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Resumen

Introduccion: Un campo de investigacion creciente de la biologia es la senescencia celular, meca-
nismo que ha sido asociado -bajo determinadas circunstancias- con la transformacién maligna.
Teniendo en cuenta la elevada incidencia de cdncer ovarico y su génesis preferencial a partir del
epitelio superficial del ovario, asi como la posibilidad de ocurrencia de una transicion epitelio-
mesenquimatica, se evalud, tanto el crecimiento in vitro de los fibroblastos del estroma cortical,
como la actividad a pH 6 de la B-galactosidasa, enzima cuya expresion ha sido clasicamente consi-
derada como marcador de senescencia replicativa. Metodologia: 48 muestras de fibroblastos de la
corteza ovarica provenientes de donantes sin antecedentes de cancer fueron cultivadas en forma
seriada hasta el final de su vida replicativa. Mediante el método quimioluminiscente, en cada pase
fue cuantificada la actividad B-galactosidasa a pH 6. Como control se utilizaron cultivos de célu-
las del epitelio superficial ovarico de las mismas donantes. La actividad enzimatica fue también
evaluada en fibroblastos previamente inducidos a senescencia con peréxido de hidrogeno. Resul-
tados: Las lecturas de actividad enzimatica, analizadas en conjunto con la capacidad replicativa,
indican que los cultivos de fibroblastos alcanzaron el estado senescente hacia los pases 4-5, lo que
también ocurrié con las células epiteliales. Los fibroblastos inducidos a senescencia mostraron
valores variables de actividad enzimética. Conclusiones: La semejanza entre los fibroblastos y las
células epiteliales en cuanto al inicio de la senescencia podria estar relacionado con la transicion
epitelio-mesenquimatica que ha sido descrita como factor de riesgo de cdncer derivado del epite-
lio superficial ovarico. Valores bajos de actividad B-galactosidasa podrian sugerir que, en algunos
casos, ocurrid inactivacion de las vias de respuesta al estrés oxidativo.
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Abstract

Introduction: A growing biological research field is the cellular senescence, a mechanism that has
been associated, under certain circumstances, with malignant transformation. Given the high
incidence of ovarian cancer and its main origin from the ovarian surface epithelium, as well as
the possibility that an epithelial-mesenchymal transition occurs, we evaluated both the in vitro
growth of stromal fibroblasts from the ovarian cortex and their B-galactosidase activity at pH 6,
enzyme whose expression is considered as a marker of replicative senescence. Methods: 48 samples
of ovarian cortical fibroblasts from donors without a history of cancer were serially cultured until
the end of their replicative life. B-galactosidase activity at pH 6 was quantified in each passage by
the chemiluminiscent method. As control, we used ovarian epithelial cell cultures from the same
donors. The enzyme activity was also evaluated in fibroblasts previously induced to senescence by
exposure to hydrogen peroxide. Results: The analysis of the enzyme activity and the replicative
capacity taken together showed that the fibroblast cultures reached the senescent state at passages
4-5, as what happened with the control epithelial cells. Fibroblasts induced to senescence showed
high variability in the values of enzymaticactivity. Conclusions: The similarity between both types
of cells in reaching the senescent state deserves to be taken into account in relation to the epithelial -
mesenchymal transition that has been proposed to explain their behavior in the genesis of cancer
arising from ovarian surface epithelium. Low -galactosidase activity values at pH 6 would suggest
possible inactivation of the response pathways to oxidative stress.

Key words: B-galactosidase, replicative senescence, ovarian fibroblasts, epithelial-mesenchimal
conversion

Resumo

Introdugdo: um campo de pesquisa crescente da biologia é a senescéncia celular, mecanismo que
tem sido associado, sob determinadas circunstancias, com a transformagao maligna. Tendo em con-
ta a elevada incidéncia de cAncer ovariano e sua génese preferencial a partir do epitélio superficial
do ovdrio, assim como a possibilidade de ocorréncia de uma transigao epitélio-mesenquimatica, se
avaliou, tanto o crescimento in vitro dos fibroblastos do estroma cortical, como a atividade a pH 6
da B-galactosidase, enzima cuja expressdo tem sido classicamente considerada como marcador de
senescéncia replicativa. Metodologia: 48 amostras de fibroblastos do crtex ovariano provenientes
de doadores sem antecedentes de cancer foram cultivadas em forma seriada até o final de sua vida
replicativa. Mediante o método quimioluminescente, em cada passe foi quantificada a atividade
B-galactosidase a pH 6. Como controle utilizou-se cultivos de células do epitélio superficial ovaria-
no das mesmas doadoras. A atividade enzimética foi também avaliada em fibroblastos previamente
induzidos a senescéncia com perdxido de hidrogeno. Resultados: as leituras da atividade enzimatica,
analisada em conjunto com a capacidade replicativa, indicam que os cultivos de fibroblastos alcanga-
ram o estado senescente para os passes 4-5, 0 que também ocorreu com as células epiteliais. Os fibro-
blastos induzidos a senescéncia mostraram valores variaveis de atividade enzimatica. Conclusdes: as
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semelhangas entre os fibroblastos e as células epiteliais em quanto ao inicio da senescéncia poderia

estar relacionado com a transigio epitélio-mesenquimatica que tem sido descrita como fator de risco

de cancer derivado do epitélio superficial ovariano. Valores baixos de atividade -galactosidase po-

deriam sugerir que, em alguns casos, ocorreu inativagao das vias de resposta ao estresse oxidativo.

Palavras chave: B-galactosidase, senescéncia replicativas, fibroblastos ovarianos, conversdo epitélio-

mesenquimdtica.

Introduccion
La senescencia corresponde a un estado de
detencion permanente del ciclo celular que,
aunque es el resultado de la extincién de la
capacidad replicativa de las células diploides
normales in vivo e in vitro, no interfiere con
su viabilidad ni con su actividad metabdlica (1).
Eventos como el acortamiento telomérico,
el dafio del ADN, la activacion de oncogenes, el
estrés oxidativo y la deprivacion de nutrientes
y/o de factores de crecimiento entre otros, han
sido reportados como desencadenantes de la
senescencia celular (2), lo que reviste particu-
lar importancia si se la considera como factor
de riesgo en el proceso de transformacion tu-
moral. Sobre este punto se ha demostrado que
cuando una célula escapa del estado senescente
y se inmortaliza, se transforma en una célula
maligna (3,4). Ademas, hallazgos previos de
acumulos de células senescentes adyacentes a
lesiones premalignas, que exhiben una morfo-
logia normal y carecen de capacidad invasiva,
han hecho de la senescencia un atractivo mar-
cador de premalignidad (5).

En sistemas in vitro es posible cuantificar la
actividad de la enzima B-galactosidasa asociada
a la senescencia (SA-B-gal) mediante técnicas
histoquimicas como la quimioluminiscencia. La
expresion de esta enzima lisosdmica se encuen-
traaumentada a pH 6 en las células envejecidas
(6,7), en razon del aumento en el numero de
lisosomas que tiene lugar en la senescencia (8),
relacionada en forma probable con la necesidad
creciente de clivar residuos B-D-galactosa de

glicoproteinas, esfingolipidos y queratdnsulfa-
to, que se acumulan como resultado del proceso
de envejecimiento celular (9).

La elevada incidencia de cdncer derivado del
epitelio superficial del ovario (10-12), sumada a
la transicion epitelio-mesenquimatica (13-15)
—que permite a las células epiteliales adoptar un
fenotipo fibroblastoide—, son factores que justi-
fican el estudio de la senescencia de los fibroblas-
tos del estroma de este 6rgano. En este orden de
ideas, el objetivo del presente estudio fue evaluar
el estado senescente en cultivos primarios de
fibroblastos del estroma ovarico, mediante la
cuantificacion de la actividad SA-B-gal apH 6, en
el marco de la cinética de crecimiento de dichos
cultivos. Con este propésito, fueron examinados
48 cultivos primarios de fibroblastos, los cuales
fueron subcultivados hasta el agotamiento de su
capacidad replicativa. La actividad SA-B-gal a pH
6 fue determinada en el estado subconfluente de
cada pase y posteriormente normalizada con ba-
se en la cantidad total de proteinas de las células
analizadas. Como control se utilizé igual ntime-
ro de cultivos de células del epitelio superficial
del ovario, provenientes de las mismas donantes.

Materiales y métodos

Donantes

Se efectud recoleccion, cultivo y criopreserva-
ci6n de 48 muestras de tejido ovarico, obtenidas
a partir de donantes vivas sanas y de donantes
cadavéricas, con edades entre 13 y 63 afios. Las
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donantes vivas fueron pacientes sometidas
a ooforectomia parcial o total debida a con-
diciones benignas en los servicios de gineco-
obstetricia de cinco instituciones hospitalarias
—tanto publicas como privadas— de Bogota
D.C., durante el periodo 2007-2008. En acuer-
do con los principios bésicos establecidos en la
Declaracion de Helsinki, las donantes aceptaron
participar en el estudio después de haber sido
informadas de sus objetivos y procedimientos.
En el caso de las donantes cadavéricas, el tejido
fue rescatado a través de la Red de Trasplante
de Organos de Bogota D.C.; previa aceptacion
de los deudos responsables. En todos los casos
el tamafio de la muestra donada fue de aproxi-
madamente 1-2 cm?®.

Con el fin de efectuar los andlisis propues-
tos, se establecieron dos grupos etarios: G1<36
afios y G2>37 afios, segtn la edad cronoldgica
de las donantes.

Aislamiento de las células

Cada una de las muestras del tejido ovérico
recolectado incluy6 epitelio superficial mas
una porciéon muy pequefia del estroma cortical
subyacente. La composicion de las muestras
hizo necesario separar las dos capas mediante
la accion colagenasa de la dispasa (Dispase 1I,
Roche Applied Sciences, Indianapolis IN, USA),
de la que se aplicaron 3 ml sobre la muestra,
a 37°C, y 5% de CO, durante 12 horas, de
acuerdo con la técnica descrita por Dunfield et
al 2002 (16). Tanto el estroma como el epitelio
fueron seccionados en pequefios fragmentos
con la ayuda de pinzas vy tijeras.

Cultivos primarios

Los fibroblastos fueron sembrados en frascos
de cultivo de 25 cm?, en ntimero entre 1000 y
2000, en la mezcla 1:1 de medios MCDB105
(Sigma, St. Louis, MO, USA)/M199 (GibCo,
Invitrogen Corporation, Brazil) suplementada
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con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 0,05%
de penicilina-estreptomicina de 10000 U (Gi-
bCo, Invitrogen Corporation, Brazil). Como
control se sembraron células epiteliales en
idénticas condiciones.

Cuando las células cultivadas alcanzaron
un 80-85% de confluencia, fueron disgregadas
con tripsina-EDTA (GibCo, Invitrogen Corpo-
ration, Brazil) al 0,25% vy criopreservadas con
dimetilsulf6xido (DMSO, Sigma-Aldrich Corp.
St. Louis, MO, USA) a -120°C, previa inactiva-
cién de la tripsina con medio de cultivo suple-
mentado. Con el fin de asegurar la continuidad
del cultivo, se afiadi6 medio suplementado con
SFB y antibidticos a cada frasco de cultivo, lo
que permitié que las células remanentes adhe-
ridas pudieran proliferar, y después se incub6
a 37°C y 5% de CO,, hasta que nuevamente
las células alcanzaron el estado subconfluente.
Cada vez que esto ocurrid se repitio el proceso
de disgregacion, inactivacién de la tripsina y
criopreservacion.

La suspension celular obtenida después
de la disgregacion con la tripsina y posterior
inactivacion de la enzima fue centrifugada a
1500 rpm durante 6 minutos. El pellet resul-
tante fue resuspendido en 1 ml de la mezcla
MCDB105/M199 suplementada. Después de
verificar la identidad de las células cultivadas y
de contarlas en cdmara de Neubauer —observa-
da en el microscopio de contraste de fases—, el
volumen de resuspension de cada muestra fue
criopreservado en viales a -170°C. A partir de
la fraccion de células remanente en cada frasco
continud el crecimiento en el siguiente pase.

Conteo celular

Una vez efectuadas tripsinizacion, centrifu-
gacion y posterior resuspension en medio, se
mezclaron 10 ul de la suspension celular con
un volumen igual de azul de tripan. Debido a
que este colorante es captado s6lo por las célu-



las muertas, es posible identificar y contar las
células vivas que no lo incorporan. El ndmero
total de células vivas en cada pase se calculd
mediante la férmula: 2 x 10* x volumen del
medio utilizado en la resuspension del pellet
(ml) x ndmero promedio de células vivas conta-
bilizadas en los cuatro cuadrantes de la camara
de Neubauer.

Caracterizacion

En los tres primeros pases de cada cultivo, tan-
to fibroblastos como células epiteliales fueron
extendidos en ldminas, fijados con Carnoy,
tratados con anticitoqueratina 18-FITC (Sigma
St. Louis, MO, USA) e incubados en cdmara
himeda por 12 horas a 37°C y 5% de CO,.
Después de tres lavados posthibridacion con
PBS, mediante espectroscopia de fluorescencia,
se determind que las sefiales caracteristicas
de color verde, correspondientes a la fluores-
cencia emitida por el fluoréforo acoplado con
el anticuerpo, aparecieron sélo en las células
epiteliales de control.

La caracterizacion de los fibroblastos se efec-
tud con base no s6lo en la demostracion de ausen-
cia de reactividad anticitoqueratina-18 durante
los tres primeros pases del cultivo, sino también
en la visualizacién de su morfologia especial ahu-
sada, asi como en el cardcter excluyente de este
tipo de cultivos, que restringe la coexistencia de
los fibroblastos con células epiteliales.

Capacidad replicativa

Una vez obtenidos los conteos celulares, y con
base en la razon entre el ntimero de células
recolectadas después de la tripsinizacion al
final de cada pase y la duracién del mismo, se
obtuvo un estimado de la capacidad replicati-
va. La duracién de cada pase fue definida como
el tiempo en dias tomado por las células para
alcanzar una confluencia de 80-85%. Esta de-
cision de normalizar eliminé los sesgos debidos
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a duracion variable de los pases e hizo posible
identificar tendencias en la capacidad replicati-
va de los cultivos.

Criopreservacion

Después de resuspender el pellet obtenido en
cada pase con 0,5 ml de la mezcla de medios
suplementada, se adiciond 0,1 ml del agente
crioprotector dimetilsulféxido (DMSO) disuel-
to en 0,4 ml de mezcla de medios y SFB a cada
vial. El periodo de equilibracion (tiempo entre
la adicion del DMSO y el inicio del enfriamien-
to) fue de 15 minutos a temperatura ambiente.
Los viales fueron almacenados primero a -80°C
durante 24 horas y después en nitrogeno liqui-
do a -170°C hasta su utilizacion.

Recuperacion de las células
criopreservadas

Con antelacién a los ensayos de determinacion
de la actividad SA-B-gal y de cuantificacién de
proteinas, se efectud nuevo conteo celular. Una
vez descongelados los viales a 37°C en bafio de
agua, en forma muy rapida se afiadieron 3 ml
de medio de cultivo fresco con SFB al 10% y
se centrifugd a 1500 rpm durante 6 minutos. A
continuacion se resuspendio el pellet en 1 ml
de la mezcla de medios suplementada con SFB
y antibidticos, y se efectud la determinacion
de la actividad SA-B-gal y la cuantificacién de
proteinas.

Determinacion de las fases de
crecimiento de las células cultivadas
Para definir las fases de crecimiento se tuvieron
en cuenta los criterios de Hayflick y Moorhead
1961 (17), asi como los de Maier et al 2007 (9),
segtin los cuales la cinética de los cultivos com-
prende cuatro etapas, a saber: Fase I o periodo de
adaptacion, fase ITa de crecimiento exponencial,
fase IIb de crecimiento lento, fase III estacio-
naria o senescente y fase IV de muerte celular.

Rev. Cienc. Salud. 9 (1):17-31 /21



Chuaire-Noack L, Garcio-Morcote C, Ramirez-Clavijo SR

Induccion de senescencia

Con la finalidad de contar con controles positi-
vos para los ensayos de actividad SA-B-gal, se
indujo senescencia a fibroblastos del estroma
ovérico provenientes de la misma donante cu-
yas células estaban siendo examinadas en los
ensayos de actividad enzimadtica. Para este pro-
posito se sembraron 5000 fibroblastos por pozo,
en placa de 96 pozos, y se les permiti6 adherirse
a la superficie de la placa durante 24 horas. El
tratamiento inductor consistié en reemplazar el
medio de cultivo por H,0, 100 uM durante dos
horas a 37°C, lavar dos veces con PBS y cultivar
durante 5 dias en medio desprovisto de H,O, y
suplementado con SFB y antibidticos antes de
efectuar la lectura de luminiscencia.

Actividad SA-f-gal

Durante el estado subconfluente de cada pase
se determind la actividad enddgena de la enzi-
ma SA-B-gal a pH 6, con el kit Beta-Glo Assay
System (Promega Co, Madison WI, USA). Des-
pués de efectuar el conteo celular correspon-
diente a cada pase, se sembraron 5000 células
por pozo en placas de cultivo de 96 pozos, en
250 ul de la mezcla de medios suplementada.
24 horas mas tarde se eliminé el medio, se la-
v6 con PBS, se adicionaron 100 ul de buffer de
lisis (Triton X100 1%, Hepes 20 mM, EDTA 4
mM pH 7,4) a cada pozo y se dejé actuar por
20 minutos. De cada pozo se trasladaron 100
ul de la suspension a placas de luminiscencia
de 96 pozos y se anadieron 100 ul de reactivo
Beta-Glo a cada pozo. Pasados 30 minutos se
efectud la lectura de luminiscencia en el lumi-
németro. Todos los ensayos se llevaron a cabo
por duplicado.

Como control para eliminar el posible sesgo
introducido por la actividad enzimadtica debida
al estrés del cultivo, se efectuaron los mismos
ensayos en una linea celular de céncer, en cul-
tivos de la bacteria Salmonella —que no expresa

22 / Rev. Cienc. Salud. 9 (1): 17-31

B-galactosidasa— asi como en fibroblastos induci-
dos a senescencia mediante tratamiento con H O,.
Como controles positivos del ensayo se utilizaron
fibroblastos inducidos a senescencia. Como blanco
de la prueba se utilizé buffer de lisis.

El ensayo fue normalizado con base en la
cantidad total de proteina presente en cada uno
de los pozos, lo que permitié comparar en forma
confiable la actividad SA-B-gal entre las mues-
tras analizadas en la totalidad de los ensayos.

Cuantificacion de proteinas

Este proceso se efectud en cada pase de las
muestras cultivadas con el kit Pierce BCA Pro-
tein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford,
IL, USA). Para esto, se tomaron 200 ul de una
solucién 1:50 BCA y CuSO, pentahidratado y
se anadieron a 20 ul del lisado celular vertido
en cada pozo. Se construy6 ademas una curva
estandar de calibracién, en la que diluciones
seriadas de BSA fueron tratadas de la misma
forma que las muestras. Como blanco se usé
buffer de lisis y como control negativo del es-
tandar de calibracion, un volumen de 20 ul de
H,O. En adicién, se cuantificaron las proteinas
de los fibroblastos inducidos a senescencia que
habian sido utilizados como control positivo en
los ensayos de actividad B gal. Pasados 30 minu-
tos de incubacién, la lectura de la absorbancia
se efectud en espectrofotometro a una longitud
de onda de 590 nm.

En cada experimento se obtuvo una linea de
tendencia con su correspondiente ecuacion, lo
que permitié calcular la concentracion de protei-
na de cada muestra con base en su absorbancia.

Analisis estadistico

La homogeneidad de varianzas fue evaluada
con la prueba de Levene o Shapiro-Wilk y la
normalidad con la prueba Kolmogorov-Smir-
nov. Cuando no hubo distribucién normal, se
efectuaron transformaciones con raiz cuadrada
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o logaritmo natural. Si después de este proce- Figura Ta. Fibroblastos del estroma ovdrico en pase 2*
dimiento los resultados no se ajustaban a una

distribucion normal, se utilizaron pruebas no
paramétricas.

Las medianas de la poblacién celular norma-
lizada de los diferentes pases de los cultivos de
fibroblastos fueron examinadas en la muestra
no estratificada con el anélisis de varianza no
paramétrico de Friedman, seguido por la prue-
ba de comparaciones maltiples de Friedman,
mientras que las muestras estratificadas por
grupos etarios fueron evaluadas con la prueba
no paramétrica exacta de Mann-Whitney. Por
otra parte, para comparar los rangos de la po-
blacion celular normalizada entre fibroblastos y
células epiteliales, se utiliz6 la prueba de rangos
con signo de Wilcoxon. Para analizar las me-
dianas de la actividad SA-B-gal normalizada de
fibroblastos en la muestra no estratificada por
edades, se aplicé el andlisis de varianza no pa-
ramétrico de Friedman. Para la muestra estra-

* Como se aprecia en el culfivo confluente, estos células exhiben in vitro su caracteristica morfologia
alargada. Medio de cultivo: MCDB105,/M199 con SFB al 10%.

Figura 1h. Células epiteliales en pase 2*

tificada por grupos etarios se utiliz6 la prueba
no paramétrica exacta de Mann-Whitney. En
adicion, se compararon los resultados de la ac-
tividad enzimatica (en términos de medianas y
cuartiles) en fibroblastos, con los obtenidos en
las células epiteliales, mediante la prueba no pa-
ramétrica de los rangos con signo de Wilcoxon.

Elnivel de significancia en todas las pruebas
fue 5% (p<0 05) MCDB105,/M199 con SFB ol 10%.

* s células han adquirido la apariencia adoquinada caracteristica del fipo celular. Medio de culfivo:

Resultados En los pases 3-5 comenzaron a adquirir
un fenotipo senescente, caracterizado por una
morfologia mesenquimética y dificultad para
alcanzar confluencia. Como tdltimo pase de cada
cultivo se considerd a aquel en el que la den-
sidad celular se mantuvo estable o disminuyé
durante un lapso de 7-15 dias, contados a partir
de la tripsinizacién inmediatamente anterior.
La duracion total de los cultivos dio el margen
suficiente para que las células alcanzaran el es-
tado senescente, lo que hizo posible determinar
la actividad SA-B-gal en todos los cultivos.

Establecimiento de los cultivos
primarios

Tanto los fibroblastos como las células epitelia-
les y los fibroblastos inducidos a senescencia de
control fueron subcultivados en forma seriada
durante 4-8 pases (Figuras lay 1b).
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Crecimiento de las células cultivadas
Capacidad replicativa

Muestra no estratificada

Las medias de la poblacién de fibroblastos nor-
malizada no se ajustaron a una distribucién
normal, ni en la muestra poblacional no estra-
tificada, ni en la estratificada por grupos etarios.
En la muestra no estratificada se observé una

tendencia al aumento de las medianas de la po-
blacion celular, desde el pase 1 hasta el 4, cuando
alcanzaron el méximo, para después iniciar su
descenso (Figura 2).

Con el analisis no paramétrico de varianza
de Friedman se compararon los rangos prome-
dio de la poblacién de fibroblastos normaliza-
da en los 4, 5, 6 y 7 primeros pases, entre los
que se encontraron diferencias significativas

(Tabla 1).

Figura 2. Distribucion de las medianas de la poblacidn celular normalizada de los cultivos primarios de fibroblastos
y de las células epiteliales de control
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Tabla 1. Rangos promedio de la poblacion celular normalizada en cultivos de fibroblastos ovdricos,
correspondientes a los andlisis efectuados con los 4, 5, 6, 7'y 8 primeros pases de cultivo

Pase Rango Pase Rango Pase Rango Pase Rango Pase Rango

p<0,001 promedio | p=0,036 promedio | p=0,001 promedio | p=0,001 promedio | p=0,007 promedio

1 1,73 1 2,40 1 2,73 1 3,44 1 3,80

2 2,27 2 2,71 2 3,25 2 3,94 2 5,00

3 2,85 3 3,42 3 4,40 3 4,94 3 5,50

4 3,15 4 3,65 4 4,58 4 5,53 4 6,70

5 2,83 5 3,55 5 4,31 5 5,10

6 2,50 6 3,19 6 3,80

7 2,66 7 3,00

8 3,10
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Con la prueba de comparaciones mdltiples
de Friedman, para los cuatro primeros pases se
determing que los rangos de la poblacion celular
normalizada fueron significativamente mayores
en los pases 3 y 4 con respecto al 1; mientras
que, para los cinco primeros pases, el rango de
la poblacién en el pase 4 fue significativamente
mayor que en el 1. Para los seis primeros pases,
los rangos de la poblacion en los pases 3 y 4
fueron significativamente mayores que en el 1;
mientras que en el 3y en el 4 lo fueron en rela-
cién con el pase 6. Al analizar los siete primeros
pases se estableci6 que el rango de poblacion fue
significativamente mayor en el pase 4 queenel 1,
asi como en el 3y en el 4, en relacion con el pase
7,y en el 4 respecto del 6. Cuando se analizé el
conjunto de los ocho primeros pases, se hall6 que
el rango de poblacion fue significativamente ma-
yor en el pase 4 con respecto al 7 y al 8, igual que
el pase 4 en relacion con el 1, y el 4 respecto del
6, sin alcanzar el nivel de significancia (p<0,05).

Cuando se compararon los resultados con los
obtenidos con las células epiteliales de control,
se encontrd que las medianas de la poblacion
celular normalizada fueron mayores en los dos
primeros pases de los cultivos de células epi-
teliales con respecto a los correspondientes de
fibroblastos, y alcanzaron un méaximo en el pase
4, en ambos tipos de cultivo, cuando iniciaron su
descenso. Mediante la aplicacion de la prueba no
paramétrica de rangos con signo de Wilcoxon, se
observaron diferencias significativas en los ran-
gos de la poblacion celular normalizada entre los
dos tipos de células, en los pases 1 (p<0,001), 2
(p=0,001) y 6 (p=0,002); pases en los que —segtin
la Figura 2— las células epiteliales exhibieron
una mayor poblacion celular normalizada con
respecto a los fibroblastos.

Muestra estratificada
Con la prueba no paramétrica exacta de Mann-
Whitney se encontrd, en la muestra estrati-
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ficada por grupos etarios, que los valores de
distribucion de los rangos promedio de la po-
blacién de fibroblastos normalizada en G1 (<36
afos) fueron significativamente mayores que
en G2 (> 37 afios), en los pases 1 (p<0,001), 2
(p=0,002), 3 (p=0,002), 4 (p=0,046), 5 (p=0,029)
v 7 (p=0,022).

Actividad SA-f-gal

En cada pase de cultivo de los fibroblastos
provenientes de cada muestra se determiné
la actividad SA-B-gal. Como control negati-
vo se utilizo inicialmente Salmonella, bacteria
B-galactosidasa-negativa, asi como células de la
linea cdncer de mama MCF-7. Con Salmonella
los resultados de la lectura de la absorbancia
debida a la actividad enzimatica fueron muy
semejantes a la del buffer de lisis; mientras que,
en las células cancerosas MCF-7 se encontraron
valores de actividad B-gal similares a los de las
células normales cultivadas. Por este motivo
se decidi6 utilizar buffer de lisis como tnico
control negativo y blanco para la lectura de la
absorbancia.

La actividad SA-B-gal fue normalizada con
base en la cantidad de proteina de cada una de
las muestras, lo que permiti6 disponer de un
estimado de la luminiscencia emitida por las
células en RLU por microgramo de proteina 'y
por mililitro de suspension celular.

Muestra no estratificada

En razén de que las medias de la actividad
SA-B-gal de los fibroblastos no se ajustaron a
una distribucion normal, se aplico el analisis
de varianza no paramétrico de Friedman, con
el fin de comparar los rangos promedio de la
actividad enzimadtica entre los diferentes pa-
ses, seguido por la prueba de comparaciones
multiples de Friedman, en caso de diferencias
significativas. Los rangos de la actividad SA-B-
gal mostraron tendencia al aumento desde el
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pase 1 hasta el 6, y alcanzaron un maximo en
el pase 7. Después de ahi se inicié una notable
disminucion (Figura 3).

El andlisis de varianza no paramétrico de
Friedman no mostré diferencias significativas

entre los rangos promedio de actividad SA-B-gal
correspondientes a los cinco y seis primeros pases.
Con los siete y ocho primeros pases las diferen-
cias estuvieron cerca del nivel de significancia

(p=0,074 y p=0,085 respectivamente) (Tabla 2).

Figura 3. Distribucion de las medianas de la actividad SA-B-gal en cultivos primarios de fibroblastos del estroma
y de células epiteliales ovdricas
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Tabla 2. Rangos promedio de la actividad SA-B-gal normalizada en los ocho primeros pases de los cultivos de fibroblastos
del esfroma ovdrico
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Con el fin de comparar los resultados relati-
vos a la actividad SA-B-gal normalizada entre
las células epiteliales y los fibroblastos ovéricos
provenientes de la muestra no estratificada, se
aplico la prueba no paramétrica de los rangos
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con signo de Wilcoxon. Los resultados mostra-
ron que el rango de la actividad enzimatica fue
significativamente mayor en el primer pase de
los cultivos de fibroblastos, en relacién con el
mismo pase de los cultivos de células epiteliales



(p=0,033). En los pases 2 y 5, sin embargo, los
rangos de la actividad fueron significativamen-
te mayores en los cultivos de células epiteliales,
comparados con los de los pases correspondien-
tes en los cultivos de fibroblastos (p=0,024 y
p=0,018 respectivamente).

Muestra estratificada

Debido a que las medias de la actividad SA-B-
gal entre grupos etarios, tanto en fibroblastos
como en células epiteliales, no se ajustaron a
una distribucién normal, se aplicé la prueba
no paramétrica exacta de Mann-Whitney. En
los fibroblastos, los rangos de la actividad enzi-
matica no presentaron diferencias significativas
entre grupos etarios. En las células epiteliales,
el rango de la actividad enzimética en G2 fue
significativamente mayor que en G1, en los pa-
ses 1 (p=0,008) y 3 (p=0,014), mientras que en
los pases 2 (p=0,061),4 (p=0,091) y 5 (p=0,129)
los rangos en G2, mayores que en G1, fueron
cercanos al nivel de significancia.

Figura 4. Fibroblastos inducidos a senescencia™

* Cuando este fipo de células son inducidas a senescencia, o entran en senescencia replicativa,
abandonan su forma ahusada para adoptar la fipica morfologia aplanada, con procesos celulares
elongados y numerosos autofagolisosomas que evidencian activacion de las vias de aufofagia

(ver flechas).
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Induccion de senescencia

Con posterioridad al tratamiento inductor de
senescencia con H,O, aplicado a los fibroblas-
tos, asi como a su cultivo subsiguiente durante
5 dias mas en medio carente del agente oxidan-
te se observo en el microscopio de luz la mor-
fologfa celular caracteristica de la senescencia.
Estas células inducidas a senescencia fueron
utilizadas como controles positivos para la
lectura de la luminiscencia debida a la activi-
dad SA-B-gal de los fibroblastos no inducidos
(Figura 4).

Discusion

Establecimiento y caracterizacion

los de cultivos primarios

La monocapa de fibroblastos cultivados no
presentd contaminacion con otro tipo de cé-
lulas, lo que pudo ser establecido mediante la
caracterizacion con el método inmunocitoqui-
mico y la inspeccion visual al microscopio de
luz. En caso de coexistencia de dos poblaciones
celulares (fibroblastos y células epiteliales) en
el primer pase, el ndmero de fibroblastos rapi-
damente sobrepasara al de células epiteliales,
de modo que al final del proceso de subcultivo
en forma seriada todas las células resultantes
seran fibroblastos.

Capacidad replicativa

La poblacion de fibroblastos normalizada se
mantuvo relativamente estable durante el pase
1y el comienzo del 2, entre los que no hubo
diferencias significativas; motivo por el cual
este periodo podria equipararse con la fase [ o
lag de crecimiento de los cultivos. Durante la
parte final del pase 2, la totalidad del 3 y parte
del 4, la poblacion celular aumenté en forma
ostensible, por lo que cabria pensar que estos
dos pases corresponden a la fase II o de creci-
miento exponencial, aunque sin establecer con
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absoluta certeza qué momento corresponderia
a la fase Ila o de crecimiento rapido y cudl a la
ITb o de crecimiento lento, debido a que no hu-
bo diferencias significativas en las poblaciones
celulares normalizadas entre dichos pases. Sin
embargo, de acuerdo con los resultados obteni-
dos (Figura 2), seria factible pensar que la fase
[Ta estaria comprendida entre la etapa final del
pase 2y gran parte del 3, mientras que la ITb se
extenderia desde la parte final del pase 3, hasta
mediados del pase 4. De manera semejante a lo
ocurrido con las células epiteliales, la fase Il o
estacionaria en los cultivos de fibroblastos se
iniciaria hacia el final del pase 4, cuando es apa-
rente el descenso en los valores de las medianas
de la poblacion celular normalizada.

Comparacion de la capacidad replicativa
entre fibroblastos y células epiteliales

Los resultados del anlisis estadistico que com-
paré la poblacion celular normalizada entre
estos dos tipos de células estan en concordancia
con la Figura 4, en la que se muestra el compor-
tamiento de las medianas de dicho pardmetro.
Asi, se puede comprobar la diferencia hallada
entre las medias de la poblacion celular norma-
lizada en los pases 1y 2 de las células epitelia-
les y los fibroblastos en favor de las primeras;
mientras que, en los pases restantes, con excep-
cién del 6, no hubo diferencias significativas. En
este orden de ideas, las dos curvas de tendencia
de distribucién muestran un comportamiento
similar a partir del pase 3, exceptuando el pase
6, en el que la poblacion celular normalizada
fue mayor en las células epiteliales.

La semejanza observada en la capacidad
replicativa de ambos tipos celulares es bien
interesante, si se tiene en cuenta la transicion
epitelio-mesenquimatica que pueden experi-
mentar las células epiteliales de la superficie
del ovario bajo determinadas circunstancias.
Esta transicion no sélo permite que las células
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exhiban muchas de las caracteristicas de los fi-
broblastos del estroma subyacente (13,18), sino
también que puedan interactuar —mediante la
formacion de quistes de inclusion— con el me-
dio ambiente estromal; hecho que contribuye a
explicar la génesis del cancer ovarico de origen
epitelial (19).Por otra parte, se ha descrito que
durante la reparacion postovulatoria del epite-
lio superficial, aumenta la actividad proliferati-
va en el estroma subyacente, como mecanismo
homeostético que facilitaria la incorporacion de
las células epiteliales dentro del 6rgano después
de la ovulacién, con el fin de permitir su trans-
formacion en fibroblastos y por tanto evitar que
las formas epiteliales den origen a quistes de
inclusion en el estroma, y como consecuencia
se corra el riesgo de malignidad (19).

Merece tenerse en cuenta, ademds, que en
nuestro estudio, los fibroblastos y las células epi-
teliales tuvieron una tinica procedencia, pues fue-
ron obtenidos a partir de una misma donante, lo
que minimiz6 posibles sesgos en la comparacion.

Actividad SA-f-gal
La actividad de la enzima B-galactosidasa asocia-
da a la senescencia —-méds comtinmente conoci-
da como SA-B-gal— corresponde a la actividad
B-galactosidasa lisosomica, detectable a pH 6
en cultivos de células que han experimentado
senescencia replicativa o senescencia prematura
oacelerada (6,7).El fundamento del ensayo efec-
tuado para determinar la actividad enzimatica es
la capacidad de la B-galactosidasa para clivar el
sustrato D-Luciferina-o-B-galactopirandsido y
producir luciferina. Gracias a la ulterior acciéon
de la luciferasa del reactivo, se emite una senal
luminiscente cuya intensidad es proporcional a
la cantidad de B-galactosidasa celular y es cuan-
tificable en unidades de luminiscencia relativa
(RLU, del inglés Relative Light Units) (20).

En este estudio fue evidente el incremento
continuo de la actividad SA-B-gal en los fibro-



blastos desde el pase 1y hasta el 7 (Figura 3),
lo que significa que la edad de los cultivos fue
determinante en el aumento de la actividad en-
zimadtica, aunque los rangos promedio de ésta
no hayan mostrado diferencias significativas en
el analisis de los cinco y los seis primeros pases,
cuando los cultivos habian transitado a través
de las tres primeras fases de crecimiento (I, Ila,
IIb y III). El méximo de actividad se alcanzé
durante el pase 7, cuando los cultivos se encon-
traban en la fase I1I estacionaria o senescente. El
descenso subsiguiente de la actividad SA-B-gal
podria explicarse con base en la disminucion
significativa de la capacidad replicativa de los
cultivos a partir del pase 7 y durante el 8.

Un descenso en la capacidad replicativa de
los cultivos puede sugerir, por una parte, que
un mayor nimero de células esta entrando en
estado senescente, pero por otra, que, senci-
llamente, la poblacién estaria disminuyendo
a causa de muerte celular, en cuyo caso habria
que determinar la posible ocurrencia de auto-
fagia, tal como ha sido demostrado en otro tipo
de células senescentes como los queratinocitos
(21) y como podria inferirse a partir del elevado
ndmero de autofagolisosomas que presentaron
las células senescentes.

En razén de que el incremento en la actividad
SA-B-gal estd fuertemente asociado con el esta-
do senescente (9)y, por tanto, con la disminucién
de la capacidad replicativa, es factible pensar
que en los fibroblastos del estroma ovarico la
senescencia se inicie a partir de los pases 4-5 de
los cultivos, cuando, de acuerdo con la cinética
de crecimiento previamente descrita, es evidente
la disminucién en dicha capacidad replicativa,
a semejanza de lo que ocurri6 con las células
epiteliales de control de nuestro estudio y de lo
reportado por Chuaire-Noack et al 2010 (22).

En relacion con la actividad SA-B-gal entre
grupos etarios, aunque no fue posible estable-
cer diferencias significativas en los cultivos
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de fibroblastos, si se hallaron en los de células
epiteliales, en los cuales dicha actividad fue
mayor en G2, es decir en las donantes mayores
de 37 anos. Esto también en concordancia con
los resultados de un estudio previo de nuestro
grupo de investigacion (22).

Induccién de senescencia

El peréxido de hidrégeno (H,0,) es una de las
mayores fuentes de estrés oxidativo para las
células en proliferacion. Se ha demostrado que
provoca dafio en el ADN e induce, por tanto,
apoptosis en concentraciones letales; mientras
que, a concentraciones subletales, —como las
utilizadas en el presente estudio— puede indu-
cir un estado de senescencia prematura, cuyas
caracteristicas son semejantes a las de la senes-
cencia de tipo replicativo (23, 24).

En respuesta a la agresion generada por
agentes oxidantes como H,O,, la célula da ini-
cio a diversas cascadas de sefializacién, o bien,
activa mediadores centrales, como por ejemplo:
la kinasa regulada por sefiales extracelulares
(ERK), la kinasa amino terminal ¢-Jun (JNK),
la proteinkinasa activada por el mitégeno p38
(MAPK), la via fosfoinositol 3-kinasa (PI(3)
K)/Akt, el sistema de sefializacion asociado
al factor nuclear de transcripcion (NF)-kB, la
activacion de p53 y las proteinas de choque
térmico de cuyo balance e interaccion depende
la respuesta final de la célula (25).

En nuestros resultados se observé que, en
algunos casos, la respuesta prevista no fue la
esperada, en cuanto a la magnitud de la lumi-
niscencia producida por las células sometidas al
tratamiento con H,O,. Al respecto vale la pena
anotar que algunas vias de sefializacion impli-
cadas en la respuesta al estrés oxidativo, como
ERK vy la proteina de choque térmico Hsp70,
pueden disminuir su actividad en funcién de la
edad; de manera que dicha disminucién podria
incidir de forma negativa en la supervivencia de
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las células tratadas y explicaria por qué motivo
en unas pocas células se obtuvieron valores ba-
jos, en lugar de los valores altos esperados en la
luminiscencia debida a actividad SA-B-gal. En
este mismo sentido cabria preguntarse si acaso
se produjo activacion de la cascada de senaliza-
cion GAPDH-Siah1 como resultado del estrés
oxidativo generado por el H O, (26), en cuyo
caso dicho complejo actuaria a nivel nuclear
para promover apoptosis, evento que también
podria explicar los bajos valores obtenidos en
la luminiscencia debida a actividad SA-B-gal.

Conclusiones

De acuerdo con la actividad SA-B-gal, los fibro-
blastos del estroma ovarico se tornaron senes-
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