CODIGO | FO-GS-15
VERSION 02
FECHA 03/04/2017
PAGINA ldel
ELABORO REVISO APROBO
Jefe Division de Biblioteca Equipo Operativo de Calidad Lider de Calidad

u F GESTION DE SERVICIOS ACADEMICOS Y BIBLIOTECARIOS

ESQUEMA HOJA DE RESUMEN

RESUMEN TRABAJO DE GRADO

AUTOR(ES): NOMBRES Y APELLIDOS COMPLETOS

NOMBRE(S): JESSICA ALEXANDRA APELLIDOS: LIZCANO MENESES
FACULTAD: CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE
PLAN DE ESTUDIOS: INGENIERIA BIOTECNOLOGICA
DIRECTOR:
NOMBRE(S): IAN ALAIN APELLIDOS: GARCIA AGUIRRE
TITULO DEL TRABAJO (TESIS): “ESTUDIO DEL EFECTO ANTI-SENESCENTE DE LA

CLOROQUINA EN UN MODELO IN VITRO DE SENESCENCIA INDUCIDA MEDIANTE
LA HIPERACETILACION DE LAS HISTONAS”

Cloroquina se pondera como un posible compuesto con actividad geroprotectora, ante esto; se
resalta la necesidad de evaluar la actividad senolitica de la Cloroquina en un modelo de senescencia
inducida. Debido a lo antes mencionado, distintos grupos de investigacion han desarrollado terapias
farmacoldgicas las cuales tienen como diana a las células senescentes. La carrera por seguir descubriendo
compuesto con estas bondades pero que adicionalmente sean bien tolerados por el humano o bien, existan
datos sobre su farmacodinamia y parametros farmacocinéticos, cuyos datos son obtenidos mediante un
arduo proceso de investigacion el cual implica; mucho tiempo, dinero y esfuerzo. El descubrimiento de la
actividad senolitica en algin compuesto que ya cuente con todos estos datos, tendria una gran ventaja

frente aquellos compuestos recién sintetizados.

PALABRAS CLAVES: Senescencia celular, Cloroquina, NaBu, inmunofluorescencia, 3-gal

PAGINAS: 51 PLANOS: 2 ILUSTRACIONES: 10 CD ROOM:




“ESTUDIO DEL EFECTO ANTI-SENESCENTE DE LA CLOROQUINA EN UN
MODELO IN VITRO DE SENESCENCIA INDUCIDA MEDIANTE LA

HIPERACETILACION DE LAS HISTONAS”

JESSICA ALEXANDRA LIZCANO MENESES

UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER
FACULTA DE CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE
INGENIERIA BIOTECNOLOGICA
SAN JOSE DE CUCUTA

2023



“ESTUDIO DEL EFECTO ANTI-SENESCENTE DE LA CLOROQUINA EN UN
MODELO IN VITRO DE SENESCENCIA INDUCIDA MEDIANTE LA

HIPERACETILACION DE LAS HISTONAS”

JESSICA ALEXANDRA LIZCANO MENESES

Proyecto de investigacion presentado como requisito para obtener el grado de

INGENIERO BIOTECNOLOGICO

Director:

DR. IAN ALAIN GARCIA AGUIRRE

UNIVERSIDAD FRANCISCO DE PAULA SANTANDER
FACULTA DE CIENCIAS AGRARIAS Y DEL AMBIENTE
INGENIERIA BIOTECNOLOGICA
SAN JOSE DE CUCUTA

2023



Universidad Francisco
F‘E de Paula Santander

I. 8905(

Vigilada Mineducacion

ACTA DE SUSTENTACION DE UN TRABAJO DE GRADO

FECHA: 16 de mayo del 2023 HORA: 08:00 A M.
LUGAR: UFPS - CUCUTA, NORTE DE SANTANDER - SC301
PLAN DE ESTUDIOS: INGENIERIA BIOTECNOLOGICA

TITULO: “ESTUDIO DEL EFECTO ANTI-SENESCENTE DE LA CLOROQUINA EN UN
MODELO IN VITRO DE SENESCENCIA INDUCIDA MEDIANTE LA
HIPERACETILACION DE LAS HISTONAS.”

MODALIDAD: INVESTIGACION
JURADO: GERMAN LUCIANO LOPEZ BARRERA

EDWIN JAVIER DUARTE GOMEZ
ROMINA ESMERALDA FUENTES DiAZ

ENTIDAD: Laboratorio de Genética y Biologia Molecular LTDA.
Director: DR. Bulmaro Cisneros

Co-Director: DR. Ian Alain Garcia Aguirre

NOMBRE DE LOS ESTUDIANTE CODIGO CALIFICACION
Jessica Alexandra Lizcano Meneses 1611400 4.6

OBSERVACIONES: MERITORIA.

FIRMA DE LOS JURADOS

% ﬂ'f a? bdk&G KG‘MAME.Z‘AM'?E}_

German Luciano Lopez Barrera Edwin Javier Duarte Gomez  Romina Esmeralda Fuentes Diaz

GBone 2 1782

Vo. Bo Coordinador Comité Curricular

Avenida Gran Colombia No. 12E-96 Barrio Colsag
Telefono (057)(7) 5776655 - www.ufps.edu.co
ugad@ufps.edu.co San José de Cucuta - Colombia



Dedicatoria

A mis padres Marleny & Henry por sus esfuerzos y siempre creer en mi.



Agradecimientos

En primer lugar, quisiera agradecerle a Dios y a la vida por todas las oportunidades y aquellas
buenas personas que ha puesto en mi camino durante el transcurso de mi carrera profesional para
poder culminar esta etapa de la mejor manera.

A mis padres Marleny Meneses y Henry Lizcano, gracias por sus esfuerzos y ensefiarme a ser cada
dia una mejor persona, a mis hermanos Sol y Henry por ser los mejores compafieros de vida,

ustedes fueron mi motivo de inspiracion cada dia.

Quiero agradecer enormemente al Dr. Bulmaro Cisneros por abrirme las puertas de su laboratorio,
ami director de tesis el Dr. lan Garcia por su paciencia, sus consejos y dedicacion, por transmitirme
tantos conocimientos y darme la oportunidad de ser una de sus alumnas. Gracias por ser los

mejores jefes.

A mis compafieros del Laboratorio 12 por hacer de mi estancia en México una de las mejores
experiencias de mi vida, agradezco especialmente a Pablo Gomez el mejor técnico del
CINVESTAV , por cada uno de sus consejos y ensefiarme de la cultura y comida mexicana. Los
llevaré siempre en el corazon.

A mis amigos de la U, por estar en esta etapa de tantos afios de lucha y aprendizaje. Nhata y Sharom
estoy segura que el destino nos hizo compafieras, pero la vida nos convirtié en hermanas. Sebas,

las verdaderas amistades se dan en momentos exactos y México era ese momento.

Ron, Gracias por su apoyo y creer en mi desde el primer momento



Tabla de contenido

Introduccion

1. El problema

11

1.2

13

14

1.5

Titulo

Planteamiento del problema
Formulacion del problema
Justificacion

Objetivos

1.5.1. Objetivo general

1.5.2. Objetivos especificos

1.6

Alcances y limitaciones

1.6.1 Alcances

1.6.2 Limitaciones

1.7

Delimitaciones

1.7.1 Delimitacion espacial

1.7.2 Delimitacion temporal

1.7.3 Delimitacion conceptual

2.  Marco referencial

2.1

Antecedentes

14

16

16

16

17

17

18

18

18

19

19

20

20

20

20

21

22

22



2.2 Marco tedrico
2.2.1 Senescencia celular
2.2.2 Morfologia celular senescente
2.2.3 Morfologia nuclear
2.2.4 Morfologa nucleolar
2.2.5 Actividad lisosomal
2.2.6 Butirato de Sodio

2.2.7 Cloroquina
2.3 Marco conceptual
2.4 Marco legal
3. Disefio metodoldgico
3.1  Tipo de investigacion

3.2  Poblacion y muestra
3.2.1 Poblacion

3.2.2 Muestra
3.3 Hipotesis

3.4 Variables
34.1 Dependientes

34.2 Independientes
35 Fases de la investigacion

4. Resultados y discusiones

25

25

26

27

28

28

29

30

31

33

34

34

34

34

35

35

36

36

36

37

42



4.1  Efecto anti-senescente generado por la Cloroquina en un modelo in vitro de

senescencia inducida. 42

4.2 El tratamiento con CQ disminuye el nimero de células con alteraciones morfoldgicas

asociadas a senescencia. 44
Conclusién 50
Recomendaciones 50

Referencias bibliogréaficas 51



Lista de tablas

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en el ensayo de Inmunofluorescencia indirecta.

Tabla 2. Descripcion de la Cloroquina.

40

41



Lista de figuras

Figura 1. El tratamiento con CQ disminuy0 el porcentaje de células senescentes en
fibroblastos con envejecimiento prematuro y fisiologico. 23
Figura 2. El tratamiento con CQ alivia las marcas de senescencia. 24
Figura 3. Caracteristicas generales de la senescencia celular. Medificado apartir de ( Zabaleta,2022) - 9@
Figura 4. Morfologia celular en fibroblastos primarios de un individuo con envejecimiento
patoldgico. 27
Figura 5. Modelo de accion de la Cloroquina en autofagia. Tomadade (Autofagias ) 30
Figura 6. Microscopia de campo claro donde se representa un cultivo celular de Fibroblastos
de piel, GM03440, de un individuo de 20 afios. Cortesia del Laboratorio 12 , génetica Humana. Dr Bulmaro Cisneros V,
y Pablo Gémez, cinvestav. 35
Figura 7. Identificacion de células senescentes. 43
Figura 8. El tratamiento con CQ disminuye el nimero de células con alteraciones
morfologicas asociadas a senescencia. 47
Figura 9. El tratamiento con Cloroquina alivia las distintas marcas de senescencia en
fibroblastos de 20 afios inducidos a senescencia. 48

Figura 10. Esquema del modelo de induccion y tratamiento con Cloroquina. A" 49



Resumen

La senescencia celular puede definirse como un proceso mediante el cual una célula
presentara un arresto permanente en el ciclo celular, una célula senescente no respondera al
tratamiento con mitégenos. La acumulacion de células senescentes en un tejido puede
comprometer la funcion del 6rgano en el que se encuentren y predisponer al desarrollo de distintas
patologias, tales como: neurodegeneracion, enfermedades cardiovasculares, diabetes, osteoartritis
o llevar a un estado de crénico de inflamacion y cancer. Se ha propuesto gque la eliminacion de las
células senescentes o la prevencion de llegar al fenotipo senescente puede ejercer un efecto
terapéutico a nivel celular, de tejido, 6rgano u organismo. Es por ello que actualmente hay una
carrera por el descubrimiento de nuevos compuestos con actividad senolitica (compuestos que
inducen la eliminacidn de las células senescentes) o anti-senescente (compuestos que previenen la
senescencia 0 que modulan los fenotipos de una célula senescente). Ante esto surge también una
alternativa en el estudio de este tipo de compuestos, dando una vuelta de tuerca y volteando la
mirada a compuestos ya existentes, los cuales son bien tolerados por el humano o de los cuales se
cuenta con una gran cantidad de informacion acerca de su farmacodinamia y sobre sus parametros
farmacocinéticos. Previamente en el grupo de trabajo del Dr. Bulmaro Cisneros, mediante
resultados aun no publicados y realizados por el Dr. lan Garcia, se describié el efecto anti-
senescente de la Cloroquina en un modelo de envejecimiento prematuro y fisioldgico o normal,
cabe sefialarse que la Cloroquina es un compuesto descubierto ya varias décadas atras, el cual
encaja en la descripcién del viraje antes mencionado en la carrera por estudiar farmacos ya
existentes con nuevas actividades terapéuticas. Sin embargo, surge el interés de investigar si la

Cloroquina puede tener un efecto anti-senescente alin mas generalizado y fuera del contexto del



envejecimiento. Con lo cual, de manera muy interesante en el presente trabajo encontramos que la
Cloroquina mantiene su efecto anti-senescente incluso en un modelo alejado del envejecimiento,
esto fue demostrados en un modelo de fibroblastos inducidos a senescencia mediante la
hiperacetilacion de las histonas, mediante tratamientos con Butirato de sodio. De forma
sorprendente el tratamiento con Cloroquina en estas células inducidas a senescencia provoco una
gran disminucién en el porcentaje de células senescentes (positivas para la actividad de la beta-
galactosidasa asociada a senescencia), alivio las alteraciones en la morfologia nuclear, alivio la
morfologia celular senescente (células expandidas), redujo la expansion nucleolar y recuperé la
marca de Heterocromatina H3K9me3. Estos resultados en conjunto indican las capacidades
terapéuticas de la Cloroquina como un compuesto anti-senescente, el cual es capaz de ejercer dicho
efecto terapéutico en diferentes modelos celulares de senescencia, los cuales abarcan:
envejecimiento prematuro, envejecimiento fisiologico y senescencia inducida. Los resultados de
este trabajo apoyarian la hipotesis de que la Cloroguina podria ejercer su efecto anti-senescente en
diferentes patologias en donde la constante y probable etiologia sean las células senescentes, tales

como; cancer, diabetes, inflamacion cronica, neurodegeneracion y enfermedades cardiovasculares.
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Introduccion

La senescencia celular se presenta mediante la alteracion de distintos procesos, la expresion
de marcadores especificos, actividades enzimaticas especiales durante este proceso, etc. Una célula
senescente se puede identificar si presenta un arresto permanente en el ciclo celular, una mayor
expresion de p16, p21, una mayor area celular (fenémeno llamado, morfologia celular senescente),
si tiene una disminucién en la marca de heterocromatina H3K9me3 (fenotipo llamado, pérdida de
la heterocromatina perinuclear), la presencia de focos de heterocromatina asociados a senescencia
(fenotipo definido por sus siglas en inglés; SAHF: Senescence-Associated Heterochromatin Foci),
ademds, una célula senescente presentara una elevada actividad enzimatica de la beta-
galactosidasa asociada a senescencia, una menor expresion de la LA&mina B1 y del receptor de las
laminas tipo B (LBR) y la generard un fenotipo secretor asociado a senescencia 0 SASP
(Senescence-Associated Secretory Phenotype). Una célula senescente puede secretar diferentes
citocinas y cambiar el microambiente en su respectivo nicho celular, lo cual incluso puede generar
un efecto en cascada de alteraciones que puede a su vez generar mas células senescentes; lo que
como consecuencia podria llevar una disfuncion méas generalizada de un tejido especifico y

provocar una disfuncion respecto al 6rgano relacionado.

Debido a lo antes mencionado, distintos grupos de investigacion han desarrollado terapias
farmacoldgicas las cuales tienen como diana a las células senescentes, podemos agrupar estas
estrategias en al menos 2 grupos: Senomdrficos o Senoliticos, cuyas estrategias se basan en
modificar marcadores caracteristicos de una célula senescente o en eliminar las células senescentes

respectivamente. Aunque existe una amplia bateria de compuestos con alguna de éstas dos
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actividades (senomorfica o senolitica), la carrera por seguir descubriendo compuesto con estas
bondades pero que adicionalmente sean bien tolerados por el humano o bien, existan datos sobre
su farmacodinamia y parametros farmacocinéticos, cuyos datos son obtenidos mediante un arduo
proceso de investigacion el cual implica; mucho tiempo, dinero y esfuerzo. El descubrimiento de
la actividad senolitica en algin compuesto que ya cuente con todos estos datos, tendria una gran
ventaja frente aquellos compuestos recién sintetizados. Recientemente en el grupo de investigacion
del Dr. Bulmaro Cisneros y mediante ensayos realizados por el Dr. lan Garcia, se describi¢ el
efecto anti-senescente de la Cloroquina, estudios que fueron llevados a cabo de manera in vitro en
distintos modelos de envejecimiento (prematuro y fisioldgico), mediante el uso de fibroblastos de
piel obtenidos de pacientes con envejecimiento prematuro (Sindrome de Progeria Hutchinson-
Gilford) y fibroblastos obtenidos de un individuo geriatrico (individuo aparentemente sano de edad
avanzada; 96 afios). Estos resultados reposicionan a la Cloroquina como un posible compuesto con
actividad geroprotectora, ante esto; se resalta la necesidad de evaluar la actividad senolitica de la
Cloroquina en un modelo de senescencia diferente al empleado anteriormente, es decir, un modelo
de senescencia que no tenga las diversas alteraciones que podria presentar una célula con
envejecimiento en donde los efectores del fenotipo senescente pueden ser demasiado amplios, con
base en lo antes mencionado, se propuso en el presente trabajo generar un modelo de senescencia
inducida mediante el uso de Butirato de Sodio para provocar un estado de hiperacetilacion de las
histonas llevando la cromatina a un estado generalizado de eucromatina, provocando asi la
senescencia celular, generando un modelo de senescencia inducida para evaluar el posible efecto
anti-senescente de la Cloroquina y demostrar si dicho efecto anti-senescente es mas generalizado,
la cual indicaria que el efecto anti-senescente de la Cloroquina podria funcionar en distintos

contextos disfuncionales que tengan en comun la senescencia.
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1. El problema

1.1 Titulo

Estudio del efecto anti-senescente de la Cloroquina en un modelo in vitro de senescencia

inducida mediante la hiperacetilacion de las histonas.

1.2 Planteamiento del problema

La senescencia se puede definir como un arresto permanente en el ciclo celular, en donde
ésta ha perdido la respuesta a mitdgenos. La acumulacion de las células senescentes es dafiina para
el tejido en el que se encuentra y por lo tanto para el organismo que las acumula. Una célula
senescente puede identificarse mediante el analisis de diversos fenotipos tales como: una elevada
expresion de pl6 y p21 (Gonzalez-Gualda et al., 2021) ,una mayor actividad de la enzima beta-
galactosidasa (Debacg-Chainiaux et al., 2009a), la perdida de la heterocromatina perinuclear
(Gonzélez-Gualda etal., 2021), alteraciones en la morfologia nuclear, expansion celular
(Moujaber etal., 2019), expansion nucleolar (Buchwalter & Hetzer, 2017), entre otras. En el
presente trabajo evaluamos el efecto anti-senescente de la Cloroquina, un farmaco con un nuevo
reposicionamiento en el campo del envejecimiento y la senescencia. Anteriormente en el grupo de
trabajo del Dr. Bulmaro Cisneros Vega y mediante ensayos realizados por el Dr. lan Alain Garcia
Aguirre, se describié el efecto anti-senescente de la Cloroquina en un modelo de envejecimiento
prematuro Y fisioldgico. Debido a lo antes mencionado, nos cuestionamos si la Cloroquina tiene
un efecto anti-senescente mas generalizado, es decir; llevando a cabo pruebas en un modelo alejado

del envejecimiento, en donde nosotros induzcamos a senescencia, esto a través de la
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hiperacetilacion de las histonas mediante el tratamiento con Butirato de Sodio en fibroblastos

provenientes de un individuo aparentemente sano de 20 afios.

1.3 Formulacion del problema

¢La Cloroquina mantiene su efecto anti-senescente en un modelo de senescencia inducida

mediante la hiperacetilacion de las histonas?

1.4 Justificacién

A la senescencia celular le acompafia un desbalance en la produccion de distintas citocinas,
distintos cambios morfolégicos, la pérdida de la heterocromatina que altera el perfil de expresién
génica, alteraciones en la arquitectura nuclear lo cual desprotege al contenido nuclear y lo hace
mas susceptible a diversos tipos de dafios, el dafio al ADN, la expansion nuclear, estrés oxidativo,
etc. Todo esto contribuye a la generacion de un estado crénico de dafio en donde la célula en
cuestion no muere, pero tampoco responde a mitdgenos. Debido a que una célula senescente no
muere, cambia el microambiente en el que se encuentra, incluso enviando citocinas a células de
forma parécrina y exocrina, las cuales pueden llevar a éstas a un estado senescente, al mismo
tiempo esto puede llevar a alteraciones en el tejido en donde se encuentren éstas células
senescentes, lo que a su vez puede comprometer la funcion del 6rgano en el que se encuentren,
llevando al desarrollo de distintas patologias como céncer, diabetes, neurodegeneracion y
disfuncion cardiovascular. Ante lo antes mencionado, surge nuevas estrategias terapéuticas las

cuales tienen como objetivo eliminar (Senoliticos), cambiar (Senomdrficos) o prevenir
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(compuestos anti-senescentes) el fenotipo senescente. La Cloroquina ha demostrado tener
actividad anti-senescente en un modelo de envejecimiento prematuro y fisiologico, sin embargo;
la Cloroquina podria tener un mayor espectro en cuanto al contexto en el que podria ejercer su
actividad anti-senescente, llevandolo a un efecto mas generalizado, es decir, alejado del contexto
de envejecimiento, uno de éstos es la senescencia inducida. El posible efecto anti-senescente de la
Cloroquina en diversos contextos en los que el envejecimiento no es preponderante podria abrir
las puertas al tratamiento de distintas patologias que involucren a las células senescentes como una

causa; diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, etc.

1.5 Objetivos

1.5.1. Objetivo general

Estudiar el efecto anti-senescente de la Cloroquina en un modelo in vitro de senescencia

inducida mediante la hiperacetilacion de las histonas.

1.5.2. Objetivos especificos

e Generar un modelo de senescencia inducida empleando fibroblastos a través de la

hiperacetilacion de las histonas al tratar con Butirato de Sodio.

e Estudiar el efecto Anti-senescente de la Cloroquina en el modelo de fibroblastos inducidos

a senescencia mediante la evaluacion de distintos fenotipos asociados a la senescencia:
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o Evaluar la actividad de la beta galactosidasa asociada a senescencia en fibroblastos
normales inducidos a senescencia al tratar con la Cloroquina.

o Analizar la morfologia nuclear aberrante en fibroblastos normales inducidos a
senescencia al tratar con la Cloroquina.

o Estudiar la pérdida de la heterocromatina en fibroblastos normales inducidos a
senescencia al tratar con la Cloroquina.

o Evaluar la morfologia nucleolar en fibroblastos normales inducidos a senescencia
al tratar con la Cloroquina.

o Analizar la morfologia celular en fibroblastos normales inducidos a senescencia al

tratar con la Cloroquina.

1.6 Alcances y limitaciones

1.6.1 Alcances

Este proyecto se enfoca en la evaluacion de la actividad anti-senescente de la Cloroguina
en fibroblastos provenientes de un individuo aparentemente sano de 20 afos, los cuales
previamente fueron inducidos a senescencia mediante el tratamiento con Butirato de Sodio, cuyo

tratamiento induce la hiperacetilacion de las histonas.
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1.6.2 Limitaciones

El proyecto estara centrado a ensayos in vitro, los cuales son un punto de partida para la
futura experimentacion con algun tipo de modelo animal, lo cual por el momento no se abordara
debido a la falta de datos experimentales mas generalizados en modelos in vitro. Algo que el

presente trabajo pretende cubrir.

1.7 Delimitaciones

1.7.1 Delimitacion espacial

Proyecto realizado en el Laboratorio de Genética Humana, en el departamento de Biologia
Molecular, perteneciente al Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados ( CINVESTAV) del
Instituto politécnico Nacional, el cual se encuentra ubicado en la Avenida Instituto Politécnico
Nacional, #2508, en la Delegacién Gustavo A. Madero, en la localidad San Pedro Zacatenco, con

cadigo postal #07360, Ciudad de México, México.

1.7.2 Delimitacion temporal

El tiempo utilizado para cumplir con los objetivos de este proyecto de investigacion fue

de 1 afio.
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1.7.3 Delimitacion conceptual

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se contemplaron los siguientes

grupos de conocimientos:

. La Senescencia Celular

. Modelos in vitro de senescencia inducida y no inducida
. Compuestos anti-senescentes

o Fenotipos en una célula senescente

. Inmunofluorescencia

o Anélisis de microscopia confocal

. Analisis morfométrico de células mediante uso del software ImageJ
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2. Marco referencial

2.1 Antecedentes

Resultados aun no publicados en el grupo del Dr. Bulmaro Cisneros V. y realizados por el
Dr. lan A. Garcia A. demostraron que la Cloroquina tiene un efecto anti-senescente. Esto fue
demostrado de manera in vitro empleando un modelo de fibroblastos senescentes debido a
envejecimiento prematuro (fibroblastos provenientes de un paciente con el Sindrome de Progeria
Hutchinson-Gilford (HGPS), en donde una de las principales caracteristicas es la expresion de una
proteina aberrante llamada Progerina que lleva a las células a un estado senescente) y fisioldgico
(fibroblastos provenientes de un individuo geriatrico de 96 afios). De esta manera, los efectos
benéficos de la Cloroquina fueron demostrados en los fibroblastos senescentes debido a
envejecimiento prematuro y fisioldgico, mediante el andlisis de distintos marcadores de
senescencia, dentro de los cuales se destaca que la Cloroquina redujo el porcentaje de células con
actividad de la beta-galactosidasa asociada a la senescencia, mejor6 la morfologia nuclear,
recuper( la marca de la Heterocromatina H3K9me3, redujo la expansion nucleolar y celular ( Fig.
1-2). Estos resultados en conjunto demuestran el efecto anti-senescente de la Cloroquina, sin
embargo; las bondades de la Cloroquina se encuentran atadas a un contexto de senescencia
asociada al envejecimiento. La pregunta es si las bondades de la Cloroquina pueden tener un mayor
espectro y ejercer el mismo efecto en un modelo celular de senescencia inducida alejado del
envejecimiento, un ejemplo de uno de estos modelos es la induccion a senescencia mediante la
hiperacetilacion de las histonas al tratar con Butirato de sodio (Jimenez-Gutierrez et al., 2020).
Debido a lo antes mencionado, surge la necesidad de investigar si la Cloroquina mantiene su efecto

anti-senescente incluso en un modelo de senescencia inducida y alejado del envejecimiento, lo
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cual nos ayudara a entender de una mejor manera que tan escalables pueden ser las bondades de

la Cloroquina, en cuanto a su efecto terapéutico anti-senescente.
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Figura 1. El tratamiento con CQ disminuyd el porcentaje de células senescentes en fibroblastos con
envejecimiento prematuro y fisioldgico.

A-B) Fibroblastos WT, HGPS y envejecidos fueron tratados con 50 uM de CQ o s6lo con PBS ( Vehiculo)
durante 48h. La actividad de la beta galactosidasa fue evaluada como se describe en el apartado de
materiales y métodos. Se muestran imagenes representativas. C-D) El porcentaje de las células senescentes
fue calculado a partir de 3 experimentos independientes (n>300 células para cada condicion).
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A) HGPS Envejecidos

WT Vehiculo Vehiculo

Figura 2. El tratamiento con CQ alivia las marcas de senescencia.

A) Se realiz6 un ensayo de inmunofluoresecencia indirecta, donde los fibroblastos WT, HGPS, y envejecidos
(96 anos) se tifieron con anticuerpos contra la Lamina A/C para observar morfologia nuclear, B23 para
analizar la morfologia nucleolar y la histona H3K9me3 para evaluar la heterocromatina, asi mismo; se tifio
el nacleo y el citoesqueleto con DAPI y faloidina respectivamente. Previo al analisis por microscopia
confocal.
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2.2 Marco teorico

2.2.1 Senescencia celular

La senescencia celular se define como el mecanismo por el cual una célula entra en un
proceso de detencidn permanente del ciclo celular perdiendo la respuesta ante sefiales mitogénicas,
lo cual puede ser inducido por distintos tipos de estrés, ademas, las células senescentes permanecen
metabolicamente activas (Gonzélez-Gualda et al., 2021).

Existen diversos tipos de estimulos o de estresores que pueden promover la senescencia
celular, dentro de los inductores mas comunes se encuentran: el agotamiento replicativo, las
radiaciones ionizantes y no ionizantes, los farmacos genotdxicos, el estrés oxidativo y los agentes
desmetilantes y acetilantes (Hernandez-Segura, Brandenburg, etal., 2018). De esta manera,
podemos clasificar a éstos inductores en tres principales grupos: senescencia prematura, inducida
por estrés o senescencia replicativa (Kohli et al., 2021).

Es un hecho que, para poder estudiar la senescencia celular, es de suma importancia poder
identificar a una célula senescente, sin embargo, hasta el dia de hoy no se ha logrado identificar
un marcador de senescencia universal. Ante surge el estudio y la identificacion de una bateria
amplia de distintos marcadores, los cuales nos permiten estudiar e identificar a las células
senescentes (Gonzalez-Gualda et al., 2021). Dichas caracteristicas distintivas se muestran en la

figura 3y se describen en los siguientes apartados.
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Figura 3. Caracteristicas generales de la senescencia celular, Medificado apartir de ( Zabaleta,2022)

2.2.2 Morfologia celular senescente

Una de las principales caracteristicas de una célula senescente es una morfologia celular
senescente, es decir; una morfologia celular expandida y aplanada, lo cual se ha asociado a un
aumento en la hipertrofia celular la cual puede explicarse por dos razones: una elevada actividad
metabdlica y a una elevada sintesis de las proteinas (Fig. 3) (Gonzalez-Gualda et al., 2021). En la
figura 4 se muestra un ejemplo de éste fenotipo en fibroblastos senescentes provenientes de un
paciente con una patologia de envejecimiento prematuro (HGPS), (Garcia-Aguirre et al., 2019),

(Zavaleta, 2022).
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Figura 4. Morfologia celular en fibroblastos primarios de un individuo con envejecimiento
patoldgico.

Morfologia celular en fibroblastos provenientes de un individuo sano (izquierda) y de un individuo con
HGPS por sus siglas en inglés (Hutchinson-Gilford Progeria Syndrome) (derecha). Las células se

marcaron con faloidina para visualizar el citoesqueleto de actina, Tomaday modificada de ( Garcia-Aguirre etal., 2019)

2.2.3 Morfologia nuclear

Durante varios afios distintos grupos de investigacion en trabajos centrados en la
senescencia, mostraban resultados en donde habia una correlacion entre una célula senescente con
alteraciones morfoldgicas nucleares de la misma, sin embargo, hasta no hace mucho en el 2022
fue que Indra Heckenbach y colaboradores publicaron un estudio en donde se demuestra que las
alteraciones morfologicas nucleares pueden predecir con una exactitud cercana al 95% el fenotipo
de senescencia celular, un trabajo el cual fue realizado con diferentes tipos celulares, pero que
dentro de los cuales se destacan para el presente trabajo los estudios demostrados con fibroblastos

humanos y de envejecimiento prematuro (Heckenbach et al., 2022).
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2.2.4 Morfologa nucleolar

En el 2017 Abigail Buchwalterl & Martin W. Hetzer demostraron en un trabajo muy
interesante una correlacion entre la expansion nucleolar y el envejecimiento prematuro. Esto fue
demostrado en un estudio en el cual se detalla que la no represion en el ADNr (ADN ribosomal)
provoca un aumento en la transcripcion del ARNTr, lo cual a su vez va acompafiado de un
incremento de ARNSs ribosomales como los maduros 28S y 18s, esto a su vez; se correlaciona con
un aumento del area nucleolar, fenotipo Ilamado expansién nucleolar y también se asocia con una
disminucion en el nimero de nucleolos por célula. Aunque una correlacion directa con la
senescencia no fue abordada, cabe sefialarse que también se describieron alteraciones nucleolares
en fibroblastos provenientes de individuos de edad avanzada o geriatricos. Aunado a esto en el
grupo de investigacion del Dr. Bulmaro Cisneros mediante resultados ain no publicados y
resultados que también engloban los de este proyecto, se ha observado que las células senescentes
tienden a tener nucleolos mas grandes, es decir, expansion nucleolar, ademas de una reduccion en
el nimero de nucleolos por célula. Aunque faltan esfuerzos para tener una correlacion directa con
el proceso de senescencia, hay evidencia que sugiere esta intima correlacion, si bien no puede ser
empleado como tal como un marcador de senescencia, si nos otorga una idea mas global de las

alteraciones celulares que una célula senescente puede tener (Buchwalter & Hetzer, 2017).

2.2.5 Actividad lisosomal

Una de las principales caracteristicas y quiza la mas empleada para identificar y estudiar a

una célula senescente, es un aumento en la actividad lisosomal, la cual puede analizarse mediante
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la evaluacion de la actividad de la enzima beta-galactosidasa asociada a senescencia, en donde el
sistema es forzado por encima del pH optimo de ésta enzima (pH 4), realizando el estudio a pH
(6), en donde la actividad enzimatica sera tan alta que ain dos puntos por arriba del pH éptimo
seguira siendo funcional para poder degradar el glucosido X-gal y con ello producir un precipitado
de color azul. Por lo tanto, las células azules dentro de este ensayo serdn muy probablemente las
células senescentes. Cabe mencionarse que el estudio tiene distintas limitantes y diversas variables
a considerar, las cuales fueron tomas en cuenta para el presente estudio, ademas, cabe mencionarse
que para resolver estas dificultades se utilizaron otros marcadores de senescencia, como los ya

descritos en éste apartado (Debacg-Chainiaux et al., 2009).

2.2.6 Butirato de Sodio

El butirato de sodio es la sal de sodio del butirato con potencial actividad antineoplésica. El
butirato, es un &cido graso de cadena corta que se une competitivamente a los sitios de zinc de las
histonas desacetilasas (HDAC) de clase 1 y II. Esta unién induce la hiperacetilacion de las histonas,
lo que da como resultado un estado de la cromatina mas relajada o eucromatina. La accesibilidad
mejorada de la cromatina a los complejos reguladores de la transcripcion conduce a una mayor
activacion transcripcional de varios genes suprimidos epigenéticamente. Ademas, el butirato tiene
la capacidad de inducir una detencidn del ciclo celular en las fases G1 0 G2/M (PubChem, s. f.).
Butirato de sodio ha sido analizado con mas de 50 inductores quimicos de senescencia celular y
se ha evidenciado que presentan estados similares a la senescencia, clasificandolo en un

modificador epigenético que inhibe la histona desacetilasa (Petrova et al., 2016).
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2.2.7 Cloroquina

La Cloroquina se descubrid en 1934, es un compuesto que ha sido utilizado como
antimalarico desde esa fecha. Ademas de ser un farmaco antipaltdico, la Cloroquina ha
demostrado ser un compuesto eficiente para detener el proceso de autofagia mediante su capacidad
para inhibir la fusion de los autofagosomas con los lisosomas. Por otro lado, la Cloroquina ha sido
utilizada para tratar enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide y el lupus eritematoso.
En los Gltimos afios se han realizado estudios que sugieren que la Cloroquina podria tener efectos
antitumorales mediante la supresién de autofagia. En 2018 un grupo de investigadores confirmaron
que el mecanismo de accidon de la Cloroquina en la autofagia es que este farmaco esta bloqueando

la fusion de los autofagosomas con los lisosomas. (Mauthe et al., 2018)

| Lisosoma
- _J_ . ——

y y ° % /7 o @ "©° ® X \ CQ : \
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\ © 5 \ © @ <_’DQ \ D J

Autofagésoma Autolisosoma

Induccién Formacion del autofagosoma Fusion

Figura 5. Modelo de accion de la Cloroquina en autofagia. Tomadade (Autofagias.f.)
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2.3 Marco conceptual

Senescencia Celular: Arresto permanente en el ciclo celular, en el cual la célula no
responde a mitdgenos y en donde la misma se caracteriza por la presencia de distintos
fenotipos celulares, tales como: Aumento del &area celular (expandida y aplanada),
reorganizacion de la cromatina, proteostasis alterada, aumento de la actividad lisosomal,
cambios morfoldgicos nucleares, membrana nuclear alterada y disfuncion mitocondrial

(Hernandez-Segura, Nehme, et al., 2018).

Autofagia: Es un mecanismo de citoproteccion el cual se activa ante distintos tipos de
estrés, mediante el cual se degradan organelos y proteinas de vida media larga. La autofagia
correctamente activada proporciona energia para apoyar el metabolismo celular cuando las
células viven bajo estrés, mientras que la autofagia sobre activada puede llevar a la muerte

celular (Tingting et al., 2019).

Evaluacion de la actividad de la Beta-galactosidasa asociada a la senescencia: Ensayo
empleado para estudiar e identificar a una célula senescente, basado en el aumento de la

actividad lisosomal. (Debacg-Chainiaux et al., 2009).
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Butirato de Sodio: Acido graso de cadena corta, el cual se une de manera competitiva a
los sitios de zinc de las histonas desacetilasas (HDAC) de clase | y I1. Induce la detencion
en el ciclo celular en la fase G1 0 G2/M (PubChem, s. f.). Compuesto que indice una

hiperacetilacion de las histonas lo cual lleva a las células a senescencia.

Cloroquina: Compuesto utilizado para tratar enfermedades inflamatorias como la artritis
reumatoide y el lupus. Ademas, se ha descrito que inhibe el flujo autofagia ya que bloquea
la union del autofagosoma con el lisosoma, impidiendo que se forme el autolisosoma

(Mauthe et al., 2018).

Inmunofluorescencia: Técnica cominmente empleada para estudiar la distribucion de
distintas proteinas. En éste proyecto empleamos la inmunofluorescencia indirecta la cual
consiste en utilizar un anticuerpo marcado por un fluorocromo el cual se utiliza para
reconocer el anticuerpo primario y seguidamente estas muestras marcadas son examinadas

por microscopia confocal (Hernandez Ramirez & Cabiedes, 2010).
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2.4 Marco legal

Este trabajo presenta el siguiente marco legal sujeto a la normatividad del pais de México
y los cuales de rigen en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados (CINVESTAYV) de la

ciudad de México.

e Norma oficial Mexicana NOM-004-STPS-1999, Sistemas de proteccion y dispositivos de

seguridad en la maquinaria y equipo que se utilice en los centros de trabajo.

e Norma Oficial Mexicana NOM-006-STPS-2014, Manejo Y Almacenamiento De

Materiales-Condiciones De Seguridad Y Salud En El Trabajo.

e Norma Oficial Mexicana NOM-028-STPS-2012, Sistema Para La Administracion Del
Trabajo-Seguridad En Los Procesos Y Equipos Criticos Que Manejen Sustancias Quimicas

Peligrosas.

e Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, Proteccion ambiental-
salud ambiental- Residuos peligrosos bioldgico, infecciosos, clasificacion y

especificaciones de manejo.

e Norma Oficial Mexicana NOM-065-SSA1-1993, Que establece las especificaciones

sanitarias de los medios de cultivo. Generalidades.
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3. Disefio metodologico

3.1 Tipo de investigacion

En esta investigacion segun el propdsito es puro, debido a que se buscd determinar el
efecto anti-senescente de Cloroquina en los fibroblastos inducidos a senescencia. De igual forma,
fue una investigacion de nivel descriptivo, ya que se evaluo el tipo de senescencia inducida en los
fibroblastos inducidos y tratados con Cloroquina, ademas de ser una estrategia de tipo
experimental donde se plante una hipétesis de los efectos de Cloroquina en células inducidas que

se comprobé con los distintos ensayos planteados.

3.2 Poblacién y muestra

3.2.1 Poblacién

Cultivos primarios de fibroblastos de piel de un individuo aparentemente sano de 20 afios

de edad adquiridos del Instituto Coriell # Catalogo GM03440. (Fig. 6)



35

Figura 6. Microscopia de campo claro donde se representa un cultivo celular de

Fibroblastos de piel, GM03440, de un individuo de 20 afios. COresia del Laboratorio 12, génetica
Humana. Dr Bulmaro Cisneros V, y Pablo Gdmez, cinvestav.

3.2.2 Muestra

Como parte del objeto de estudio se utilizaron Fibroblastos de piel, GM03440, inducidos
a senescencia mediante Butirato de Sodio y tratados con Cloroquina para estudiar diversas
caracteristicas tales como: morfologia nuclear, morfologia nucleolar, Evaluar la actividad de la

beta galactosidasa asociada a senescencia y perdida de heterocromatina.

3.3 Hipatesis

La Cloroquina tendré un efecto anti-senescente en un modelo in vitro de fibroblastos inducidos

a senescencia mediante la hiperacetilacion de las histonas.
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3.4 Variables

34.1

3.4.2

Dependientes

e Porcentaje de céelulas senescentes inducidas por Butirato de Sodio

e Morfologia celular en fibroblastos normales inducidos a senescencia al tratar con la

Cloroquina.

e Area celular y nucleolar en fibroblastos normales inducidas a senescencia y tratados

con cloroquina

e Intensidad relativa de la heterocromatina en células inducidas a senescencia y tratadas

con cloroquina

Independientes

e Concentracion de Butirato de Sodio para la Induccidn a senescencia celular

e Dias de induccién a senescencia celular
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3.5 Fases de la investigacion

3.5.1 Cultivo celular

Se utilizaron fibroblastos primarios provenientes de piel de un individuo de 20 afios
aparentemente sano y adquiridos del instituto Coriell (GMO3440, Coriell Institute for Medical
research, New Jersey, EE. UU.). Los fibroblastos fueron cultivados en medio MEM (Minimum
Essential Medium Eagle # M0268-1L) el cual se suplementd con suero fetal bovino al 10% (v/v),
penicilina a 50 U/mL, estreptomicina 50ug/mL y finalmente con piruvato de sodio. Asi mismo las
celulas fueron incubadas a 37°C a una atmosfera con una concentracion al 5% de. Los cultivos de

fibroblastos se utilizaron entre los pases 3-10.

3.5.2 Induccién a senescencia

Para lleva a cabo la induccion de senescencia de los fibroblastos, éstos fueron sembrados
sobre cubre objetos en cajas Petri de 35 mm, al llegar a la confluencia deseada fueron tratados con
Butirato de Sodio 5 mM (NaBu , Sigma-Aldrich) , diluido con PBS o s6lo vehiculo durante 3y 5

dias. Mediante los siguientes Calculos:

Partiendo de una solucién Stock = [500mM]
(C1H(V1) = (C2)(V2)
(500mM) (V1) = (5mM)(2mL)

(5mM)(2mL)

VD = = 500mm)

V1l =0,0Z2mL = 20uL
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3.5.3 Tratamiento con Cloroquina

Para llevar a cabo el tratamiento de los fibroblastos inducidos a senescencia mediante
Butirato de Sodio 5 mM (NaBu , Sigma-Aldrich) , diluido con PBS o s6lo vehiculo durante 3
dias y estos se trataron por 48 h con CQ a una concentracion de 50 uM obtenido de los siguientes

calculos.

50mM — 5.0 X 10*
(CH(V1) = (C2)(V2)
(50mM) (V1) = (50uM)(2mL)
(50000uM) (V1) = (50uM)(2mL)

(50uM)(2mL)

V) = =50000um

V1 =0,002mL = 2 pL

3.5.4 Caracterizacion de células senescentes mediante el analisis de la p-galactosidasa

asociada a la senescencia (SA-g-gal)

El cultivo celular de fibroblastos se sembro y tratd para las distintas condiciones acordadas
sobre cubreobjetos hasta alcanzar la confluencia deseada del 70-80% y seguidamente se fijaron y
tifieron siguiendo el protocolo estandar del kit “Senescent Cell Histochemical Staining Kit”

(CS0030-1KT) de Sigma-Aldrich. La reaccion de este ensayo estd dirigida para detectar la
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actividad de B-galactosidasa asociada a la senescencia a un pH de 6. X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-galactopiranosido) el cual es un compuesto organico, se forma estructuralmente,
mediante un grupo indol y enlazado covalentemente a un galactésido. Donde X-gal se hidroliza
por la B-galactosidasa, pasando a galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol, siendo este Gltimo
oxidado a 5,5 -dibromo-4-4"-dicloro-indigo, compuesto azul insoluble cuya deteccion indica
actividad positiva para -galactosidasa asociada a senescencia. Las células se contabilizaron y

analizaron en el microscopio de campo claro.

3.5.5 Inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal.

El cultivo celular de fibroblastos (figura 6) se sembro y tratd para las distintas condiciones
acordadas sobre un cubreobjetos hasta alcanzar una confluencia deseada del 70-80%
aproximadamente, seguidamente al cultivo celular se les retird el medio MEM , se lavaron 2 veces
con solucién amortiguadora de fosfato salino ( PBS), posteriormente estas células de fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10 minutos, ya fijadas se bloquearon y permeabilizaron
con Buffer IF (Tritdn; SDS; BSA) Durante 10 minuto. Seguidamente el anticuerpo primario se
incubd en la caja himeda durante toda la noche a 4°C y el anticuerpo secundario se aplicé 1 hora
a temperatura ambiente en la caja himeda cubierto de la luz. En todos los ensayos se aplicé DAPI
a una concentracion de 1:500 durante 10 minutos a temperatura ambiente y cubierto de la luz.
Finalmente se montaron las preparaciones en portaobjetos aplicando 5uL de VectaShield para
evitar el fotoblanqueamiento. se fijaron los cubreobjetos con esmalte transparente y seguidamente
se analizo las preparaciones por microscopio confocal (Nikon, i, Japon). Donde se observo las

distintas marcas celulares como: Lamina A/C, B23, Faloidina, H3K9me3.
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3.5.6 Anticuerpos

Se utilizaron anticuerpos comerciales los cuales se describen a continuacion en la siguiente tabla:

Tabla 1. Anticuerpos utilizados en el ensayo de Inmunofluorescencia indirecta.

Anticuerpo primario/ Anticuerpo Dilucion

Proteina Marca, # de catalo secundario IF

Monoclonal de ratén
Lamina A/C anti-lamina A/C Anti-ratén verde 1:200

Santa cruz, Sc-517580

Monoclonal de ratén
B23 anti-B23 (NPM1) Anti-raton verde 1:80

InvitroGen, 325200

Monoclonal de conejo
H3K9me3 anti-HP1-a Anti-conejo verde 1:500

Abcam, Ab8898
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Se evalud la posible actividad anti-senescente que podria presentar el compuesto llamado

Cloroquina el cual como se ha descrito es un farmaco antipaludico utilizado para tratar distintas

infecciones susceptibles por P. vivax, P. malariae, P. ovale y P. falciparum. . Ademas, es utilizado

como tratamiento de la artritis reumatoide, profilaxis del virus Zika y la amebiasis

extraintestinal. Este compuesto actualmente se encuentra en ensayos clinicos para el tratamiento

de COVID-19 (Chloroquine, 2016).(Mauthe et al., 2018)

Tabla 2. Descripcion de la Cloroquina.

CLOROQUINA

Nombre del producto

Difosfato de cloroquina

Referencia C6628
Marca Sigma
Formula C18H26CIN3 - 2H3PO4

Peso molecular

515.86 g/mol
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4. Resultados y discusiones

4.1 Efecto anti-senescente generado por la Cloroquina en un modelo in vitro de senescencia

inducida.

Para evaluar si la cloroquina tiene un efecto anti-senescente mas generalizado, nosotros
analizamos si el tratamiento con la Cloroquina evita o previene distintos fenotipos celulares
asociados a senescencia en un modelo in vitro distanciado del envejecimiento, es decir; empleando
un modelo de senescencia inducida a través de una induccion de la acetilacion de las histonas
mediante el tratamientos con Butirato de Sodio. Los fibroblastos normales que fueron tratados con
NaBu durante 3 dias a una concentracion 5 mM, presentaron fenotipos caracteristicos de la
senescencia, tales como: un aumento en el porcentaje de células con actividad de beta-
galactosidasa asociada a senescencia y una disminucion en la expresion de la Lamina Bl y
H3k9me3 (Fig. 7A'y 7B). De manera muy interesante al tratar con la Cloroquina 24h después de
la induccion a senescencia y dejando el compuesto durante 48 h, se pudo observar una drastica
disminucion en el porcentaje de células senescentes, una reduccién cercana al 60%, ademas, no se
observaron cambios significativos al tratar los fibroblastos normales solamente con la Cloroquina.

En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento farmacolédgico con la
Cloroquina disminuye el porcentaje de células senescentes incluso en un modelo de senescencia
inducida, sugiriendo asi un efecto anti-senescente mas generalizado y no exclusivo de un modelo

asociado al envejecimiento.
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Figura 7. lIdentificacion de células senescentes.

A) Imégenes representativas del ensayo de -galactosidasa de 3 experimentos independientes ( n=150 células). B) Los
lisados de fibroblastos GM03440 previamente inducidos a senescencia durante 3 dias o el vehiculo solo, se analizaron
por Western Blot utilizando anticuerpos contra LAmina B1, H3K9me3 y actina ( control de carga). Se muestran las
cuantificaciones de los niveles de la lamina B1 (panel superior) y H3K9me3 (panel inferior).
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4.2 El tratamiento con CQ disminuye el nimero de células con alteraciones morfologicas

asociadas a senescencia.

Con la finalidad de estudiar de manera méas fina el efecto de la Cloroquina sobre la
senescencia celular, diferentes fenotipos fueron evaluados, uno de ellos la morfologia nuclear
senescente. Como se ha descrito anteriormente, las células inducidas a senescencia presentaron
nucleos con diversas alteraciones morfologicas, tales como; invaginaciones y protuberancias (Fig.
8A y 8B). Interesantemente, el tratamiento con la Cloroquina 24h después de la induccion a
senescencia y dejando el compuesto durante 48h, gener6 una reduccion en el porcentaje de células

con distintas aberraciones nucleares (Fig.8A 'y 8B).

Dado que existe una estrecha relacion entre la morfologia nuclear con el estado de la
cromatina y la pérdida de la cromatina a su vez se correlaciona con la senescencia celular,
decidimos evaluar la organizacion de la cromatina mediante el andlisis de la marca de
heterocromatina H3K9me3. Los fibroblastos inducidos a senescencia presentaron una disminucion
en la marca H3K9me3 como se ha reportado anteriormente (Fig. 8C y 8D). Ademas, el tratamiento
con la Cloroguina 24h después de la induccion a senescencia y dejando el compuesto durante 48h,
ayudo a la recuperacion de la tincion perinuclear de la marca de heterocromatina H3K9me3 (Fig.

8Cy 8D).

De igual manera, se ha descrito que la organizacion de la cromatina tiene un impacto en
la estructura y funcion nucleolar, en donde una pérdida de la heterocromatina se asocia a la

expansion de los nucleolos y esto a su vez contribuye al desarrollo de la senescencia. Como se ha
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descrito anteriormente los fibroblastos inducidos a senescencia presentaron nucleolos expandidos
y una reduccion en el numero de estos fue observada (Fig.8E y 8F). Notablemente, el tratamiento
con la Cloroquina alivio el fenotipo de expansion nuclear al reducir el area de estos y al aumentar
el nimero de los nucleolos en células que previamente fueron inducidas a senescencia con NaBu

(Fig. 8E y 8F).

Debido a que la expansion nuclear se ha asociado con el desarrollo de una morfologia
celular senescente, llevando a una hipertrofia celular. Como se ha descrito, los fibroblastos
inducidos a senescencia presentaron una morfologia celular senescente, es decir un aumento en el
area celular (Figura 8G y 8H). Sin embargo, al tratar con la Cloroguina se alivié la morfologia

celular senescente, al observarse una reduccion en el area celular (Figura 8G y 8H).

(Figura 9) recopila a manera de resumen los resultados antes descritos. En conjunto esto
indica que la Cloroquina ejerce su efecto anti-senescente mediante la recuperacion de la
morfologia nuclear, lo cual posiblemente ayuda al anclaje de la heterocromatina, en donde a su
vez ayuda a mantener una correcta morfologia nuclear evitando asi el fenotipo de hipertrofia
celular o la morfologia celular senescente. Asi mismo nos estarian corroborando a la hipétesis de
que la cloroquina estara teniendo un efecto anti-senescente en un modelo in vitro de fibroblastos
inducidos a senescencia mediante la hiperacetilacién de las histonas. Es decir, asi como esta
actuando en un modelo de senescencia prematura y patolégica (HGPS) ahora también participa en
el modelo de senescencia inducida. Por lo que observamos como las caracteristicas descritas como
marcadores de senescencia: Aumento del area celular (expandida, aplanada), nucleolos agrandados

y perdida de la heterocromatina, se mejoran tras el tratamiento durante 48 horas con CQ.
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Figura 8. El tratamiento con CQ disminuye el namero de células con alteraciones morfoldgicas

asociadas a senescencia.

A) Los fibroblastos inducidos a senescencia y tratados con CQ o solo vehiculo, se inmunotifieron, donde se
emple6 un anticuerpo contra la proteina Lamina A/C para observar la envoltura nuclear y caracterizar las
células con morfologia aberrante. Imagenes representativas de 3 experimentos independientes (n=150
celulas). B) Cuantificacion del porcentaje de células con morfologia nuclear aberrante mediante la
herramienta informéatica Image]J *Barra de escala 50 um. C) iméagenes representativas de
Inmunofluorescencia indirecta de 3 experimentos independientes (n=150 células) donde se empled un
anticuerpo contra la histona H3K9me3. D) Cuantificacion de la intensidad relativa mediante la herramienta
informatica ImageJ de fluorescencia en los cultivos de fibroblastos de 20 afios *Barra 50 um. E) Imagenes
representativas de 3 experimentos independientes (n=150 células) donde se empled un anticuerpo contra
la proteina B23 para observar el area nucleolar en las distintas condiciones de los fibroblastos de 20 afios.
F) cuantificacion del area nucleolar de B23 mediante la herramienta informatica de ImageJ en los cultivos
de fibroblastos de 20 afios *Barra de escala 50 um. G) Iméagenes representativas de inmunofluorescencia
indirecta de 3 experimentos independientes (n=150 células) donde se tifio el citoesqueleto de actina con
Faloidina para observar el area celular de los fibroblastos bajo las distintas condiciones. H) Cuantificacion
del area celular mediante la herramienta informatica ImageJ *Barra de escala 50 pum.
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Fibroblastos de un individuo de 20 anos
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Figura 9. El tratamiento con Cloroquina alivia las distintas marcas de senescencia en fibroblastos de 20 afios
inducidos a senescencia.

Panel representativo de los fibroblastos de 20 afios los cuales se tifieron contra la Lamna A/C para analizar la
morfologia nuclear , contra B23 para observar la morfologia de los nucleolos y contra la histona H3K9me3 para
evaluar el nivel de la heterocromatina. Asi mismo se tifieron con Faloidina y DAPI para decorar el citoesqueleto y
el ndcleo, previo al andlisis por microscopia confocal y analizado mediante ImageJ *Barra 50 um.
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Conclusioén

En resumen, nuestros resultados demuestran que la Cloroquina tiene un efecto anti-

senescente en un modelo de senescencia inducida mediante la hiperacetilacion de las histonas.

Recomendaciones

e Prevenir el estrés celular mediante buenas técnicas de manejo en el cultivo.

e FEvitar el aumento de la confluencia celular >80%.

e se recomienda utilizar los cultivos en pases no muy altos para prevenir la senescencia

replicativa.

e Seguir cuidadosamente los pasos de los protocolos de cada ensayo.

e Corroborar estos resultados con triplicados de Western blot de las células inducidas y

tratadas con Cloroquina

e Serequiere seguir analizando este compuesto ( Cloroquina) en mas modelos de senescencia

para seguir corroborando con la hipdtesis y poder llevar este estudio a un nivel terapéutico.
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