INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS ...ttt 7
INDICE DE IMAGENES ..ot 8
1. RESUMEN ..ottt en s, 9
2. INTRODUCCION .....oumieieeeeeeeeee e, 11
2.1. CELULAS TUMORALES Y PLAQUETAS ....ovuveeeeeeeeeeeeeeee e, 12
2.2. SENESCENCIA CELULAR ....c..ooviuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 14
2.3. VIAS DE SENALIZACION QUE ACTIVAN LA SENESCENCIA CELULAR
..................................................................................................................................... 14
2.4. MORFOLOGIA Y ACTIVIDAD DE BETA-GALACTOSIDASA DE LAS
CELULAS SENESCENTES.....c..ooviueeeeeeeeeeeeeee e ee oo 16
2.5. MECANISMOS EFECTORES DE LA SENESCENCIA: FENOTIPO
SECRETOR ASOCIADO A SENESCENCIA (SASP).....oooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeerenes 17
2.6. PAI-1, UN EJEMPLO DE COMO LA SENESCENCIA CELULAR PODRIA
MODIFICAR LA FUNCION HEMOSTATICA .......oeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 19
3. HIPOTESIS DE TRABAJO ..ot 21
4. OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS .......oouioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 21
5. MATERIALES Y METODOS ....coooiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e ee e, 22
5.1. CULTIVO CELULAR ..ottt 22
5.1.1. CONGELACION DE CELULAS ......covuivieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
5.1.2. DESCONGELACION DE CELULAS........cooviveieeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
5.1.3. TRIPSINIZACION .......oooimieieeeeeeeeeeeeeee oo 23
5.1.4. INDUCCION DE SENESCENCIA .......cooeiiiiieeeeeeeeeeeeereees e, 23
5.1.5. ACTIVIDAD DE BETA-GALACTOSIDASA ASOCIADA A
SENESCENCIA ...ttt 24
5.1.6. GENERACION DE MEDIO CONDICIONADO PRODUCIDO POR
CELULAS SENESCENTES .....coooivieeeeeeeeeeee e ee e 25
5.1.7. EXTRACCION DE PROTEINAS .....c.cooivieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
5.1.8. CONTEO CELULAR..........oetiteeteeeeeeeeeeeeeeeee e 26
5.1.9. CUANTIFICACION DE PROTEINAS INTRACELULARES Y
PROTEINAS PRESENTES EN EL MEDIO DE CULTIVO ....coooovveveeeeeeerann. 26
5.1.10. ENSAYOS DE AGREGACION PLAQUETARIA ........oooovvvreeeereeenns 26
5.2. EXTRACCION DE ARN TOTAL ....c..ouoviiuiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 28



5.2.1. CONFIRMACION DE LA INTEGRIDAD DEL ARN..........cc.ccccoevvnunnnn, 29

5.2.2. CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE ARN TOTAL....... 29
5.2.3. TRATAMIENTO DE ARN TOTAL CON DNASA ......cccoiiiriiiiinieeene 29
5.2.4. GENERACION DE ADN COMPLEMENTARIO. ..........cocovovviverrnrnnnnnns 30

5.2.5. DETERMINACION DE EFICIENCIA DE LOS PARTIDORES
(PRIMERS) PARA PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL (RT-QPCR)...30

5.2.6. PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL (RT-QPCR)........c..cccevveen.... 32
5.3. ARREGLOS DE CITOQUINAS (CYTOKINE ARRAYS).......ccoovverrrrrrrenns 33
6. ANALISIS ESTADISTICO ........oooviieeeeeeeeeeeeeee e 34
7. RESULTADOS .....coomomeeeeeeeeeeeee e 35
7.1. ENSAYO DE BETA-GALACTOSIDASA PARA LA DETERMINACION DE
SENESCENCIA CELULAR EN CELULAS MECF10A Y AGS ....co.covovvvieerenaen. 35
7.2. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO CONDICIONADO DE CELULAS
MAMARIAS MCF10A SOBRE LA AGREGACION PLAQUETARIA................... 36
7.3. EFECTO DEL MEDIO DE CULTIVO CONDICIONADO DE CELULAS
GATRICAS AGS SOBRE LA AGREGACION PLAQUETARIA ........c..cocceovuann. 38
7.4. ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES ASOCIADOS AL SASP
MEDIANTE PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL (RT-QPCR)................... 39
7.5. ARREGLOS DE CITOQUINAS (CYTOKINE ARRAYS)......oovvrverrrrrnnnnn. 41
8. DISCUSION .....oouiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 44
9. PROYECCIONES FUTURAS ......ooimimimeeeeeeeeeeseeeee e 47
10. CONCLUSIONES .....cooomiiieieeeeeieeeeeeee et 48
L1 ANEXOS ...t 49
11.1. CONSENTIMIENTO INFORMADO ........coovmiiiireeeeeeeeeeeeeeeeeses s, 49
11.2 REQUERIMIENTOS DE ETICA, BIOSEGURIDAD Y OTROS.................... 55
11.3 TABLA DE PROTEINAS ANALIZADAS MEDIANTE EL ARREGLO DE
CITOQUINAS......ooumieeeeeeeeeeeee e ees e ses s 58
12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooouiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s, 60



INDICE DE TABLAS

5.2.5. TABLA 1 PARTIDORES DISENADOS PARA EL ANALISIS DE EXPRESION
DE GENES . 31

11.3. TABLA DE PROTEINAS ANALIZADAS MEDIANTE EL ARREGLO DE
CITOQUINAS ... ..o e, 58



INDICE DE IMAGENES

2.3. FIGURA 1.VIA DE P53 Y PRB EN SENESCENCIA.............cccccooiiiiin. 15
5.1.4. FIGURA 2. MODELO DE SENESCENCIA IN VITRO ............cccccoiiiint. 24
7.1. FIGURA 3. ENSAYO DE BETA-GALACTOSIDASA............cooiiviiieeee 35
7.2. FIGURA 4. EFECTO DE MEDIO CONDICIONADO POR CELULAS
SENESCENTES MCF10A EN LA AGREGACION PLAQUETARIA.................. 37
7.3 FIGURA 5. EFECTO DE MEDIO CONDICIONADO POR CELULAS
SENESCENTES AGS EN LA AGREGACION PLAQUETARIA.......................... 38
7.4 FIGURA 6. ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES ASOCIADOS AL SASP
(MCF10A) MEDIANTE PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL ....................40
7.4 FIGURA 7. ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES ASOCIADOS AL SASP
(AGS) MEDIANTE PCR CUANTITATIVO EN TIEMPO REAL....................c... 41
7.5 FIGURA 8. ARREGLO DE CITOQUINA MCFI10A..........coooiiiiii, 42
7.5 FIGURA 9. ARREGLO DE CITOQUINA AGS.......cooiiiiiiii 43



