las mayores diferencias entre un citbmetro de imagenes y un citometro de
flujo es que las células de las imagenes anteriores se cruzan frente a una fuente de luz,
mientras que la ultima utiliza un fotomultiplicador para leer la fluorescencia.

Citometria convencional Citometria de imagen
Es rapida y sensible. v’ Esrépiday sensible.
Cuantifica células y Cuantifica células y

analiza un gran n° de

X analiza un gran nimero
poblaciones celulares.

de poblaciones celulares.

Gran capacidad de

analisis estadisticos. Muy buena resolucion

espacial tanto en

Sin resolucién espacial y localizacion intracelular
® noinforma de como en membrana
localizaciones intra y — cellular.
Microscopia de fluorescencia v Gran capacidad de

Muy buena resolucion espacial. analisis estadisticos.

©® Analiza pequefas poblaciones
celulares.

Fig 4: Representacion esquematica de las ventajas y desventajas de citometria
convencional y la microscopia de fluorescencia frente a la citometria de imagen.
(Figura del autor con la informacion del SAI. Servicio de Apoyo a la Investigacion.
Universidad de Zaragoza)

Fisetina

La fisetina es un flavonol (cuya diversidad radica en las diferentes posiciones del
grupo —OH), es decir, una sustancia quimica que pertenece a los flavonoides. Se puede
encontrar tanto en plantas, donde sirven como colorante, como en frutas y
verduras.(Sahu et al., 2014).

La fisetina es un potente activador de las sirtuinas. (En concreto de la sirtuina I)
(Yang et al., 2007) ; Estas enzimas estan codificadas por el gen SIRT1, estudios han
revelado que la fisetina aumenta la expresion de este gen (Kim et al., 2015). Este gen se
cree que es un regulador clave de la supervivencia celular en momentos de estrés.

La fisetina presenta propiedades antisenescentes debido a la reduccion de la
expresion del fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP) mediante regulacion
epigenetica. (Hayakawa et al., 2015) Por lo tanto se sospecha que actuara en contra de
los efectos del envejecimiento.



Fig 5: Representacion quimica de la
fisetina, en la que aparece destacado el
radical hidroxilo (-OH) en el C3,
caracteristico de los flavonoles.

La fisetina tiene mayor interés en la senescencia celular, debido a su efecto
antisenolitico; Ha sido probada en distintos modelos que han sufrido una induccion de
senescencia, mostrando su efectividad reduciendo marcadores senescentes, incluso en
animales de edad avanzada, lo que sugiere que es inmediatamente traducible.
(Yousefzadeh et al., 2018).

Es importante destacar que en los estudios realizados, la bibliografia informa de que
no se han encontrado efectos adversos de la fisetina, incluso cuando se administra a
dosis altas. (Maher, 2015).



OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO

Planteamiento:

Dado que las sustancias oxidantes y la radiacion UVB inducen senescencia, se
propone estudiar los efectos senescentes de mostaza nitrogenada, sobre un cultivo de
fibroblastos humanos, a lo largo del tiempo, lo que permitiria conseguir un modelo de
induccion de senescencia celular con mejoras respecto a otros inductores volatiles como
el perdéxido de hidrégeno.

Habiéndose descrito que la fisetina actia como protector antiradicales libres, se
plantea estudiar los efectos de esta sobre la induccion de senescencia tanto en un
modelo de fibroblastos, como en otro de queratinocitos, ambos irradiados con radiacion
UVB.

Finalmente se ha utilizado una técnica de medida de senescencia a partir del
incremento de la actividad B-galactosidasa (a pH alcalinizado) medida por citometria de
imagen.

Objetivos:

e En primer lugar la puesta en marcha de una técnica que nos permita detectar y
cuantificar células senescentes in vivo mediante citometria de imagen gracias a SA-B-
Gal y al reactivo Ci2FDG.

e Estudiar el efecto senescente de un agente oxidante, la mostaza nitrogenada MN,
a lo largo del tiempo en fibroblastos.
e Estudiar del efecto senescente inducido mediante radiacion UVB en

queratinocitos HaCat y fibroblastos humanos.

e Analizar y estudiar el efecto protector de la fisetina tanto en fibroblastos como
en queratinocitos sometidos a radiacion UVB.
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MATERIAL Y METODOS

Material

Equipos

- Microscopio Invertido de Fluorescencia Nikon® Eclipse TE 2000 S

- Cémara de Neubauer

- Centrifuga (Eppendorf® Centrifuge 5810 R)

- Estufa de cultivo (BINDER®): 37°C y 5% CO-

- Cabina de seguridad biologica clase Il (Telstar® Bio-11-A)

- Balanza electronica AND® HR-120

- Bafio termostatico (Nahita®)

- pHmetro (CRISON®, micropH 2002)

- Placas de 6 y 12 pocillos

- Agitador de placas

- Citometro de imagen (AMNIS® ImageStream X (Seattle, WA, USA) (Fig 5): El
ImageStreamX combina la captura microscopica de imagenes a alta velocidad con la
citometria de flujo, para crear una plataforma estadisticamente sélida, ofreciendo una
amplia gama de nuevas aplicaciones de anélisis celular. Esta técnica permite
proporcionar un medio conveniente para la obtencién de imagenes y analisis de
células directamente en fluidos corporales en aplicaciones clinicas.(Basiji et al.,
2007).

- Lampara de irradiacion UVB QUICKTRONIC® INSTANT START.

Fig 5: Fotografia del citbmetro de imagen AMNIS ISX100 conectado a
las pantallas para permitir visualizacién. SAl. Servicio de Apoyo a la
Investigacion. Universidad de Zaragoza.
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Material bioldgico

- Fibroblastos dérmicos procedentes de cultivo primario de piel humana
(Departamento de Farmacologia y Fisiologia de la Facultad de Medicina).

- Queratinocitos epidérmicos procedentes de cultivo primario de piel humana
(Departamento de Farmacologia y Fisiologia de la Facultad de Medicina).

- Medio DMEM completo para el mantenimiento del cultivo celular. DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Meidum with 4,5 g/l Glucose with L-Glutamine,
Lonza, BioWhittaker®, BE12-604F) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y 1% de antibiotico (penincilina-estreptomicina).

- Fisetina (Compuesto natural, un flavonoide, presente en frutas comunes como las
fresas o las manzanas). Fig 5.

Fig 5: La imagen muestra la formula
quimica de la fisetina, utilizada en los
experimentos para determinar y estudiar su
poder protector frente a la radiacion UVB.

Otros reactivos

- Tampdn fosfato salino esteril para cultivo celular (PBS, 0.0067M (PO4), Lonza,
BioWhittaker®, BE17-516Q).

- Tripsina 1X ( Cultek, 91L.0930-100).

- Solucidn de calibracion para OSMOMAT (Calibration solution 300mOsmol/kg
NaCl/H20, Gonotec 3393C41).

- CiFDG (5-Dodecanoilaminofluorescein Di-p-D-Galactopiranosido).
Sustrato fluorogénico para B-Galactosidasa. ID:ED03235. Carbosynth
Esta molécula permeable a la membrana, se hidroliza por accion de la
B-galactosidasa enriquecida en las células senescentes. Tras la hidrdlisis y la
excitacion con laser, el Ci2FDG emite fluorescencia verde, y por lo tanto puede
detectarse por citometria. (Cahu and Sola, 2013).(Fig 5).

- NH4HCO:s (Bicarbonato de amonio).

- DMSO (Dimetil sulfoxido).
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Fig 6: La imagen muestra el reactivo fluorogénico C ;, FDG. La
cadena hidrofébica de 12 carbonos ayuda a cruzar la membrana
celular donde la p-galactosidasa, el producto del gen lacZ , escinde
los dos grupos de azlcar , lo que da como resultado un producto
Opticamente activo que se acumula en la célula . Tomada de Cellular
heterogeneity and live cell arrays.(Walling and Shepard, 2011)

Métodos

1. Cultivo celular

En este trabajo, el cultivo celular empleado se ha obtenido a través de una linea de
fibroblastos primarios de piel humana obtenidos del departamento de Farmacologia y
Fisiologia de la Facultad de Medicina.

Las células se han mantenido en frascos de cultivo de 75 cm?, con medio DMEM
suplementado al 10% con STF.

Las condiciones de la estufa han sido de 37°C y 5% de CO,. El medio se cambiaba
cada tres o cuatro dias. Al llegar al 90-95% de confluencia celular, se ha tripsinizado y
subcultivado (ya que alcanzado este nivel de confluencia celular se agotan los nutrientes
del medio y las células no pueden continuar dividiéndose) en placas de 12 pocillos
(0,4-0’8 mL/pocillo) a una concentracion aproximada de 100 células/mL. El trabajo con
las células se ha realizado en todo momento bajo condiciones de esterilidad en la cabina
de seguridad bioldgica.
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Fig 7: La imagen muestra el esquema seguido para el mantenimiento de los cultivos
celulares. (Figura por el autor).

2. Tripsinizacion
Este proceso es necesario para despegar las células que crecen adheridas a la
superficie del frasco tras alcanzar un 90-95 % de confluencia celular.

Se sigue el siguiente protocolo, manteniendo siempre las condiciones de esterilidad:

En primer lugar, extraer el medio de cultivo y lavar los frascos hasta dos veces con
PBS para asi retirar todas aquellas proteinas que en caso de estar presentes al afiadir la
tripsina, impedirian que esta realizara su accion sobre las células.

Tras el lavado, se retira el PBS y se afiade la tripsina (1 mL diluida en 5 mL de PBS)
previamente atemperada a 37°C y se deja actuar 5 minutos en la estufa.

Al observar al microscopio Optico el despegamiento celular hay que proceder a la
detencion de la reaccion, la cual se consigue mediante la aplicacion de frio (con una
base de hielo) y la adicion de 10 mL de medio DMEM (10 % STF).

A continuacion se procede a centrifugar a 850 rpm durante 4 minutos, obteniendo asi
el pellet de células deseado y el sobrenadante, este Gltimo serd desechado para asi
resuspender el pellet en el volumen deseado de medio DMEM.

Por ultimo se procede a la distribucion de la mezcla en placas de 12 pocillos y se
lleva a la estufa en condiciones de 37°C y 5 % de COs..

3. Determinacion de la senescencia celular

Una célula en estado fisioldgico optimo tiene en su citoplasma los lisosomas a un
pH 4; Siendo que el pH citoplasmatico es de 7,2.

La actividad beta galactosidasa asociada a senescencia (SA [-gal), la cual es objeto
de estudio en la determinacion de células senescentes es posible detectarla gracias a un
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mayor contenido lisosomal a un pH sub optimo de 6 (Kurz et al., 2000), por ello para la
determinacion de células senescentes se disefia el siguiente protocolo:

-Alcalinizacion del pH lisosomal: En la literatura es frecuente el uso de bafilomicina
Al(Debacg-Chainiaux et al., 2009) o de sales, como el cloruro de amonio NH.Cl
(Lucien et al., 2014). En este caso se ha innovado alcalinizando los lisosomas mediante
NH4COs (Pm: 70,06 g/mol). Tomando 7,9 gramos de la sal y diluyendo en 100 mL de
dH-0O obtenemos una concentracion de 1 M, de la cual tomaremos el volumen necesario
(20 pL en 1 mL) para asi obtener una concentracion final de 20 mM. Finalmente tras
afiadir 20 pL, incubaremos en la estufa 30 minutos a 37°C.

-Determinacion de la actividad SA-B-Gal: Utilizando el reactivo fluorogénico
Ci2FDG, que es capaz de atravesar la membrana celular se ha de preparar una
disolucién 20 mM (disolviendo 2 mg en 117 uL de DMSO), de la cual afiadiremos a las
muestras una dilucién 1:10 (para alcanzar una concentracion 2 mM).

-Ensayo: Una vez tripsinizadas y centrifugadas las células, se procede a la
alcalinizacién del pH lisosomal con su posterior incubacién 30 minutos. Posteriormente,
afiadiremos el sustrato fluorogénico encargado de determinar la actividad SA-B-Gal y
volveremos a incubar 90 minutos, tras esto llevaremos la muestra resultante a analizar al
citdbmetro de imagen AMNIS®. (Aexcitacion= 488 nm ; Aemision= 520 nm)

4. Estudio de la mostaza nitrogenada como inductor de senescencia

En este experimento se evaluard el efecto de la mostaza nitrogenada, MN, como
inductor de senescencia celular en funcion del tiempo sobre fibroblastos humanos.

Se trabaja con una concentracion de 100 UM ya que a partir de 150 uM comienza a ser
letal para las células y es de interés que estén vivas, para ello se prepara 10 mM de MN
(Pm: 178,49 g/mol) para afadir una disolucion 1:100 de esta y asi obtener una
concentracion de 100 pM.

El procedimiento es el siguiente:
Fig 8: Plantilla que representa placa de
Q @ @ 6 pocillos para el estudio de la mostaza
nitrogenada como inductor de
@ senescencia. (Figura del autor).

Siguiendo el esquema de la Figura 7, se establece una siembra de aproximadamente
1x10° células/mL en cada pocillo. En los pocillos marcados como “2d” y “4d” se afiade
una concentracion de 100 uM de MN. Los pocillos marcados como “C” nos servirdn
para un posterior control.
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- 2 dias tras la adicion de MN se procede a aplicar el protocolo de determinacion
de senescencia celular (materiales y métodos 3.) a la primera columna de
pocillos (2d).

- 2 dias tras la adicion de MN también se estudia la ultima columna de pocillos
(C), donde C nos servira de control al afiadir 100 uM de MN in situ,es decir,
minutos antes de pasar las muestras por el citdbmetro, para asi asegurarnos de
que la fluorescencia obtenida no es un producto de la interaccion de Ci.FDG con
MN.

- 4 dias tras la adicion de MN se procede a aplicar el protocolo de determinacion
de senescencia celular (materiales y métodos 3.) a la segunda columna de
pocillos (4d).

5. Estudio de radiacion UVB como inductor de senescencia sobre
fibroblastos humanos y efecto protector de la fisetina.

En este experimento se evaluara el efecto senescente de la radiacion UVB vy al
mismo tiempo el efecto protector de la fisetina.

El esquema de trabajo es el siguiente:

Fig 9: Representacion
esquematica de la placa de
12 pocillos utilizada en este
experimento. (Figura del
autor).

000
06l6
000
000

Siguiendo el esquema de la figura 7, se inicia este experimento sembrando
aproximadamente 1x10° células/mL. Esta figura muestra una representacion la que se
irradiaran las columnas 1y 2 (UVB y UVB+Fis), mientras que en las columnas 3 y 4(C)
no, ya que C actuard de control. La concentracion de fisetina afiadida es la misma en

ambas columnas, 2 uM. ) »
Fig 10: Tabla que muestra la relacion

. Dosis de irradiacion tiempo-irradiacion para una distancia
Tiempo (segundos) ) .. .
(J/lem?) fija, ya que las muestras se mantienen a
300 18 una distancia fija. Estas calibraciones
900 5,6 han sido llevadas a cabo por este equipo
1800 11,8 previamente a través del instrumento
2700 16,8

GENTEC®SOLO?2 y su detector
UP®K19

Tras someter a la radiacion UVB (1,8J/cm?) [ o )
se tapan con papel de aluminio para evitar que sean irradiadas, para el control se utiliza
la dltima columna con el fin de que este lo mas alejada posible de la radiacion
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(disminuir la temperatura de la sala donde se encuentra la lampara para que el papel de
aluminio no acumule calor y dafie las células de los pocillos de la columna 4).

Posteriormente la placa se incuba en la estufa durante 72 horas y se procede a la
determinacion de senescencia con el reactivo fluorogénico Ci2FDG mediante el
citbmetro de imagen utilizando el protocolo disefiado anteriormente (materiales y
métodos 3).

6. Estudio de radiacion UVB como inductor de senescencia sobre
gueratinocitos HaCaT y efecto protector de la fisetina.

Este experimento es similar al anterior, pero variando el tipo de células para
posteriormente poder comparar que células son mas susceptibles a desarrollar
senescencia por irradiacion UVB.

Se evaluara el efecto senescente de la radiacion UVB y al mismo tiempo el efecto
protector de la fisetina.

El esquema de trabajo es el siguiente:

Fig 11: Representacion
esquematica de la placa de
12 pocillos utilizada en este
experimento. (Figura del
autor).
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Siguiendo el esquema de la figura 7, se inicia este experimento sembrando
aproximadamente 1x10° células/mL. Esta figura muestra una representacion en espejo,
es decir que se irradiaran las columnas 1 y 2 (UVB y UVB+Fis), mientras que las
columnas 3y 4(C) no, ya que C actuara de control. La concentracion de fisetina afiadida
es la misma en ambas columnas, 2 puM.

Tras someter a la radiacion UVB (1,8 J/cm? segln la equivalencia mostrada en la
Figl0 las columnas 1y 2, las columnas 3 y 4 se tapan con papel de aluminio para
evitar que sean irradiadas (disminuir la temperatura de la habitacion donde se encuentra
la lampara para que el papel de aluminio no acumule calor y afecte a las ceélulas de los
pocillos de la columna 4).

Posteriormente la placa se incuba en la estufa durante 4 dias y se procede a la
determinacion de senescencia descrita anteriormente (materiales y métodos 3).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se han dividido en en tres bloques de experimentos. En el primero se
estudia los efectos inductores de senescencia ocasionada por MN en funcion del tiempo
sobre fibroblastos humanos.

En el segundo y tercer bloque, se analizan tanto los efectos senescentes de la
radiacion UVB, como el efecto protector que ejerce la fisetina en cultivos de
fibroblastos y de queratinocitos.

1. Efecto de mostaza nitrogenada como inductor de senescencia en cultivo
celular de fibroblastos humanos.

B) Células con MN a los 2 dias

A) Control in situ a los 2 dias

o
w

]
L

Cel Proliferantes

Cel Proliferantes

lli Senescentes

Normalized Frequency
23
Mormaled Fragquenoy

o
i

=]
P

L

T T
100 1e3 1ed 1es 1e6

Intensity_MC_Ch02

Figl2: Diferencias en la
C) Células con MN a los 4 actividad ~p-galactosidasa en
fibroblastos determinada
mediante citometria de imagen a
los dos y cuatro dias tras el
tratamiento con mostaza
» nitrogenada.  Cursor  verde
06 L células senescentes; Cursor
rosa células proliferantes.
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En la Fig 12 se observan las imagenes obtenidas por citometria de imagen de las
poblaciones celulares estudiadas en este experimento. En cada imagen se puede apreciar
en el eje de abscisas la intensidad de la actividad p-galactosidasa, la cual es medible
gracias al reactivo Ci2FDG en el canal 2 del citometro (490-560 nm); Mientras que el
eje de ordenadas muestra el nimero de células que emiten cada intensidad de la
fluorescencia verde.

En funcidén de la intensidad de la actividad enzimatica se pueden apreciar dos
poblaciones celulares diferenciadas, las células proliferantes y las senescentes; Esto es
posible gracias a que en la hidrolisis del fluorocromo Ci.FDG por la enzima f-
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Galactosidasa, emite fluorescencia verde detectandose de este modo una mayor
intensidad luminica en el citometro.

Este incremento de actividad B-galactosidasa se utiliza como marcador en las células
senescentes (SA-B-Gal). (Figl3)

A) Fibroblastos proliferantes B) Fibroblastos senescentes

Fig 13: Diferencias en la intensidad de fluorescencia verde entre células
proliferantes (A) y células senescentes (B) mediante citometria de imagen
utilizando el reactivo Ci12FDG.

Este experimento se encuentra resumido en la siguiente figura (Fig 14), en la que se
sugiere el efecto inductor de senescencia que tiene la MN (100 uM) sobre un cultivo de
fibroblastos humanos, tanto a los 2 como a los 4 dias, mediante la técnica anteriormente
comentada.

% Senescencia en fibroblastos

100
80
60
40
20 -

O .

® Proliferantes

B Senescentes

Control in situ 2 dias 2 dias MN 4 dias MN

Fig 14: Efecto de la mostaza nitrogenada sobre fibroblastos humanos a los 2 y
4 dias.

El resultado obtenido muestra que cuanto mayor es el tiempo que los fibroblastos
estan en contacto con MN, mayor cantidad de células senescentes se aprecian. Lo que
sugiere a la MN como un posible inductor de senescencia, que podria ser debido a su
efecto oxidante (Noren Hooten and Evans, 2017).
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2. Estudio de la radiacion UVB como inductor de senescencia sobre
fibroblastos humanos y efecto protector de la fisetina.

A) Fibroblastos sin irradiar B) Fibroblastos irradiados con UVB
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C) Fibroblastos irradiados con UVB + fisetina
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Fig 15: Diferencias en la actividad
S-Gal de fibroblastos humanos a
las 72 horas post-UVB. Cursor
verde células senescentes; Cursor
rosa células proliferantes. (n=2).
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En la Fig 15 se observa lo comentado en la Fig 12, en cuanto a la fluorescencia
producida por la actividad B-Gal, mediante la hidrolisis del reactivo Ci2FDG por
citometria de imagen.

Este experimento se encuentra resumido en la Fig 16, en la que se sugiere la
induccién de senescencia mediante la radiacion UVB vy el efecto protector ejercido por
la fisetina.

%0 Senescencia en fibroblastos

100 Fig 16: Efecto de la radiacion
80 UVB a las 72 horas sobre
60 - fibroblastos humanos, tratados con
40 - y sin fisetina.

20 -

O .

fibros fibros+UVB fibros H Proliferantes
UVB-+fisetina

M Senescentes

Los resultados obtenidos en la Fig 16, sugieren que a priori los fibroblastos presentan
algo de senescencia (puede ser debido a que era una linea celular mantenida en el
tiempo), pero que esta aumenta al ser tratados con radiacion UVB; Por el contrario se
aprecia que al ser tratados con fisetina, esta ejerce un efecto protector frente a la
senescencia. (Kim et al., 2015).



3. Estudio de la radiacibon UVB como inductor de senescencia sobre
queratinocitos HaCaT Yy efecto protector de la fisetina.

A) HaCaT sin irradiar B) HaCaT irradiados con UVB
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C) HaCaT irradiados con UVB + fisetina
Fig 17: Diferencias en la actividad

p-Gal de queratinocitos HaCaT a
las 72 horas post-UVB. Cursor
verde células senescentes; Cursor
rojo células proliferantes. (n=2).
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En la Fig 17 se observa lo comentado en la Fig 12, en cuanto a la fluorescencia
producida por la actividad B-Gal, mediante la hidrolisis del reactivo Ci2FDG por
citometria de imagen.

Este experimento se encuentra resumido en la Fig 18, en la que se sugiere la
induccién de senescencia mediante la radiacion UVB vy el efecto protector ejercido por
la fisetina.

% Senescencia en HaCaT

90 Fig 18: Efecto de la
80 radiacion UVB a las 72
70 .
60 horas sobre queratinocitos
28 HaCaT, tratados con y sin
30 fisetina.
20 -
10 -
0" Prolif '

HaCat HaCaT UVB HaCaT u Proliterantes

UVB+fisetina M Senescentes

Los resultados obtenidos en la Fig 18, sugieren que los queratinocitos al ser tratados
con radiacion UVB aumentan la senescencia a las 72 horas, mientras que la muestra
tratada con fisetina presenta un menor porcentaje de senescencia celular; Esto parece
indicar un efecto protector de la fisetina frente a la senescencia en otro modelo celular
distinto de los fibroblastos.
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CONCLUSIONES

Se ha puesto en marcha una modificacion de la técnica de medida de actividad
B-Galactosidasa asociada a senescencia por citometria, con resultados coherentes
con lo esperado.

Se sugiere que la mostaza nitrogenada incrementa la senescencia celular, lo que
puede ser utilizado como modelo de la induccion de la senescencia estable.

La radiacion UVB produce un incremento de la actividad B-Galactosidasa
asociada a la senescencia in vitro tanto en fibroblastos humanos como en
queratinocitos HaCaT. Una dosis Unica de 1,8 J/cm? de radiacion UVB produjo
un incremento relativo de la actividad B-Galactosidasa de 51,9 % y 59,9 %
respectivamente.

La fisetina a una concentracion de 2 uM proporciono en el experimento

realizado una proteccion disminuyendo la induccion de senescencia por
radiacion UVB tanto en fibroblastos humanos como en queratinocitos HaCaT.

CONCLUSIONS

A modification of the technique about measure of senescence associated f-
Galactosidase activity through cytometry has been launched, with results
consistent as expected.

It’s suggested that nitrogen mustard increases cellular senescence, which can be
used as a induction’s model of stable senescence.

UVB radiation produces an increase in senescence associated B-Galactosidase
activity in vitro in human fibroblasts and HaCaT keratinocytes. A single dose of
1.8 Jlcm? of UVB radiation produced a relative increase in p-Galactosidase
activity of 51,9 % and 59,9 % respectively.

Fisetin at 2 uM concentration provided protection in the experiment reducing the
senescence’s induction by UVB radiation in human fibroblasts and HaCaT
keratinocytes.
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