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Resumen

Se presenta una revision bibliografica sobre las principales técnicas de deteccion de los niveles de apoptosis
y senescencia celular para aplicacion en cultivo de células animales y humanas, dada la importancia de esta-
blecer la metodologfa mas adecuada para su implementacion en investigacion biolégica y biomédica que usa
este tipo de células como medios de diagndstico, experimentacién y obtencion de alternativas terapéuticas.
Existe la necesidad de aplicar técnicas estandarizadas para evaluacién y monitoreo del cultivo de células ya
que esto garantiza la calidad del mismo cuando este tiene aplicacion en el campo clinico. La apoptosis y la
senescencia celular se perfilan como parametros biologicos idoneos para esta valoracion. ILa apoptosis se con-
sidera una forma de muerte celular que, a diferencia de la necrosis, es ordenada, programada y dependiente de
energfa, que implica la activacién de un grupo de enzimas proteoliticas denominadas caspasas y una cascada
molecular intracelular hasta la desaparicion completa de la célula. Ia senescencia celular se define como la
pérdida irreversible de la capacidad proliferativa de la célula que al mismo tiempo se encuentra en un estado
metabdlicamente activo. Se muestra una comparacién entre las técnicas de deteccién de estos fendmenos
y, finalmente, se enfatiza en la opcidon de implementar multiensayos para una determinacion mas sensible y
rigurosa de apoptosis y senescencia celular 7z vitro.

Palabras clave: apoptosis, senescencia celular, deteccion de apoptosis # vitro, Deteccion de senescencia
celular 7z vitro.

Abstract

This article reviews the main techniques for detecting apoptosis and cell senescence levels for application
in animal and human cell cultures, given the importance of establishing the most appropriate methodology
for implementing them in biological and biomedical research which uses these kinds of cell for diagnosis,
research and in therapeutic alternatives. There is a need for implementing standardised techniques for as-
sessing and monitoring cell cultures as this guarantees culture quality if they can be applied in the clinical
field. Apoptosis and cell senescence appear to be good biological parameters for such evaluation. Apoptosis
is considered to be a form of organised and programmed cell death, unlike necrosis; this process is energy-
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dependent, implying the activation of proteolytic enzymes called caspases and an intracellular molecular
cascade until a cell completely disappears. Cell senescence is defined as being the irreversible loss of a cell’s
proliferative capacity whilst still metabolically active. This analysis contrasts techniques for detecting such

phenomenon and emphasises the possibility of implementing multi-assays for a more sensitive and rigorous

determination of iz vitro apoptosis and cell senescence.
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Introducciéon

El cultivo de células animales y humanas
in vitro es una de las técnicas mas empleadas ac-
tualmente en investigacion bioldgica y biomé-
dica, ya que constituye un modelo experimental
eficaz si se realiza bajo estindares de calidad y
aplicando la rigurosidad del método cientifico.

Hsta técnica permite llevar a cabo una
amplia gama de investigaciones a nivel tisular,
celular, bioquimico y molecular, extendiendo el
conocimiento de una gran variedad de procesos
fisiolégicos a fin de aplicatlos al diagnéstico y
tratamiento de un sinnumero de enfermeda-

des.

Se ha establecido que el objetivo princi-
pal del cultivo de células animales y humanas
es estandarizar e implementar procedimientos
que permitan mantener y expandir una po-
blacion de células de interés (Freshney, 2005),
aplicando una rigurosa evaluacién y monitoreo
de dicho cultivo de manera constante y/o ru-
tinaria. Esta valoracién solo puede llevarse a
acabo si se conoce el comportamiento normal
de un cultivo de células animales y humanas.
En este sentido, Phelan (1998) ha establecido
que la evolucién de un cultivo celular primario
se puede clasificar en cuatro estados: primero,
se evidencia una adaptacion por parte de las cé-
lulas en el ambiente 7 vitro. Segundo, las células
y el cultivo entran en una fase exponencial de
crecimiento hasta aproximadamente el pasaje
30 dependiendo del tipo de célula. En el tercer
estado hay una disminucion clara en la tasa de
crecimiento del cultivo y, finalmente, en el cuar-
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to y dltimo estado se observan fenémenos de
senescencia y muerte por parte de las células y
del cultivo completo. Esta dinamica de fases es
dependiente del tipo de célula y las condiciones
propias del cultivo. Freshney (2005), ademas,
ha planteado que los procesos de senescencia y
muerte celular pueden presentarse en todas las
fases de un cultivo primario de células, ya sea
por condiciones externas del manejo del cultivo
o por las mismas células. Por esto, en cada uno
de los estados se deben implementar ensayos
estandarizados de viabilidad, apoptosis y senes-
cencia celular con el fin de garantizar la calidad
alo largo del tiempo de vida de las células y del
cultivo, por lo cual aplicar técnicas adecuadas y
eficientes para la medicion de estos parametros
biolégicos certifica un éptimo seguimiento del
cultivo, ademas de los procedimientos para su
elaboracion, y asi establecer condiciones estan-
dares de investigacion y aplicaciéon en un gran
rango de areas biomédicas (Phelan, 1998).

Los cultivos de células humanas repre-
sentan el punto de partida para muchos tipos
de aplicaciones técnico-cientificas en el area
de la salud, un ejemplo de ellas es la obten-
cién de equivalentes de tejidos. Estos consti-
tuyen la base para el tratamiento de multiples
enfermedades asociadas a la pérdida, dafio fi-
sico y/o funcional de tejidos humanos que en
muchas ocasiones no pueden ser reemplazados
por trasplante principalmente por rechazo del
paciente, entre otras circunstancias. Bajo esta
condicién, y poniendo en consideraciéon po-
sibles aplicaciones terapéuticas, se hace mas
fuerte la necesidad de implementar técnicas
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que permitan una evaluacién y monitoreo de
parametros biolégicos del cultivo que faciliten
la estandarizaciéon de procedimientos para su
eficaz obtencion, mantenimiento y aplicacion.

La apoptosis y senescencia celular son ex-
celentes parametros biologicos que determinan
el estado y posible utilizacién del cultivo, porque
revelan condiciones especificas de la célula a nivel
fisiologico, morfolégico, bioquimico y genético
que no pueden ser reconocidas de manera tan
completa y clara por otros parametros celulares,
ademas de estar relacionados con la generacion
de multiples fenotipos patolégicos que no son
convenientes a la hora de implementar meca-
nismos terapéuticos. Se ha evidenciado que las
células en un ambiente 7 vitro se ven enfrenta-
das a maltiples agentes perjudiciales extrinsecos
e intrinsecos, cuya acumulacion resulta en dafios
a nivel estructural, funcional y fisiologico en los
componentes celulares (Vicencio ez al., 2008).
En respuesta a estos dafios, la célula activa una
serie de complejas vias bioquimicas y genéticas
que resultan en fenotipos particulares asociados
a muerte y senescencia celular, lo que eventual-
mente puede significar un estado de deterioro
del cultivo, el cual no tendtia aplicabilidad médi-
ca pues representarfa un riesgo alto.

Los factores reportados que se identifi-
can en el medio de cultivo de células animales
y humanas que activan procesos de apoptosis
y senescencia son: estrés oxidativo, falta de nu-
trientes, grandes variaciones de temperatura,
confluencia celular, exceso de utilizacion de
enzimas proteoliticas (tripsina, dispasas, co-
lagenasas, etc.), presencia de agentes nocivos,
contaminacién del medio, tipo de células, entre
otros (Dimti ez al., 1995; Campisi y d’Adda di
Fagagna, 2007). Lo que no es claro atn es qué
determina si una célula experimentard apop-
tosis o senescencia, aunque se han reportado
teorfas respaldadas con datos experimentales
que muestran su relacién a nivel molecular y
genético (Campisi y d’Adda di Fagagna, 2007;
Vicencio et al., 2008).

Este articulo presenta el analisis obteni-
do de la revisién de articulos cientificos inter-

nacionales de revistas adscritas a las bases de
datos del Sistema de Bibliotecas de la Universi-
dad Nacional de Colombia (Sinab), con temas
relacionados a estos fenémenos y su deteccion
in vitro, ademas de libros con protocolos de téc-
nicas aplicadas a biologfa celular y molecular,
y manuales de técnicas, reactivos y kits comet-
ciales.

El objetivo de este articulo es exponer
una revisiéon de las principales técnicas que
permiten una eficaz deteccion y eventual cuan-
tificacion de los procesos de apoptosis y senes-
cencia celular en un cultivo primario de células
(animales y humanas) desarrolladas desde que
los conceptos fueron propuestos (1972 para
apoptosis; 1961 para senescencia celular) hasta
los dltimos tres aflos; sin embargo, se encuen-
tra que las técnicas no son mostradas de mane-
ra profunda, pues cada una de ellas darfa para
una mayor discusion.

Se presenta inicialmente una introduccion
de los fenémenos y las caracteristicas principa-
les para su deteccién, posteriormente las técni-
cas de deteccion y una comparacion entre ellas
y, finalmente, se pretende evidenciar la nece-
sidad de implementar este tipo de ensayos de
manera rutinaria en los procedimientos not-
males de cultivo primario de células que tienen
por objetivo aplicaciones clinicas como lo es el
desarrollo de equivalentes de tejidos entre otras

investigaciones en el campo de la biotecnologia
de la salud.

Apoptosis

Segun Elmore (2007) la apoptosis se pue-
de definir como: “un proceso coordinado, de-
pendiente de energia, que involucrala activacion
de un grupo de cistein proteasas denominadas
‘caspasas’ (en inglés: cysteinyl aspartate-specific
proteases) y una compleja cascada de eventos
que unen el estimulo inicial con la desaparicion
definitiva de la célula”.

Dentro de este proceso hay una gran
cantidad de interacciones proteicas como en-
trecruzamientos, rompimientos, sintesis y de-

154

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XI No. 2 Diciembre 2009 152-166



gradacién, ademds de un reordenamiento de
estructuras celulares, elevando significativa-
mente el consumo de energia por parte de la
célula, logrando su efectiva degradacién para
finalmente ser “reciclada” por parte de otras
células. Se ha reportado que el tiempo que le
toma a una célula en llevar a cabo este proceso
depende del tipo de célula y las caracteristicas
de activacién, pero en promedio es de 2 a 3
horas (Elmore, 2007). En un cultivo de célu-
las la activacién de este proceso depende de
multiples factores que estimulan las vias de
iniciacién, como ejemplo de ello se ha obser-
vado que si se presentan alteraciones en los
procedimientos de subcultivo en el momento
de confluencia celular, se ve afectado el indice
mitético promedio de las células, y postetiot-
mente una activacion del proceso apoptotico

(Phelan, 1998).

Uno de los aspectos mas importantes
frente a esta dinamica es que la muerte celu-
lar no solo puede darse por apoptosis. Como
lo observaron inicialmente Kerr et al. (1972),
la muerte celular puede ocurrir por medio de
dos vias principales claramente distinguidas en
su naturaleza: apoptosis y necrosis (Kerr e al.,
1972; Zhivotovsky y Orrenius, 2001). Se ha
postulado y comprobado que la necrosis celu-
lar es un proceso desordenado e independiente
de energia, presenta cambios irreversibles en

el nucleo celular (caridlisis) y pérdida de la es-
tructura citoplasmatica, ademas hay una clara
disfuncién en la mitocondria y aumento en el
volumen celular, desencadenando cit6lisis (Zhi-
votovsky y Orrenius, 2001), y posteriormente
liberando todo el material citoplasmatico hacia
el exterior de la célula, produciendo general-
mente fenotipos inflamatorios y necréticos en
los tejidos afectados; mientras que el proceso
apoptético establece mecanismos que aseguran
que el contenido celular no sera liberado, sino
encapsulado y luego removido en su totalidad
por células limpiadoras (Campisi, 2003).

En la tabla 1 se presenta una sintesis
comparativa de las principales caracteristicas
morfolégicas de los procesos de apoptosis y
necrosis.

En la obtencién y el mantenimiento de
un cultivo de células es de suma importancia
conocer el tipo de muerte celular (Baski¢ ez a/,
20006) pues esto ayudara a evaluar de manera
mas especifica los procedimientos, reactivos y
células que se emplearon. Estas caracteristicas
citomorfolégicas son de gran utilidad a la hora
de detectar células apoptoticas y diferenciatlas
de las necroticas.

Las anteriores transformaciones motfolo-
gicas y estructurales son producto de una serie
de eventos moleculares cuya caracterizacion y

Tabla 1. Comparacién de caracteristicas citomorfolégicas de los procesos de muerte celular:
apoptosis y necrosis. Adaptada de Elmore (2007).

Caracteristica Apoptosis

Necrosis

Ndmero de células ,
grupos de células

Células individuales o pequefos

Generalmente grandes cantidades

Volumen celular

Encogimiento celular

Hinchamiento celular, citélisis

Efecto en integridad de
membrana plasmatica

Membrana celular intacta

Membrana celular comprometida

Efecto en citoplasma

Retenido en cuerpos apoptoticos

Liberado al espacio extracelular

Efecto en ntcleo

Condensacién de cromatina (Picnosis)

Fragmentacion del
ndcleo y cromatina

Procesos de
inflamacion tisular

No hay presencia de inflamacién

Inflamacion usualmente presente
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entendimiento facilitan la implementacién de
técnicas cada vez mas confiables a la hora de
determinar los niveles de apoptosis. Huerta ez
al. (2007) describe dos tipos principales de via
de iniciacion apoptotica: extrinseca e intrinse-
ca, Elmore (2007) reporta adicionalmente la via
mediada por el sistema Perforina / Granzima.

La via de sefializacion extrinseca que ini-
cia apoptosis se denominé asi ya que involucra
interacciones mediadas por receptores trans-
membranales (Elmore, 2007), se ha descrito
que esta via es iniciada por union de: 1) el TNF
(Factor de Necrosis Tumoral) ligando al TNF
receptor; (2) el TRAIL (en inglés: TNF-Related
Apoptosis Inducing Ligand) a los receptores
DR4 (en inglés: Death Receptor-4) y DR5; o 3)
el FasL (en inglés: Fatty acid synthetase Ligand)
al receptor FasR (Huerta ez al, 2007). Se co-
noce que estas asociaciones reclutan moléculas
adaptadoras como FADD (en inglés: Fas-As-
sociated Death Domain) o TRADD (en inglés:
TNF Receptor-Associated Death Domain), las
cuales activan caspasas iniciadoras -8 y -10 y fi-
nalmente se da la activacién de caspasas ejecu-
toras -3, -6 y -7, lo que culmina en un fenotipo
celular apoptético con caracteristicas fisiol6gi-
cas y morfologicas descritas en la tablal (Huer-
ta ¢t al., 2007).

En la cascada de sefalizacion intrinseca
se ha reportado una serie de estimulos intrace-
lulares, especificamente en la mitocondria, que
causan cambios estructurales en la membrana
mitocondrial, principalmente por la apertura de
poros de transicion y alteracion en el potencial
transmembranal, lo que conlleva una liberacion
hacia el citosol de sustancias pro-apoptoticas
que en estado normal permanecen dentro del
espacio intermembranal (Saelens et al., 2004;
Elmore, 2007). Estos componentes liberados
han sido clasificados en dos grupos principales
constituidos por: 1) Citocromo ¢, Smac/Dia-
blo (en inglés: Second mitochondrial activator
of caspases / Direct IAP Binding protein with
low PI) y la serin-proteasa HtrA2/Omi (en in-
glés: High-temperature requirement) (Du e7 al.,
2000; Garrido ez al., 2005; Elmore, 2007), estos
impulsan la cascada apoptdtica via activacion

de caspasas. Se ha descubierto que la liberacion
de citocromo ¢activa la proteina Apaf-1 (en in-
glés: Apoptotic protease activating factor-1) y
la procaspasa-9, ademas de ATP, establecien-
do un complejo proteico denominado “apop-
tosoma”, el cual activa la caspasa-3, iniciando
la via efectora de apoptosis (Chinnaiyan, 1999;
Hill et al, 2004; Huerta et al., 2007), mientras
que las proteinas Smac/Diablo y HtrA2/Om
promueven apoptosis por inhibicion de IAP
(inhibidores de proteinas apoptéticas) como
cIAP1, cIAP2 y XIAP (Elmore, 2007; Huerta
et al., 2007); 2) factores inductores de apopto-
sis (AIF), endonucelasa G y la DNasa activada
por caspasas (CAD). Estos ultimos se liberan
hacia el citosol, entran en el nucleo y fragmen-
tan el ADN (Elmore, 2007). La importancia
de la degradacion de ADN por endonucleasas
dependientes de Ca*" y Mg®" radica en que ge-
neran fragmentos de 180 a 200 pares de bases
(Bortner ez al., 1995; Zhivotovsky y Orrenius,
2001; Elmore, 2007), este patron de fragmen-
tos es altamente especifico, y es un factor muy
claro que diferencia este tipo de muerte celular
programada con la necrosis, la cual no presenta
patrén de degradacion ni especificidad en los
tamafios de los fragmentos.

Actualmente se conoce que las protei-
nas reguladoras de los cambios estructurales
en la membrana mitocondrial son de la fami-
lia Bcl-2, cuya funcién puede ser apoptotica
o anti-apoptotica, quienes a su vez son con-
troladas por la proteina supresora de tumores
p53. Elmore (2007) reporta que las proteinas
anti-apoptoéticas incluyen Bel-2, Bel-x, Bel-X1,
Bcl-XS, Bel-w, BAG, y algunas de las proteinas
pro-apoptoticas incluyen Bcel-10, Bax, Bak, Bid,
Bad, Bim, Bik, y Blk. Estas protefnas pueden
eventualmente ser detectadas como un referen-
te de gran confianza de activacién del proceso
apoptotico.

En la figura 1 se presenta un resumen de
las vias de sefializacién que activan el proceso
apoptotico.

Una de las caracteristicas distintivas del
proceso apoptotico, como se observé en las
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Figura 1. Representacién esquematica de las vias de sefializacion celular de activacion de apoptosis en una

célula. Las principales vias son la extrinseca y la intrinseca, las cuales activan la via de ejecucion.

vias de senalizacion, es la activacion de enzi-
mas proteoliticas caspasas; éstas han sido clasi-
ficadas en: iniciadoras (caspasa-2, -8, -9 y -10);
efectoras (caspasa-3, -6 y -7), las cuales degra-
dan varios sustratos como citoqueratinas, Poli
ADP-Ribosa Polimerasa (PARP), proteinas de
citoesqueleto y membrana plasmatica; y caspa-
sas inflamatorias (caspasa-1, -4 y -5) (Cohen,
1997; Elmore, 2007). La caspasa-11 se reporto
como reguladora; la caspasa-12 como media-
dora de apoptosis endoplasmico-especifica;
la caspasa-13 fue descrita para bovinos; y la
caspasa-14 que es expresada en tejidos em-
brionarios pero no en adultos (Hu ez a/, 1998;
Elmore, 2007). Cada una de ellas en su forma
activa es un sustrato efectivo a la hora de de-
tectar una célula apoptética por medio de mul-
tiples técnicas.

La expresiéon de marcadores en la su-
perficie externa de la membrana plasmatica
también es un hecho caracteristico en células
apoptoéticas. Se ha observado una transloca-

cién de fosfatidilserina desde la cara interna de
la membrana hacia la externa gracias a la ac-
ciéon de proteinas de membrana translocasas,
ofreciendo un mecanismo de reconocimiento
para las células fagociticas (Vermes ef al., 1995;
Bratton ez al, 1997; Zhivotovsky y Orrenius,
2001; Elmore, 2007). Se ha descrito que este
fenémeno es un biomarcador efectivo para la
deteccién de una célula apoptética (Vermes ef
al., 1995; Bratton e al, 1997; Zhivotovsky y
Orrenius, 2001; Arur e al, 2003; Pozarowski
¢t al., 2003; Elmore, 2007; Mukhopadhyay ez a/,
2007; Gasser et al., 2009).

Desde el punto de vista genético hay cla-
ra evidencia de que, a diferencia del proceso
necrético, el fendmeno de apoptosis involucra
una dindmica entre genes especificos los cuales
hacen parte de una via genética evolutivamen-
te conservada en muchos organismos, desde el
nematodo Caenorhabditis elegans (el cual es em-
pleado como modelo biolégico para estudios
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en embriologfa y muerte celular programada)
hasta el ser humano (Horvitz, 1999).

Los principales genes que se han repor-
tado por regular de manera positiva o negativa
apoptosis en células humanas incluyen: 1) ge-
nes inhibidores: be-2y bel-xr; y 2) genes promo-
tores: bax, bel-x., ICE (en inglés: Interleukin 1-8
Converting Enzyme), c-mye y p53 (Mastrangelo
y Betenbaugh, 1995).

LLas mutaciones en estos genes claves del
proceso apoptdtico contribuyen a fenotipos
patolégicos de enfermedades humanas tan
significativas como el cancer, entre otras (Mii-
Nlaver et al., 2001).

En sintesis, hay clara evidencia que mues-
tra que el mecanismo por el cual es regulada
la apoptosis ofrece mdltiples puntos claves
para su deteccién efectiva 7 vitro. Continuar
la investigacién de estos mecanismos facilita-
ra la implementacién de tecnologias cada vez
mas sensibles que permitan mayor confianza a
la hora de detectar células apoptdticas en un
cultivo primario de células animales y humanas
para evaluacion y monitoreo del cultivo cuando
éste eventualmente pueda tener aplicaciones en
areas biomédicas incluyendo el diagnéstico y
tratamiento de enfermedades.

Detecciéon de células
apoptdticas in vitro

Pozarowski et al. (2003) han sefialado que
determinar el método adecuado para medir ni-
veles de apoptosis en cultivo depende princi-
palmente del tipo de células, las caracteristicas
posibles de induccion, las restricciones técni-
cas, el presupuesto, entre otras condiciones.
Sin embargo, Elmore (2007) ha clasificado los
métodos de deteccion de apoptosis en: 1) al-
teraciones citomorfoldgicas; 2) fragmentacion
de ADN; 3) deteccién de caspasas, fragmen-
tacién de sustratos, reguladores e inhibidores;
4) alteraciones de membrana; y 5) ensayos mi-
tocondriales. Todos y cada uno de ellos tienen
ventajas y desventajas tanto técnico-cientificas

como costo-efectivas, dependiendo del objeti-
vo de la medicion.

Una observacién de pequefias secciones
de tejidos aplicandoles una sencilla tincion his-
tologica con una mezcla de hematoxilina/eosi-
na (HE) en un microscopio de luz puede revelar
la presencia de células apoptéticas segtin crite-
rios morfolégicos generales y diferenciarlas de
las células necroticas segin algunos de los para-
metros presentados en la tabla 1. Este método
es rapido, econémico en reactivos y equipos,
y no requiere de un técnico especializado. Sin
embargo, solo puede detectar estados tardios
de apoptosis, ademas de ser un método alta-
mente cualitativo y subjetivo a las capacidades
del investigador en cuanto a observaciéon y de-
teccion. A pesar de esto, la observacion de ca-
racteristicas morfologicas se mantiene como un
parametro clave, pues su reconocimiento en un
microscopio electronico de transmision (TEM)
es considerado el método “gold standard” para
confirmar el estado apoptdtico en una célula
(Elmore, 2007). Las caracteristicas que deben
estar presentes en la observacion deben ser, se-
gun Elmore (2007): 1) nacleo electrodenso; 2)
fragmentacion nuclear; 3) membrana celular in-
tacta; 4) desorganizacion de organelos citoplas-
maticos; 5) vacuolas claramente alargadas; y 6)
protuberancias irregulares (en inglés: blebs) en
la superficie celular. Igualmente, se ha reporta-
do que por medio de la técnica TEM es posible
visualizar la fagocitosis de cuerpos apoptoticos
(Elmore, 2007). Basicamente, las células son fi-
jadas, tefiidas, deshidratadas, embebidas y cor-
tadas en pequefias secciones con ayuda de un
ultramicrétomo, las cuales son observadas en
microscopio electronico (Huerta ez al., 2007).
Sin embargo, se considera que esta metodo-
logfa es costosa, consume mucho tiempo si
se analizan grandes cantidades de muestras, es
cualitativa y subjetiva, ademas que no detecta
estadios tempranos en el proceso apoptotico
(Elmore, 2007; Huerta ef al., 2007).

El patréon de fragmentacion de ADN en
una célula apoptotica se puede detectar me-
diante extracciéon de ADN vy separacién me-
diante electroforesis en gel de agarosa. Se ha
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establecido que se deben observar bandas de
tamafio aproximado de 180 a 200 pares de ba-
ses (Elmore, 2007); esta es una metodologia
facil, rapida y relativamente econdémica, pero
detecta fragmentaciéon de ADN en estados
avanzados de apoptosis, es cualitativa y se ha
reportado que necesita grandes cantidades de
células (al menos 1 millén de células) (Elmore,
2007; Huerta ef al., 2007), diferente a las técni-
cas que emplean marcadores de ADN que se
pueden aplicar en una baja concentraciéon de
células (INVITROGEN™, 2009). El manual
de pruebas moleculares de INVITROGEN™
(2009), reporta los siguientes marcadores de
ADN para evaluacién de apoptosis por técni-
cas principalmente fluorométricas: YO-PRO-1;
SYTO 13y SYTO 16; Hoechst 33342 combina-
do con Calceina AM y 7-aminoactinomicina D
(7-ADD); naranja de acridina; diamidino fenil
indol (DAPI); etidio mono-acido; y bromuro
de etidio, ademas de 5 kits de ensayos para de-
teccién de apoptosis a partir de combinaciones
de los anteriores marcadores de ADN. Estos
ensayos demandan costo, tiempo y manejo de
técnicas especializadas.

Uno de los ensayos histéricamente sig-
nificativos es el denominado Tunel (en inglés:
Terminal dUTP Nick End-Labeling), el cual es
implementado para determinar los fragmentos
de ADN cortados por la acciéon de endonu-
cleasas, marcandolos colorimétrica o fluores-
centemente mediante un proceso enzimatico,
y visualizandolos en microscopio de luz, de
fluorescencia o citémetro de flujo (Pozarowski
et al., 2003; Elmore, 2007; Huerta ¢z al., 2007).
Este método es rapido, pero costoso y poco
sensible, pues se ha reportado que puede re-
gistrar falsos positivos de células necréticas y
células en proceso de reparacién de ADN y
transcripcion de genes (Elmore, 2007). Esta
técnica puede ser empleada para establecer
apoptosis i vitro e in situ, pero se recomienda
que los resultados sean soportados por otras
técnicas (Huerta ez al, 2007).

La apoptosis también puede ser revelada
a partir de una cuantificacion de la actividad
enzimatica de caspasas, reportada como un

marcador eficiente, por ejemplo, si se aplica el
sustrato de reconocimiento Z-DEVD-AFC a la
caspasa-3 (efectora) (INVITROGEN™ 2009).
Esta actividad puede ser determinada por varias
técnicas como Western blot, Inmunoprecipita-
cién e Inmunohistoquimica (Elmore, 2007).

Igualmente, se puede medir el fraccio-
namiento de muchos sustratos implicados en
la cascada de senalizacion celular, un ejemplo
de ellos es la enzima Poli ADP-Ribosa (PARP),
fraccionada en estadios apoptdticos tardios por
parte de la caspasa-3 (ejecutora) (Zhivotovsky y
Orrenius, 2001; Elmore, 2007). Se reporta que
este sustrato es cortado en dos fragmentos de
89 y 24 kDa cada uno, que se pueden determi-
nar por Western o inmunohistoquimicamente
con el anticuerpo PARP-p89 (Zhivotovsky y
Orrenius, 2001; Huerta ef al, 2007), diferen-
ciando apoptosis de necrosis.

En la categorfa de alteraciones membra-
nales se reporta uno de los ensayos mas impor-
tantes, el de anexina V conjugada con una gran
vatiedad de fluorocromos: Alexa Fluor (350,
488, 568, 594 y 647), Fluoresceina (FITC),
Verde de Oregon 488, R-Ficoeritrina, Alofico-
cianina y Pacific Blue (INVITROGEN™, 2009)
para la detecciéon de células apoptoticas. La
anexina V es una proteina recombinante que
se une especificamente a residuos de fosfatidil-
serina, los cuales se encuentran expuestos en la
cara externa de la membrana plasmatica, y es
un biomarcador efectivo en células apoptoticas
(Bratton e¢# al, 1997; Arur et al., 2003; Poza-
rowski ez al., 2003; Vermes ez al., 1995; Elmore,
2007). La anexina V puede ser combinada con
un marcador de ADN que no sea permeable a
la membrana a menos que esta se vea compro-
metida, con el fin de distinguir células apopto-
ticas de necroticas.

Se ha evidenciado que la combinacién
de anexina V-FITC y el marcador catibénico
ioduro de propidio (IP) puede garantizar esta
diferenciacién, registrando células no apopto-
ticas (anexina V-FICT negativo / IP negativo),
células en apoptosis temprana (anexina V-FICT
positivo / IP negativo) y células necréticas
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(anexina V-FICT positivo / IP positivo) (Po-
zarowski ez al., 2003; Zhivotovsky y Orrenius,
2001; Mukhopadhyay ez al., 2007; Gasser ¢t al.,
2009). Las muestras son analizadas en citbmetro
brindando una cuantificacién objetiva y rapida.
Sin embargo, Ribble ez al, (2005) establecen
que este método parte de un desprendimiento
celular (en el caso de células anclaje dependien-
tes), lavado y transferencia de células, lo que
eventualmente puede dafiar la membrana y al-
terar significativamente los resultados.

Como se establecié en la primera parte,
uno de los mecanismos por los cuales se lle-
va a cabo la apoptosis es mediante una via de
seflalizacion intrinseca, que involucra una serie
de eventos, proteinas y genes asociados a mito-
condria en estados tempranos del proceso. Se
ha registrado que, en lo que concierne a esta
via, se puede determinar la transicién de per-
meabilidad mitocondrial (MPT), el estado de
oxidorreduccion, la actividad metabdlica mi-
tocondrial, la liberacion de citocromo ¢, pro-
tefnas reguladoras pro o anti-apoptéticas, entre
otros factores (Elmore, 2007). Se sabe que la
pérdida de potencial transmembranal mitocon-
drial puede ser evaluada en citometria de flujo
utilizando fluorocromos lipofilicos catiénicos
permeables; los principales marcadores son
Rodamina 123 o DiOC6(3) y JC-1 (INVITRO-
GEN™ 2009). Para detectar las proteinas libe-
radas hacia el citosol se emplean generalmente
anticuerpos que garanticen su reconocimiento
y observacion. Existe una serie de kits que per-
miten esta determinacion (INVITROGEN™,
2009), son relativamente faciles de implemen-
tar, pero son costosos y requieren conocimien-
tos técnicos significativos.

El analisis genético del fenémeno apop-
totico es ahora posible con el desarrollo de
novedosas técnicas que detectan expresion
de gran cantidad de genes simultineamente
(Huerta ez al, 2007). Se ha empleado analisis
por microarreglos, RT-PCR y Western blot, los
cuales brindan informacién especifica del esta-
do celular a nivel genético (Huerta ez al, 2007).
Estas técnicas son costosas, ademas de ser con-

sideradas por Elmore (2007) como “metodolo-
gicamente complejas”.

En la tabla 2 se presenta un resumen de
las técnicas que detectan apoptosis 2 vitro.

A pesar de que se han disefiado una gran
variedad de técnicas dependientes de variables
apoptoticas evidentes, no se ha establecido una
unica metodologia que sea lo suficientemente
especifica a la hora de la determinacion de los
niveles de apoptosis 7 vifro. Se ha enfatizado en
la necesidad de aplicar multiensayos que con-
firmen y cuantifiquen de manera mas precisa,
rapida y costo-efectiva estos niveles (Elmore,
2007), que en ultima instancia son de gran uti-
lidad en investigacién de patologias humanas
y animales, y estimacion de la viabilidad del
cultivo y su aplicacién biomédica entre muchas
otras aplicaciones.

Senescencia celular

El concepto de senescencia celular fue
propuesto hace aproximadamente cuatro dé-
cadas por Leonard Hayflick (1961) como: “la
pérdida irreversible de la capacidad prolifera-
tiva de células que se mantienen en un esta-
do metabdlicamente activo necesario para su
supervivencia” (Hayflick y Moorhead, 1961;
Cristofalo y Pignolo, 1996; Bandyopadhyay ez
al., 2005; Campisi y d’Adda di Fagagna, 2007,
Jeyapalan y Sedivy, 2008). A partir de ahf se ha
propuesto que las células poseen un potencial
replicativo finito, denominado el limite de Ha-
yflick (Petersen y Niklason, 2007), en el cual se
ha establecido que la célula presenta un fenoti-
po particular, generalmente de morfologia apla-
nada y alargada, ademas de presentar focos de
heterocromatina y la acumulacién de granulos
de lipofushina (Funayama ez a/, 2006; Jeyapalan
y Sedivy, 2008; Vicencio e# al., 2008), causados
por varios estimulos como el acortamiento de
telémeros, dafio al ADN, expresion de oncoge-
nes, entre otros (Campisi, 2003; Dasso, 2004;
Bandyopadhyay e al, 2005; Hampel ez al., 2005;
Jeyapalan y Sedivy, 2008; Vicencio ¢ al., 2008).
Se conoce que estos estimulos desencadenan
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Tabla 2. Resumen de las principales técnicas y sus caracteristicas mas relevantes. HE: hematoxilina/
eosina; TEM: microscopia de transferencia de electrones; IP: ioduro de propidio

Discrimi )
|scr|m|.na Estadio que detecta
) necrosis o o
Metodologia Cualitativo Cuantitativo

Si No Temprano Tardio
HE X X
TEM X X
Fragmentacion de X X
ADN-Marcadores
Tunel X
Activacién de caspasas X X X X
Fragmentacion de X X
sustratos (ejemplo: PARP)
Microarreglos/

X X X
RT-PCR
Anexina V-FITC + IP X X
Ensayos Mitocondriales X X X X

el fenémeno de senescencia celular por medio
de dos vias de sefializacién: via p53 y via pRB
(Campisi, 2005; Vicencio et al., 2008).

Vicencio ez al. (2008) reportan que en con-
diciones normales la proteina p53 es degradada
por el complejo MDM2 (en inglés: Mouse Do-
uble Minute 2), pero cuando existe estrés mito-
génico o dafio del ADN se activa la primera via
de sefializacion, pues la actividad de MDM2 se
suprime, originando que la proteina p53 active
la proteina p21 (también denominada CDK-
N1la, p21Cip1, Wafl o SDI1) que es inhibidora
de kinasas dependientes de ciclinas (CDKI), la
cual frena el ciclo celular.

En la segunda via se ha descrito que la
proteina pRB (siglas de Retinoblastoma) es ac-
tivada por la proteina p16 (también denomina-
da CDKN2a o p16INK4a) después de estrés
celular o dafio al ADN, y luego se une a miem-
bros de la familia de factores transcripcionales
E2F, los cuales regulan el ciclo celular (Vicen-
cio et al., 2008).

La figura 2 muestra las dos vias de sefia-
lizacién que activan el arresto del ciclo celular
y su relacion.

Se ha sefialado que las células senescentes
revelan sorprendentes cambios en expresion
de genes relacionados directamente con las
vias de sefializacion ya sea de manera positiva,
como se observé con las proteinas p53 y plo6,
o de manera negativa inhibiendo genes que co-
difican para proteinas que estimulan o facilitan
el proceso del ciclo celular, como por ejemplo
histonas implicadas en el proceso de replica-
cion, ¢-FOS, ciclina A, ciclina B y PCNA (siglas
en inglés: Proliferating Cell Nuclear Antigen)
(Campisi y ’Adda di Fagagna, 2007).

Con relacion a los telémeros, los cuales
son constituidos por ADN repetitivo (de se-
cuencia 5-TTAGGG-3" en vertebrados) en
los segmentos terminales de los cromosomas
(aproximadamente de 10-15kb de tamafo en
humanos) mas proteinas asociadas, se ha ob-
servado que la disminucién en el tamafio de
los extremos cromosomicos se da a una tasa
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Figura 2. Diagrama de las dos vias de sefializacion intracelular en el fenémeno de senescencia celular.

Posterior al arresto del ciclo celular se genera un fenotipo senescente.

de 20 a 300 pares de bases por cada division
celular cuya explicacion se basa en la naturaleza
semiconservativa de la replicacion del ADN y el
denominado “problema terminal de la replica-
cion” (Sitte ez al., 1998; Campisi y d’Adda di Fa-
gagna, 2007; Jeyapalan y Sedivy, 2008), ademas
de una disminuciéon sustancial en la expresion
de la enzima telomerasa, la cual posee un com-
ponente proteico catalitico TERT (en inglés:
Telomerase Reverse Transcriptase) y una plan-
tilla de ARN para adicionar ADN telomérico
directamente a los terminales cromosémicos
(Campisi y d’Adda di Fagagna, 2007).

Aparte del acortamiento significativo de
extremos teloméricos, Dimri ¢ a/. (1995) de-
terminaron que en fibroblastos humanos se-
nescentes hay un aumento significativo en los
niveles de la enzima {-galactosidasa (3-gal), y
estudios postetiores aceptaron esta condicion
como un biomarcador confiable para célu-
las senescentes (Dimti ef al, 1995; Kurz et al.,
2000; Yang y Hua, 2004). Este suceso no es
claramente entendido (Kurz e al, 2000), pero
se tiene la hipotesis de que hace parte de la ex-
presion de una serie de desérdenes a nivel es-
tructural y fisiologico intracelular en el estado
senescente.

Detecciéon de senescencia celular
in vitro

Se ha reportado que actualmente no
existe un unico marcador que determine y sea
comun en células senescentes o caractetistico
de células no senescentes (Dimri et al, 1995;
Bandyopadhyay e al., 2005; Campisi y d’Adda
di Fagagna, 2007; Jeyapalan y Sedivy, 2008), sin

embargo, se postula a la pérdida de replicacion
del ADN, a la determinacion del acortamiento
de telémeros, al incremento de la concentra-
ci6én de la enzima $-gal y el perfil de expresioén
de genes especificos como referentes eficientes
para la deteccién de este fendmeno.

Campisi y d’Adda di Fagagna (2007) esta-
blecen que la pérdida de replicacién del ADN
puede ser determinada por técnicas como la in-
corporacién de 5-bromodeoxiuridina o Timi-
dina-’H, o inmunohistoquimica para proteinas
como PCNA y Ki-67. Sin embargo, estos en-
sayos no distinguen entre células senescentes,
quiescentes o células pos-mitéticas diferencia-

das.

Una de las formas de determinar el acor-
tamiento de telémeros es medir directamente
su tamafo promedio. Se ha establecido que este
tamafio puede ser medido por un método que
implica una variacién de Southern blot, en el
cual se analizan fragmentos de restriccion ter-
minal (TRF) con una sonda marcada radiactiva-
mente que reconoce repeticiones teloméricas;
el tamafio promedio se calcula comparando
con un marcador de peso molecular (Herbert ez
al., 2003; Baerlocher ez al., 2006). E1 ADN inicial
es extraido y sometido a multiples enzimas de
restriccién que no poseen sitios de reconoci-
miento en secuencias teloméricas (TTAGGG),
luego se desnaturaliza y se hibrida con un oli-
gonucleétido marcado radiactivamente que
posea la secuencia telomérica, y finalmente se
corre en gel de agarosa donde es comparado
con un patréon de medida que establece el tama-
flo promedio de repeticiones teloméricas. Sin
embargo, se postula que este método tiene difi-
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cultades relacionadas con el tiempo empleado,
cantidad de muestra necesaria y complejidad en
la técnica (Baetlocher ef al., 2000).

Otro método empleado para medir el ta-
mafio promedio de los telomeros es mediante
cuantificacién de hibridizacién 7 situ con fluo-
rescencia (Q-FISH), en el cual un péptido de
acido nucleico sintético (PNA) marcado con
un fluorocromo es hibridizado al ADN de cro-
mosomas individuales en metafase y observado
en microscopio de fluorescencia en donde se
mide el tamafio de los fragmentos teloméricos
analizados mediante programas computaciona-
les especializados (Baerlocher ez a/, 2006). Este
método es basicamente cualitativo ya que solo
garantiza la determinacién del tamafio prome-
dio de los cromosomas aislados.

En 1998 se adapté una técnica nueva a
partir de la técnica de Q-FISH y citometria de
flujo (en inglés: Flow Cytometry) denominada
Flow-FISH (Baetlocher e¢# al., 2006), considera-
da actualmente el método mas rapido y efecti-
vo para cuantificar células senescentes (Schmid
y Jamieson, 2004; Baetlocher e al., 20006). Esta
técnica se basa en la hibridacién de una sonda
marcada fluorescentemente al ADN cuya in-
tensidad sera medida y comparada con células
control cuyo tamafio telomérico ya ha sido es-
tablecido como en la linea celular 1301, estas
células son el patron para la determinacion del
tamafio promedio telomérico para cada célula
senescente gracias a técnicas de citometria de
flujo (Schmid y Jamieson, 2004; Baerlocher ez
al., 2000).

Desde que Dimti ez al. (1995) reportaron
que en fibroblastos senescentes se observaba
una sobre expresion de la enzima 3-gal, se pos-
tulé que medir la concentracion de la enzima
puede determinar el estado juvenil o senescen-
te de una célula (Dimti et al,, 1995; Kurz ef al.,
2000; Yang y Hua, 2004).

Para determinar los niveles de la enzima
B-gal, se ha propuesto una serie de compues-
tos que son sustrato de la enzima los cuales,
luego del rompimiento por parte de la enzima,

liberan una sustancia cromogénica que pue-
de ser observada a través de técnicas de mi-
croscopia (Dimti ez al., 1995; Kurz et al., 2000,
Yang y Hua, 2004; Gong ez al, 2009). Estos
compuestos generalmente son derivados de
galactopiranésidos. Los mds empleados se-
gun Gong et al. (2009) son: nitro-fenil-B-D-
galactopirandsido  (ONPG), clorofenil rojo
B-D-galactopirandsido (CPRG), bromo-cloro-
indolil B-D-galactopirandsido (X-gal), fluo-
resein di-B-D-galactopirandsido (FDG) y el
sustrato galactén. Hay otros compuestos que
se han descrito y utilizado, Kurz e# a/. (2000)
emplearon el dodecanoilamino-flurescein 3-D-
galactopiranésido (Ci.FDG), demostrando que
es util para medicion por citometria de flujo,
ademas de ser permeable a la membrana y de
mantenerse en el interior de la célula para su
deteccion.

Aparte de la determinaciéon del tamafio
telomérico y el método de senescencia asociada
ala enzima B-gal (SA-BGal) actualmente se em-
plean otro tipo de marcadores clasificados en:
elementos de las vias de transduccion de sefia-
les que mantienen fenotipos senescentes, como
las proteinas reguladoras de CDKIs: p16 o p21;
marcadores de estrés genotoxico; secrecion de
citoquinas inflamatorias, entre otros (Campisi,
2005; Campisi y d’Adda di Fagagna, 2007; Je-
yapalan y Sedivy, 2008), pero éstos no son tan
especificos y requieren de otros ensayos que los
soporten.

Campisi y d’Adda di Fagagna (2007) re-
portan que recientemente tres proteinas fueron
escogidas a partir de analisis genético para la
determinaciéon efectiva de células senescentes:
DECI (en inglés: Differentiated Embryo-Chon-
drocyte Expressed-1), p15 (una proteina CDKIs)
y DCR2 (en inglés: Decoy death receptor-2).

En la tabla 3 se presenta un resumen
comparativo de las principales técnicas que de-
tectan senescencia celular 7z vitro.

Es de gran importancia que la metodolo-
gia empleada para las diferentes mediciones sea
lo mas cuantitativa posible, pues asi se observa-
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Tabla 3. Resumen de las principales técnicas para la determinacién de senescencia celular in vitro.

Discrimina
Metodologia células quiescentes | ¢, jitativa Cuantitativa
Si No
Pérdida de replicacion del ADN X X
Tamano promedio telomérico X X
por: analisis de TRF
Tamano promedio telomérico por: X X
Q-FISH
Tamano promedio telomérico por: X X
Flow-FISH
SA-B-Gal X X
Microarreglos/RT-PCR/Western blot X X

ran en el cultivo los niveles que poseen células
en apoptosis y senescencia celular, y a partir de
ahi, tomar decisiones sobre su utilizacién y de
los mecanismos empleados para su obtenciéon.

En general, la literatura recomienda utili-
zar multiensayos tanto para la cuantificacion de
células apoptoéticas como para las senescentes
en cultivo, con el fin de garantizar una determi-
nacién mids eficiente de estos fendmenos, pues
se ha observado que una unica medicion carece
de suficiencia y sensibilidad.

Conclusiones y perspectivas

La determinacion de los niveles de apop-
tosis y senescencia celular en un cultivo de célu-
las animales y humanas es de gran importancia
para evaluar y monitorear el cultivo, ya que son
parametros bioldgicos apropiados pata este
fin. Emplear técnicas cada vez mas adecuadas
para esta determinacion es una necesidad clara,
donde se espera obtener resultados de una ma-
nera rapida, eficiente, cuantitativa, objetiva y a
bajos costos. Se perfila aplicar multiensayos si-
multaneos con ayuda de técnicas de citometria
de flujo para estos dos fendémenos, aportando
herramientas directas en la valoracion y certi-
ficacién de los procedimientos de obtencion y

mantenimiento de un cultivo de células en es-
pecial cuando tiene por objeto una aplicacion
en el area de biotecnologia de la salud.
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