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RESUMEN 

 

La senescencia celular se caracteriza por el cese de la proliferación, activación de la 
respuesta al daño al ADN (DDR), aumento de tamaño celular, actividad β-galactosidasa 
asociada a la senescencia (SA-β-Gal) y secreción de factores proinflamatorios. Aunque se 
han reportado diversas alteraciones metabólicas asociadas a la senescencia, no existe un 
consenso sobre los cambios metabólicos que sufre la célula senescente. En este trabajo se 
realizó un estudio comparativo del metabolismo lipídico de fibroblastos humanos en tres 
modelos de senescencia inducidos por: exposición al oxidante peróxido de hidrógeno 
(H2O2), exposición al quimioterápico genotóxico doxorrubicina o expresión del oncogén RAS 
(H-RASG12V). Se estudió la síntesis y oxidación de ácidos grasos, así como el transporte 
electrónico y fosforilación oxidativa mitocondrial. También se evaluó la vinculación entre el 
fenotipo secretor senescente, regulado por NF-B, y la función mitocondrial; y se exploró 
que ocurría con la acetilación de proteínas y la expresión de sirtuinas reguladoras del 
metabolismo energético. 

Los estímulos utilizados indujeron la senescencia en fibroblastos de pulmón humano IMR-
90; en los tres modelos se observó la activación de la DDR, el cese de la proliferación celular 
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y el aumento en la actividad SA-β-Gal. En los modelos de senescencia inducida por daño al 
ADN (por H2O2 o doxorrubicina) el fenotipo secretor senescente (SASP) fue muy débil o se 
encontró ausente y las células presentaron una activación transitoria de la DDR, a diferencia 
de lo encontrado en la senescencia inducida por el oncogén RAS donde las células 
presentaron un fuerte fenotipo secretor y una activación permanente de la DDR. 

Nuestros resultados mostraron que la síntesis lipídica disminuye en la senescencia celular. 
Sin embargo, los mecanismos que sostienen la inhibición de la síntesis lipídica difieren 
según el estímulo inductor de la senescencia. En la senescencia inducida por el oncogén RAS 
fue mediada principalmente por la activación de la quinasa dependiente de AMP (AMPK), 
que fosforiló e inhibió a la acetil-CoA carboxilasa 1 (ACC1), la enzima que cataliza el primer 
paso de la vía. Mientras que en los modelos de senescencia por daño al ADN la inhibición 
de la vía se acompañó del descenso de los niveles de la enzima ACC1 asociados a un 
descenso en los niveles del ARNm de ACC1. 

Por otra parte se observaron diferencias en el catabolismo de ácidos grasos en los distintos 
modelos de senescencia celular. Por un lado, las células senescentes por expresión del 
oncogén RAS presentaron un aumento en la β-oxidación mientras que en las células 
senescentes por daño al ADN se vio una disminución en la vía. Para profundizar en el estudio 
del catabolismo celular se estudió el consumo de oxígeno mitocondrial. Se encontró que las 
células senescentes por expresión del oncogén RAS presentaban un aumento en la 
respiración basal, ATP-dependiente, ATP-independiente y máxima; así como en el índice de 
control respiratorio (RCR), capacidad de reserva y eficiencia de acople, con respecto a 
células control no senescentes. Por otra parte, en los modelos de senescencia inducida por 
daño al ADN, no se observó un aumento de los parámetros respiratorios y se notó un 
descenso en el RCR y en la eficiencia de acople, en relación a las células control. Estos 
resultados fueron confirmados en fibroblastos de piel (BJERRAS) que expresan H-RASG12V 
fusionado a un dominio del receptor de estrógeno. En estas células se observó una 
correlación temporal entre el aumento de los parámetros respiratorios, la activación de la 
DDR, la activación de AMPK, la presencia de SASP y niveles de p65 (componente NF-B) al 
aumentar los niveles de H-RASG12V.   

Para evaluar la vinculación entre el SASP y el catabolismo celular se utilizó un inhibidor de 
la quinasa IKK, que inhibe la translocación al núcleo y activación de NF-B. La exposición de 
las células senescentes por expresión del oncogén RAS a este inhibidor impactó 
negativamente en la secreción de factores proteicos y en la velocidad de consumo de 
oxígeno ATP-dependiente. Este resultado sugiere que parte de la alta tasa de consumo de 
oxígeno destinada a la síntesis de ATP que presentan las células senescentes podría estar 
destinada a la síntesis y secreción de factores proinflamatorios. Sin embargo, no se 
observaron cambios significativos en otros parámetros respiratorios como la respiración 
basal o máxima. 
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Por último se evaluaron vías vinculadas a la acetilación de lisinas proteicas. Las células 
senescentes por expresión del oncogén RAS presentaron alteraciones en el perfil de 
acetilación. Además, se observó un aumento en los niveles y fosforilación de la enzima ATP-
citrato-liasa y una inhibición de la aconitasa mitocondrial, que podrían conducir a un 
aumento del transporte de acetil-CoA de la mitocondria al citosol. Al mismo tiempo se 
observó un aumento en los niveles y la expresión de la sirtuina 6 (SIRT6) en las células 
senescentes, que podría estar involucrada en la regulación del metabolismo energético.  

En suma, nuestros datos muestran que existe heterogeneidad en el metabolismo lipídico y 
el metabolismo energético de las células senescentes, donde la actividad de las vías 
depende del estímulo inductor de la senescencia. Además, nuestros resultados sugieren 
que el aumento en las vías catabólicas observado en la senescencia inducida por H-RASG12V 
podría derivar de una activación de la AMPK mediada por la activación persistente de la 
DDR, y encontrarse vinculada a la síntesis y secreción de factores proinflamatorios. 
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ABSTRACT 

 

Cellular senescence is characterized by permanent growth arrest, activation of the 
DNA damage response (DDR), senescence associated β-galactosidase activity (SA-β-
Gal) and a secretory phenotype. Although several metabolic alterations associated 
with senescence have been reported, there is no consensus on the metabolic 
changes that senescent cells undergo. In this work, we performed a comparative 
study of fatty acid metabolism in human fibroblasts in three models of senescence, 
with a particular focus on mitochondria. The three stimuli used to induce senescence 
were: the oxidant hydrogen peroxide (H2O2), the chemotherapeutic drug 
doxorubicin and the expression of RAS oncogene (H-RASG12V). Fatty acid synthesis 
and oxidation were studied, as well as mitochondrial electron transport and 
oxidative phosphorylation. The link between the senescent secretory phenotype, 
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regulated by NF-κB, and mitochondrial function was also evaluated; along with 
protein acetylation and the expression of sirtuins, enzymes that regulate energy 
metabolism. 

The three stimuli induced senescence in IMR-90 human lung fibroblasts; activation 
of the DDR, proliferation arrest and increase in SA-β-Gal activity were observed. In 
the models where senescence was induced by DNA damage (by H2O2 or 
doxorubicin), the senescent associated secretory phenotype (SASP) was very weak 
or absent, and the cells presented a transient activation of the DDR. While in 
oncogene induced senescence we observed a strong SASP, with a significative 
increase in the secretion of several cytokines, and a persistent DDR. 

Our results show that lipid synthesis decreases in the three models of cellular 
senescence. However, the mechanisms that support the inhibition of lipid synthesis 
differ with the senescence-inducing stimulus. In oncogene-induced senescence it 
was mainly mediated by activation of AMP kinase (AMPK), which phosphorylated 
and inhibited acetyl-CoA carboxylase 1 (ACC1), the enzyme that catalyzes the first 
step of the pathway. While in senescence models due to DNA damage, the inhibition 
of the pathway was accompanied by a decrease in the levels of the ACC1 enzyme 
associated with a decrease in the levels of ACC1 mRNA. 

On the other hand, differences were observed in the catabolism of fatty acids 
between the different models of cellular senescence. Senescent cells due to 
expression of the RAS oncogene showed an increase in β-oxidation, while senescent 
cells due to DNA damage showed a decrease in this pathway. To further understand 
the alteration in cellular catabolism, mitochondrial oxygen consumption was 
studied. In senescence models induced by DNA damage by H2O2 or doxorubicin, no 
changes in oxygen consumption rates were observed, and a decrease in respiratory 
control ratio (RCR) and coupling efficiency was noted in relation to control cells. 
Instead, oncogene induced senescent cells were found to have increased 
mitochondrial respiration rates, as well a high RCR, reserve capacity and coupling 
efficiency, with respect to non-senescent control cells. These results were confirmed 
in skin fibroblasts (BJERAS) expressing H-RASG12V fused to an estrogen receptor 
domain. In this model, a temporal correlation was observed between the increase in 
respiration rates, the activation of the DDR, the phosphorylation and activation of 
AMPK, the SASP and levels of p65 (NF-ƙB component). 

To assess the link between SASP and cell catabolism, an IKK kinase inhibitor was 
used, which inhibits nuclear translocation and activation of NF-κB. Exposure of 
oncogene induced senescent cells to this inhibitor negatively affected cytokine 
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secretion and ATP-dependent oxygen consumption rate. The result suggests that a 
fraction of the ATP produced by oxidative phosphorylation could be destined to the 
synthesis and secretion of pro-inflammatory factors. 

Finally, pathways linked to the acetylation of protein lysines were evaluated. 
Senescent cells expressing the RAS oncogene presented alterations in protein lysine 
acetylation. In addition, an increase in the levels and phosphorylation of the enzyme 
ATP-citrate-lyase and an inhibition of mitochondrial aconitase were observed, which 
could lead to an increase in the transport of acetyl-CoA from the mitochondria to the 
cytosol. At the same time, an increase in the levels and expression of sirtuin 6 (SIRT6) 
was observed in senescent cells, which could be involved in the regulation of energy 
metabolism. 

In summary, our data show heterogeneity in lipid and energy metabolism of 
senescent cells, indicating that the activity of the pathways depends on the 
senescence-inducing stimulus. In addition, our results suggest that differences the 
activation of the DDR and AMPK might be behind the observed metabolic diversity. 
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INTRODUCCIÓN 

1- Senescencia celular 

La senescencia celular fue observada por primera vez en cultivos in vitro de fibroblastos; 

donde se pudo comprobar que a medida que “envejecía” el cultivo, es decir que el número 

de duplicaciones aumentaba, la capacidad de las células de dividirse disminuía hasta cesar por 

completo (1). En el presente se sabe que este fenómeno, conocido como senescencia 

replicativa, es consecuencia de la erosión de los telómeros (2). Las células también pueden 

tornarse senescentes prematuramente, frente a fuertes estímulos mitogénicos como la 

activación de oncogenes o pérdida de supresores tumorales o frente a estímulos que dañan 

al ADN como la exposición a oxidantes, radiaciones ionizantes o ciertas drogas como los 

quimioterápicos (3–7). En la mayoría de estos casos el estímulo inductor desencadena una vía 

de señalización conocida como la respuesta al daño en el ADN (DDR, del inglés: DNA Damage 

Response). 

Independientemente de la causa que la produce, las células senescentes comparten 

características comunes. En estas células el cese de la proliferación es establecido y 

mantenido por las vías supresoras de tumores p53/p21/pRb y/o p16/pRb. Las células 

presentan cambios morfológicos: son más grandes, aplanadas y ocasionalmente 

multinucleadas. También presentan una alta actividad β-galactosidasa asociada a senescencia 

(SA-β-Gal), que puede medirse a pH 6, debido a un aumento en el número de lisosomas (8). 

Frecuentemente presentan en el núcleo focos de heterocromatina, y focos formados por 

proteínas de la DDR que se acumulan en los sitios donde el ADN se encuentra dañado. Por 

último, estas células suelen presentar un fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP, 

del inglés: senescence-associated secretory phenotype) (9,10), compuesto por factores de 

crecimiento, metaloproteinasas y citoquinas entre otros factores (10,11).  

El fenómeno de senescencia celular está asociado a distintos procesos biológicos. En primer 

lugar, la senescencia celular es un importante mecanismo para prevenir la proliferación de 

células con el ADN dañado, potencialmente portadoras de mutaciones que pueden conducir 

a la formación de tumores (9). Las células senescentes también participan en el desarrollo 

embrionario y la reparación tisular (12,13). Por otra parte, se ha observado que las células 

senescentes pueden contribuir al envejecimiento de un organismo limitando el potencial 
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proliferativo de las células madre, comprometiendo la integridad tisular, la regeneración y el 

recambio celular, conduciendo a una pérdida de función del tejido (9).  

 

2- La respuesta al daño al ADN (DDR) 

La respuesta al daño al ADN (DDR) es una compleja cascada de señalización que se activa 

cuando el ADN de una célula sufre lesiones, permitiendo a la célula reparar el daño y retomar 

su ciclo de vida normal o desencadenar la muerte celular programada (apoptosis) o la 

senescencia celular (14). En las células, la erosión de los telómeros, los oxidantes que se 

forman durante las actividades metabólicas, algunos factores ambientales, como los rayos UV 

o la radiactividad, y ciertos compuestos químicos que pueden causar daño al ADN. Por lo 

tanto, la DDR es fundamental para la supervivencia de la célula. 

El daño en el ADN es censado por las serin/treonin quinasas Ataxia Telangiectasia Mutada 

(ATM), Ataxia telangiectasia mutada relacionada con Rad-3 (ATR), y la proteína quinasa 

dependiente de ADN (DNA-PKs) (15). De las tres quinasas, ATM es la que juega un rol 

primordial en la respuesta a la rotura de las dos hebras de ADN. Cuando las quinasas 

reconocen el daño estructural en el ADN, se autofosforilan, activan, y fosforilan a varios 

sustratos. Entre los blancos de las quinasas encontramos a las serina/treonina-proteína 

quinasas Chk1 y Chk2, la histona H2AX, el supresor tumoral p53, y la proteína de unión a p53 

1 (53BP1), que regulan la actividad de proteínas involucradas en el control del ciclo celular, 

reparación del ADN, apoptosis y senescencia. La histona H2AX fosforilada en la serina 139 (γ-

H2AX) establece una retroalimentación positiva con ATM, incrementando su actividad local, 

y reclutando factores responsables de la reparación del ADN (16). Cuando la concentración 

de ATM fosforilada supera un determinado umbral fosforila a la quinasa Chk2 activándola 

(17), que es capaz de difundir y fosforilar sustratos fuera del núcleo (18).  

La proteína p53 es un factor de transcripción que desempeña un papel importante en la 

regulación del ciclo celular a nivel de G1/S o G2/M. La proteína p53 es fosforilada en las serinas 

15 y/o 20 por las serin/treonin quinasas que censan el daño al ADN (ATM y ATR) y por Chk2, 

respectivamente. La fosforilación de p53 en la Ser15 y Ser20 impide su interacción con la E3 

ubiquitina-protein ligasa HDM2 (también conocida como MDM2), evitando su degradación 
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por el proteasoma (19). Paralelamente ATM y ATR también fosforilan a HDM2 en la serina 395 

evitando la degradación p53 (20,21). La acumulación de p53 promueve la expresión del gen 

CDKN1A que codifica al inhibidor de las quinasas dependientes de ciclinas 1 (p21). La proteína 

p21 se une e inhibe a las quinasas dependiente de ciclinas (CDKs), CDK1, CDK2 y CDK4/6 

inhibiendo la progresión del ciclo celular entre las fases G1/S y G2/M (22,23). La inhibición de 

CDKs por p21 da como resultado la hipofosforilación de la proteína del retinoblastoma (pRb) 

manteniéndola unida a los factores de transcripción E2F e inhibiendo la expresión de genes 

involucrados en la replicación del ADN y la progresión del ciclo celular (24,25) (Esquema 1).  

Estas vías se encuentran muy conservadas y están destinadas a asegurar la correcta 

replicación del ADN, división y proliferación celular (14,25). El inhibidor de quinasas 

dependiente de ciclinas 2A (p16-INK4a o p16) es otra proteína cuyos niveles aumentan en 

células senescentes (26,27). Inhibe específicamente a CDK4 y CDK6 resultando en la 

hipofosforilación de pRb y la detención del ciclo celular. La regulación de la expresión del gen 

CDKN2A que codifica a p16 es compleja y no se encuentra bien establecida pero involucra a 

los complejos represores Polycomb 1 y 2 (28–30).  

Por otra parte, diversos trabajos vinculan a la ATM con elementos reguladores del 

metabolismo celular: ATM fosforila a la quinasa B1 de hígado (LKB1, del inglés liver kinase B1) 

(31) y proteína quinasa activada por AMP (AMPK) (32–34), regula a mTOR, e influye en 

procesos complejos como la autofagia y biogénesis mitocondrial dependiente de PGC-1β 

(32,35,36). Estos reportes sugieren que ATM cumple roles en el citoplasma, además de en el 

núcleo celular, y que los mismos trascienden la reparación del ADN y el control del ciclo 

celular.  
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Esquema 1. Respuesta al daño al ADN y cese de la proliferación: Los cortes en las dos hebras del ADN son 
detectados por la serin/treonin quinasa ATM que se autofosforila y fosforila a diversos sustratos como H2AX y 
53BP1 reclutándolos al sitio de lesión, y p53. Al fosforilarse p53 se libera de HDM2, se estabiliza, aumentan sus 
niveles y promueve la transcripción de genes, entre los que se incluye el gen que codifica a p21. La proteína p21 
conduce a la inhibición de las CDKs, evitando la fosforilación de pRb deteniendo la progresión del ciclo celular.  

 

3- Fenotipo secretor de la célula senescente 

Las células senescentes presentan alteraciones específicas en su perfil transcripcional que 

resultan en muchos casos en la síntesis y secreción de una variedad de factores. La 

composición del secretoma senescente es heterogénea, depende de la identidad de la célula 

senescente y del estímulo inductor de la senescencia. Entre las proteínas secretadas se 

encuentran factores de crecimiento, por ejemplo CXCL1 (Gro-α), HGF, VEGF (11,37), 

metaloproteinasas de matriz (11,38) y moduladores de la respuesta inmune, como las 

citoquinas y quimioquinas (ej. IL-6, IL-7, IL-8) (10,11,39,40) que pueden actuar de forma 

autócrina y/o parácrina. El secretoma senescente tiene acciones diversas sobre el entorno, 

que dependen del contexto tisular y de la identidad de las moléculas secretadas (41). Por 

ejemplo, los factores secretados pueden tener acciones anti tumorigénicas, reforzando el 

estado senescente en forma autócrina, induciendo la senescencia en células vecinas en forma 
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parácrina (39)  y reclutando células del sistema inmune para eliminar a las células senescentes 

y tumorales (42,43). También existen reportes de acciones pro tumorigénicas (44,45). Éstos 

últimos indican que el secretoma senescente promueve la proliferación, angiogénesis, 

transición epitelio-mesenquimal, invasividad y metástasis del tumor (43), además de la 

inmunosupresión de linfocitos T citotóxicos, promoviendo el desarrollo tumoral (41,46). De 

hecho, la eliminación de las células senescentes retrasa la tumorigénesis y atenúa el deterioro 

relacionado con la edad de varios órganos (47). Hay un tercer factor que influye en la 

composición del SASP conjuntamente con el tipo celular y el estímulo inductor de la 

senescencia (48,49), que es el tiempo desde el inicio del estímulo inductor de la senescencia 

(49). Por ejemplo, en heridas de piel se acumulan células senescentes que secretan el factor 

de crecimiento derivado de plaquetas AA (PDGF-AA), y si estas células son retiradas, el 

proceso de cicatrización se retrasa. Sin embargo, luego del proceso de cicatrización, las 

propias células senescentes median su remoción por células del sistema inmune (50).  

Diversos factores pueden regular la secreción de citoquinas por las células senescentes. En la 

senescencia inducida por el oncogén RAS, y por agentes que dañan el ADN, la expresión del 

secretoma está controlada principalmente por los factores de transcripción factor nuclear 

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-ƙB ) y proteína de 

unión al potenciador de CCAAT beta (C/EBPβ) (39,51). La inhibición de NF-ƙB en células 

senescentes disminuye la expresión de múltiples citoquinas sin afectar la DDR ni la detención 

del ciclo celular (25). 

La familia de factores NF-ƙB está formada por homodímeros o heterodímeros de cinco 

proteínas diferentes: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-ƙB1) y p52/p100 (NF-ƙB2). La 

forma más común es el dímero compuesto por las subunidades p50 y p65. En ausencia de 

estímulo, las proteínas IƙB (IƙBa, IƙBb, and IƙB1) se unen a NF-ƙB y forman un complejo que 

retiene al factor en el citoplasma. Pero frente a ciertos estímulos, el complejo quinasa de IƙB 

(IKK) fosforila a IƙB favoreciendo su degradación por el proteosoma y liberando a los dímeros 

de NF-ƙB que se translocan al núcleo (52). El complejo IKK consta de subunidades de la quinasa 

(IKKα y/o IKKβ) y la proteína reguladora modulador esencial de NF-ƙB (NEMO del inglés, NF-

ƙB essential modulator), también conocida como IKKγ. La actividad de NF-ƙB también está 

regulada por modificaciones post-traduccionales (ej. fosforilación, acetilación, ubiquitinación 
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(53,54)) que determinan la fuerza y la duración de la respuesta. Por ejemplo, la acetilación de 

p65, en la lisina 310 aumenta la actividad transcripcional de NF-ƙB (53,55). Estudios in vitro 

han implicado a la IL-6 y al receptor de quimioquinas 2 (CXCR2) y sus ligandos IL-8 y Gro-α en 

el desarrollo o en el mantenimiento de senescencia inducida a través de la activación de los 

factores de transcripción NF-ƙB y C/EBPβ, constituyendo un ciclo de retroalimentación 

positiva  (39,40).  

El secretoma de las células senescentes también se encuentra bajo el control del inflamosoma 

a través de IL-1α (42) y de la quinasa activada por mitógenos p38 que regula la actividad 

transcripcional de NF-ƙB (56). Por otra parte ATM y Chk2, componentes de la DDR, también 

modulan la secreción de las citoquinas, IL-8, Gro-α e IL-6, tanto en la senescencia inducida por 

el oncogén RAS como por irradiación (57,58). De hecho, la activación persistente de ATM y 

Chk2, componentes de la DDR, es un requisito fundamental para el establecimiento del 

fenotipo secretor. Si bien falta información para elucidar el mecanismo completamente, 

diversos reportes indican a la ATM fosforilada como la responsable de la fosforilación de 

NEMO sumoilado en su serina 85 (58,59). Posteriormente a su fosforilación, NEMO es 

monoubiquitinado y exportado desde el núcleo al citosol en dónde se ha podido observar al 

complejo fosfo ATM-NEMO-IKK necesario para la activación de NF-ƙB (60,61). Además, la 

expresión de NF-ƙB en la senescencia se encuentra activada por el factor de transcripción 

GATA4, que es regulado a su vez por ATM y ATR. Estas quinasas inhiben la degradación de 

GATA4 mediada por la vía autofágica dependiente de p62, y de esta forma promueven la 

adquisición del fenotipo secretor por las células senescentes (62). Estos resultados 

demuestran una íntima vinculación entre la DDR y el fenotipo secretor.  

Se ha demostrado la existencia de una regulación temporal del SASP en el modelo de 

senescencia inducida por el oncogén RAS, mediada por la activación de NOTCH1. NOTCH1 es 

un receptor transmembrana que al interactuar con uno de sus ligandos es clivado. El dominio 

intracelular escindido de NOTCH1 (N1ICD) se transloca al núcleo e inicia la transcripción de 

los genes diana de NOTCH1 implicados en la proliferación, diferenciación y supervivencia 

celular (63). En la etapa temprana de la inducción de la senescencia NOTCH1 se activa, reprime 

a C/EBPβ y el fenotipo secretor en esta etapa se caracteriza por la presencia de TNF-β. En 
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etapas más tardías disminuye la actividad de NOTCH1, y C/EBPβ activo coopera con NF-κB 

estableciendo un SASP que se caracteriza por la presencia de IL-6 e IL-8 (49).  

Por otra parte, se ha comprobado en distintas líneas celulares y utilizando diferentes 

estímulos inductores de senescencia que la inhibición de mTORC1 suprime la secreción de 

citoquinas inflamatorias. El mecanismo involucraría la inhibición de la traducción de las 

proteínas reguladoras del SASP, IL-1α y MK2 que conducen a la inhibición de NF-ƙB (64,65).  

De lo planteado hasta el momento se desprende que las células senescentes sufren cambios 

fenotípicos muy importantes, que incluyen el cese de la proliferación y la secreción de 

múltiples factores proteicos. Estos cambios vienen acompañados de alteraciones metabólicas, 

a continuación se describirán las principales vías y regulación del metabolismo lipídico y el 

metabolismo energético celular y los cambios que se han reportado en estas vías en las células 

senescentes 

 

4- Metabolismo lipídico  

Los lípidos son un grupo de compuestos químicamente diversos que comparten la 

característica de ser insolubles en agua. Constituyen una fuente importante de energía y 

forman parte de las membranas celulares, por lo que tienen también una función estructural. 

Además cumplen roles fundamentales en el reconocimiento célula-célula y la transducción de 

señales. Entre los lípidos encontramos a los ácidos grasos, estos son ácidos carboxílicos con 

una cadena alifática larga, entre cuatro y treinta y seis átomos de carbono (66). En la célula se 

pueden encontrar solos o formando parte de otros lípidos como los mono, di y triglicéridos, 

fosfolípidos y ésteres de colesterol (66). Los ácidos grasos que contienen menos de seis 

átomos de carbono en su cadena se denominan ácidos grasos de cadena corta (ej. ácido 

butírico C4:0), los ácidos grasos con cadenas entre seis y doce átomos de carbono se 

denominan ácidos grasos de cadena mediana (ej. ácido octanoico C8:0 comúnmente llamado 

ácido caprílico). Los ácidos grasos de cadena mayor a catorce átomos de carbono y menor a 

dieciocho se denominan ácidos grasos de cadena larga (ej. ácido oleico C18:1 y ácido palmítico 

C16:0). Por último se encuentran los ácidos grasos de cadena mayor a dieciocho átomos de 

carbono llamados ácidos grasos de cadena muy larga (ej. ácido montánico C28:0) (67). 
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4.1- Síntesis de ácidos grasos 
 

La síntesis de ácidos grasos es una vía metabólica citosólica que comienza con la síntesis de 

un intermediario de tres carbonos, el malonil-CoA. El malonil-CoA se forma a partir de acetil-

CoA y bicarbonato (HCO3‾) en un paso irreversible catalizado por la acetil-CoA carboxilasa 

(ACC, ver reacción 1) (68). 

Acetil − CoA + ATP + HCOଷ   
ି

େେ
ሱ⎯ሮ  Malonil − CoA + ADP + Pi                                                           (1) 

En mamíferos se conocen dos isoformas de la acetil-CoA carboxilasa, la ACC1 ubicada en el 

citosol y la ACC2 anclada a la membrana mitocondrial externa (69). En tejidos lipogénicos 

como el tejido adiposo y la glándula mamaria predomina la ACC1, mientras que en tejidos con 

una alta tasa de oxidación de ácidos grasos (ej. corazón y músculo esquelético) predomina la 

ACC2. En el hígado, donde ambas vías son relevantes, encontramos ambas isoformas (70). 

Algunos estudios sugieren que la ACC2 sería la isoforma involucrada en la regulación de la 

oxidación de los ácidos grasos, ya que se encuentra asociada a la mitocondria y produciría 

malonil-CoA próximo a la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) (71,72). Como se verá más 

adelante la CPT1 cataliza un paso limitante en la oxidación de ácidos grasos, y es inhibida por 

el malonil-CoA (73). 

La acetil-CoA carboxilasa tiene tres regiones funcionales; una proteína portadora de biotina, 

la biotina carboxilasa que activa al CO2 uniéndolo a un nitrógeno del anillo de la biotina en 

una reacción dependiente de ATP y una transcarboxilasa que transfiere el CO2 activado desde 

la biotina hasta el acetil-CoA, produciendo el malonil-CoA. La reacción catalizada por la ACC 

constituye el principal punto de regulación de la síntesis de ácidos grasos. La ACC está 

regulada alostéricamente por modificación covalente (fosforilación/defosforilación), 

interacciones proteína-proteína, y también a nivel transcripcional (70).  

En la mayoría de los eucariotas, la síntesis de ácidos grasos transcurre principalmente en el 

citosol celular mediante una secuencia repetida de cuatro reacciones catalizadas por un 

complejo que recibe el nombre de ácido graso sintasa tipo I (FAS I, o FAS del inglés: fatty acid 

synthase). La FAS I humana es codificada por un único gen y forma un homodímero de 540 
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kDa (74). A lo largo de todo el proceso los intermediarios permanecen unidos 

covalentemente, en forma de tioésteres, a uno de los dos grupos tiol de la enzima (Esquema 

2). Se adicionan en cada secuencia dos átomos de carbono provenientes del malonil-CoA, 

inicialmente a un acetil-CoA y luego a un acil-CoA más largo.  

 

 

 

Esquema 2. La síntesis de ácidos grasos por la FAS involucra la adición de unidades de dos carbonos. Cada 
grupo malonilo y acetilo (o la cadena en crecimiento) es activado por unión, mediante enlace tioéster, a tioles 
del complejo ácido graso sintasa. El primer paso es la condensación de un grupo acilo activado (el primer acilo 
es el acetil-CoA) con dos átomos de carbono provenientes del malonil-CoA, con la eliminación de CO2 del grupo 
malonilo. El producto β-ceto es reducido a un alcohol, posteriormente se elimina una molécula de H2O 
generando un doble enlace que es reducido en el último paso formando una cadena saturada. Figura adaptada 
de (66). 

 

Cada grupo malonilo es activado por el enlace tioéster que lo une a la ácido graso sintasa (74). 

El primer paso es la condensación del grupo acilo activado con dos átomos de carbono 

procedentes del malonil activado y la eliminación de CO2 del grupo malonilo. El producto β-

ceto se reduce a alcohol, luego la eliminación de una molécula de H2O resulta en la formación 

de un doble enlace y por último el doble enlace se reduce para formar el correspondiente 

grupo acilo graso saturado (Esquema 2). Los electrones para las dos reacciones de reducción 

provienen del NADPH. Luego de siete ciclos se libera el producto de la enzima, el ácido 

palmítico (75). La mayoría de los eucariotas contienen una FAS adicional en sus mitocondrias, 

FAS de tipo II (mtFASII) implicada en la biosíntesis del ácido lipoico (76). La síntesis de ácidos 

grasos es un proceso costoso energéticamente, y finamente regulado. El principal punto de 

control es el paso catalizado por la ACC. El malonil-CoA, producto de la reacción, y el palmitoil-

CoA, principal producto de la síntesis de ácidos grasos, actúan como inhibidores de la ACC. 

Mientras que el citrato que es exportado de la mitocondria cuando hay exceso de acetil-CoA 

y ATP, es un activador alostérico de la enzima (66). La ACC también está regulada por 

Malonil-S-ACP

Acetil-S-Cys 

Acil-S-Cys 

Deshidratación Descarboxilación Reducción Reducción 
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modificación covalente. Diversas fosforilaciones inhiben a la enzima, AMPK fosforila a ACC1 

en los residuos de Ser79, Ser1200 y Ser1215, y la proteína quinasa dependiente de cAMP (PKA) 

la fosforila en los resiudos de Ser77 y Ser1200 (77). La fosforilación en la Ser79 y en la Ser1200 

son las que ejercen mayor impacto en la actividad enzimática. La interacción de la proteína 

BRCA con ACC también inhibe su actividad, esta forma de regulación es relevante durante el 

ciclo celular. La interacción ACC-BRCA depende de la fosforilación de la Ser1263 (78), que evita 

que se desfosforile la Ser79 (79). Por otra parte, la ACC2 también es inhibida por AMPK que 

cataliza la fosforilación en la Ser221 (80).  

La familia de factores de transcripción proteínas de unión a elementos reguladores de 

esteroles (SREBP, del inglés sterol regulatory element binding proteins) regulan la síntesis 

lipídica a través del control que ejercen en la expresión de proteínas de la vía como por 

ejemplo ACC, FAS y ATP-citrato liasa (ACL) (81,82). Se conocen tres isoformas SREBP-1a, 

SREBP-1c y SREBP-2 que se diferencian por sus roles en la síntesis lipídica, SREBP-1a y SREBP-

1c están implicados en la regulación de la síntesis de ácidos grasos. Los SREBP interactúan con 

otros factores de transcripción y coactivadores transcripcionales como la proteína de unión a 

CREN (CBP, del inglés CREN binding protein) y p300. CBP y p300 son acetiltransferasas que 

catalizan la acetilación de lisinas de histonas y facilitan el acceso de SREBP a los promotores 

de sus genes blanco. La histona desacetilasa 1 cataliza la desacetilación de las lisinas del 

promotor del SREBP inhibiendo la transcripción de los genes que regula (83). Por otra parte 

en el hígado se ha observado que p300 cataliza la acetilación de SREBP-1c y esta modificación 

postraduccional aumenta su actividad transcripcional. Mientras que la sirtuina 1 (SIRT1) 

desacetila a SREBP-1c disminuyendo su estabilidad y la unión a los promotores (84). Otras 

modificaciones postraduccionales como la fosforilación también modulan la actividad de 

SREBP, en particular la fosforilación de SREBP-1c en la Ser372 por AMPK evita su clivaje y 

translocación al núcleo inhibiendo la síntesis lipídica (85). Tanto la acetilación como la 

fosforilación evitan la degradación mediada por ubiquitina de estos factores y aumentan su 

estabilidad (86–88). 
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4.2- Oxidación de ácidos grasos  
 

Oxidación de los ácidos grasos de cadena larga. 

La oxidación de ácidos grasos de cadena larga a acetil-CoA es una ruta central de obtención 

de energía en la mayoría de los organismos y tejidos. Las células pueden obtener ácidos grasos 

de la dieta, del tejido adiposo, en donde son almacenados, o de organelos intracelulares como 

peroxisomas o lisosomas. Una vez que se encuentra en el citosol celular el ácido graso es 

rápidamente activado formando el correspondiente acil-CoA (ver reacción 2). Esta 

tioesterificación del ácido graso con la coenzima A es catalizada por acil-CoA sintetasas que 

presentan diferentes localizaciones subcelulares, incluyendo a la membrana mitocondrial 

externa, la membrana del peroxisoma, del retículo y la citoplasmática (89–92). 

 

𝑅 − 𝐶𝑂𝑂𝐻 + 𝐴𝑇𝑃 + 𝐶𝑜𝐴𝑆𝐻 
ି ௦௧௧௦
ሱ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ሮ 𝑅 − 𝐶𝑂 − 𝑆𝐶𝑜𝐴 + 𝐴𝑀𝑃 + 𝑃𝑃𝑖                         (2) 

 

Los acil-CoA formados no pueden atravesar la membrana mitocondrial interna libremente, 

necesitan de la ayuda de un sistema de transporte compuesto por tres enzimas: carnitina 

palmitoiltransferasa 1 (CPT1), el transportador carnitina/acil-carnitina (CACT) y la carnitina 

palmitoiltransferasa 2 (CPT2) (75,93,94). Las tres enzimas son proteínas de membrana, la 

CPT1 localizada en la membrana mitocondrial externa tiene como sustratos a la carnitina y al 

acil-CoA y como productos acil-carnitina y CoA (Esquema 3). La CACT localizada en la 

membrana mitocondrial interna permite el intercambio de acil-carnitina hacia la matriz 

mitocondrial por una carnitina hacia el espacio intermembrana (95) y el ciclo se completa 

cuando la CPT2 ubicada en la cara interna de la membrana mitocondrial interna regenera al 

acil-CoA y carnitina libre (Esquema 3). 
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Una vez que el acil-CoA ingresa a la mitocondria es oxidado hasta acetil-CoA en la vía conocida 

como β-oxidación (Esquema 3) (75,96). La β-oxidación involucra la acción de cuatro enzimas 

para acortar al ácido graso en unidades de dos átomos de carbono (bajo la forma de acetil-

Esquema 3. Catabolismo mitocondrial de ácidos grasos de cadena larga y piruvato. Inicialmente los ácidos 
grasos se activan a acil-CoA en el citosol. El sistema de transporte del acil-CoA a la mitocondria involucra 
tres enzimas de la membrana mitocondrial interna. Una en la cara externa, la CPT1 que transfiere el acilo 
del acil-CoA a la carnitina formando acil-carnitina. Una translocasa CACAT (rojo) que intercambia una acil-
carnitina hacia el interior mitocondrial por una carnitina al espacio intermembrana y la CPT2 que revierte 
la acción de CPT1 liberando un acil-CoA hacia la matriz mitocondrial. Una vez que los acil-CoA se encuentran 
en la matriz mitocondrial son oxidados en la β-oxidación, rindiendo acetil-CoA, NADH y FADH2. El acetil-CoA 
formado en la mitocondria por esta y otras vías (como la descarboxilación oxidativa del piruvato) puede 
condensarse con oxalacetato para formar citrato ingresando de esta forma al ciclo de Krebs. Los productos 
de la oxidación del acetil-CoA en el ciclo de Krebs son: CO2, NADH y FADH2. Finalmente, los transportadores 
de electrones, NADH y FADH2, ceden sus electrones a la cadena transportadora de electrones donde son 
transportados hasta el O2, el flujo de electrones se acopla a la exportación de H+ desde la matriz 
mitocondrial al espacio intermembrana, conservando la energía en un gradiente de H+ que luego es 
aprovechada por la ATP sintasa para impulsar la síntesis de ATP a partir de ADP y Pi.  
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CoA) desde el extremo carboxilo terminal. La primera enzima de la β-oxidación es la acil-CoA 

deshidrogenasa (ACAD) que se clasifica según el largo de la cadena del ácido graso a oxidar. 

Para catalizar la oxidación de ácidos grasos de cadena larga la célula utiliza las ACAD de ácido 

graso de cadena larga (LCAD, del inglés: long chain fatty acid dehydrogenase) o las ACAD de 

ácido graso de cadena muy larga (VLCAD, del inglés: very long chain fatty acid dehydrogenase) 

(97). En humanos LCAD no tiene un rol relevante en la oxidación de los ácidos grasos, pero 

participa en la oxidación de ácidos grasos en roedores (96). Las ACAD tienen como cofactor al 

FAD y transfieren los electrones a la proteína transferidora de electrones (ETF, del inglés: 

electron transfer flavoprotein), una flavoenzima. La ETF reducida es oxidada por la 

ETF:ubiquinona óxido-reductasa que cede los electrones a la ubiquinona en la cadena 

respiratoria mitocondrial (98). Las enzimas que catalizan los siguientes pasos de la β-oxidación 

son: enoil-CoA hidratasa (EH), 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (HAD) y 3-cetoacil-CoA 

tiolasa (CAT). Las actividades de la EH, HAD y CAT se encuentran en una proteína de la 

membrana mitocondrial interna conocida como proteína trifuncional (99). La oxidación de 

ácidos grasos de cadena insaturada o con número impar de átomos de carbono necesita de 

Esquema 4. La -oxidación mitocondrial. En cada paso de esta secuencia de cuatro reacciones un residuo 
acetilo es removido bajo la forma de acetil-CoA desde el extremo carboxilo terminal. Figura adaptada de 
Lehninger Principios de Bioquímica (66). 
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otras enzimas auxiliares (75,99). Las moléculas de acetil-CoA producidas entran al ciclo del 

ácido cítrico para su oxidación completa a CO2. Los transportadores de electrones generados 

en las reacciones de oxidación de los ácidos grasos y del acetil-CoA (NADH, FADH2), ceden 

eventualmente sus electrones a la cadena respiratoria en la membrana mitocondrial interna, 

impulsando la síntesis de ATP.  

Oxidación de los ácidos grasos saturados de cadena corta y mediana 

A diferencia de los ácidos grasos de cadena larga los ácidos grasos de cadena corta y mediana 

son activados dentro de la mitocondria (91). Estos ácidos grasos no requieren de la carnitina 

para su transporte a la matriz mitocondrial en dónde serán activados a acil-CoA (100,101).  

Los acil-CoA formados son entonces oxidados en la β-oxidación tal como fue descrito para los 

ácidos grasos de cadena larga, con la diferencia que los acil-CoA de cadena corta y mediana 

serán sustratos de las acil-CoA deshidrogenasas de ácidos grasos de cadena corta (SCAD) y 

mediana respectivamente (MCAD) (97). Para los ácidos grasos de cadena mediana los 

siguientes pasos de la β-oxidación son catalizados por la enzima trifuncional aunque también 

se ha descrito una enoil-CoA hidratasa en la matriz mitocondrial que tiene como sustrato a 

los derivados 2-enoil-CoA de cadena mediana (102). Los derivados 2-enoil-CoA de ácidos 

grasos de cuatro y seis átomos de carbono son convertidos en L-3-hidroxilacil-CoA en una 

reacción catalizada por la enoil-CoA hidratasa de ácidos grasos de cadena corta (crotonasa) 

(103). El L-3-hidroxilacil-CoA es el sustrato de la tercera reacción de la β-oxidación que es 

catalizada por la L-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena corta. El último paso de la vía 

es catalizado por la acetoacetil tiolasa (104) y resulta en la liberación de un acetil-CoA y un 

acil-CoA dos carbonos más corto (Esquema 4).   

Oxidación de ácidos grasos de cadena muy larga 

En eucariotas superiores la oxidación mitocondrial es la principal vía de oxidación de ácidos 

grasos, pero no la única. La oxidación de ácidos grasos de cadena muy larga, ramificados o 

ácidos dicarboxílicos, tiene lugar en los peroxisomas (105). La activación de los ácidos grasos 

para su oxidación peroxisomal tiene lugar en la cara externa de la membrana peroxisomal y 

luego el acil-CoA formado es transportado hacia el interior por transportadores ABC. Luego, 

el proceso de oxidación es similar al de la β-oxidación mitocondrial. La flavoenzima que 
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cataliza el primer paso es la acil-CoA oxidasa que tiene al oxígeno como aceptor de electrones, 

por lo que se genera peróxido de hidrógeno (H2O2) en lugar de FADH2 (106). El H2O2 formado 

es dismutado a oxígeno (O2) y agua (H2O) en una reacción catalizada por la catalasa. El 

producto de la acil-CoA oxidasa sufre los mismos pasos de la β-oxidación, tal cual transcurre 

en la mitocondria, dando como productos, acetil-CoA, acil-CoA y ácidos grasos de cadena 

mediana bajo la forma de ésteres de carnitina que son enviados a la mitocondria donde sufren 

la oxidación a acetil-CoA (105). 

Regulación de la oxidación de ácidos grasos 

El transporte de grupos acilos grasos citosólicos a la matriz mitocondrial constituye el paso 

limitante de la velocidad de oxidación de los ácidos grasos de cadena larga, y es principal 

punto de regulación de esta vía. El malonil-CoA, el primer intermediario de la biosíntesis 

citosólica de ácidos grasos, es un inhibidor de la CPT1 y garantiza la inhibición de la oxidación 

de los ácidos grasos recién sintetizados evitando la activación simultánea de las dos vías 

(107,108). 

La AMPK, es una importante enzima reguladora de la síntesis y la oxidación de los ácidos 

grasos. Esta enzima se activa frente a situaciones de desbalance energético celular donde 

aumentan los niveles de AMP. Más adelante se describe en detalle la estructura y regulación 

de esta quinasa. Como ya se mencionó, la AMPK activa cataliza la fosforilación de diversas 

enzimas blanco, entre ellas la ACC. La fosforilación de la ACC1 en la Ser79  y de la ACC2 en la 

Ser122 inhibe a estas enzimas, y por tanto la síntesis de malonil-CoA, promoviendo el 

transporte de acil-grasos a la mitocondria, activando la β-oxidación para reponer el déficit de 

ATP (72). La presencia de la ACC2 a nivel de la membrana externa mitocondrial sugiere que 

esta enzima cumpliría un rol relevante en la regulación de la actividad de CPT1 y la oxidación 

de ácidos grasos (109). 

Las enzimas de la β-oxidación están reguladas por productos de la vía y metabolitos que 

señalan que existe energía suficiente. Una  relación [NADH]/[NAD+] elevada inhibe a la 3-

hidroxiacil-CoA deshidrogenasa y concentraciones altas de acetil-CoA inhiben a la tiolasa 

(110). Las actividades de las enzimas de la vía también se inhiben si las concentraciones de 

sus productos aumentan, y una elevada concentración del 3-cetoacil-CoA puede inhibir a la 
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enoil-CoA hidratasa y a la acil-CoA deshidrogenasa. También vale la pena destacar que 

recientemente se han realizado estudios en ratones que indican que la actividad de LCAD 

puede ser regulada por acetilación y desacetilación de las lisinas 42 (Lys42) y 318 (Lys318) de 

la enzima. La sirtuina 3 (SIRT3) cataliza la desacetilación de las Lys42 y Lys318 aumentando la 

actividad de LCAD (111,112). En las VLCAD se han identificado varias lisinas involucradas en la 

regulación de la actividad enzimática. La SIRT3 desacetila y las SIRT5 desuccinila a la lisina 299 

(Lys299) estabilizando al cofactor FAD en el sitio activo. Además, se encuentran otras tres 

lisinas (Lys482, Lys492 y Lys507) en la VLCAD que pueden estar acetiladas o succiniladas. La 

SIRT3 desacetila a la Lys507 mientras que la SIRT5 desuccinila a las Lys482, Lys492 y Lys507. 

Ambas modificaciones postraduccionales promueven la unión de la VLCAD con la cardiolipina 

y la desacilación por SIRTs libera a la enzima aumentando su actividad (113). 

Las proteínas involucradas en la oxidación de ácidos grasos también se encuentran bajo 

regulación transcripcional. La familia de factores de transcripción llamados receptores 

activados por proliferadores peroxisomales, PPAR (del inglés, Peroxisome Proliferator-

Activated Receptors) estimulan a la oxidación de ácidos grasos aumentando la expresión de 

diversos genes involucrados con la vía. Los ligandos que se unen y lo activan son ácidos grasos 

y algunos de sus derivados. Las enzimas de la β-oxidación que se encuentran bajo esta 

regulación son la acil-CoA sintetasa y la CPT1. PPARα también regula a otras proteínas que 

indirectamente contribuyen a la oxidación de los ácidos grasos como CD36 encargada del 

transporte de ácidos grasos a través de la membrana citoplasmática, la proteína de unión a 

ácidos grasos (FABP) en el citoplasma, y  la malonil–CoA descarboxilasa que cataliza la 

descarboxilación del malonil-CoA y favorece la entrada de ácidos grasos a la mitocondria al 

evitar la inhibición de CPT1 (114–116).  

El coactivador-1α de PPARy (PGC-1α, del inglés PPARy co-activator alpha) es un regulador de 

la oxidación de ácidos grasos y de la biogénesis mitocondrial. PGC-1α es un factor de 

regulación co transcripcional que activa a diversos factores de transcripción del metabolismo 

oxidativo. Incluyendo a PPARα (117), los factores nucleares respiratorios 1 y 2  (NRF1 y NRF2) 

promotores de la biogénesis mitocondrial y el metabolismo oxidativo (118,119) como FOXO, 

aumentan la entrada de ácidos grasos a la célula mediada por CD36 así como su posterior 

oxidación (120–122). La actividad de PGC-1α es modulada por modificaciones 
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postraduccionales. Su actividad aumenta cuando es fosforilada por la AMPK (123,124) o 

desacetilada por la sirtuina 1 (SIRT1) (125,126). Las modificaciones postraduccionales que 

sufre PGC-1α regulan su actividad en respuesta al aumento en la actividad de AMPK, que 

responde a un aumento en los niveles de AMP/ATP, y el aumento en la actividad SIRT1 que 

responde a un aumento en la relación NAD+/NADH (127).  

 

5- Metabolismo energético mitocondrial 

Las mitocondrias son organelos que se encuentran en la mayoría de las células eucariotas.  Las 

mitocondrias varían de manera considerable en tamaño, forma y cantidad por célula, 

dependiendo del origen y estado metabólico celular. Están delimitadas por una membrana 

externa y contienen además una membrana interna extensamente invaginada. El número de 

invaginaciones, denominadas crestas, varía con la actividad respiratoria del tipo celular. Esto 

es debido a que las proteínas que llevan a cabo el transporte electrónico y la fosforilación 

oxidativa están embebidas en la membrana mitocondrial interna. En la mitocondria 

convergen varias vías del catabolismo celular, y aunque constituye el principal centro 

productor de energía de la mayoría de las células eucariotas, sus roles van más allá de la 

síntesis de ATP (128,129). Incluyen también la apoptosis, la regulación del calcio, la 

producción de especies reactivas del oxígeno, y constituye una plataforma estructural para el 

ensamblaje de complejos como el inflamasoma (130). 

Como se mencionó anteriormente, la mitocondria alberga varias rutas catabólicas, rutas 

oxidativas de conversión de nutrientes (carbohidratos, lípidos y proteínas) a metabolitos más 

sencillos. En estas reacciones se genera poder reductor (NADH, NADPH, FADH2), y energía 

(ATP). Una característica destacable del catabolismo es que convierte a un gran número de 

sustancias diversas en intermediarios comunes.  

La degradación de los principales nutrientes (proteínas, carbohidratos y lípidos) converge en 

la producción de un intermediario común, la acetil-CoA (66). Como se señaló anteriormente, 

el acetil-CoA es un producto de la β-oxidación mitocondrial y también puede ser generado por 

la descarboxilación oxidativa del piruvato, en una reacción de catalizada por la piruvato 

deshidrogenasa (reacción 3 y Esquema 3). 
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𝑝𝑖𝑟𝑢𝑣𝑎𝑡𝑜 + 𝐶𝑜𝐴 − 𝑆𝐻 + 𝑁𝐴𝐷ା  →  𝐶𝑂ଶ + 𝐴𝑐 − 𝐶𝑜𝐴 + 𝑁𝐴𝐷𝐻                                                         (3) 

 

Los esqueletos carbonados de 11 de los 20 aminoácidos también pueden degradarse a acetil-

CoA, ya sea de manera directa (aminoácidos cetogénicos: Leu, Lys y Trp) o a través de la 

formación previa de piruvato o intermediarios del ciclo de Krebs (aminoácidos glucogénicos: 

Ala, Gly, Cys, Ser, Thr, Tyr, Phe, Ile). En algunas condiciones, el acetil-CoA puede ser generado 

también a partir de los cuerpos cetónicos, acetoacetato y -hidroxibutirato (131).  

El acetil-CoA producido a nivel mitocondrial mediante las distintas vías, tiene principalmente 

dos destinos metabólicos: la degradación a dióxido de carbono (CO2) y agua (H2O) en el Ciclo 

de Krebs en la mitocondria, o actuar como precursor para distintos procesos biosintéticos, la 

mayoría de los cuales ocurren en el citosol, como la síntesis de ácidos grasos y colesterol, y 

algunos en la mitocondria, como la síntesis de cuerpos cetónicos (132).  

 

5.1- Ciclo de Krebs 
 

El Ciclo de Krebs también conocido como Ciclo del Ácido Cítrico o Ciclo de los Ácidos 

Tricarboxílicos consiste en ocho reacciones diferentes, estas se encuentran catalizadas por las 

enzimas citrato sintasa (CS), aconitasa (ACO), isocitrato deshidrogenasa (IDH), α-cetoglutarato 

deshidrogenasa (α-KGDH), succinil-CoA sintetasa, succininato deshidrogenasa (SDH), 

fumarasa y malato deshidrogenasa. Las actividades enzimáticas se encuentran organizadas en 

complejos supramoleculares que permiten la canalización de los sustratos (133). En el Ciclo 

Krebs el acetil-CoA se oxida completamente a CO2 y H2O y los equivalentes de reducción 

liberados reducen a los cofactores FAD y NAD+ a FADH2 y NADH, respectivamente. Esta vía se 

encuentra regulada por la disponibilidad de sustratos, la inhibición por los productos 

acumulados y la retroinhibición alostérica de las enzimas que catalizan etapas tempranas del 

ciclo. Por lo tanto, las relaciones NADH/NAD+ y ATP/ADP cumplen un rol importante en la 

regulación del flujo de la vía, cuando dichas relaciones aumentan disminuye el flujo por el 
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Ciclo Krebs y viceversa (132,134). Las tres enzimas principales que regulan la velocidad del 

flujo por el ciclo catalizan pasos irreversibles del mismo y son: CS, IDH y α-KGDH, de esta 

manera la acumulación de citrato bloquea a la CS, el succinil –CoA inhibe a la α-KGDH y 

también a la CS y el producto final de la vía, el ATP, inhibe tanto a la CS como a al IDH. La 

inhibición de la CS por el ATP es revertida en presencia de ADP que es un activador alostérico 

de la enzima. El NADH producto de las reacciones catalizadas por la IDH, la α-KGDH y la malato 

deshidrogenasa, se acumula en ciertas situaciones metabólicas, inhibe a las primeras dos 

deshidrogenasas. Por último, en el músculo, el Ca2+ activa a la IDH y la α-KGDH (66). Como 

veremos más adelante, las enzimas de la vía también son reguladas por la SIRT3. 

Algunos intermediarios del Ciclo Krebs participan en rutas biosintéticas, por ejemplo, son 

precursores de la síntesis del grupo hemo, de bases nitrogenadas, de glucosa y ácidos grasos, 

entre otros.  Por ejemplo, el acetil-CoA formado en la mitocondria puede ser exportado al 

citosol, en donde es utilizado como precursor de rutas biosínteticas. Debido a que el acetil-

CoA no atraviesa la membrana mitocondrial interna es exportado bajo la forma citrato. Una 

vez en el citosol, el citrato se convierte nuevamente en acetil-CoA en una reacción catalizada 

por la enzima ATP-citrato liasa (ACL, reacción 4) (132,134).  

 

𝑐𝑖𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 + 𝐶𝑜𝐴 + 𝐴𝑇𝑃 → 𝑜𝑥𝑎𝑙𝑎𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡𝑜 + 𝑎𝑐𝑒𝑡𝑖𝑙 − 𝐶𝑜𝐴 + 𝐴𝐷𝑃 + 𝑃𝑖                                                (4) 

 

5.2- Cadena respiratoria y fosforilación oxidativa 
 

Los nucleótidos reducidos NADH y FADH2 formados en el Ciclo Krebs, en la β-oxidación y en 

otras reacciones mitocondriales ceden sus electrones a los complejos I y II de la cadena 

transportadora de electrones en dónde son conducidos hacia el aceptor final, el O2, el cual es 

reducido a H2O. La energía liberada por el transporte de electrones es acoplada al transporte 

de protones (H+) hacia el espacio intermembrana generando un gradiente electroquímico que 

es utilizado por la ATP sintasa para a síntesis de ATP a partir de ADP y Pi (132) (Esquema 3). El 

NADH cede sus electrones al complejo I (NADH: ubiquinona oxidorreductasa) de la cadena 

respiratoria y se oxida a NAD+. Se necesitan dos electrones del NADH para reducir la 
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ubiquinona (Q) a ubiquinol (QH2), y esto se acompaña del transporte vectorial, de la matriz al 

espacio intermembrana, de cuatro protones a través de la membrana mitocondrial interna. El 

complejo I también es una de las principales fuentes de producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) (135).  

El complejo II o succinato deshidrogenasa, también llamado succinato-coenzima Q reductasa 

o succinato mitocondrial: ubiquinona oxidorreductasa es el único complejo de cadena 

respiratoria que no bombea protones a través de la membrana mitocondrial interna. Forma 

parte del ciclo de Krebs, donde cataliza la oxidación de succinato a fumarato, junto con la 

reducción de ubiquinona a ubiquinol. Varios sustratos de las deshidrogenasas mitocondriales 

canalizan sus electrones a la cadena respiratoria a nivel de la ubiquinona. Entre ellas se 

encuentran las acildeshidrogenasas que catalizan el primer paso de la β-oxidación (ver 4.2: 

Oxidación de ácidos grasos). El glicerol 3-fosfato producido en el citosol a partir de la 

reducción de la dihidroxiacetona fosfato (intermediario de la glucólisis) o la fosforilación del 

glicerol, es oxidado por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa ubicada en la cara externa de la 

membrana mitocondrial interna que también cede los electrones a la ubiquinona (136).  

El ubiquinol es un sustrato para el complejo III. El complejo III, también conocido como 

citocromo bc1, acopla la transferencia de electrones de QH2 al citocromo c con la 

translocación de 4 protones a través de membrana mitocondrial interna. El citocromo c es 

una proteína soluble del espacio intermembrana que se desplaza al complejo IV para ceder 

los electrones. El complejo IV, también llamada citocromo c oxidasa es la oxidasa terminal en 

la cadena respiratoria y reduce el O2 a H2O mientras bombea un protón desde la matriz al 

espacio intermembrana por cada electrón que transfiere (136). El complejo III también es una 

fuente de ROS (135). 

El gradiente de protones creado por la cadena respiratoria impulsa la síntesis de ATP a partir 

de ADP y fosfato. La ATP sintasa tiene dos componentes: la subunidad F1 es una proteína 

periférica de membrana y la subunidad Fo es una proteína integral de membrana. La 

subunidad F1 presenta una disposición alterna de tres subunidades α y tres β, dispuestas 

alrededor de la subunidad γ. En la superficie de la enzima, la reacción de síntesis de ATP a 

partir de ADP y fosfato es fácilmente reversible, sin embargo, el ATP sintetizado es incapaz de 

abandonar la superficie de la enzima en ausencia de la subunidad Fo. Se ha propuesto un 
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mecanismo denominado catálisis rotacional que es impulsado por el pasaje de protones por 

la unidad Fo. El mecanismo de la ATP sintasa implica la unión de ADP y fosfato a una subunidad 

β, a continuación, la subunidad cambia de conformación adoptando la forma β-ATP que lo 

une fuertemente. Finalmente, la subunidad β cambia a la conformación β-vacía, que tiene una 

afinidad muy baja por el ATP y lo libera. Posteriormente la subunidad β adopta la 

conformación β-ADP uniendo ADP y fosfato iniciando una nueva ronda de síntesis. La 

corriente de protones a través de Fo hace que rote su subunidad c anclada a la subunidad γ 

de F1 y con cada rotación la subunidad γ se pone en contacto con una nueva subunidad β 

provocando su cambio a la conformación β-vacía (136,137). 

El gradiente de protones generado se utiliza, además de para la síntesis de ATP, para la 

importación y exportación de proteínas y metabolitos hacia y desde la matriz mitocondrial, y 

en algunos tejidos para la obtención de calor (138,139). 

 

6- Regulación del metabolismo energético por AMPK 

La proteína AMPK es una serin/treonin quinasa capaz de sensar los cambios energéticos 

intracelulares. Es un heterotrímero compuesto por una subunidad α catalítica y dos 

subunidades regulatorias, las subunidades β y γ (140) (Esquema 5). La subunidad α en el 

extremo N-terminal presenta un dominio serin/treonin quinasa convencional que contiene el 

residuo treonina 172 (Thr172) que modula la actividad de la enzima a través de su 

fosforilación/desfosforilación. A continuación, se encuentra el dominio autoinhibitorio 

seguido del extremo C-terminal que permite la formación del complejo con las subunidades 

β y γ. La subunidad β contiene en el extremo N-terminal, un módulo de unión carbohidratos 

y el extremo C-terminal permite la unión con las otras dos subunidades. La subunidad γ 

presenta cuatro repetidos del motivo cistationina-β-sintasa que forman dos dominios de 

Bateman responsables de unir ligandos que contienen adenosina en su estructura (141). La 

capacidad de la subunidad γ para unirse a AMP, ADP y ATP confiere a la AMPK la capacidad 

de detectar el estado energético de célula (142). 

El AMP modula positivamente la actividad de la AMPK, promoviendo la fosforilación en 

Thr172 por la LKB1 (143) o la quinasa dependiente de calcio/calmodulina (CMKK2, 
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calcium/calmodulin-dependent kinase kinase 2) (144) (Esquema 5), e impidiendo su 

desfosforilación por fosfatasas. Al mismo tiempo el AMP actúa como un modulador alostérico 

positivo de la AMPK fosforilada. La AMPK fosforilada y activa, fosforila a su vez diversos 

blancos con el fin de activar el catabolismo y la producción de energía e inhibir el anabolismo 

(145,146) (Esquema 5).  

Como se mencionó previamente AMPK regula el metabolismo lipídico. Esta quinasa fosforila 

e inhibe a la ACC1 y ACC2 y también fosforila e inhibe a la HMG-CoA reductasa, encargada de 

catalizar el paso limitante en la síntesis de colesterol. La AMPK también regula el metabolismo 

a nivel transcripcional, ya que fosforila e inhibe a los factores de transcripción SREBP, la 

proteína de unión de respuesta a carbohidratos (ChREBP, del inglés, carbohydrate-responsive 

element binding protein) y el factor nuclear de hepatocito 4α (HNF4α, hepatocyte nuclear 

factor 4α) impactando negativamente en la síntesis de lípidos y de carbohidratos 

(85,147,148). AMPK también aumenta la captación de glucosa a través de la translocación de 

los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4 a la superficie celular (141,149), aumenta la 

glucólisis mediante la fosforilación de la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3 y 

estimula la β-oxidación evitando la inhibición de la CPT1 (141).  

La AMPK, además induce procesos celulares como la autofagia y la mitofagia fosforilando las 

proteínas diana de mamíferos del complejo de rapamicina 1 (mTORC1, mammalian target of 

rapamicyn complex I),  serina/tronina quinasa ULK1, y la fosfatidilinositol 3-quinasa tipo 3 

(PIK3C3) o regulando la expresión de genes vinculados a los mismos (150). En particular, la 

activación de la vía LKB1/AMPK por ATM conduce a la represión del complejo 1 de mTOR 

(mTORC1) e induce la autofagia (32). Además, como ya mencionamos, AMPK favorece la 

biogénesis mitocondrial ya que es el principal regulador de PGC-1α. Por último, promueve la 

fisión mitocondrial fosforilando al factor de fisión mitocondrial (MFF1), que recluta a la 

proteína relacionada con la dinamina-1 (DRP-1) a la membrana externa mitocondrial (109).  

Vale la pena mencionar que la quinasa ATM, perteneciente a la vía de Respuesta al Daño al 

ADN (DDR), activa a la vía LKB/AMPK frente a un aumento del estrés oxidativo (35). Además, 

AMPK es capaz de fosforilar a p53 en la Ser15, el mismo residuo fosforilado por ATM, e inducir 

un cese de la proliferación celular (151). Estas vías son particularmente interesantes en el 

contexto del estudio de los cambios metabólicos en la senescencia celular.  
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Esquema 5. Regulación del metabolismo intermediario por la proteína quinasa dependiente de AMP 
(AMPK). La AMPK consta de tres subunidades: α, β y γ. La subunidad α es la subunidad catalítica y 
presenta el residuo de Thr172 que puede ser fosforilado por las quinasas LKB1 y CaMKK, la 
fosforilación del residuo Thr172 activa a la AMPK. En la subunidad γ se encuentra el sitio de regulación 
alostérica por AMP. La AMPK fosforila a su vez diversos blancos con el fin de activar el catabolismo y 
la producción de energía e inhibir el anabolismo. En azul y en rojo se indica la regulación positiva y 
negativa respectivamente. Figura adaptada de  (152).  

 

7- Regulación del metabolismo energético por Sirtuinas 

La acetilación de proteínas involucra la adición de grupos acetilo del acetil-CoA a los grupos ε-

amino de residuos lisina. Es un proceso dinámico que involucra la acción de acetiltransferasas, 

enzimas encargadas de transferir un grupo acetilo desde el acetil-CoA a las lisinas, y de 

desacetilasasas, enzimas responsables de la remoción del grupo acetilo (153). También se ha 

propuesto que la acetilación de lisinas en la mitocondria puede darse por un mecanismo no 

enzimático (154). Entre las desacetilasas se encuentran las histonas deasaectilasas de clase I, 

II y IV que presentan un mecanismo catalítico dependiente de Zn2+ y las histonas desacetilasas 

de clase III o sirtuinas que presentan un mecanismo catalítico independiente de Zn2+.  

Las sirtuinas utilizan al dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+) como segundo sustrato 

y tienen como productos a la proteína desacetilada, nicotinamida y ADP-ribosa acetilada. En 
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mamíferos se han identificado siete isoenzimas de sirtuinas (SIRT1-SIRT7) que se diferencian 

en la localización subcelular y en sus blancos proteicos. Estas enzimas participan en la 

regulación de distintos procesos biológicos, tales como el ciclo celular, procesos inflamatorios 

y el metabolismo energético (155). La sirtuina 1 (SIRT1) se ubica principalmente en el núcleo, 

aunque puede translocarse al citoplasma. Entre sus blancos biológicos se encuentran los 

factores de transcripción p53, PGC-1β y el factor inducible por hipoxia-1-α (HIF-1α) que 

regulan el metabolismo de carbohidratos y lípidos. También desacetila histonas regulando el 

silenciamiento génico. La pérdida de la SIRT1 induce la senescencia en distintos modelos 

celulares (156,157) y se ha propuesto que SIRT1 inhibe la secreción de factores en fibroblastos 

senescentes (158). La sirtuina 2 (SIRT2) es citoplasmática pero se transporta transitoriamente 

al núcleo durante la transición G2/M del ciclo celular, donde desacetila a la histona 4 

(H4K16Ac) regulando así la condensación cromosómica durante la mitosis (159). Además de 

la actividad desacetilasa posee actividad ADP-ribosiltransferasa. Uno de sus principales blanco 

en el citosol es la tubulina (160) y puede regular distintas vías metabólicas  en varios tejidos y 

tipos de células (161), por ejemplo desacetila a la ATP citrato liasa (ACL) promoviendo su 

ubiquitinación y degradación (162) y  desacetila a la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Lys403) 

en células de leucemia aumentando su actividad y la proliferación celular (163).   

Las sirtuinas 3, 4 y 5 (SIRT3, SIRT 4 y SIRT5 respectivamente) están en la mitocondria. La SIRT3 

regula la actividad de varias proteínas del metabolismo energético, controlando el flujo de las 

vías oxidativas (164). Entre sus blancos encontramos a los complejos I y II de la cadena 

respiratoria (165,166) y la acil-CoA deshidrogenasa de ácidos grasos de cadena larga (111), 

enzimas del ciclo de Krebs como la SDH y la IDH2 (167,168) y otras enzimas relevantes como 

la glutamato deshidrogenasa (169) y la acetil-CoA sintetasa 2 (170,171). SIRT3 también 

desacetila y activa a la enzima antioxidante superóxido dismutasa mitocondrial (MnSOD) (172) 

y a la proteína trifuncional de la β-oxidación de ácidos grasos. La acetilación de las lisinas 350, 

383 y 406 de la proteína trifuncional por la acetilasa mitocondrial GCN5L1 (GCN5L1, general 

control of amino acid synthesis 5-like 1) disminuye su actividad y la desacetilación catalizada 

por SIRT3 revierte el efecto (173,174). Las SIRT4 y 5 presentan baja eficiencia como 

desacetilasas. La SIRT4 tiene actividad ADP-ribosiltransferasa, modula el catabolismo de la 

glutamina inhibiendo la actividad de la glutamato deshidrogenasa (175,176) y posee efectos 

antiinflamatorios evitando la translocación de NF-B al núcleo (177). También presenta 
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actividad lipoamidasa, hidroliza la lipoamida de la subunidad E2 del complejo piruvato 

deshidrogenasa disminuyendo su actividad (178). SIRT5 presenta actividad desuccinilasa y 

demaloinasa, desempeña un papel importante en la β-oxidación de lípidos y la cetogénesis. 

La pérdida de SIRT5 conduce a la acumulación de acil-carnitinas de cadena mediana y larga, y 

la acumulación de β-hidroxibutirato (179). También regula positivamente la enzima carbamoil 

fosfato sintetasa perteneciente al ciclo de la urea (180).  

Por otra parte, la sirtuina 6 (SIRT6) se encuentra en el núcleo donde cataliza la  desacetilación 

de H3K9 y silencia la expresión de NF-ƙB afectando los procesos inflamatorios (181); también 

silencia la expresión de HIF-1α disminuyendo la glicólisis y favoreciendo el metabolismo 

oxidativo mitocondrial (182). Por otra parte, presenta actividad deacilasa (en particular 

demiristoilasa) y fuera del núcleo se asocia con efectos proinflamatorios a través de la 

demiristoilación y liberación de TNF-α (183). La presencia de ácidos grasos de cadena larga 

aumenta su actividad desacetilasa y disminuye su actividad demiristoilasa potenciando su rol 

antiinflamatorio (184).  

La SIRT1 forma un complejo con FOXO3a y NRF1 sobre el promotor de SIRT6 promoviendo su 

expresión y el metabolismo oxidativo, e inhibiendo el anabolismo (185). La deleción de SIRT6 

en músculo esquelético de ratones disminuye la actividad de AMPK y la expresión de genes 

involucrados en la captación de glucosa, la oxidación de ácidos grasos y la fosforilación 

oxidativa. La sobreexpresión de SIRT6 tiene el efecto contrario: aumenta la expresión de 

genes de la β-oxidación y fosforilación oxidativa que impacta positivamente en el  consumo 

de oxígeno basal y en la máxima capacidad respiratoria (186).  

Por último, la sirtuina 7 (SIRT7) se localiza en el núcleo donde participa en la DDR reclutando 

a 53BP1 (187), y en el nucleolo regulando la biogénesis de ribosomas y el procesamiento del 

ARN ribosomal (188). 

 

8- Metabolismo de la célula senescente 

A pesar de experimentar un cese de la proliferación, las células senescentes son 

metabólicamente activas y existen varios reportes de cambios en vías catabólicas. Entre ellos 
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encontramos numerosos reportes de disfunción mitocondrial, sin embargo dada la variedad 

de eventos en los que la mitocondria está involucrada, bajo este término se encuentran 

células con características diferentes. Por un lado, se ha visto un aumento en la masa 

mitocondrial acompañado de un aumento en los niveles de oxidantes mitocondriales y 

marcadores de biogénesis mitocondrial en la senescencia replicativa, en la inducida por 

oncogenes y por daño al ADN (189–194). En la senescencia inducida por agentes que dañan 

al ADN, se observa que este incremento depende de la activación de una cascada de 

fosforilación que involucra a ATM, Akt, mTORC1 y el regulador de la biogénesis mitocondrial 

PGC1 (190,192). Se plantea que el aumento en la formación de oxidantes mitocondriales, 

asociado al aumento en la masa mitocondrial, es necesario para que la DDR se mantenga en 

forma persistente, para el establecimiento del fenotipo secretor y la senescencia celular. 

También se ha visto en algunos modelos, que el aumento en la masa mitocondrial estaría 

asociado al aumento en el tamaño celular que sufren las células senescentes y no implicaría 

una mayor densidad mitocondrial por célula (193,194). Mientras que en relación al aumento 

en los niveles de oxidantes mitocondriales se ha observado que tanto el  transporte de 

electrones por la cadena respiratoria, como  la actividad de la NADPH oxidasa (NOX4) pueden 

dar origen a los mismos (195–197). Vale la pena destacar que tanto la inhibición de la 

formación de oxidantes (cultivando las células en condiciones de hipoxia) como el agregado 

de antioxidantes inhiben la inducción de la senescencia inducida por el oncogén RAS (192).  

Por otra parte, varios autores muestran que tanto en la senescencia replicativa, como en 

aquella inducida por oncogenes o por agentes que dañan al ADN , hay una mayor actividad de 

la cadena respiratoria y la fosforilación oxidativa mitocondrial (193,194,198–201). Algunos 

reportes sugieren la existencia de una reprogramación metabólica con una disminución de la 

glucólisis y producción de lactato y un aumento de la fosforilación oxidativa como fuente de 

ATP (194,202). Mientras que otros reportan un aumento tanto en la fermentación de la 

glucosa a lactato como en la fosforilación oxidativa mitocondrial, sugerente de un aumento 

generalizado del catabolismo celular (193,198–200). 

En relación a las vías metabólicas, en la senescencia inducida por el oncogén BRAFV600E  y por 

el oncogén RASG12V se observó un aumento en la actividad de la enzima piruvato 

deshidrogenasa (PDH) impulsado por una caída en los niveles de la piruvato deshidrogenasa 
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kinasa (PDK), y un aumento en la piruvato deshidrogenasa fosfatasa 2 (PDP2) que desfosforila 

a PDH y la activa (201,202). Por otra parte, en la senescencia inducida por el oncogén RASG12V 

también se ha observado un aumento en la β-oxidación de ácidos grasos (203) que conduce, 

al igual que el aumento en la actividad de la PDH (201), a un aumento del consumo de oxígeno 

mitocondrial. En concordancia con estos resultados se ha observado un aumento en la 

fosforilación y activación de la AMPK en la senescencia inducida por oncogenes (191,203,204) 

y en la senescencia inducida por daño al ADN, tanto por radiación (205) como por agentes 

genotóxicos (200). Mientras que en la senescencia replicativa (198) se ha visto un aumento 

en la relación de AMP/ATP, que podría activar a la AMPK.  

También se ha visto que los niveles de NAD+ se encuentran disminuidos en la senescencia 

replicativa y en tejidos de mamíferos en el envejecimiento, donde se observa una disminución 

de los niveles de la enzima nicotinamida fosforribosiltransferasa (NAMPT) (206,207). Esta 

enzima cataliza la conversión de nicotinamida (NAM) en mononucleótido de nicotinamida 

(NMN) un precursor directo de NAD+. Sin embargo, lo contrario se observa en la OIS, en dónde 

los niveles de NAD+ y la relación NAD+/NADH se encuentran aumentados como consecuencia 

de un aumento en los niveles de la NAMPT (204). 

Estos cambios metabólicos cumplen roles importantes en el establecimiento del fenotipo 

senescente. La fosforilación e inhibición de la actividad PDH (por aumento en la PDK1 o 

disminución de la PDP2) revierte el fenotipo senescente, ya que restaura la proliferación, 

reduce la actividad SA-Gal y la secreción de citoquinas en la senescencia inducida por 

oncogenes (201). La inhibición de la actividad de enzimas de la vía de biosíntesis de NAD+, 

como la NAMPT o la nicotinamida mononucleótido adenosiltransferasa (NMNAT), así como 

de la carnitina palmitoiltransferasa, una enzima necesaria para el catabolismo de ácidos 

grasos en la mitocondria,  impactan negativamente en la secreción de factores 

proinflamatorios por las células senescentes, pero no restauran la proliferación celular 

(203,204). El silenciamiento de la expresión de NAMPT también inhibe la fosforilación de p38 

y la subunidad p65 de NF-ƙB, reguladores del fenotipo secretor en la senescencia inducida por 

el oncogén RASG12V (204). 

En lo que refiere al anabolismo celular, el establecimiento de la senescencia inducida por 

oncogenes se acompaña de una disminución en los niveles de deoxirribonucleótidos trifosfato 
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(dNTP). El mismo se debe a la represión de la expresión de la ribonucleótido reductasa M2, 

enzima que cataliza el paso limitante de la síntesis de dRNT, por p53 y pRb. Los fibroblastos 

senescentes cultivados durante catorce días en presencia de dRNT exógenos son capaces de 

revertir el fenotipo senescente (208). En la senescencia inducida por oncogenes se ha 

observado también una disminución de la síntesis de ácidos grasos debida a un aumento en 

la fosforilación de la enzima ACC por AMPK (203).  

En la senescencia replicativa se observa una disminución de la enzima málica mitocondrial 

dependiente de NAD(P)+ (ME2), y la sobreexpresión de esta enzima dilata la entrada en la 

senescencia (209). Mientras que el silenciamiento de la expresión de ME2, o de la isoforma 

citosólica de la enzima málica (ME1), induce a la senescencia celular (209). Se ha observado 

que el factor de transcripción p53 reprime la expresión de las  enzimas ME1 y ME2, y 

recíprocamente, la disminución de la expresión de ME1 o ME2 aumenta los niveles, 

fosforilación y actividad de p53, induciendo la senescencia celular en fibroblastos (209). Una 

consecuencia de la caída en la actividad de las enzimas ME1 y ME2 es la disminución de los 

niveles de NADPH, metabolito implicado en la síntesis lipídica (209). Vale la pena destacar que 

p53 también inhibe a la  glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzima que cataliza el paso 

limitante de la velocidad de la vía de las pentosas. Por tanto, p53 regula la producción de 

NADPH a distintos niveles, con un efecto negativo sobre vías del anabolismo (210).  

 

9- La disfunción mitocondrial induce la senescencia celular 

Aunque la senescencia celular se acompaña en muchos casos de un aumento en vías 

metabólicas mitocondriales, varios autores han mostrado que agentes o eventos que afectan 

la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial son capaces per se de inducir senescencia 

celular. La exposición a rotenona o antimicina A, inhibidores de los complejos  I  y  III,  así como 

la depleción del ADNmt, la inhibición de la lanzadera de malato-aspartato, inducen  la 

senescencia celular pero inhiben la secreción de múltiples componentes del SASP (211–213). 

El silenciamiento de la SIRT3, sirtuina conocida por su rol activador del catabolismo 

mitocondrial, tiene un efecto similar promoviendo la senescencia celular pero alterando el 

SASP (211). El silenciamiento de la superóxido dismutasa mitocondrial (MnSOD) resulta en un 
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aumento en los niveles de oxidantes, la caída en la actividad SDH y la aparición de varios 

marcadores de  senescencia (212). De hecho, se ha acuñado el término senescencia asociada 

a la disfunción mitocondrial (MiDAS, del inglés: mitochondrial dysfunction-associated 

senescence) para referirse a este fenómeno, y se plantea que el mismo depende de una 

disminución en la relación NAD/NADH, de la fosforilación y activación de AMPK y fosforilación 

de p53 en la Ser15 por esta quinasa (211).  

Por otra parte se ha visto en melanocitos que el silenciamiento de la enzima PDK1 que 

conduce a la desfosforilación y activación de la PDH y al aumento en la respiración 

mitocondrial, también  es capaz de inducir la senescencia celular (201), sugiriendo que la caída 

en la actividad de la cadena de transporte de electrones no sería el evento promotor de la 

senescencia.  

Las células senescentes también se acumulan en modelos murinos de disfunción mitocondrial 

y envejecimiento prematuro. Por ejemplo, en ratones transgénicos portadores de una 

mutación en la polimerasa  mitocondrial (POLG), que acumulan mutaciones en el ADNmt y 

envejecen prematuramente, se ha visto un aumento de células senescentes a nivel del tejido 

adiposo y la epidermis (211). Además se ha constatado tanto un aumento en el número de 

células senescentes como una disminución en la función mitocondrial durante el 

envejecimiento del organismo (214–216). Estos reportes sugieren a la disfunción mitocondrial 

como un impulsor de la senescencia celular in vivo.  
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Estudio del metabolismo de los ácidos grasos en fibroblastos humanos senescentes por 

exposición a agentes que dañan el ADN o expresión del oncogén H-RASG12V, evaluando la 

vinculación con el fenotipo secretor y la regulación por sirtuinas. 

 

Objetivos específicos y actividades 

1- Establecer modelos de senescencia inducida por el oncogén H-RASG12V, peróxido de 

hidrógeno o doxorrubicina.  

2- Estudiar la síntesis de ácidos grasos en las células senescentes. 

3- Estudiar alteraciones en la función mitocondrial y β-oxidación de ácidos grasos en la 

senescencia inducida por el oncogén RAS 

4- Evaluar en la senescencia inducida por el oncogén RAS la vinculación entre la 

adquisición del fenotipo secretor y el aumento en la oxidación mitocondrial de ácidos 

grasos, y su regulación por NF-B 

5-  Indagar si el aumento en el metabolismo oxidativo de las células senescentes se debe 

a cambios en la acetilación de proteínas 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1- Materiales 

Todos los reactivos utilizados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich a no ser que se indique lo 

contrario. 

2- Cultivo celular 

Los fibroblastos fetales de pulmón humano IMR-90 se obtuvieron de American Type Culture 

Collection (ATCC). Los fibroblastos cutáneos humanos BJERRAS fueron donados gentilmente 

por el Dr. Utz Herbig (Rutgers New Jersey Medical School, Estados Unidos). Estas células se 

cultivaron en medio Dulbecco´s modified Eagle´s medium (DMEM) suplementado con 5 mM 

glucosa, 10% (v/v) suero fetal bovino (SFB, Gibco), 50 U/ mL penicilina y 50 μg/ mL 

estreptomicina. Las células 293T fueron cedidas por el Dr. Toren Finkel (National Institutes of 

Health, Bethesda Maryland, EEUU) se cultivaron en DMEM 25 mM de glucosa suplementado 

con 10% (v/v) SFB, 50 U/ mL penicilina y 50 μg/mL estreptomicina. Todos los cultivos celulares 

se mantuvieron a 37 °C en una incubadora con CO2 (95 % de aire y 5 % de CO2) y se 

subcultivaron utilizando una solución de tripsina/EDTA (0.05/0.02 % m/v). 

3- Inducción de la senescencia por exposición a H2O2 

Se sembraron los fibroblastos IMR-90 con una densidad de 1-4 x 104 células/cm2 24 h antes 

del tratamiento. Se expusieron a 600 μM de H2O2 durante 2 horas en el medio de cultivo con 

SFB a 37 °C y 5 % de CO2 (3,4,217). A los cuatro días de la incubación se dividieron al tercio, y 

al quinto día se volvieron a exponer a 600 μM de H2O2 en las condiciones descritas. La 

concentración stock de H2O2 se determinó espectrofotométricamente (ε240 nm = 43.6 M-1 cm-

1) previo a cada ensayo (218). 

 

4- Inducción de la senescencia por exposición a doxorrubicina 

Se sembraron los fibroblastos IMR-90 con una densidad de 1 - 4 x 104 células/cm2 24 h antes 

del tratamiento, y se expusieron a 0.2 μM de doxorrubicina durante 24 horas en el medio de 

cultivo con SFB a 37 °C y 5 % de CO2.  
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5- Inducción de la senescencia por expresión del oncogén RAS  

 A continuación, se describen los procedimientos utilizados para inducir la senescencia por 

expresión del oncogén RAS1 por dos métodos diferentes:  

5.1- Transducción de células IMR-90 con lentivirus portadores del plásmido que codifica a 
H-RASG12V 
El plásmido pLenti CMV/TO RasV12 Puro (w119-1) para la expresión de la proteína H-RASG12V 

portadora de una sustitución glicina –valina en posición 12 (G12V) fue cedido amablemente 

por Eric Campeau (plásmido Addgene #22262). Los plásmidos pCMV-dR8.2 dvpr y pCMV-VSVG 

fueron donados por Bob Weinberg (plásmidos Addgene #8455 y #8454, respectivamente 

(219)). Los lentivirus control se generaron con el plásmido pLKO.1 (Addgene #10878). Los 

lentivirus portadores de los plásmidos se produjeron en células 293T de acuerdo con los 

protocolos establecidos por el Broad Institute RNAi Consortium (220). Un día antes de la 

transfección se sembraron 2.5x106 células 293T en placas de 10 cm. Se transfectaron las 

células 293T con 1 µg de plásmido pCMV-dR8.2 dvpr, 0.125 µg de plásmido pCMV-VSVG y 1 

µg del plásmido portador del gen H-RASG12V o pLKo.1 en presencia de Turbofect (Thermo 

Fisher Scientific). A las 24 horas se cambió el medio y 24 horas después se colectó el medio 

con las partículas lentivirales, se filtró con filtros de 0.4 µm, se centrifugó y almacenó a -80 °C. 

La transducción de las células IMR-90 con los lentivirus se realizó en medio completo con 8 

μg/mL de bromuro de hexadimetrina (Polybrene), con una multiplicidad de infección de 1-5. 

Las células infectadas se seleccionaron en medio de cultivo suplementado con 2 μg/mL de 

puromicina durante 7 días. Se verificaron los niveles de la proteína H-RASG12V por Western 

blot con un anticuerpo específico anti-RAS (Cell SIgnaling Tech #3339, dilución 1:1000). Todos 

los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con las normas de bioseguridad establecidas 

en (221). Los desechos biológicos sólidos generados se descartaron por medio de un acuerdo 

entre la Facultad de Medicina y la compañía Aborgama, que prevé la esterilización de los 

mismos utilizando un autoclave. 

5.2- Expresión de la proteína H-RASG12V fusionada a un dominio del receptor de la 
hormona esteroidea (HBD, hormone binding domain) en cultivos de BJERRAS 
 

                                                             
1 A lo largo del texto se utilizarán de forma indistinta los términos: oncogén RAS, H-RASG12V y RASG12V. 
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Los fibroblastos cutáneos BJERRAS expresan a la proteína de fusión ERRAS en forma inducible 

por 4-hidroxitamoxifeno (4-OHT). ERRAS está compuesta por H-RASG12V y una forma mutante 

del dominio de unión al ligando del receptor de estrógenos (ER). La mutación en G525R en ER 

determina que la proteína sea insensible al 17β estradiol, pero responda a concentraciones 

bajas del ligando sintético 4-OHT. Para inducir la senescencia el medio de cultivo se 

suplementó con 200 nM de 4-OHT durante los días indicados en cada experimento (222). La 

expresión de la proteína H-RASG12V se verificó por Western blot. 

 

6- Proliferación celular  

Para evaluar la proliferación celular se realizaron curvas de crecimiento del cultivo. Las células 

se colectaron a distintos tiempos luego del tratamiento utilizando tripsina/EDTA (0.05/0.02 % 

m/v). Cada dos o tres días se tripsinizaron las células, se incubaron con Trypan Blue (0.4 %) y 

se contaron utilizando cámara de Neubauer y microscopio óptico o con el contador 

automático (Countess, Invitrogen). Esta tinción nos permitió diferenciar las células muertas 

de las células vivas, ya que las últimas son impermeables al Trypan Blue (223).  

La proliferación celular también se evaluó por inmunofluorescencia con la incorporación de 

5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU) al ADN celular (224). El cultivo celular se mantuvo con BrdU 

(BD Pharmingen) 10 µM durante 24 o 48 horas (se especifica en cada experimento) y luego se 

fijaron las células con metanol durante 5 min a -20 C. Posteriormente se desnaturalizó el ADN 

incubando a las células fijadas con HCl 2 N y Tritón X-100 0.5% en buffer fosfato salino (PBS: 

Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM, NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, pH 7.4)  durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. Se bloquearon las células con una solución 3 % de albúmina sérica 

bovina (BSA) en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. La incorporación de BrdU se 

llevó a cabo utilizando un anticuerpo anti-BrdU (1:50) (Becton Dickinson) en una solución 3 % 

BSA, Tween 0.1 % en PBS durante 1 hora. Se descartó el anticuerpo primario y se incubó 

durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 anti-

IgG (H+L) de ratón (Thermo Fisher Scientific, #A28175). Se incubaron a las células con 4',6-

diamidino-2-fenilindol (DAPI, Thermo Fisher Scientific) 1 μg/ml durante 5 minutos a 

temperatura ambiente para teñir los núcleos. El porcentaje de células positivas fue calculado 
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contando más de 100 células en cinco campos elegidos al azar. Se analizaron como mínimo 

tres placas por condición en un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse TE200.  

 

7- Actividad β-galactosidasa asociada a la senescencia  

Se determinó la actividad SA-β-Gal empleando el sustrato artificial cromogénico 5-bromo-4-

cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido (X-gal, Life Technologies), de acuerdo a lo descrito (8). 

Los fibroblastos cultivados en placas de 6 pocillos se fijaron durante 5 minutos con 

formaldheído 3 % (v/v) en PBS, y se incubaron toda la noche a 37 C y en oscuridad con X-gal 

1 mg/mL en una solución con: 5 mM ferrocianuro de potasio, 5 mM ferricianuro de potasio, 

40 mM ácido cítrico, 40 mM fosfato de sodio, 150 mM cloruro de sodio y 2 µM cloruro de 

magnesio. Se ajustó el pH de la solución a pH 6 con NaOH. Todas las soluciones se prepararon 

en el día del ensayo incluyendo un stock 20x del reactivo X-gal disuelto en N, N-

dimetilformamida. Las células se analizaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon 

Eclipse TE200, se calculó el porcentaje de células teñidas positivamente contando más de 100 

células en 5 campos elegidos al azar.  

 

8- Ensayos de Inmunofluorescencia  

Los fibroblastos cultivados sobre placas de permanox (Thermo Fisher Scientific), se fijaron con 

paraformaldehído 4 % en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuación 

se permeabilizaron con 0.2 % Triton X-100 en PBS durante 10 minutos a temperatura 

ambiente, se bloquearon 0.2 % Tritón X-100 y 3 % BSA en PBS durante 1 hora a temperatura 

ambiente y finalmente se incubaron con el anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura 

ambiente o toda la noche a 4 °C en cámara húmeda. Para estudiar los focos de daño al ADN 

se utilizaron los anticuerpos primarios anti H2AX fosforilada (Ser139, γ-H2A.X) (clon JBW301 

1:1000, Millipore) o anti 53BP1 (1:200, Cell Signalling #4937), para estudiar la localización 

subcelular de p65 se utilizó anti p65 (1:50, Cell Signalling #8242) y para estudiar la localización 

de SIRT6 se utilizó anti SIRT6 (1:50, Cell Signaling #12486S). A continuación, se incubó con el 

anticuerpo secundario en solución de bloqueo, durante 1 hora a temperatura ambiente. Los 
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anticuerpos secundarios utilizados fueron Alexa Fluor® 594 anti-IgG (H+L) anti-ratón (1:800, 

Thermo Fisher Scientific, #A32742) y anti-conejo IgG (H+L) conjugado con rodamina (1:1000, 

Jackson Immunoresearch #111-025-144) para detectar los focos de γ-H2AX y 53BP1. Para 

detectar a p65 y SIRT6 se utilizó el anticuerpo secundario conjugado al fluoróforo Alexa Fluor® 

488 (Thermo Fisher Scientific #A11034). Entre cada paso se realizaron tres lavados con PBS. 

Las proteínas marcadas se visualizaron con un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse 

TE200 o con un microscopio confocal de fluorescencia Leica, SP5. Se contaron más de 100 

células en 5 campos elegidos al azar en cada condición. Los núcleos se tiñeron con DAPI como 

fue descrito anteriormente en el punto 6 de materiales y métodos (225). 

 

9- Extracción de proteínas, electroforesis y Western blot 

Se lisaron los fibroblastos en un buffer de lisis a 4 °C (20 mM Tris pH 7.5, 1 % Triton X-100, 150 

mM NaCl) en presencia de inhibidores de proteasas y fosfatasas: EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 

pirofosfato de sodio 25 mM, β-glicerofosfato 1 mM, Na2VO4 1 mM, fluoruro de sodio (NaF) 1 

mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM, inhibidor de proteasas Sigma FAST e 

inhibidores de fosfatasas (Calbiochem). Para evaluar los niveles de acetilación se agregaron al 

buffer de lisis inhibidores de desacetilasas 5 mM nicotinamida y 1 µM tricostatina A. La 

concentración de proteínas se determinó con la técnica del ácido bicinconínico (Pierce, 

Thermo Scientific). Las proteínas se resolvieron en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 

en condiciones reductoras. En algunos experimentos se utilizaron geles Tris-acetato con un 

gradiente de poliacrilamida entre 3 % y 8% (Thermo Fischer Scientific). Para llevar a cabo los 

Western blots las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (LI-COR 

Bioscience), la transferencia se realizó a 20 V durante toda la noche a 4 °C en buffer Tris-

Glicina, 20 % (v/v) metanol. Luego se bloquearon las membranas durante 1 hora a 

temperatura ambiente en buffer Tris salino (TBS: Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM) con 

Tween 0.1 % y leche descremada 5 %. La incubación con los anticuerpos primarios se realizó 

durante toda la noche a 4 °C; se anexa tabla con los anticuerpos primarios utilizados. Para 

revelar se utilizaron los anticuerpos secundarios: IRDye® 800 anti-IgG (H+L) de conejo (#926-

32211, 1:15000) y IRDye® 680 anti-IgG (H+L) de ratón (#926-68070, 1:10000) de LI-COR 

Bioscience. Se realizaron tres lavados con TBS Tween 0.1 %, entre cada paso. Se utilizó el 
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equipo Odyssey (LI-COR Bioscience) para detectar las bandas en las membranas y las 

imágenes se analizaron con el software Image Studio Lite (LI-COR Bioscience). 

 

10- Secreción de citoquinas 

La secreción de citoquinas se evaluó por medio de un ensayo inmunoabsorción ligado a 

enzimas (ELISA). Se incubaron los fibroblastos durante 6 horas en medio DMEM sin SFB [9].  

El medio se centrifugó a 10000 g durante 10 minutos y 4 °C para remover células muertas y 

restos de células y se almacenó a -80 °C. Se analizó el contenido de IL-1β, IL-6, IL-8 y GRO-α 

por medio de ELISA utilizando kits (DuoSet ELISA kits, R&D Systems o ELISA MAX™ Deluxe Set, 

BioLegend). Los resultados se normalizaron tomando en cuenta la concentración de proteínas 

del lisado celular medida por la técnica del ácido bicinconínico (Pierce, Thermo Scientific) o 

contando el número de células totales (203,226).  

 

11- Expresión génica por RT-qPCR 

Se aisló el ARN total con TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific) y se realizó la precipitación 

del ARN con isopropanol, posteriormente se cuantificó el ARN aislado en un NanoDrop ND-

1000 (Thermo Fischer Scientific). Luego se obtuvo, a partir de 1 μg de ARN total, el ADN copia 

mediante transcripción reversa con primers al azar y la transcriptasa reversa SuperScript™ II 

Reverse Transcriptase (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se llevaron a 

cabo las PCR en el analizador Corbett Rotor-Gene 6000 (Thermo Fisher Scientific) con el kit 

QuantiTect® SYBR Green® (Quiagen). Todas las PCR incluyeron la amplificación de β-actina 

como gen normalizador. Para cada gen, se calculó la expresión relativa a la expresión de actina 

y al control por el método 2-ΔΔCt (227). Se utilizaron los siguientes cebadores para ACC1 y β-

actina forward y reverse respectivamente:  

ACC1:  5´-ATTGGGGCTTACCTTGTCCG-3´ y 5´-CGAGGACTTTGTTGAGGGCT-3′ 

 β-actina: 5´-CTACGAGCTGCCTGACGG-3´ y 5´-AGGACTCCATGCCCAGGAA-3′ 
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La expresión de SIRT1, SIRT3, SIRT6 fue evaluada en el Instituto Pasteur de Montevideo en 

colaboración con la Dra. Bresque y el Dr. Escande. Se utilizaron los siguientes cebadores 

forward y reverse respectivamente: 

SIRT1: 5’-TAGCCTTGTCAGATAAGGAAGG-3’ y 5’-ACAGCTTCACAGTCAACTTTGT-3’  

SIRT3: 5’-GACATTCGGGCTGACGTGAT-3’ y 5’-GACATTCGGGCTGACGTGAT-3’  

SIRT6: 5’-ACTGGCGAGGCTGGTCTG-3’ y 5´-GCTCTCAAAGGTGGTGTCG-3’  

β-actina: 5’-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3’ y 5’-GCTGTGGTGGTGAAGCTGTA-3’ 

 

12- Evaluación de la relación ADNmit/ADNnuc 

El ADN total de los cultivos celulares se extrajo con el reactivo DNAzol (Thermo Fisher 

Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante, la precipitación del ADN con etanol 100% 

se realizó a -20 °C durante 20 minutos. El ADN se cuantificó midiendo la absorbancia a 260 nm 

y se controló la pureza de las muestras calculando la relación A260/A280 medida en un 

espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Se utilizaron los siguientes 

cebadores obtenidos de la literatura (228): 5’-ACCGCGGTCATACGATTAAC-3’ (forward) y 5’-

CCCAGTTTGGGTCTTAGCTG-3’ (reverse) para el gen del ARN ribosomal 12S codificado por el 

ADN mitocondrial; y 5’-CACCCACTCCCTCTTAGCCAAT-3’ (forward) y 5’-

GGCCATATGTGTTGGAGATTGAGAC-3’ (reverse) para el gen del ARN ribosomal 18S codificado 

por el ADN nuclear. Se utilizaron tubos separados para la amplificación de ADNmit y ADNnuc, 

donde se colocaron 15 ng de ADN total. Se utilizó el kit QuantiTect® SYBR Green® (Qiagen) 

con 0.5 μM de cada primer. Las medidas de realizaron en el analizador Corbett Rotor-Gene 

6000 (Thermo Fisher Scientific). La relación ADNmit/ADNnuc se calculó como 2(Ctnuc-Ctmit) y se 

expresaron los resultados relativos a la condición control.  

 

13- Análisis de lípidos por TLC 

Para realizar la extracción lipídica se levantaron entre 0.5-2 x 106 células/condición con 

tripsina/EDTA (0.05/0.02 % m/v), se centrifugaron a 800 g 5 minutos y el pellet se resuspendió 
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en 1 mL de agua. Se agregaron 2.5 mL de hexano/isopropanol/ácido acético (30:20:2) y se mezcló 

vigorosamente. Se agregaron 2.5 mL de hexano, se mezcló nuevamente y se centrifugó 5 min a 

1800 rpm para separar las fases. Se pasaron 3 mL de la fase superior a tubos de vidrio, se evaporó 

el solvente en condiciones de vacío (vacío 100 mBar y 45 °C) y el producto se resuspendió en 100 

μL de hexano. Para llevar a cabo las cromatografías de capa fina (TLC, del inglés thin layer 

chromatography) se mezcló y sembró todo el volumen en la placa, utilizando un capilar. Para la 

corrida se utilizó primero la fase móvil cloroformo/metanol/ agua (60:30:5) hasta la mitad de la 

fase estacionaria (fase normal, sílica) y después se utilizó la fase móvil hexano/dietil éter/ácido 

acético (80:30:1). Se reveló con yodo y/o etanol/ácido sulfúrico (95:5) y calor. En la TLC se pueden 

discriminar los siguientes lípidos: ésteres de colesterol (EC), triglicéridos (TAG), ácidos grasos 

libres (AGL), colesterol (C) y fosfolípidos (FL).  

 

14- Síntesis de ácidos grasos 

La síntesis lipídica de novo se estudió a través de la incorporación de [2-14C]-acetato a la 

fracción soluble en disolvente orgánico de las células (229). En el día del experimento se 

lavaron las células con PBS y se incubaron durante 2 horas en DMEM con glucosa 25 mM y 

SFB 0.1 %. Se le agregó la sal de sodio del [2-14C] ácido acético al medio de cultivo durante 3 

h (1 µCi, Perkin Elmer) a 37 °C. Las células se lavaron con PBS, se recolectaron usando solución 

de disociación tripsina/EDTA (0.05/0.02 % m/v), y se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos. 

El pellet se lavó con PBS y se centrifugó nuevamente. Luego se resuspendió en 0.75 mL 

CHCl3:MeOH (1:2 v/ v), se le añadió 0.25 mL de CH3Cl, 0.25 mL dH2O y se mezcló 

vigorosamente. Se centrifugó y se recuperó la fase superior (230). La radioactividad se 

determinó usando un contador de centelleo líquido (Perkin-Elmer). Se realizaron controles 

con un inhibidor de la FAS (4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofurano-3-ácido carboxílico, C75 

100 µM) (231) o de la ACC (5-(tetradeciloxi)-2-ácido furoico, TOFA) (232). 

 

15- Medidas de velocidad de consumo de O2 y acidificación extracelular 
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Las velocidades de consumo de O2 y de acidificación extracelular se determinaron 

simultáneamente con el analizador de flujo extracelular Seahorse XFe24 (Agilent). Los valores 

obtenidos se normalizaron tomando en cuenta la cantidad de proteínas del lisado celular, 

medida por la técnica del ácido bicinconínico (Pierce, Thermo Fisher Scientific) (233). Se 

sembraron las células en placas de cultivo V7 de poliestireno (Agilent). El día del ensayo se 

reemplazó el medio de cultivo por el medio del ensayo (DMEM suplementado con NaCl 32 

mM, glucosa 5 mM, piruvato de sodio 1 mM, glutamina 2 mM, pH 7.4) y se incubó durante 1 

hora a 37 °C en incubadora sin CO2. El consumo de O2 se midió antes y después del agregado 

secuencial de inhibidores y desacoplantes de la fosforilación oxidativa. Se utilizaron: un 

inhibidor de la ATP sintasa (oligomicina 0.5 µM) que nos permitió evaluar el consumo de 

oxígeno de la célula dependiente e independiente de la síntesis de ATP en la fosforilación 

oxidativa, un desacoplante (carbonilcianuro-p-trifluorometoxi-hidrazona, FCCP 1 µM) que nos 

indicó cual es el máximo consumo de oxígeno que puede tener la célula en situaciones de 

demanda energética, y un inhibidor del complejo III de la cadena respiratoria (antimicina A, 

AA 1 µM) para distinguir el consumo de oxígeno mitocondrial del no mitocondrial. La 

respiración resistente al agregado de antimicina A se sustrajo a todas las medidas para 

determinar el consumo de oxígeno debido exclusivamente al transporte de electrones en la 

cadena respiratoria (233,234).  

A partir de los ensayos de consumo de oxígeno se calculó el índice de control respiratorio 

(RCR, respiratory control ratio) como la relación entre el consumo de oxígeno máximo 

(obtenido en presencia de FCCP) y el consumo de oxígeno independiente de la síntesis de ATP 

(resistente al agregado de oligomicina). Este índice toma en cuenta el estado de acople 

mitocondrial y la capacidad de oxidación de sustratos (233,235) y es indicativo de la función 

mitocondrial. También se determinó la capacidad de reserva como la relación entre el 

consumo de oxígeno máximo (obtenido en presencia de FCCP) y el consumo de oxígeno basal, 

que da una idea de cuán cerca de su límite bioenergético una célula está operando y cuan 

preparada está para responder a un aumento en la demanda ATP. Por último se determinó la 

eficiencia de acoplamiento, que representa la fracción basal del consumo de oxígeno 

destinada a la síntesis de ATP, esta se calculó como la relación entre la respiración sensible a 

oligomicina y la respiración basal (233). 
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16- -oxidación mitocondrial 

Se midió el consumo de oxígeno basal en presencia de oleato (OA) conjugado con BSA (OA:BSA 

0.1 mM:0.2 % m/ v). Se añadió etomoxir 100 µM y por último se agregó antimicina A 2.5 µM 

para descontar el consumo de oxígeno de fuentes no mitocondriales. Se realizaron controles 

agregando BSA sin conjugar. Los valores obtenidos se normalizaron tomando en cuenta la 

concentración de proteínas del lisado celular medido por la técnica del ácido bicinconínico 

(203). 

17- Fraccionamiento subcelular 

Se partió de dos placas de 140 cm2 de fibroblastos por condición. Se lavaron las células con 

PBS a 4 °C, y se levantaron mecánicamente en buffer de fraccionamiento (BF: sacarosa 0.25 

M, Tris-HCl 10 mM, EDTA 0.1 mM, citrato de sodio 2 mM, y succinato de sodio 1 mM). Se 

centrifugaron las células a 1000 g durante 5 minutos y el pellet se resuspendió en 1 mL de BF; 

y se homogenizaron a usando un Potter-Elvenhem realizando 10 pasajes del émbolo a 800 

rpm. Se centrifugó el lisado celular a 1500 g durante 10 min, y se obtuvo el pellet (que contenía 

a la fracción nuclear) y el sobrenadante (que contenía a las fracciones citosólica y 

mitocondrial) que se centrifugó a 13000 g, 10 minutos. El pellet, con la fracción mitocondrial, 

se resuspendió en 200 µl de BF con 1 % Triton X-100. Antes de guardar las muestras a -80 °C, 

para realizar Western blot, se le agregaron los inhibidores de protesasas (EDTA 1 mM, EGTA 

1 mM, Na2VO4 1 mM, PMSF 1 mM, inhibidor de proteasas Sigma FAST) y desacetilasas 

(nicotinamida 5 mM y tricostatina A 1 µM). El pellet que contenía a la fracción nuclear se 

resuspendió en 1 mL de buffer hipotónico (Tris-HCl 10 mM, NaCl 10 mM, MgCl2 6 m, pH 7.4 

con inhibidores de proteasas y desacetilasas), se homogenizó a usando un Potter-Elvenhem 

con 30 pasajes de émbolo a 1800 rpm. Se centrifugó a 1000 g, 15 minutos y el pellet que 

contenía a las proteínas nucleares se resuspendió en 200 µL de buffer (Tris-HCl 20 mM, pH 8, 

NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, NP-40 0.5 %), se incubó rotando 20 min y se sonicó. Se centrifugó 

a 10000 g 10 min y se guardó el sobrenadante que contenía a las proteínas nucleares 

solubilizadas y el resto de las fracciones subcelulares a -80 °C. El resto del procedimiento se 

realizó a 4 °C (236). 
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18- Actividad aconitasa 

Se estudió la actividad aconitasa en las fracciones subcelulares por espectrofotometría 

utilizando el espectrofotómetro UV Visible SHIMADZU UV-2450.  Se midió la concentración de 

cis-aconitato a 240 nm (ε = 3.6 mM-1 cm-1) después del agregado de isocitrato 8 mM en buffer 

Tris-HCl 100 mM, pH 7.8. Los ensayos se realizaron en ausencia y presencia de un inhibidor de 

la enzima, fluorocitrato 35 mM, para discriminar el aumento en la absorbancia ocasionado 

por la reacción en estudio, de aquellos debidos a otras reacciones que pudieran estar 

transcurriendo en paralelo (237). 

19- Análisis de datos, estadística, gráficos y esquemas  

Se utilizó el software GraphPad Prism para generar los gráficos y realizar los análisis 

estadísticos. Las comparaciones entre dos grupos se analizaron mediante test de Student de 

dos colas para muestras pareadas o no pareadas, según correspondía, con valores de P: *p < 

0.05, **p < 0.001 y ***p < 0.0001. Para comparaciones de más de dos grupos se utilizó el test 

ANOVA de una o dos vías, dependiendo del caso, y análisis Tukey, para comparaciones 

múltiples considerando una diferencia significativa con un valor de P < 0.05. En todos los casos 

graficamos la media ± el desvío estándar (SD). En todos los experimentos el valor de n 

representa el número de muestras biológicas independientes (pocillos, placas o cubreobjetos 

independientes por grupo o condición). Cuando se aplicó estadística paramétrica se supuso 

normalidad y homogeneidad de varianzas.  Los esquemas se crearon con BioRender.com 
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RESULTADOS 

 

1- Modelos de senescencia celular 

Las células senescentes presentan algunas características comunes, pero son fenotípicamente 

heterogéneas; y los marcadores que presentan varían según el tipo celular y el estímulo 

inductor de la senescencia (238). En este trabajo se propuso caracterizar algunos aspectos del 

metabolismo celular en modelos de senescencia celular inducidos por diferentes estímulos: 

exposición a H2O2, exposición a doxorrubicina o expresión del oncogén (H-RASG12V), en una 

misma línea celular, los fibroblastos humanos IMR-90. Por último, se confirmaron algunos de 

los resultados en otro modelo de senescencia, inducida por la expresión del oncogén RAS en 

fibroblastos cutáneos (BJERRAS). 

 

1.1- Inducción de senescencia celular por exposición a H2O2 
 

El peróxido de hidrógeno (H2O2) es un oxidante relativamente débil, pero al reaccionar con 

metales reducidos, como por ejemplo Fe2+, el H2O2 forma un ion hidroxilo (OH-) y un radical 

hidroxilo (OH•) (reacción de Fenton), una especie extremadamente reactiva. El radical 

hidroxilo, oxida componentes celulares como lípidos, proteínas, bases nitrogenadas, y puede 

inducir cortes de hebra simple y doble en el ADN (239–241).  

Para establecer el modelo de senescencia por exposición a H2O2 se comenzó realizando una 

curva de dosis respuesta, exponiendo las células IMR-90 a distintas concentraciones de H2O2 

(0 - 600 μM) en el medio de cultivo (DMEM, SFB 10 %) durante 2 horas y se contó, a las 48 

horas, las células vivas utilizando tinción de exclusión con Trypan blue. Se observó una 

disminución en el número de células del cultivo dependiente de la concentración de H2O2 

agregada. Luego se realizaron curvas de crecimiento evaluando el número de células del 

cultivo a diferentes tiempos después de la exposición a H2O2. Se realizaron estos experimentos 

a distintas concentraciones de H2O2 y llevando a cabo una o dos exposiciones a H2O2 (no se 

muestra). Tomando en cuenta los datos obtenidos y los reportados en la  literatura (217) se 

decidió realizar dos exposiciones durante 2 horas a H2O2 600 μM en medio de cultivo (DMEM, 

SFB 10 %) separadas por un intervalo de 5 días.  



48 
 

Luego de la exposición a H2O2 se evaluó la activación de la respuesta al daño al ADN (DDR) al 

primer y séptimo día de la segunda exposición (Fig. 1). Al primer día de la segunda exposición 

a H2O2 se observó un aumento en la fosforilación de ATM en la serina 1981, esta modificación 

postraduccional conduce a la activación de la quinasa ATM. De acuerdo con esto se observó 

también la fosforilación de dos de los sustratos de ATM, p53 en la serina 15 y H2AX en la serina 

139. También se observó que el factor de transcipción p53 aumentó sus niveles y aparecieron 

focos nucleares de la histona H2AX fosforilada (γ-H2AX). Estos cambios evidenciaron la 

activación de la DDR, y se acompañaron con la hipofosforilación de la proteína del 

retinoblastoma (pRb), indicando que la exposición a H2O2 conduce tempranamente a la 

detención del ciclo celular. Luego se evaluaron los niveles y fosforilación de estas proteínas al 

séptimo día de la segunda exposición al H2O2, y para nuestra sorpresa no se encontró a ATM 

fosforilada ni a los sustratos de esta quinasa p53 y H2AX fosforilados, indicando que la DDR 

no se encontraba activa. Sin embargo, pRb se encontraba hipofosforilada, sugiriendo que las 

células expuestas al H2O2 continuaban con el ciclo celular detenido al día siete de la doble 

exposición al H2O2.  

Con el objetivo de confirmar si la hipofosforilacion de pRb era suficiente para detener la 

proliferación celular se contaron las células viables en los cultivos utilizando tinción de 

exclusión con Trypan blue. A partir del segundo día de la exposición a H2O2 se observó una 

disminución significativa de las mismas en los cultivos tratados con respecto a la condición 

control (Fig. 2A). También se estudió la incorporación de BrdU al ADN (Fig. 2B), un análogo de 

la timidina que se incorpora al ADN en la fase S del ciclo celular. Se observó que las células 

expuestas a H2O2 incorporaron menos BrdU al día 1 y 7 del tratamiento, con respecto a la 

condición control.  
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Figura 1. La exposición a H2O2 activa transitoriamente la DDR. Los fibroblastos IMR-90 fueron incubados 
en ausencia (Control) o presencia de H2O2 (600 μM) durante 2 horas, en dos ocasiones. A- A los días 1 y 7 
de la segunda exposición se lisaron las células y se analizó por Western blot los niveles de ATM, p53, p-ATM 
(Ser1981), p-p53 (Ser15) y p-pRb (Ser 807/811).  B- Se cuantificaron los niveles de las proteínas de los 
Western blot del panel A y normalizaron respecto a los niveles de GAPDH, los resultados se expresan 
relativos al control (Ctl) (n=3). C- Al día 1 de la segunda exposición se realizó una inmunofluorescencia para 
γ-H2AX, (Ser139) y se determinó el porcentaje de células con focos nucleares. Los núcleos se tiñeron con 
DAPI (n=3). Los resultados representan el promedio ± SD y las diferencias significativas se determinaron 
mediante test de Student, Ctl vs H2O2, * p < 0.05, *** p< 0.0001. 
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Por otra parte, se midió la actividad β-Galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-Gal). Como 

se observa en la Fig. 2C la exposición al oxidante induce un aumento significativo en la 

actividad SA-β-Gal a partir del día 7, sugerente de un aumento de la cantidad de lisosomas. A 

los 12 días luego de la última exposición el 95 ± 1 % de las células expuestas a H2O2 presenta 

una tinción positiva para la enzima, mientras que tan sólo el 3.7 ± 0.4 % de las células control 

se encuentra teñida.  

Para terminar de caracterizar el modelo de senescencia por exposición H2O2 se evaluó la 

existencia de un fenotipo secretor en las células IMR-90. Mediante ELISA se intentó cuantificar 

la secreción de citoquinas Gro-α, IL-1β, IL-6 e IL-8 a los días 1, 7 y 14 post tratamiento con 

H2O2 en presencia de un control positivo. Sin embargo, no se pudo detectar la presencia de 

estas citoquinas en el medio de cultivo de las células tratadas o sin tratar (Fig. 6).  

Estos resultados indican que el tratamiento con H2O2 indujo la senescencia en las células IMR-

90, caracterizada por el cese en la proliferación celular, aumento en el número de células 

positivas para SA-β-Gal, y activación de la DDR. Sin embargo, se notó que en este modelo la 

activación de la DDR fue transitoria y no se detectó la presencia de un fenotipo secretor. 

 

1.2- Inducción de la senescencia celular por exposición a doxorrubicina 
 

La doxorrubicina es un quimioterápico que se utiliza para tratar una variedad de tumores. Su 

efecto lo ejerce a través de la inhibición de la topoisomerasa II, generando cortes en una hebra 

de ADN o en las dos hebras (242).  Para obtener cultivos de células senescentes por exposición 

a doxorrubicina se expusieron las células IMR-90 a 0.2 µM de doxorrubicina durante 24 horas 

en DMEM (10 % SFB) y se prosiguió a identificar marcadores de senescencia celular (6). 

Mediante Western blot se evaluaron los niveles de fosforilación de ATM, p53 y pRb y los 

niveles totales de ATM y p53 (Fig. 3A). Análogamente al modelo de senescencia por exposición 

a H2O2 se observó al día 1 del tratamiento un aumento en la fosforilación de la ATM en la 

Ser1891 que no se sostuvo en el tiempo. La fosforilación de la Ser15 de p53 y los niveles de 

este factor de transcripción presentan el mismo curso temporal. Los marcadores de la DDR 

aumentaron al primer día de la exposición, pero a partir del cuarto día del tratamiento se 

observó una caída, y a los siete días ya no se detectaron. También se observó que la 
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fosforilación y formación de focos de γ-H2AX aumentó significativamente en las células 

tratadas con respecto a la condición control, un día después del tratamiento (Fig. 3B).  

 

Figura 2. La exposición a H2O2 inhibe la proliferación celular y aumenta la actividad SA-β-Gal. A- Se 
incubaron fibroblastos de pulmón humano IMR-90 en ausencia o presencia de H2O2 como se indica 
en la Fig. 1. Se contó el número de células vivas, a distintos tiempos, utilizando tinción de exclusión 
con Tripan Blue (n=4). B- Se evaluó la proliferación a los días 1 y 7 después de la segunda exposición 
a H2O2 mediante la incorporación de BrdU al ADN, realizando una inmunofluorescencia con un 
anticuerpo anti-BrdU. Los núcleos se tiñeron con DAPI (n= 3). C- Se evaluó la actividad SA-β-Gal en 
células, a distintos tiempos. Se muestra el porcentaje de células que presentan tinción positiva y se 
presenta una imagen representativa de microscopia óptica, campo claro (100x) de las células al día 7 
(n = 3). Los resultados representan el promedio ± SD. Las diferencias significativas se determinaron 
mediante test de Student, Ctl vs H2O2, * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p< 0.0001.  
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Figura 3. A- La exposición a doxorrubicina activa transitoriamente la DDR, inhibe la proliferación celular 
y aumenta la actividad SA-β-Gal. Los fibroblastos IMR-90 fueron expuestos a doxorrubicina 0.2 µM por 24 
horas. A- se lisaron a los tiempos indicados y se analizaron por Western blots los niveles de ATM, p53, p-
ATM (Ser1981), p-p53 (Ser15) y p-pRb (Ser 807/811). B- Un día después se realizó una inmunofluorescencia 
con un anticuerpo anti γ-H2AX, (S139) y se determinó el porcentaje de células con focos nucleares. Los 
núcleos se tiñeron con DAPI (n=3). C- Se evaluó la proliferación un día después de la exposición a Doxo 
midiendo la incorporación de BrdU al ADN. Los núcleos se tiñeron con DAPI (n=3). D- Se contó el número 
de células vivas, a distintos tiempos, utilizando Trypan Blue (n=3). E- Se evaluó la actividad SA-β-Gal. Se 
presenta una imagen de microscopia óptica, campo claro (100x) de las células luego de 14 días de la 
exposición. F- Se muestra el porcentaje de células que presentan tinción positiva a distintos tiempos luego 
de la exposición (n=3). Los resultados representan el promedio ± SD. Las diferencias significativas se 
determinaron mediante test de Student, Ctl vs H2O2, *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001, (n=3).  

 

D 
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Al igual que en las células expuestas a H2O2 la activación transitoria de la DDR por exposición 

a doxorrubicina desencadenó un cese persistente en la proliferación celular, ya que las células 

tratadas presentaron menores niveles de fosforilación de pRb a todos los tiempos evaluados 

desde la exposición a doxorrubicina (Fig. 3A). También se observa una disminución en la 

fosforilación de pRb en las células control a medida que pasa el tiempo. El cambio observado 

en la fosforilación de pRb en las células control se debe a que disminuye su proliferación a 

medida que el cultivo se acerca a la confluencia. Para confirmar el cese de la proliferación 

celular se incubaron las células tratadas y control con BrdU un día después de la exposición, y 

se evaluó la incorporación del mismo al ADN. Como se muestra en la Figura 3C las células 

tratadas no incorporaron BrdU mientras que un 51 ± 8 % de las células control si lo hicieron. 

También se evaluó el número de células viables en cultivo a diferentes días post-tratamiento 

y se observó que el número de células tratadas en cultivo se mantiene constante en el tiempo 

mientras que las células control aumentan con el paso de los días (Fig. 3D). Finalmente, para 

confirmar la inducción de la senescencia por doxorrubicina se evaluó la actividad SA-β-Gal, 

observándose un aumento de la actividad enzimática en las células tratadas (74 ± 4 %) con 

respecto a las células control (21 ± 4 %) a los 15 días del tratamiento (Fig. 3E y F). También se 

evaluó la secreción de citoquinas y solo se observó un aumento significativo en las células 

tratadas con respecto del control, para la interleuquina IL-8 (Fig. 6).  

En conjunto los resultados indican que la exposición a doxorrubicina indujo la senescencia de 

las células IMR-90. En forma semejante a lo observado en las células expuestas a H2O2, se 

observó una activación transitoria de la DDR, el cese de la proliferación celular, así como un 

aumento de la actividad SA-β-Gal. 

 

1.3- Inducción de la senescencia celular por expresión de RAS oncogénico  
 

En varios trabajos se ha demostrado que una fuerte señal mitogénica, generada por la 

activación de un oncogén o la pérdida de un supresor tumoral, desencadena la senescencia 

celular; este fenómeno recibe el nombre de senescencia inducida por oncogenes (OIS, del 

inglés oncogene induced senescence) (201,203,208). La OIS generada por la expresión del 

oncogén RASG12V fue reportada inicialmente por Serrano y colegas (5) y ha sido estudiada 
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extensamente. La proteína RAS es una pequeña GTPasa, que participa en vías de señalización 

vinculadas a receptores de superficie (243). En la vía de las quinasas activadas por mitógenos 

(MAPK), la forma activa de RAS (unida a GTP) se une y activa a la quinasa RAF, que a su vez 

fosforila y activa a las quinasas MEK1/2, que a su vez fosforilan y activan a las MAPK 1 y 3, 

también conocidas como ERK-1 y ERK-2. Estas últimas fosforilan múltiples blancos biológicos 

que regulan la proliferación celular y otros procesos relevantes para la vida celular (244). RAS 

también regula la vía de la fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K) (243). En humanos, tres genes 

codifican a las distintas isoformas de la proteína RAS (KRAS, HRAS y NRAS). Estos genes se 

encuentran mutados en muchos tumores siendo las mutaciones en los codones 12, 13 y 61 

las más comunes (245).  La sustitución G12V se encuentra en un 55% de las formas mutadas 

de la isoforma H-RAS, y resulta en la activación constitutiva de la enzima (243). 

Para inducir la senescencia con el oncogén RAS se transdujeron células IMR-90 con lentivirus 

portadores de un plásmido que codifica a H-RASG12V o un plásmido control y posteriormente 

se seleccionaron las células infectadas con puromicina. En la Figura 4A se observan los 

elevados niveles que se obtienen de la proteína RAS en las células portadoras del plásmido H-

RASG12V comparadas con las portadoras del plásmido control. El nivel de p16, un inhibidor de 

quinasas dependiente de ciclinas, es mayor, y pRb se encuentra hipofosforilada a los 14 días 

de la transducción, indicando que la expresión del oncogén RAS induce el cese de la 

proliferación (Fig. 4A). La actividad SA-β-Gal en las células que expresan al oncogén RAS es 

significativamente superior a la actividad en las células control a partir del día 12 post 

transducción y esta diferencia se mantiene hasta el día 17 (Fig. 4B). El último marcador de 

senescencia estudiado en este modelo fue el fenotipo secretor. Se evaluó la expresión de los 

genes de varias citoquinas: IL-1β, IL-6, IL-8 y TNF-α (Fig. 4C) observándose un aumento en las 

células senescentes con respecto al control. Estos resultados concuerdan con los reportados 

e indican que la expresión de citoquinas es un proceso regulado a nivel transcripcional en la 

senescencia celular (40,51). Luego se midió la secreción de las mismas cuatro citoquinas 

evaluadas en los otros dos modelos de senescencia GRO-α, IL-1β, IL-6 e IL-8 por medio de 

ELISA. El estudio se realizó a los 14 días post transducción, siendo significativamente superior 

la secreción de citoquinas por las células senescentes con respecto a las células control (Fig. 

6).  
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Figura 4. Senescencia inducida por RAS oncogénico. Se incubaron fibroblastos IMR-90 con lentivirus 
portadores de H-RASG12V o un plásmido control (Ctl) y se seleccionaron con puromicina. Al día 14 del inicio 
de la selección se llevaron a cabo los siguientes experimentos A- Western blots utilizando los anticuerpos 
anti RAS, p16, p-pRb (Ser 807/811) y tubulina como control de carga. B- Actividad SA-β-Gal, se presenta 
una imagen representativa de microscopia óptica, campo claro (100x) y abajo los porcentajes de células 
positivas a los días indicados desde el inicio de la selección con puromicina. C- Evaluación de la expresión 
de citoquinas por medio de RT-qPCR. Los resultados representan el promedio ± SD. Las diferencias 
significativas se determinaron mediante test de Student, Ctl vs RAS, * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p< 0.0001, 
(n=3). 

 

1.4- Inducción de la senescencia por el oncogén RAS en fibroblastos de piel (BJERRAS) 
 

También se caracterizó otro modelo de senescencia inducida por oncogenes en fibroblastos 

cutáneos BJ. La línea celular de BJERRAS, expresa constitutivamente a la proteína H-RASG12V 

fusionada a un dominio del receptor de la hormona esteroidea (HBD, hormone binding 

domain). En ausencia de 4-hidroxitamoxifeno (4OHT) la proteína de fusión se une al complejo 

HSP90 y es degradada por el proteosoma. La unión de 4OHT al HBD produce la liberación del 
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complejo HSP90, y aumenta el nivel intracelular de la proteína oncogénica H-RASG12V activa 

(222,246). 

Se incorporó este segundo modelo de inducción de la senescencia porque presentaba algunas 

ventajas sobre el modelo de inducción de la senescencia por RAS que se venía utilizando. En 

las células BJERRAS la regulación de la expresión de H-RASG12V es postranscripcional, por esto 

se alcanzan niveles altos de la proteína de forma rápida luego del agregado de 4OHT al medio 

de cultivo, que permiten evaluar lo que ocurre en las primeras etapas de expresión del 

oncogén. En cambio en el modelo de expresión de H-RASG12V a través de la transducción con 

lentivirus, la selección con puromicina impide evaluar que ocurre en las primeras etapas de 

expresión del oncogén, ya que en este periodo encontramos una mezcla de células vivas y 

muertas. Además, el modelo de senescencia de células BJERRAS permite, modular los niveles 

del oncogén RAS variando la concentración de 4OHT, e incluso suprimir la expresión del 

oncogén retirando el 4OHT.  

Se indujo la activación de H-RASG12V en fibroblastos BJERRAS exponiendo a las células a 4OHT 

y se buscaron marcadores de senescencia celular. Los resultados indican que a partir del 

primer día de la exposición al estímulo inductor se detectó a la proteína RAS por Western blot. 

A partir del tercer día se observó un aumento en los niveles de marcadores de detención del 

ciclo celular, los inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas p16 y p21, así como de p53 

el factor de transcripción que regula la expresión de p21 (Fig. 5A). Se encontró un aumento 

significativo en el porcentaje de células SA-β-Gal positivas en el cultivo al día 12 de la inducción 

de H-RASG12V, con respecto a las células incubadas en ausencia de inductor (Fig. 5B). Luego se 

evaluó el fenotipo secretor mediante ELISA, y se observó un aumento significativo de IL-8 

secretada a partir del sexto día de incubación con 4OHT (Fig. 5C), aunque no se detectó a IL-6 

en el medio. Lo observado en este modelo está de acuerdo con los reportes de otros autores 

(49,246). 

En suma, se logró establecer distintos modelos de senescencia celular inducidos por daño al 

ADN y por expresión de un oncogén. Si se comparan los tres modelos de senescencia 

inducidos en fibroblastos IMR-90 se destacan dos diferencias importantes entre el modelo de 
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senescencia inducida por el oncogén RAS y los modelos de senescencia celular inducidos por 

exposición a H2O2 o a doxorrubicina. 

Figura 5. Marcadores de senescencia en fibroblastos BJERRAS. Los fibroblastos BJERRAS se expusieron a 
4OHT (200 nM) y se llevaron a cabo los siguientes experimentos. A- Western blots a los días indicados con 
anticuerpos que reconocen a RAS, p16, p21, p53 y GAPDH como control de carga B- Actividad SA-β-Gal, se 
indican los porcentajes de células positivas a los días indicados desde el inicio de la incubación con 4OHT (n 
= 4), abajo se presenta una imagen representativa de microscopia óptica, campo claro (100x) C- Secreción 
de IL-8 (n = 4) evaluada por medio de ELISA. Los resultados indican los promedios ± SD. Se realizó ANOVA 
de una vía, *p < 0.05, ***p < 0.0001. 

 

En primer lugar, la activación de la DDR en los primeros modelos estudiados (H2O2 y 

doxorrubicina) es transitoria, ocurre inmediatamente luego del estímulo y posteriormente 

cae. Mientras que en el modelo de senescencia inducida por RAS la DDR se mantiene activa 

de forma permanente encontrándose marcadores de daño al ADN varios días después de 

inducida la expresión del oncogén, tanto en los fibroblastos IMR-90 como BJ (195,247). 
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La otra característica diferente entre los modelos de senescencia es que el modelo de 

senescencia por expresión de RAS oncogénico presenta un fuerte fenotipo secretor mientras 

que los otros dos modelos de senescencia celular (exposición a H2O2 o doxorrubicina) los 

fibroblastos IMR-90 no secretan citoquinas o la secreción es mucho menor (Fig. 6). Notamos 

que la secreción de citoquinas en los fibroblastos BJERRAS fue mucho menor a aquella 

detectada en los IMR-90, pudiendo deberse a diferencias en el tipo celular.  

 
Figura 6. Fenotipo secretor de las células IMR-90 senescentes. Se trataron fibroblastos IMR-90 con 
H2O2 (600 µM, 2 horas, 2 exposiciones), doxorrubicina (doxo, 0.2 µM, 24 h) o se transdujeron con 
lentivirus portadores del plásmido H-RASG12V. Al día 15 del estímulo inductor de la senescencia se 
recolectaron los sobrenadantes y se evaluó la secreción de citoquinas mediante ELISA. Los resultados 
representan el promedio ± SD. Las diferencias significativas se determinaron mediante test de Student, 
Ctl vs tratadas, *p ˂ 0.05, **p ˂ 0.001, (n = 4). 
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2- Metabolismo de ácidos grasos 

Una vez establecidos los modelos de senescencia celular se estudió de forma comparativa el 

metabolismo de los ácidos grasos en estas células. La proliferación celular requiere un 

anabolismo activo para proporcionar componentes básicos para las nuevas células, y varios 

reportes apuntan a una regulación coordinada entre la proliferación y el metabolismo (248–

254). En particular, se ha visto un aumento en la síntesis de ácidos grasos en células con altas 

tasas de proliferación como las células cancerosas, donde se encuentran aumentados los 

niveles del factor de transcripción SREBP y las enzimas ACL, ACC y FAS (255). Por esto se 

propuso estudiar la síntesis de ácidos grasos de las células senescentes donde la proliferación 

se encuentra inhibida, junto con la -oxidación de los ácidos grasos ya que estas dos vías se 

regulan en forma coordinada. Se hizo foco en la enzima ACC1 ya que, como se mencionó en 

la introducción, ACC1 cataliza el primer paso en la síntesis de ácidos grasos y es el principal 

punto de regulación de la vía. ACC1 también regula la oxidación de los ácidos grasos ya que el 

malonil-CoA, producto de la reacción que cataliza, inhibe la entrada de ácidos grasos de 

cadena larga a la mitocondria  (73). 

 

2.1- Síntesis de ácidos grasos 
 

2.1.1- Síntesis de ácidos grasos en células senescentes por exposición a H2O2 
 

En el modelo de senescencia por exposición a H2O2 se estudió la síntesis de ácidos grasos con 

distintas aproximaciones. Se evaluaron los niveles de ACC1 luego de la incubación con H2O2 y 

se observó una disminución significativa de los mismos a las 24 horas post tratamiento (Fig. 

7A). A los 7 días del tratamiento se mantienen bajos los niveles de la enzima ACC1 pero la 

diferencia con el control no fue significativa (p = 0.33, n=5) (Fig. 7B). También se evaluó la 

fosforilación de esta enzima en la Ser79, así como los niveles y fosforilación de la AMPK. A 

diferencia de lo reportado en la senescencia inducida por el oncogén RAS, no se observó un 

aumento significativo en los niveles de ACC1 fosforilada en las células tratadas respecto a las 

células sin tratar (Fig. 7), ni aumento en AMPK o fosfo- AMPK (Thr172).  
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Figura 7. Disminución transitoria de los niveles de ACC1 en las células expuestas a H2O2. Los fibroblastos 
IMR-90 fueron expuestos a H2O2 y se realizaron Western blot a los días 1 (A) y 7 (B) de la exposición a H2O2. 
Se utilizaron los anticuerpos anti ACC, p-ACC (Ser79), AMPK, p-AMPK (Thr172). Se utilizó GAPDH como 
control de carga. Se muestran Western blot representativos y las cuantificaciones relativas al control. Los 
resultados son el promedio ± SD. Las diferencias significativas se determinaron mediante test de Student, 
*p < 0.05 (n ≥ 3). 

 

Para evaluar si el descenso en los niveles de ACC1 se encontraba regulado a nivel 

transcripcional se evaluaron los niveles de ARNm de ACC1 y se observó una disminución 

significativa un día después del tratamiento con H2O2 (Fig. 8). Estos resultados sugieren que 

la caída en los niveles de ACC1 se da por una caída en la expresión génica a nivel 

transcripcional. 
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Figura 8. Disminución en los niveles de ARNm de ACC1 en las células expuestas a H2O2. Los fibroblastos 
IMR-90 fueron expuestos a H2O2 y se realizó RT-PCR cuantitativa con primers específicos para ACC1. Los 
resultados representan el promedio ± SD y las diferencias significativas se determinaron mediante test de 
Student, * p < 0.05, (n=3). 

 

El descenso en los niveles de ACC1 sugiere que las células senescentes por exposición a H2O2 

podrían presentar una disminución en la síntesis de novo de ácidos grasos. Los ácidos grasos 

son un componente principal de los lípidos celulares y forman parte de fosfolípidos, 

triglicéridos y ésteres de colesterol. Se evaluó si los bajos niveles de ACC1 impactaban en la 

síntesis de lípidos endógenos midiendo la incorporación del acetato marcado con carbono-14 

(14C) en los lípidos celulares, obtenidos por extracción con disolventes orgánicos. Se observó 

una disminución en la síntesis lipídica a las 24 horas de la exposición al H2O2 (Fig. 9A).  El efecto 

fue comparable al producido por el 5-(tetradeciloxi)-2-ácido furoico (TOFA, 0.5 µg/mL) un 

inhibidor de ACC1, ya que las células cultivadas con TOFA incorporaron 57 ± 10 % menos de 

acetato marcado a los lípidos que las células control. Luego se realizó una TLC para evaluar si 

la inducción de la senescencia por H2O2 inducía cambios en la composición lipídica de las 

células expuestas a H2O2 con respecto a las células control (Fig. 9B). Sin embargo, no se 

observaron cambios en la composición relativa de lípidos después del tratamiento con H2O2 

(Fig. 9C) ni se detectaron cambios en la cantidad de lípidos normalizados por contenido 

proteico celular utilizando este método (Fig. 9D). 
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Figura 9. La síntesis lipídica disminuye en las células senescentes expuestas a H2O2 sin alterar la 
proporción relativa de los distintos lípidos. Los fibroblastos IMR-90 fueron expuestos a H2O2. A- Se 
determinó la síntesis lipídica al día del tratamiento con H2O2 mediante la incorporación de [14C]-acetato. 
Los resultados se normalizaron teniendo en cuenta el número de células. B- Se analizó la composición 
lipídica, por medio de una TLC en una placa de sílica revelada con iodo. Se discriminan los siguientes lípidos: 
ésteres de colesterol (EC), triglicéridos (TAG), ácidos grasos libres (AGL), colesterol (C) y fosfolípidos (FL). 
Los estándares sembrados son: AGL, C y FL. C y D- Se cuantificaron las bandas de la TLC correspondientes a 
los distintos lípidos y se calculó el % de cada banda (C) o se normalizó por mg proteína celular (D). Los 
resultados representan el promedio ± SD y las diferencias significativas se determinaron mediante test de 
Student, * p < 0.05, (n ≥ 3). 

 

 2.1.2- Síntesis de ácidos grasos en la senescencia inducida por doxorrubicina 
 

También se estudió la síntesis de ácidos grasos en el modelo de senescencia celular por 

exposición a doxorrubicina. Los resultados se asemejan a los observados para el modelo de 

senescencia celular inducido por H2O2; los niveles de ACC1 disminuyen significativamente al 
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día 1 de la exposición en las células senescentes y la fosforilación de la enzima no aumenta de 

forma significativa (Figs. 10A y B). Los cambios observados al primer día de la exposición se 

pierden en los días sucesivos; a los 14 días de la exposición ya no se observa en las células 

  

Figura 10. Disminución transitoria de los niveles de ACC1 en las células senescentes por exposición a 
doxorrubicina. A- Los fibroblastos IMR-90 fueron expuestos a doxorrubicina y se realizaron Western blot a 
los días indicados luego de la exposición. Se utilizaron los anticuerpos anti ACC, p-ACC (Ser79) y anti GAPDH 
como control de carga. Se muestran Western blots representativos. B- Cuantificaciones de Western blots. 
Los resultados están expresados como el promedio ± desvío estándar. Las diferencias significativas se 
determinaron mediante test de Student, *p < 0.05 (n ≥ 3). 

 

senescentes el descenso en los niveles de ACC1 ni el aumento en su fosforilación. Al hacer 

foco a tiempos más cercanos al tratamiento con doxorrubicina (Fig. 11) se evidenció que el 

descenso en los niveles de ACC1 era inmediato al tratamiento y ocurría simultáneamente a la 

fosforilación de ATM (Figs. 11A y B), un indicador de la activación de la DDR. Acompañando 

este resultado se observó también un aumento en los niveles y fosforilación del factor de 

transcripción p53, sustrato de ATM, que promueve la expresión de p21, con la consecuente 

hipofosoforilación de pRb señal de detención del ciclo celular (Fig. 11A).  
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Figura 11. Los niveles de ACC disminuyen inmediatamente luego de la exposición a doxorrubicina. A- Los 
fibroblastos IMR-90 fueron expuestos a doxorrubicina y se realizaron Western blots a las horas indicadas 
luego de la exposición. Se utilizaron los anticuerpos anti ACC, p-ATM (Ser1981), p-p53 (Ser15), p53, p21, p-
pRb (Ser807/811) y anti tubulina como control de carga. B- Cuantificación de Western blots representativos 
(n=2). 

 

En este modelo también se observó que los niveles de ARNm de ACC1 disminuyen luego del 

tratamiento, indicando que la caída en los niveles proteína de ACC1 se correlacionaba con una 

disminución en la expresión génica (Fig. 12A). Al igual a lo visto en la senescencia inducida por 

H2O2, la disminución en los niveles de ACC1 impactó negativamente en la síntesis lipídica, ya 

que se observó menor incorporación de acetato marcado en los lípidos celulares (Fig. 12B).  

 

Figura 12. Disminución en los niveles de ARNm de ACC1 y síntesis lipídica en las células expuestas a 
doxorrubicina. Los fibroblastos IMR-90 fueron expuestas a doxorrubicina o TOFA (0.5 µg/mL) y al día de 
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exposición se realizaron los siguientes experimentos: A- RT-PCR cuantitativa con primers específicos para 
ACC1 usando el kit Syber Green (Qiagen). B- Determinación de la síntesis lipídica mediante la incorporación 
de [14C]-acetato. Los resultados son el promedio ± SD, las diferencias significativas se determinaron 
mediante test de Student, Ctl vs Doxo * p < 0.05, (n=3). 

 

En suma, se encontraron varias similitudes entre los modelos de senescencia inducidos por el 

oxidante H2O2 y el quimioterápico doxorrubicina: en ambos se observa una disminución en la 

expresión y niveles de ACC1, así como una caída en la síntesis lipídica a partir de acetato.  

 

2.1.3- Síntesis de ácidos grasos en la senescencia inducida por el oncogén RAS. 
 

En el modelo de senescencia inducida por el oncogén RAS también se ha reportado (203) una 

disminución en la síntesis de lípidos, pero presenta algunas diferencias con los descritos 

anteriormente. En este modelo se ha observado un aumento en la fosforilación e inhibición 

de ACC1 en la Ser79 sostenido en el tiempo, como consecuencia del aumento en la 

fosforilación (Thr172) y actividad de AMPK (203). Corroboramos estas diferencias realizando 

la inducción en paralelo de los fibroblastos IMR-90 por distintos estímulos. Como se observa 

en la Figura 13, a los 14 días del tratamiento ACC1 se encuentra fosforilada en la senescencia 

inducida por RAS, pero no en la inducida por doxorrubicina.  

 

Figura 13. La fosforilación de ACC en fibroblastos IMR-90 senescentes dependen del estímulo inductor de 
la senescencia. Los fibroblastos IMR-90 fueron expuestos a: doxorrubicina (Doxo) o a su vehículo (Ctl) o se 
incubaron con lentivirus portadores de H-RASG12V o un plásmido control y se realizaron Western blots a los 
15 días luego del tratamiento. Se utilizaron los anticuerpos anti ACC, p-ACC (Ser79) y anti GAPDH como 
control de carga. 
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Los cambios metabólicos que presentan las células IMR-90 senescentes por RAS también se 

observaron en las células BJERRAS luego del agregado de 4OHT. En la Figura 14 se puede 

percibir que desde el día posterior a la inducción de la senescencia aumenta la fosforilación 

de AMPK y al tercer día del estímulo aumentan los niveles y fosforilación de ACC. Ambos 

cambios se mantienen hasta el día nueve desde la inducción de la senescencia sugiriendo que 

la síntesis de ácidos grasos se encuentra inhibida.   

 

Figura 14: Niveles y fosforilación de ACC1 y AMPK en fibroblastos BJERRAS. Los fibroblastos BJERRAS se 
expusieron a 4OHT (200 nM) durante nueve días. Se lisaron las células a los días indicados desde el inicio 
de la incubación y se llevaron a cabo Western blots con anticuerpos que reconocen a ACC, p-ACC (Ser79), 
AMPK, p-AMPK (Thr172), y tubulina. Se muestran Western blots representativos (n=3).  

 

2.1.4- Síntesis de ácidos grasos en células quiescentes  
 

Para evaluar si la inhibición de la síntesis de ácidos grasos derivaba de la inducción de la 

senescencia o del estado no proliferativo de las células, se realizaron ensayos en fibroblastos 

IMR-90 quiescentes. Para inducir la quiescencia se incubaron las células en medio con 0.1% 

de SFB durante tres días (256) y en estas condiciones se evaluaron algunos marcadores de 

senescencia celular y se estudió la síntesis de ácidos grasos (Fig. 15). En la figura 15A se 

observa que en las células quiescentes la quinasa ATM no se encuentra fosforilada y tampoco 

su sustrato p53, tampoco están aumentados los niveles de p21, indicando que las células 



67 
 

quiescentes no presentan activación de la DDR. En la misma figura se puede observar la 

activación de la DDR en células expuestas a doxorrubicina.  

Por otra parte, los niveles de fosforilación de pRb se encuentran disminuidos tanto en las 

células quiescentes como en las células senescentes, indicando que el ciclo celular se 

encuentra detenido en ambas poblaciones celulares. Para confirmar que las células incubadas 

con baja concentración de suero no proliferaban se incubaron en medio con BrdU, y se 

observó que incorporan significativamente menos BrdU a su ADN que las células control (Fig. 

15B).   

Se prosiguió a estudiar los niveles de la proteína ACC1 y se observó que en los cultivos 

quiescentes los niveles de ACC1 eran comparables a los de los fibroblastos tratados con 

doxorrubicina (Figs. 15A y C), lo que sugiere que la disminución de ACC1 no es específica de 

las células senescentes, sino más bien característica de las células de crecimiento detenido. 

Sin embargo, los niveles de ARNm de ACC1 en células quiescentes no acompañaron a la 

disminución en los niveles de proteína, siendo más del doble que los de las células de control 

(Fig. 15D). Estos resultados evidencian la existencia de una regulación de ACC1 a nivel 

postranscripcional en estas condiciones, diferente a lo visto en la senescencia inducida por 

doxorrubicina y H2O2. 
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Figura 15. Disminución de los niveles de ACC1 en células quiescentes. Los fibroblastos IMR-90 se cultivaron 
durante siete días en medio completo (10 % SFB) (Ctl), o tras 4 días en cultivo con medio completo se indujo 
la quiescencia cultivando durante los últimos tres días en medio bajo en suero (0.1% SFB), o 
alternativamente se incubó con doxorrubicina (Doxo) el último día de cultivo. Al séptimo día de cultivo se 
realizaron los siguientes ensayos: A- Se evaluaron los niveles de proteínas por Western blot con los 
anticuerpos anti ACC, p-ATM (Ser1981), p-53 (Ser15), p21 y p-pRb (Ser807/811) y anti tubulina como 
control de carga. B- Se evaluó la proliferación celular mediante la incorporación de BrdU al ADN nuclear, 
los núcleos se tiñeron con DAPI. Los porcentajes de células que incorporaron BrdU se indican debajo de las 
imágenes. C- Las gráficas muestran la cuantificación ACC1 en Western blots independientes. D- Se muestran 
los niveles de ARNm de ACC1. Los resultados son los promedios ± SD y la existencia de diferencias 
significativas se determinó mediante ANOVA de una vía, * p < 0.05, ** p < 0.001 (n ≥ 4). 
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2.2 - β-oxidación mitocondrial de ácidos grasos en células senescentes 
 

Los resultados previos indican que las células senescentes tienen menor síntesis lipídica. En 

las células senescentes por daño al ADN (H2O2 y doxorrubicina) esto es consecuencia de una 

disminución de los niveles de la proteína ACC1; mientras que en las células senescentes por 

expresión del oncogén RAS se debe a la inhibición de la actividad de ACC1 por la fosforilación 

en la Ser79. Por otra parte, se conoce que la oxidación de ácidos grasos se regula de forma 

recíproca a su síntesis. El malonil-CoA, producto de la carboxilación de la acetil-CoA catalizada 

por la ACC1 inhibe a la enzima carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) necesaria para el 

transporte de ácidos grasos de cadena mediana y larga a la matriz mitocondrial. Teniendo en 

cuenta nuestros resultados, y que las vías de síntesis y degradación de ácidos grasos presentan 

una regulación recíproca, se planteó estudiar que ocurría con la β-oxidación mitocondrial de 

los ácidos grasos en los distintos modelos de senescencia.  

Para abordar este objetivo se evaluó la velocidad de consumo de oxígeno mitocondrial en 

presencia de diversos sustratos del catabolismo celular: glucosa, piruvato, glutamina y ácido 

oleico, en ausencia y en presencia de etomoxir, un inhibidor de la enzima CPT1 que permite 

discriminar cuánto oxígeno es reducido por electrones provenientes del NADH y FADH2 

generados en la β-oxidación (Fig. 16).  

 

2.2.1- β-Oxidación de ácidos grasos en células senescentes por exposición a H2O2 o 
doxorrubicina 

 
En la Figura 16A se muestra un registro de la velocidad de consumo de oxígeno de los 

fibroblastos IMR-90, donde se observó que la respiración basal era significativamente menor 

en las células senescentes por exposición a H2O2 (3.4 ± 0.9 pmol/min*g) que en las células 

control (6.3 ± 1.2 pmol/min*g). Estos resultados sugieren que las células senescentes por 

exposición a H2O2 presentan una menor demanda energética que las células control. La 

inhibición de la entrada de ácidos grasos a la mitocondria con etomoxir disminuyó la velocidad 

de consumo de oxígeno del cultivo control, pero no de forma significativa. Notamos que luego 

del agregado de etomoxir, ya no se encontraron diferencias significativas entre las velocidades 

de consumo de oxígeno de las células control y las células senescentes. Los resultados 
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sugieren que los fibroblastos IMR-90 pueden utilizar ácidos grasos como el ácido oleico, para 

la obtención de energía en la cadena respiratoria y fosforilación oxidativa. Sin embargo, 

cuando estas células senescen por exposición a H2O2 pierden esta capacidad.  

Se realizó el mismo ensayo en los fibroblastos senescentes por exposición a doxorrubicina 

(Fig. 16B), y se obtuvieron resultados similares a lo visto en la senescencia por H2O2. Al 

comparar el consumo de oxígeno basal de las células senescentes y las células control, se 

observó que las células control presentan mayor velocidad de consumo de oxígeno que las 

células senescentes. El agregado de etomoxir disminuyó el consumo de oxígeno de las células 

control sin afectar el consumo de oxígeno de las células senescentes, sugiriendo que en este 

caso el metabolismo energético de las células senescentes tampoco depende de la β-

oxidación de ácidos grasos.  
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Figura 16. Oxidación de ácidos grasos en los distintos modelos de senescencia. Se determinó la velocidad 
de consumo de O2 dependiente de ácidos grasos en fibroblastos IMR-90 control y senescentes por 
exposición a H2O2 (A), doxorrubicina (B) o por expresión del oncogén RAS (C). Se realizaron las medidas en 
presencia de ácido oleico (AO) antes y después del agregado secuencial de etomoxir (Eto, 100 μM) y 
antimicina (AA, 2.5 μM). D- A partir de los datos de A, B y C se calculó la velocidad de consumo de oxígeno 
asociada a la β-oxidación, como la fracción sensible al agregado de etomoxir. En todas las gráficas los 
resultados son promedios ± SD y las diferencias significativas se determinaron mediante test de Student. 

En A, B y C, # Ctl AO vs tratada AO y * basal vs Eto, #*p < 0.05, (n ≥ 4) y en D *p < 0.05, (n ≥ 4). 

 

2.2.2- β-Oxidación de ácidos grasos en la senescencia inducida por el oncogén RAS 
 

Por el contrario, como se observa en la Figura 16C, las células IMR-90 senescentes por 

expresión de RAS oncogénico presentan un mayor consumo de oxígeno basal que las células 

control. Esta diferencia se acorta frente al agregado de etomoxir, como consecuencia de una 
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disminución en la velocidad de consumo de oxígeno de las células senescentes, lo que está de 

acuerdo con reportes anteriores (203).  

Los resultados obtenidos indican que existen diferencias en el metabolismo energético de las 

células senescentes, que dependen del estímulo desencadenante de la senescencia. En la 

Figura 16D se resumen las fracciones de la velocidad de consumo de oxígeno sensible a 

etomoxir de cada uno de los modelos de senescencia. Aquí se aprecia que el consumo de 

oxígeno dependiente de ácidos grasos aumenta en la senescencia inducida por el oncogén 

RAS mientras que disminuye en la senescencia inducida por H2O2 o doxorrubicina.  

En suma, a partir de los resultados obtenidos con relación al metabolismo de ácidos grasos, 

se puede decir que en los modelos de senescencia celular por daño al ADN (generados por 

exposición a H2O2 o doxorrubicina) se observó una menor expresión de la enzima regulatoria 

de la síntesis de ácidos grasos, ACC1, que impactó negativamente en la síntesis lipídica; y 

menor β-oxidación de ácidos grasos en estas células senescentes que en las células control. 

Esto es diferente a lo que sucedió en las células senescentes por expresión de RAS oncogénico 

en dónde los niveles de ACC1 aumentaron, pero la enzima se encontraba fosforilada por 

acción de la AMPK (203), modificación que inhibió la actividad enzimática repercutiendo 

negativamente en la síntesis lipídica. En este modelo de senescencia sí se observó una 

regulación coordinada de la oxidación y la síntesis de los ácidos grasos, encontrándose a la β-

oxidación más activa en las células senescentes que en las células control.  

 

2.3- Función mitocondrial de células senescentes 
 

Considerando que las células senescentes presentaban alteraciones en la respiración basal 

con respecto a las células control; y que su vez se observaron efectos distintos en las células 

senescentes por RAS y las células senescentes por daño al ADN, se procedió a evaluar la 

función mitocondrial en los tres modelos de senescencia trabajados hasta el momento. Para 

estudiar la función mitocondrial en células, se midió la velocidad de consumo de oxígeno basal 

en presencia de glucosa, piruvato y glutamina, y después del agregado de inhibidores y un 

desacoplante de la cadena respiratoria y de la fosforilación oxidativa (Fig. 17). Se 
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determinaron los parámetros e índices respiratorios a partir de los valores obtenidos antes y 

luego de la adición de los distintos compuestos.  

 

2.3.1- Función mitocondrial de células senescentes por exposición a H2O2 o doxorrubicina 
 

En los modelos de senescencia por daño al ADN, generados por exposición a H2O2 o 

doxorrubicina, no se observaron diferencias en la velocidad de consumo de oxígeno ni en los 

parámetros respiratorios entre las células senescentes y las células control (Fig. 17A y B).  

Al comparar la respiración basal obtenida en estos ensayos (Fig. 17) en presencia de glucosa, 

piruvato y glutamina (sin agregado de inhibidores o desacoplantes), con los resultados de la 

Figura 16, donde además de estos sustratos se agrega ácido oleico, notamos diferencias. En 

los modelos de exposición a H2O2 y doxorrubicina se observa una caída en la velocidad de 

consumo de oxígeno basal en presencia de ácido oleico, con respecto al control (Fig. 16A y B), 

que se pierde en ausencia de ácido oleico (Fig. 17A y B). Estos resultados sugieren que las 

células senescentes por daño al ADN (H2O2 y doxorrubicina) presentan una menor oxidación 

de los ácidos grasos que las no senescentes, y por tanto una menor respiración dependiente 

de este sustrato que las células control. 

 

2.3.2- Función mitocondrial de células senescentes por expresión del oncogén RAS 
 

Mientras que en las células senescentes por expresión del oncogén RAS se notó un importante 

aumento en la respiración con respecto a la situación control (Fig. 17C). La respiración basal 

fue más alta en las células senescentes que en las células control, tanto en ausencia (Fig. 17C) 

como en presencia de ácido oleico (Fig. 16C), indicando una mayor capacidad de oxidación de 

nutrientes de distinto tipo incluyendo los ácidos grasos.  
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Figura 17. Función mitocondrial en los distintos modelos de senescencia. Se determinó la velocidad de 
consumo de O2 de fibroblastos IMR-90 control y senescentes por exposición a H2O2 (A), doxorrubicina (B) 
o por expresión del oncogén RAS (C). Se realizaron medidas antes y después del agregado secuencial de 
oligomicina (Oligo, 0.5 µM), FCCP (1 µM, dos agregados) y antimicina A (AA, 1 µM). En las gráficas de la 
izquierda se presenta la velocidad de consumo de O2 normalizada por la cantidad de proteínas y en las 
gráficas de la derecha se muestran los parámetros respiratorios obtenidos a partir de las medidas de 
consumo de O2. Los resultados representan el promedio ± SD (n = 9 - 10). Las diferencias significativas entre 
condiciones se determinaron mediante test de Student. *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001. 

 

La respiración basal depende de la demanda energética que sufre la célula, es decir la 

necesidad de síntesis de ATP. Al inhibir a la ATP sintasa con el agregado de oligomicina se 
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puede determinar cuánto consumo de oxígeno está vinculado con la síntesis de ATP y cuánto 

es independiente de la síntesis de ATP. Las células senescentes por expresión de RAS 

presentaron mayor velocidad de consumo de oxígeno ligado a la síntesis de ATP y también 

mayor velocidad de consumo de oxígeno independiente de la síntesis de ATP (Fig. 16C). El 

agregado de FCCP desacopla el transporte de electrones de la fosforilación oxidativa en las 

mitocondrias, porque disminuye la diferencia de potencial entre ambos lados de la membrana 

mitocondrial interna, favoreciendo el flujo de electrones hacia el oxígeno y disminuyendo la 

síntesis de ATP; y permite determinar el consumo de oxígeno máximo mitocondrial de la 

célula. Se observó que las células RAS presentaban una mayor velocidad de consumo de 

oxígeno mitocondrial al agregar el desacoplante, con respecto a las células control, indicativo 

de un aumento en el número y/o actividad de los complejos de la cadena respiratoria 

mitocondrial. De hecho, las células senescentes por expresión del oncogén RAS presentan 

mayor relación de ADNmit/ADNnuclear que las células control (5.6 ± 0.2 vs 1.0 ± 0.2, p < 0.05, 

n = 6) sugiriendo la existencia de un mayor número de mitocondrias en las células 

senescentes. Este resultado está de acuerdo con (191) en el que reportan un aumento en la 

masa mitocondrial de las células senescentes. Por último, las células que expresan RASG12V 

también presentaron un aumento significativo en el consumo de oxígeno no mitocondrial, 

con respecto al control, determinado al agregar antimicina A (AA). La antimicina A es un 

inhibidor del complejo III, que inhibe completamente el pasaje de electrones por la cadena 

respiratoria hacía el oxígeno, permitiendo distinguir el consumo de oxígeno por la cadena 

respiratoria de otras reacciones que consumen oxígeno (por ejemplo, las catalizadas por las 

NAD(P)H oxidasas).  

También se estudió la función mitocondrial de las células BJERRAS (Fig. 18). A partir del sexto 

día del agregado de 4OHT se notó un aumento en las velocidades de consumo de oxígeno 

basal, la destinada a la síntesis de ATP, la máxima velocidad de consumo de oxígeno y la 

velocidad de consumo de oxígeno no mitocondrial. Estos resultados apoyan lo visto en los 

fibroblastos IMR-90 que expresan al oncogén RAS (Fig. 17C), y están de acuerdo con el 

aumento en la fosforilación de ACC1 observado a partir del día 3 del agregado de 4OHT (Fig. 

14 y Fig. 19). 
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Figura 18: Función mitocondrial de fibroblastos BJ senescentes. Los fibroblastos BJERRAS se expusieron a 
4OHT (200 nM) durante nueve días. Se determinó la velocidad de consumo de O2 de los fibroblastos antes 
y después del agregado secuencial de oligomicina, FCCP y antimicina A y se calcularon los parámetros 
respiratorios. Los resultados indican los promedios ± SD y las diferencias significativas con respecto al día 0 
se determinaron con ANOVA de una vía. *p <0.05, ***p < 0.0005 (n = 4 – 6). 

 

2.3.3- Determinación de índices respiratorios  
 

A partir de los ensayos de consumo de oxígeno (Fig. 17) se calcularon índices respiratorios 

(Tabla 1). Estos se calculan como relaciones entre los parámetros respiratorios, por lo que son 

independientes de la cantidad de proteína de cada muestra. Se calculó el índice de control 

respiratorio (RCR) como la relación entre el consumo de oxígeno máximo, determinado en 

presencia de FCCP, y el consumo de oxígeno independiente de la síntesis de ATP, determinado 

en presencia de oligomicina. Este índice refleja el estado de acople mitocondrial y la capacidad 

de oxidación de sustratos (233). Se observó que las células senescentes por daño al ADN 

presentaban menor RCR que las células control indicando que en la senescencia las células 

experimentan una disminución de la función mitocondrial (Tabla 1). También se calculó la 

capacidad de reserva, como la relación entre el consumo de oxígeno máximo y el consumo de 

oxígeno basal; este parámetro da una idea de la capacidad de suministro de sustrato y 

transporte de electrones de una célula para responder frente a un aumento en la demanda 
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de ATP o una noxa. En este índice no se observaron diferencias entre las células senescentes 

por daño al ADN y las células control (Tabla 1). Por último, se determinó la eficiencia de 

acoplamiento, que representa la fracción basal del consumo de oxígeno destinada a la síntesis 

de ATP. Las células senescentes por daño al ADN presentaron menor eficiencia de 

acoplamiento que las células control revelando que en estas hay un menor acople entre el 

transporte de electrones y la síntesis de ATP a partir de ADP y Pi, que puede deberse a un 

aumento de eventos que disipan el gradiente tales como el transporte de metabolitos al 

interior de la mitocondria o la expresión de una proteína desacoplante (Tabla 1) (233).  

En concordancia a lo observado para las células senescentes por daño al ADN, el cálculo de la 

eficiencia de acople para las células que expresan al oncogén RAS indica que estas células 

también presentan menor eficiencia de acople que las células control (Tabla 1). Sin embargo, 

la capacidad de reserva y el RCR de las células senescentes por RAS fueron mayores que los 

de las células control (Tabla 1). Esto sugiere que las células senescentes presentan, en 

definitiva, una mayor función mitocondrial y podrían responder mejor en una situación de 

demanda energética o de daño mitocondrial.  

 

Tabla 1. Índices respiratorios mitocondriales. Se calcularon a partir de las medidas de consumo de oxígeno 
de la Fig 17. Los resultados representan el promedio ± SD. Las diferencias significativas entre condiciones 
se determinaron mediante test de Student. *p < 0.05, ***p < 0.0001 (n = 9 – 10). 

 

 

Se evaluaron los índices respiratorios: eficiencia de acople, capacidad de reserva, e índice de 

control respiratorio en las células senescentes BJERRAS. Se observó que los mismos 

aumentaban a partir del día 6 del agregado de 4OHT, siendo todos significativamente mayores 

que los de la condición control, al día 9. Estos índices indican una mejor función mitocondrial 

en las células BJERRAS senescentes que aumenta con el tiempo de inducción. Si se comparan 
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los resultados de ambas tablas se puede observar que la capacidad de reserva y el índice de 

control respiratorio, para ambos modelos de senescencia inducida por el oncogén RAS, 

aumentan con respecto a las células no senescentes y es una característica que no es 

compartida por las células senescentes por daño al ADN.  

 

Tabla 2. Índices respiratorios mitocondriales de células BJERRAS. Se calcularon a partir de las medidas de 
consumo de oxígeno de la Fig. 18. Los resultados muestran el promedio ± SD.  Las diferencias significativas 
se determinaron mediante ANOVA de una vía *p ˂ 0.05, ** p ˂ 0.001 (n = 4 - 5).  

 

 

2.3.4- Vías de señalización activadas por la expresión del oncogén RAS 
 

A continuación se diseñaron diferentes ensayos en cultivos de BJERRAS con el fin de evaluar 

el rol de la expresión de RAS oncogénico en la activación de las distintas vías de señalización 

y en el metabolismo energético de las células senescentes. En el primer ensayo se cultivaron 

fibroblastos BJERRAS en presencia de 4OHT durante 12 días, hasta alcanzar la senescencia 

celular y contar con la expresión de múltiples marcadores de este estado (Fig. 5 y Fig. 19). 

Luego se mantuvieron en cultivo en ausencia de 4OHT hasta el día 20 de iniciado el 

tratamiento (Fig. 19A). A distintos tiempos desde el comienzo de la exposición al inductor, se 

lisaron las células y se llevaron a cabo Western blot con anticuerpos para RAS, proteínas de la 

DDR así como ACC1, ACC1 fosforilada, AMPK y AMPK fosforilada (Figs. 19B y C).  

Se observó que los niveles de RAS comenzaron a aumentar al día de iniciada la exposición a 

4OHT y se mantuvieron hasta el día 12. Mientras que, una vez retirado el 4OHT del medio, los 

niveles de RAS comenzaron a descender hasta desaparecer casi totalmente al día 20 (Fig. 19B). 

Se evaluaron marcadores de la respuesta al daño al ADN observándose que al tercer día del 

inicio del tratamiento aumentó la fosforilación de ATM y al sexto día los niveles de p53. Ambos 
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marcadores de la DDR descendieron al día 20 sugiriendo que sus niveles dependen de la 

presencia de RAS (Fig. 19B). Por otra parte, el inhibidor de quinasas dependiente de ciclinas 

p16 aumentó a partir del tercer día del estímulo manteniéndose elevado aún en ausencia de 

RAS (Fig. 19B), indicando que la inhibición de ciclo celular persiste aún en ausencia del 

estímulo inductor de la senescencia (Esquema 6). Luego, mediante la misma técnica, se 

evaluaron los niveles y fosforilación de AMPK y de la enzima ACC1. Como se observa en la 

Figura 19C, la fosforilación de AMPK y de ACC1, al igual que la de ATM, aumentó a partir del 

tercer día de exposición a 4OHT, se mantuvo elevada hasta el día 15 y disminuyó al día 20 al 

desaparecer RAS. Esto indica que la fosforilación y activación de AMPK, presentan un perfil 

similar al de la activación de la DDR.  

 

Figura 19. La fosforilación de ACC1 y AMPK descienden cuando disminuye la activación de la DDR. Los 
fibroblastos BJERRAS se expusieron a 4OHT (200 nM) durante doce días consecutivos, luego se cultivaron 
8 días más sin 4OHT. Las células se lisaron a los días indicados desde el inicio de la exposición y se llevaron 
a cabo Western blots. A- El esquema muestra la estrategia de incubación y toma de muestra para realizar 
los Western blots. B- Western blots representativos con anticuerpos que reconocen a RAS, p-ATM 
(Ser1891), ATM, p53, p16 y tubulina. C- Western blots representativos con anticuerpos que reconocen a 
ACC, p-ACC (Ser79), AMPK, p-AMPK (Thr172), y tubulina. 
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Posteriormente, para profundizar en estas observaciones, se realizó un abordaje 

experimental similar. Se mantuvieron las células BJERRAS en cultivo durante 20 días en tres 

condiciones diferentes (Fig. 20A): i) incubadas 20 días en presencia de metanol (condición 

control); ii) incubadas 20 días en presencia de 4OHT (condición senescente con RAS, Sen 

+RAS); y iii) cultivadas 9 días en presencia de 4OHT y luego con metanol hasta el día 20 

(condición senescente sin RAS, Sen -RAS). Se evaluaron los niveles y la fosforilación de diversas 

proteínas a tiempo final y se cuantificaron los niveles de distintos marcadores de la 

senescencia y del metabolismo celular (Fig. 20B).  

De acuerdo con lo visto en la figura 19, la remoción del 4OHT al día 9 del cultivo condujo a un 

importante descenso en los niveles del oncogén RAS con respecto a los cultivos donde el 4OHT 

se mantuvo durante los 20 días (Fig. 20B). La fosforilación de ERK1/2 (treonina 202/204) indica 

que en la condición Sen +RAS la vía de las MAPK, activada por RAS, se encuentra activa 

mientras que en la condición Sen -RAS los niveles de fosforilación de ERK1/2 son equiparables 

a los de las células control. En estos cultivos también se evaluó la fosforilación de p53 en la 

Ser15 como marcador de la activación de la DDR, y los niveles de p21 inhibidor de las CDKs y 

marcador del cese de la proliferación cuya transcripción depende de la activación de p53. 

Como se observa en la Figura 20B la fosforilación de p53 presentó un aumento en la condición 

Sen +RAS, que fue mayor al incremento observado en Sen -RAS, pero las diferencias 

encontradas entre condiciones no fueron significativas. Sin embargo, los cambios observados 

en los niveles de p21 sí fueron significativos, se observó un aumento en p21 en la condición 

Sen +RAS con respecto al control, que se pierde en la condición Sen -RAS (Fig. 20B). Cabe 

destacar que los niveles de p21 correlacionaron positivamente con los niveles de RAS (r = 

0.6824, p ˂ 0.05), sugiriendo que la actividad de la DDR depende de la expresión de RAS 

(Esquema 6). 

Por otra parte se evaluaron los niveles de p16, otro inhibidor de CDKs, cuya expresión es 

independiente de p53. Los niveles de p16 también aumentaron en las células senescentes que 

expresan a RAS (Sen +RAS) pero, a diferencia de lo visto para p21, al remover a 4OHT y por 

tanto a RAS no se observó una disminución significativa de los niveles de p16 en las células 

senescentes (Fig. 20B). También, a diferencia de lo visto para p21, los niveles de p16 en las 
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células Sen -RAS fueron significativamente mayores que los de las células control. Estos 

resultados sugieren que la vía de señalización que controla la expresión de p16 depende en 

menor medida de la presencia de RAS que la DDR. Los altos niveles de p16 en las condiciones 

Sen +RAS y Sen -RAS indican también un cese de la proliferación en ambas condiciones 

(Esquema 6). 

 

Figura 20. La activación de la DDR depende de los niveles de RAS. A- Los fibroblastos BJERRAS se 
mantuvieron en cultivo durante veinte días bajo tres estrategias experimentales. Se expusieron los veinte 
días a metanol (Ctl), o a 4OHT (200 nM) (Sen +RAS) o durante once días a 4OHT y luego se mantuvieron 
hasta los veinte días sin 4OHT (Sen -RAS). B- Se lisaron las células a los días indicados desde el inicio de la 
exposición, se llevaron a cabo Western blots y se cuantificaron las bandas. Se muestran los resultados 
obtenidos para RAS, p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), ERK1/2, p-p53 (Ser15), p21, p16 y tubulina. Las gráficas 
muestran el promedio ± SD y las diferencias significativas se determinaron con ANOVA de una vía y el test 
de comparaciones múltiples de Tukey, * p ˂ 0.05, ** p ˂ 0.001 (n = 3). 
 

Se pasó a estudiar qué ocurría con el fenotipo secretor en estas condiciones, para lo cual se 

cuantificó la secreción de IL-8 por las células Sen +RAS y Sen -RAS. Se observó un aumento 

significativo en la secreción de IL-8 por las células senescentes que expresan a RAS, con 
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respecto al control, que se pierde en las células senescentes que no presentan a RAS (Fig.  

21B). También se evaluaron los niveles de la proteína p65 (RelA), un componente del factor 

de transcripción NF-ƙB responsable de la transcripción de los componentes pro-inflamatorios 

del fenotipo secretor de las células senescentes (49). Los niveles de esta proteína aumentaron 

significativamente en las células senescentes con respecto al control, siendo mayores en las 

células que presentan niveles más altos de RAS (Sen +RAS) (Fig. 21A). Este resultado indica 

que los niveles de p65 y la secreción de IL-8 dependen, al igual que la DDR, de la presencia de 

RAS (Esquema 6).   

 

Figura 21. El fenotipo secretor depende de los niveles de RAS. Se trató a los fibroblastos BJERRAS como se 
describe en la figura 20A. A- se llevaron a cabo Western blots con un anticuerpo que reconoce a p65. B- 
Cuantificación de citoquinas secretadas mediante ELISA en el sobrenadante de los fibroblastos en cultivo. 
La cuantificación indica el promedio ± SD y las diferencias significativas se determinaron con ANOVA de una 
vía y el test de comparaciones múltiples de Tukey, * p ˂ 0.05, ** p ˂ 0.001 (n = 3). 
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Esquema 6. Vías de señalización activadas por H-RASG12V. El establecimiento de la senescencia celular 
inducida por H-RASG12V se acompaña de la activación de diversas vías de señalización. En el esquema se 
representan algunas de ellas: activación de la respuesta al daño al ADN (DDR), cese de la proliferación  e 
inducción del fenotipo secretor (SASP), por activación de NF-B. En azul se indican las vías que se apagan 
en ausencia de H-RASG12V y en rojo se indican los procesos que se mantienen en la senescencia en ausencia 
de RASG12V.  

 

  

2.3.5- Vías metabólicas activadas por la expresión del oncogén RAS 
 

Luego se continuó con el estudio del metabolismo energético en este modelo, determinando 

los niveles y fosforilación de la enzima ACC1 y la función mitocondrial de las células 

senescentes con distintos niveles de RAS (Sen +RAS y Sen -RAS).  
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En este caso se apreció un aumento en la fosforilación de ACC1 con respecto al control en los 

fibroblastos senescentes, siendo éste significativamente mayor en las células que presentan 

niveles elevados de RAS (Fig. 22A). Los niveles de ACC1 también aumentaron en las células 

senescentes, y se observó una diferencia significativa entre las células Sen +RAS y las células 

control (Fig. 22A). Además, se notó la aparición de dos bandas de distinto peso molecular que 

fueron reconocidas por los anticuerpos anti ACC1 fosforilada y anti ACC1 (Fig. 22A). Este 

diseño experimental, en el cual se modularon los niveles de RAS en células senescentes, 

permitió evaluar la existencia de correlaciones entre los niveles de fosforilación de ACC1 y 

diferentes proteínas. Se encontraron correlaciones positivas entre los niveles de ACC1 

fosforilada (p-ACC) y los de RAS, p21, p16 y p65, siendo la más fuerte la encontrada entre p-

ACC y p65 (Tabla 3). En este sentido, vale la pena mencionar que el perfil de fosforilación de 

ACC1 fue muy similar al de p65 (Figs. 21A y 22A), mostrando diferencias significativas entre 

las tres condiciones. 

Tabla 3. Correlaciones de p-ACC con diferentes proteínas. Con los valores determinados a partir de la 
cuantificación de los Western blots en las figuras 20, 21 y 22 se calcularon las correlaciones entre el nivel 
de ACC fosforilada en la Ser79 (p-ACC) y los niveles de las proteínas que se indican en la tabla. Se muestra 
el coeficiente de correlación de Pearson (r) y el p valor para cada correlación.  

 

Por último se estudió la respiración mitocondrial de las células Sen +RAS, Sen -RAS y control. 

Se observó que las células senescentes con niveles elevados de RAS (Sen +RAS) presentaban 

mayor velocidad de consumo de oxígeno que las células control, siendo todos los parámetros 

respiratorios determinados significativamente mayores (Fig. 22B). Sin embargo, al retirar el 

4OHT y disminuir los niveles de RAS, se observó una caída en la respiración. En las células 

senescentes con bajos niveles de RAS (Sen -RAS), la velocidad de consumo de oxígeno basal, 

la ligada a la síntesis de ATP, la independiente de ATP y la no mitocondrial fueron semejantes 

a los de los cultivos control (Fig. 23B). El único parámetro que se mantuvo significativamente 

más elevado que el control fue la velocidad de consumo de oxígeno máxima (Fig. 22B), que 
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depende de la actividad y número de complejos respiratorios y por tanto del número de 

mitocondrias.  

Nuevamente, al comparar los resultados obtenidos en los distintos modelos de senescencia 

celular se encontraron importantes diferencias. Nuestros resultados sugieren que en la 

senescencia inducida por el oncogén RAS hay una activación de la quinasa AMPK que conduce 

a la fosforilación de ACC1 y oxidación de los ácidos grasos, así como al aumento en la función 

mitocondrial, evaluada midiendo el consumo de oxígeno. En este sentido recordamos que 

AMPK promueve la biogénesis mitocondrial al fosforilar al coactivador trancripcional PGC-1 

(145). Estas alteraciones metabólicas no se observan en la senescencia inducida por daño al 

ADN, donde la exposición a H2O2 o a doxorrubicina no afecta la fosforilación de ACC1 por 

AMPK ni la respiración mitocondrial y reduce el consumo de oxígeno dependiente de ácidos 

grasos.  
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Figura 22. Función mitocondrial y la fosforilación de ACC1 depende de los niveles de RAS. Se trató a los 
fibroblastos BJERRAS como se describe en la figura 20A. A- Se lisaron a los días indicados desde el inicio de 
la exposición, se llevaron a cabo Western blots y se cuantificaron las bandas. Los anticuerpos utilizados 
reconocen a ACC, p-ACC (Ser79) y tubulina. B- Se determinó la velocidad de consumo de O2 de fibroblastos 
BJERRAS Control (Ctl), Sen +RAS y Sen -RAS antes y después del agregado secuencial de oligomicina (0.5 
µM), FCCP (1 µM, dos adiciones) y antimicina A (AA, 1 µM) y se calcularon los parámetros respiratorios 
obtenidos a partir de las medidas de consumo de O2. Los resultados representan el promedio ± SD. Las 
diferencias significativas se determinaron mediante ANOVA de una vía y test de Tukey para comparaciones 
múltiples, *p < 0.05, **p < 0.001, ***p < 0.0001 (n = 6 – 7). 

 

3- Fenotipo secretor y función mitocondrial en la senescencia inducida por el oncogén 

RAS 

Considerando las diferencias observadas entre los distintos modelos de senescencia celular 

se procedió al estudio de la vinculación entre el fenotipo secretor y la función mitocondrial en 

las células IMR-90 senescentes por expresión del oncogén RAS.  

Los fibroblastos IMR-90 senescentes por el oncogén RAS se encuentran enriquecidos en el 

componente de NF-B p65 (51). Por esto, inicialmente se verificó la localización intracelular 

de p65 en las células por inmunocitoquímica (Fig. 23A). Estos ensayos se realizaron en 

colaboración con la Dra. Mariana Bresque y el Dr. Carlos Escande del Institut Pasteur 

Montevideo. Se observó un mayor nivel de p65 nuclear en las células senescentes que en las 

células control (Fig. 23A), aunque la translocación al núcleo no fue tan evidente como la 

observada por otros autores (51). Para verificar que la secreción de citoquinas en estas células 

dependía de la actividad de NF-ƙB se utilizó BAY 11-7082, un inhibidor de la quinasa de IκBα 

(IKK) (257). Se valoró la toxicidad del inhibidor (10 µM), cultivando a las células en presencia 

del mismo durante 24 h, y no se observó una diferencia significativa en el número de células 

vivas con respecto al control incubado con el vehículo DMSO (no se muestra). Luego se evaluó 

el impacto del inhibidor en el fenotipo secretor de las células senescentes. La exposición a 

BAY 11-7082 inhibió fuertemente la secreción de las citoquinas IL-6 e IL-8 por parte de las 

células senescentes, sin afectar a las células expuestas al vehículo (Fig. 23B). 

Por último se analizó qué ocurría con el consumo de oxígeno mitocondrial en presencia y 

ausencia del inhibidor BAY 11-7082 (Fig. 23C). Como se describió anteriormente (Fig. 17C) los 

parámetros respiratorios indicativos de la función mitocondrial fueron mayores en las células 
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senescentes inducidas por RAS que en los controles (Fig. 23C).  Al evaluar la velocidad de 

consumo de oxígeno basal en las células senescentes en presencia de BAY 11-7082 no se 

observaron diferencias significativas en la mayoría de los parámetros respiratorios (Fig. 23C). 

En presencia del inhibidor solo se observó una disminución significativa en la velocidad de 

consumo de oxígeno dependiente de la síntesis de ATP en las células senescentes, 

asemejándose a la velocidad de consumo de oxígeno de las células control. En conclusión, 

nuestros resultados sugieren que la inhibición de NF-B, con la concomitante disminución en 

la secreción de citoquinas, impactó negativamente en la síntesis de ATP de las células 

senescentes. Estos resultados están de acuerdo con la idea de que la síntesis y secreción de 

citoquinas es un proceso energéticamente costoso que requiere de la síntesis de ATP.  
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Figura 23: La inhibición de NF-B reduce el consumo de oxígeno dependiente de la síntesis de ATP en la 

senescencia inducida por H-RASG12V. Se incubaron fibroblastos IMR-90 con lentivirus portadores de H-
RASG12V o un plásmido control (Ctl) y se seleccionaron con puromicina. Se incubaron las células en 

presencia de BAY 11-7082 (BAY, 10 μM, 24 h) o de DMSO (veh). A- Se realizó una inmunofluorescencia con 
anticuerpo anti-p65 y se agregó DAPI para marcar los núcleos, las células se analizaron mediante 
microscopia confocal de fluorescencia (630X) (n = 4-5).  B- Se determinó mediante ELISA la secreción de IL-
6 e IL-8 (n = 4-5). C– Se determinó la velocidad de consumo de oxígeno. Los resultados se analizaron 
utilizando ANOVA de dos vías con el test de comparaciones múltiples de Tukey *p ˂ 0.05. Se indican a 
continuación los efectos principales del tratamiento, los lentivirus y su interacción, respectivamente, para 
IL-6 (p < 0.0001, p < 0.0001, p < 0.0001); IL-8 (p = 0.0001, p < 0.0001, p < 0.0001) y para la velocidad de 
consumo de O2 dependiente de ATP (p < 0.001, p ˂ 0.05, p = 0.4398.  
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4- Acetilación de lisinas proteicas en la senescencia inducida por el oncogén RAS 

Los resultados presentados anteriormente, así como otros reportes (203), indicaban que la 

senescencia inducida por el oncogén RAS conduce a un aumento importante en la oxidación 

de ácidos grasos a nivel mitocondrial. Se ha visto que el aumento en esta vía puede llevar a 

un incremento en los niveles de acetil-CoA y a la acetilación de lisinas proteicas (258). Esta 

modificación postraduccional impacta fuertemente en la actividad de factores reguladores del 

metabolismo y diversas enzimas y complejos de la cadena respiratoria (111,113,162,165,173). 

Esto motivó el estudio de los niveles de acetil-lisina (AcK) proteica, los mecanismos de 

transporte de acetil-CoA de la mitocondria hacia el citosol, así como las proteínas 

responsables de la desacetilación de las proteínas celulares. Estos estudios se realizaron con 

el objetivo de indagar si el aumento en el metabolismo oxidativo de las células senescentes 

por expresión del oncogén RAS se debía a cambios en la acetilación de proteínas. 

 

Figura 24: Las células senescentes presentan cambios en sus niveles de acetilación. Se incubaron células 
IMR-90 con lentivirus portadores de H-RASG12V o un plásmido control (Ctl) y se seleccionaron con 
puromicina. Se llevaron a cabo Western blots utilizando un anticuerpo anti acetil lisina (AcLys). 
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Inicialmente se evaluó la acetilación de lisinas proteicas (AcK) en fibroblastos IMR-90 control 

y senescentes por expresión del oncogén RAS. Como se observa en la Figura 24 los perfiles de 

acetilación de homogeneizados de las células control y las células senescentes fueron 

diferentes. También se evaluaron, los perfiles de acetilación de las células senescentes en las 

distintas fracciones subcelulares: núcleo, mitocondria y citosol. Los datos preliminares 

indicaron la presencia de mayores niveles de acetilación de lisinas proteicas en las fracciones 

citosólica y nuclear de las células senescentes y alteraciones en el patrón de acetilación en la 

fracción mitocondrial con respecto a las células control (Fig. 25).  

 
 

 
 

4.1- Vías de transporte de acetil-CoA de la mitocondria al citosol 
 

La acetilación de lisinas proteicas se lleva a cabo a partir de acetil-CoA, y una de las principales 

fuentes de este metabolito es la β-oxidación de ácidos grasos que ocurre a nivel mitocondrial. 

Vía que, como ya mencionamos, se encuentra elevada en las células senescentes por 

expresión del oncogén. Una vez formado el acetil-CoA mitocondrial puede tener distintos 

Figura 25. Las fracciones subcelulares de los fibroblastos senescentes presentan cambios en sus niveles de 
acetilación. Se incubaron células IMR-90 con lentivirus portadores de H-RASG12V o un plásmido control (Ctl) y se 
seleccionaron con puromicina. Se realizó un fraccionamiento subcelular y se llevaron a cabo Western blots 
utilizando un anticuerpo anti acetil lisina (AcLys). Como control de caga se utilizaron anticuerpos anti proteínas 
características de cada fracción subcelular: histona 3 (H3), succinato deshidrogenasa (SDHA) y actina. 
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destinos, por ejemplo, puede condensarse con el oxalacetato para formar citrato, que a 

continuación es convertido en isocitrato en la reacción catalizada por la enzima aconitasa en 

el ciclo de Krebs y eventualmente degradado a CO2 y H2O. Por otra parte el citrato, formado 

a partir de acetil-CoA, puede ser exportado de la mitocondria al citosol a través del 

transportador de citrato. En el citosol, el citrato es convertido a acetil-CoA y oxalacetato en la 

reacción catalizada por la enzima ATP citrato liasa (ACL). Con el objetivo de comprender mejor 

estas rutas, se evaluaron a estas enzimas en fibroblastos control y senescentes por expresión 

del oncogén RAS. 

 

Figura 26. Las células senescentes tienen disminuidos los niveles y la actividad de la aconitasa 
mitocondrial. Se incubaron fibroblastos IMR-90 con lentivirus portadores de H-RASG12V (RAS) o un plásmido 
control (Ctl) y se seleccionaron con puromicina. A- Se llevaron a cabo Western blots con anticuerpos anti 
aconitasa mitocondrial y anti SDH en la fracción subcelular enriquecida en proteínas mitocondriales. B- Se 
controló el fraccionamiento subcelular llevando a cabo Western blots con anticuerpos anti succinato 
deshidrogenasa (SDH) y tubulina, marcadores de mitocondria (Mit) y citosol (Cit), respectivamente. C- Se 
evaluó la actividad aconitasa por medio de técnicas espectrofotométricas en ausencia y presencia de 
fluorocitrato (35 μM), un inhibidor de la actividad aconitasa. Se muestra un registro primario representativo 
de la medida. D- Se determinó la actividad aconitasa en las fracciones subcelulares enriquecidas en 



92 
 

proteínas citosólicas (Cit) y mitocondriales (Mit). Se muestra el promedio ± SD (n = 3). Se analizaron los 
resultados por medio de la prueba t de Student, Ctl versus RAS * p < 0.05. 

 

Se comenzó estudiando los niveles y actividad de la enzima aconitasa (Fig. 26). Como la 

aconitasa se ubica en el citosol y en la mitocondria, se realizó un fraccionamiento subcelular 

y se evaluó el enriquecimiento y pureza de las fracciones por Western blot con anticuerpos 

contra proteínas específicas de la mitocondria y el citosol; observándose mayores niveles de 

la enzima succinato deshidrogenasa en la fracción mitocondrial y mayores niveles de tubulina 

en la fracción citosólica (Fig. 26B). Luego se evaluaron los niveles de aconitasa en ambas 

fracciones (Fig. 26A), y se observó que los niveles de la aconitasa mitocondrial se encontraban 

disminuidos en las células senescentes con respecto a las células control. Por último, se 

llevaron a cabo los ensayos de actividad aconitasa en las fracciones citosólica y mitocondrial 

(Fig. 26C y D), observándose menor actividad de la aconitasa mitocondrial en las células 

senescentes con respecto las células control, mientras que no se observaron diferencias en la 

actividad de la aconitasa citosólica entre condiciones (Fig. 26D).  

 

Figura 27. Cambios en los niveles de enzimas del metabolismo lipídico en fibroblastos senescentes. A- 
Los fibroblastos BJERRAS fueron expuestos a 4OHT (200 nM) o metanol (Met) y se realizaron Western blot 
a los días indicados. B- Se incubaron fibroblastos IMR-90 con lentivirus portadores de H-RASG12V (RAS) o un 
plásmido control (Ctl) y se seleccionaron con puromicina. Las células se lisaron ocho o quince días después 
de la transducción. En ambos casos se muestran Western blots representativos (n=2) con anticuerpos anti 
ACL, p-ACL (Ser455), ACC, p-ACC (Ser79) y anti GAPDH o tubulina como control de carga. 
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La disminución en los niveles y actividad de la aconitasa mitocondrial podría conducir a una 

acumulación de citrato en las mitocondrias de las células senescentes, que podría ser 

exportado al citosol. Por tanto, se evaluaron los niveles y fosforilación de la enzima citosólica 

ATP citrato liasa (ACL). Los fibroblastos IMR-90 senescentes por expresión del oncogén RAS 

presentaron un aumento en los niveles y fosforilación de ACL en la Ser455, evaluado a los días 

8 y 14 de la transducción con el lentivirus portador del oncogén RAS (Fig. 27B), así como un 

aumento en los niveles de la enzima al día 14. De la misma forma, en las células BJERRAS se 

pudo observar un aumento en la fosforilación de ACL al día de la exposición a 4OHT, que se 

vuelve más intenso a medida que pasan los días y las células se tornan senescentes (Fig. 27A). 

También se observó un aumento en los niveles de ACL a partir del día 6 del agregado de 4OHT 

(Fig. 27A).   

El hecho de que la enzima ACL, encargada de reponer el pool citosólico de acetil-CoA a partir 

del citrato, presente mayores niveles en las células senescentes y se encuentre activada por 

la fosforilación en la Ser455, apoyaría el aumento de acetil-CoA en el citosol. Cabe destacar 

que en las células senescentes la ACC1 se encuentra inhibida por fosforilación en la Ser79 (Fig. 

28A), por lo que la acetil-CoA citosólica no se consumiría en la síntesis de ácidos grasos. Estos 

resultados sugieren que la acetil-CoA citosólica podría ser utilizada en procesos de acetilación 

a nivel citosólico y/o nuclear en las células senescentes.  

 

4.2- Sirtuinas  
 

Dado que los niveles de acetilación de las proteínas dependen también de las enzimas 

responsables de los procesos de desacetilación, se procedió a analizar los niveles de tres de 

las siete sirtuinas presentes en los mamíferos: SIRT1, SIRT3 y SIRT6. Se ha reportado que estas 

sirtuinas cumplen roles relevantes en la regulación del metabolismo energético celular, ya que 

catalizan la desacetilación y desacilación de factores de transcripción y enzimas relevantes de 

varias vías metabólicas (127,186,259). Como se muestra en la Figura 28A, no hubo cambios 

en los niveles proteicos de SIRT1, mientras que los niveles de SIRT6 se encontraban 

aumentados y los de SIRT3 estaban disminuidos en células senescentes con respecto a las 
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células control. Al evaluar la expresión de estas tres desacetilasas se observó que en las células 

senescentes los niveles de ARNm de SIRT6 se encuentran aumentados, mientras que los de 

SIRT1 y SIRT3 están disminuidos con respecto a las células control (Fig. 28B). Decidimos 

profundizar los estudios sobre SIRT6 ya que se ha visto que regula positivamente la 

fosforilación y actividad de AMPK, así como la expresión de genes de proteínas de la -

oxidación y fosforilación oxidativa y el consumo de oxígeno mitocondrial (182,186). 

 

Figura 28. Las células senescentes por expresión del oncogén RAS presentan un aumento en los niveles 
de la sirtuina 6. Se incubaron fibroblastos IMR-90 con lentivirus portadores de H-RASG12V o un plásmido 
control (Ctl) y se seleccionaron con puromicina. A- Se evaluaron los niveles de SIRT1, SIRT3 y SIRT6 mediante 
Western blot, se utilizó a la actina como control de carga. A la derecha se muestra la cuantificación de 4 
Western Blots para SIRT6 (n = 7-9). B- Se midieron los niveles de ARNm mediante qRT-PCR (n = 3 - 4). En las 
gráficas se muestran los promedios ± SD. Las diferencias significativas se determinaron por medio del test 
de Student *p < 0.05.  
 

Se evaluó la localización subcelular de SIRT6 y se observó que en las células senescentes SIRT6 

presentaba una localización nuclear (Fig. 29). También se evaluaron los niveles de SIRT6 en las 

células BJERRAS luego de inducir la expresión de H-RASG12V incubando con 4OHT. Los niveles 
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de SIRT6 aumentaron al día 1 del agregado de 4OHT al medio (Fig. 30A) y se mantuvieron 

elevados en las células senescentes durante todo el ensayo. Al realizar ensayos como los 

descritos en la Figura 20, retirando el 4OHT para disminuir los niveles de H-RASG12V, en las 

células senescentes disminuyeron los niveles de SIRT6 (Fig. 30B), indicando que dependen de 

la expresión del oncogén y presentan un perfil similar al de p21. 

 

Figura 29. Localización subcelular de la sirtuina 6. Se incubaron fibroblastos IMR-90 con lentivirus 
portadores de H-RASG12V o un plásmido control (Ctl) y se seleccionaron con puromicina. Se realizó una 
inmunofluorescencia con anticuerpo anti-SIRT6 (verde), se marcaron los nucleos con DAPI y se analizaron 
mediante microscopia confocal de fluorescencia (630X).  El gráfico muestra la fluorescencia de SIRT6 en los 
núcleos celulares (n=8-25, *p < 0.05), observados en tres pocillos independientes. 
 

En suma, se observaron cambios en los niveles de acetilación de varias proteínas en las células 

senescentes por expresión del oncogén RAS y se indagó en los mecanismos que podían estar 

detrás de los cambios observados. La acetilación de proteínas parece estar involucrada en las 

importantes modificaciones que se observan en la oxidación de ácidos grasos y la respiración 

mitocondrial de las células senescentes. Alternativamente, el aumento en el catabolismo de 

los ácidos grasos, junto a cambios en otras enzimas, podría alterar la acetilación de factores 

de trascripción e histonas modificando la expresión génica celular. Son necesarios más 
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estudios para comprender mejor estos procesos y su rol en la senescencia. Son necesarios 

más estudios para comprender mejor estos procesos y su rol en la senescencia. 

 

Figura 30. Los niveles de la sirtuina 6 aumentan en los fibroblastos senescentes BJERRAS. A- Los 
fibroblastos BJERRAS se expusieron a 4OHT (200 nM) durante 9 días consecutivos, las células se lisaron a 
los días indicados desde el inicio de la exposición y se llevaron a cabo Western blots con anticuerpos que 
reconocen a RAS, SIRT6 y tubulina. B- Los fibroblastos BJERRAS se mantuvieron en cultivo durante veinte 
días mientras se realizaron tres estrategias experimentales. Se expusieron los veinte días a metanol (Ctl), a 
4OHT (200 nM) (Sen +RAS) o durante once días consecutivos a 4OHT y luego se mantuvieron hasta los 
veinte días sin 4OHT (Sen -RAS). Se lisaron las células y se llevaron a cabo Western blots con anticuerpos 
que reconocen a SIRT6, y a tubulina como control de carga. Las cuantificaciones indican el promedio ± 
desvío estándar y las diferencias significativas se determinaron con ANOVA de una vía y el test de 
comparaciones múltiples de Tukey, * p ˂ 0.05, (n = 3).  
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DISCUSION 

Las células senescentes se caracterizan por un conjunto de marcadores moleculares y 

morfológicos que las definen, pero también existen diferencias importantes entre los distintos 

modelos de senescencia celular por lo que se encuentran fenotipos senescentes 

heterogéneos y dinámicos, probablemente como consecuencia del tipo celular, de la 

intensidad o periodicidad del estímulo inductor y del contexto en el que se encuentre la célula 

al senescer (238). 

En este trabajo se hizo foco en el estudio del metabolismo lipídico de las células senescentes 

en tres modelos distintos de senescencia que se obtuvieron aplicando tres estímulos 

diferentes sobre el mismo tipo de cultivo celular, los fibroblastos de pulmón fetal humano 

IMR-90. Los estímulos utilizados para inducir la senescencia celular fueron: exposición al 

oxidante H2O2, exposición al quimioterápico doxorrubicina, o sobreexpresión del oncogén RAS 

(H-RASG12V). Todos los estímulos utilizados indujeron la senescencia en este tipo celular; en 

los tres modelos se observó la activación de la DDR, el cese de la proliferación celular que se 

siguió hasta los 14 días post-estímulo, y el aumento en la actividad SA-β-Gal. En los modelos 

de senescencia por daño al ADN, el fenotipo secretor SASP fue muy débil o se encontró 

ausente, y curiosamente también presentaron una activación transitoria de la respuesta al 

daño al ADN (DDR), a diferencia de lo encontrado y ya reportado para la senescencia inducida 

por oncogenes (5,195,203,247). Se ha demostrado que luego de un daño al ADN, es necesaria 

la activación permanente de la DDR para establecer el fenotipo secretor (57,58). En estos 

reportes (57, 58) se demostró que las células que logran resolver el daño al ADN retoman el 

ciclo celular, sin la secreción de factores inflamatorios. En concordancia con estos resultados 

se ha reportado que la secreción de factores proteicos ejerce un efecto autócrino reforzando 

a la DDR y el estado senescente (39). Por otra parte, se ha visto que a medida que las células 

envejecen y se va estableciendo la senescencia replicativa, se dan dos procesos: por un lado 

las células acumulan focos de daño al ADN y por otro lado aumenta la secreción de factores 

sugiriendo una dependencia entre ambos eventos (57). En esta tesis se logró establecer dos 

modelos de senescencia celular por daño al ADN, por exposición a H2O2 o a doxorrubicina, en 

los que se activa transitoriamente la DDR luego del estímulo desencadenante de la 

senescencia, y aunque el cese de la proliferación se sostuvo en el tiempo, no se estableció el 
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fenotipo secretor, apoyando la idea de que es necesaria la activación permanente de la DDR 

para inducirlo. Debemos mencionar que otros autores han observado un fenotipo secretor en 

líneas celulares inmortalizadas, donde la  senescencia fue desencadenada por exposición a 

H2O2 (260) y por doxorrubicina (261).  

Los resultados obtenidos en la senescencia inducida por RAS en las células IMR-90 (pulmón 

fetal humano) se replicaron en las células BJERRAS (piel humana). Los fibroblastos BJERRAS 

presentaron una activación persistente de la DDR y secreción de factores proteicos en 

presencia del oncogén RAS, sin embargo, la disminución de los niveles de RAS oncogénico 

indujo el descenso de los niveles de las proteínas de la DDR sin afectar el cese de la 

proliferación. 

 

Metabolismo de ácidos grasos 

Los lípidos son moléculas que presentan múltiples funciones en los tejidos que incluyen 

funciones estructurales como componentes de las membranas, son reservorios de energía y 

también son moléculas señalizadoras. Se puede inferir que ciertos cambios asociados a la 

senescencia podrían alteran al metabolismo lipídico, como por ejemplo la secreción de 

factores en exosomas, el aumento de los lisosomas, y el cese de la proliferación por sí mismo 

también podría impactar en el metabolismo lipídico. Los reportes encontrados sobre la 

síntesis lipídica en las células senescentes son contradictorios. Un reporte indica que en  

senescencia replicativa y por daño al ADN hay un incremento en los niveles de las enzimas 

vinculadas a la lipogénesis como la ácido graso sintasa FAS, ATP citrato liasa ACL y la acetil 

CoA-carboxilasa ACC, y dichos cambios están asociados a un aumento de SREBP1 activo (81). 

En cambio, otros autores indican que hay una disminución en los niveles de las enzimas ácido 

graso sintasa y estearoil CoA desaturasa-1 en un modelo de senescencia replicativa (262). Las 

observaciones realizadas por nuestro grupo, en el marco de estas tesis y de otros trabajos, 

están de acuerdo con estos últimos, ya que muestran una disminución en la síntesis de lípidos 

en la senescencia por daño al ADN, replicativa, y por expresión del oncogén RAS (203,263). 

Sin embargo, los mecanismos que sostienen la inhibición de la síntesis lipídica son diferentes 

en los distintos modelos de senescencia celular. La inhibición de la síntesis lipídica en la 
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senescencia inducida por el oncogén RAS está promovida principalmente por la activación de 

la AMPK, y fosforilación de la ACC1, además es permanente (203).  Mientras que en los 

modelos de senescencia por daño al ADN, la inhibición es transitoria y se acompaña de 

disminución de los niveles de la enzima ACC1 asociados a un descenso en los niveles del ARNm 

de ACC1.  

Es importante notar que existen otras diferencias entre los modelos de senescencia inducida 

por el oncogén RAS y por daño al ADN. En la senescencia inducida por oncogén RAS se observa 

una activación persistente de la DDR y un fuerte fenotipo secretor, mientras que en los 

modelos de senescencia por daño al ADN se encuentra una activación transitoria de la DDR 

con pobre o nula secreción de factores. También resulta interesante analizar la coincidencia 

temporal entre la activación de la DDR y la inhibición de la síntesis lipídica. En el modelo de 

senescencia inducida por RASG12V se observa que ambos fenómenos tienen cinéticas similares, 

extendiéndose aproximadamente entre los 3 y los 12 días (Figura 19), mientras que en los 

modelos de senescencia inducida por daño al ADN se observa la activación transitoria de la 

DDR y la inhibición de la síntesis lipídica a las 24 horas del estímulo, que no se sostiene en el 

tiempo. Por lo tanto, surge la interrogante de si hay un vínculo entre la DDR y los cambios 

metabólicos observados, vinculados además a la activación de AMPK. En este sentido, varios 

trabajos indican una activación de AMPK luego de la activación de la DDR, por radiación 

ionizante (264,265) o por exposición a etopósido (33), ambos estímulos inductores de 

senescencia. También hay reportes que indican que la fosforilación de AMPK puede darse de 

forma dependiente de ATM e independiente de LKB (34,266) y otros que indican que AMPK 

podría a su vez promover la expresión de ATM (267). Estos trabajos apuntan al eje ATM- AMPK 

como una vía de comunicación núcleo – mitocondria, que coordina la DDR con el metabolismo 

energético en determinadas condiciones. En la senescencia celular, la activación de ATM 

llevaría tanto a un cese de la proliferación, mediado por p53/p21, como a una disminución de 

la síntesis lipídica. 

Continuando con la caracterización del metabolismo de ácidos grasos, se estudió su 

catabolismo en los distintos modelos de senescencia celular. Las células senescentes por 

RASG12V presentan un aumento en la β-oxidación mientras que las células senescentes por 

daño al ADN una disminución de la vía. En la senescencia inducida por el oncogén RAS, la β-

oxidación es necesaria para la secreción de factores inflamatorios (203). Se encuentran otros 
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trabajos en la literatura en los que la inhibición de la cadena respiratoria y fosforilación 

oxidativa mitocondrial altera el fenotipo secretor de las células senescentes, disminuyendo la 

secreción de factores dependientes de IL-1 (211). Mientras que disminuye la secreción de IL-

6 con el silenciamiento de la expresión de las mitofusinas (194), y la inhibición de la actividad 

de la nicotinamida fosforribosil transferasa disminuye la secreción de factores 

proinflamatorios (204). En los casos mencionados, las alteraciones en la función o morfología 

mitocondrial modifican el fenotipo secretor sin afectar la proliferación celular ni otros 

marcadores de senescencia celular (194,203,204,211). 

Teniendo en cuenta que las alteraciones metabólicas pueden afectar cualitativa y 

cuantitativamente al fenotipo secretor, se amplió un poco más el estudio del catabolismo a 

través del estudio de la función mitocondrial. En los modelos de senescencia celular inducidos 

por daño al ADN no se encontraron grandes cambios con relación al control. Sin embargo, el 

estudio de la función mitocondrial en los modelos de senescencia inducida por el oncogén 

RAS, reveló que las células presentaban un aumento en el metabolismo oxidativo mitocondrial 

evidenciado por un aumento en las velocidades de consumo de oxígeno mitocondrial basal 

destinada a la síntesis de ATP, así como una elevada capacidad de reserva e índice de control 

respiratorio. En las células BJERRAS los parámetros respiratorios de las células senescentes 

por expresión de RASG12V también son mayores que los de las células control, de acuerdo con 

lo visto por otros autores (199). La elevada respiración máxima denota un aumento en el 

número de mitocondrias o de complejos mitocondriales, o un aumento en su actividad. 

Nuestros resultados están de acuerdo con los visto por otros autores que plantean que estas 

células presentan mayor relación ADN mitocondrial/ADN nuclear, y mayor masa mitocondrial 

debido a un aumento en la biogénesis del organelo (191).  

Por otra parte, en las células senescentes donde se retiró al inductor (4OHT) y disminuyeron 

los niveles de RASG12V, se observó una caída en todos los parámetros respiratorios a nivel del 

control. Con excepción de la velocidad máxima, que cayó pero continuó siendo 

significativamente mayor que la encontrada en las células no senescentes, las condiciones del 

ensayo podrían explicar por qué no cambió este parámetro al disminuir los niveles del 

oncogén RAS. El diseño experimental utilizado implicaba cultivar a las células durante once 

días con el estímulo inductor de RAS G12V (4OHT), luego se retiraba y se mantenía el cultivo 
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durante nueve días en su ausencia. Los niveles de RAS G12V decayeron lentamente una vez 

retirado el 4OHT del medio y lo mismo sucedió con los procesos corriente abajo que 

dependían del oncogén. Sin embargo, la disminución del número de mitocondrias o de 

complejos mitocondriales quizás sea un proceso más lento que la inducción de cambios en el 

metabolismo, por lo que es posible que no se vean reflejados los cambios en el número de 

mitocondrias o de complejos mitocondriales con sólo nueve días de ausencia de 4OHT. Es 

posible que los cultivos requieran más tiempo en ausencia de RAS para revertir el aumento 

en la masa mitocondrial. De hecho, en un modelo similar de senescencia inducida por RASG12V 

en fibroblastos IMR-90, Takebayashi y colegas no observan cambios en el consumo de oxígeno 

mitocondrial al retirar el inductor (4OHT) durante solo 4 días (199). 

También los niveles de p-ACC1 correlacionan con los niveles RAS. Teniendo en cuenta la 

activación persistente de la DDR y los cambios metabólicos observados en las células RAS 

senescentes y que no están presentes en los modelos de senescencia celular por daño al ADN, 

surge la pregunta si están vinculados a la presencia del fenotipo secretor. La actividad de RAS 

podría mantener activa a la DDR y la DDR ser responsable de los cambios metabólicos (ATM-

AMPK-PGC1α/β) o simplemente los cambios se deben a la sobreexpresión del oncogén.  

Tomando en cuenta los resultados previos y las diferencias encontradas en los modelos de 

senescencia celular en las células IMR-90, se podría plantear que el aumento en la función 

mitocondrial y en la β-oxidación que mantiene energéticamente al fenotipo secretor de las 

células senescentes, es dependiente de los niveles del oncogén RAS, y mediado por la DDR. 

Las observaciones recién descritas sostienen la idea que el aumento en metabolismo oxidativo 

observado en las células senescentes inducidas por el oncogén RAS es ocasionado 

probablemente por la activación persistente de ATM y AMPK. El regulador de la biogénesis 

mitocondrial PGC-1α es fosforilado y activado por AMPK y podría ser el efector corriente abajo 

de AMPK que induzca las alteraciones mitocondriales que presentan las células senescentes 

por expresión de RASG12V (120,123,127). Alternativamente, la biogénesis mitocondrial podría 

depender de PGC-1β, cuya expresión también se encuentra regulada por AMPK, ya que se ha 

reportado que este factor regula la biogénesis mitocondrial en la  senescencia inducida por 

irradiación (190,268) (Esquema 7). 
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Fenotipo secretor y función mitocondrial en la senescencia inducida por RAS 

Analizando las diferencias encontradas entre los modelos de senescencia se hipotetizó que el 

alto consumo de oxígeno destinado a la síntesis de ATP que presentan las células senescentes 

inducidas por expresión de RAS oncogénico podría ser consecuencia de una alta demanda 

energética provocada por la síntesis y secreción de componentes del SASP. 

El fenotipo secretor de las células senescentes es regulado de forma dinámica por los factores 

de transcripción NF-B y C/EBPβ (49). A su vez se ha reportado que NF-ƙB  promueve la 

respiración y obtención de ATP a nivel mitocondrial en fibroblastos murinos en condiciones 

de escasez de glucosa (269). Por tanto, se evaluó el impacto de inhibir a NF-B utilizando un 

inhibidor de la quinasa IKK en las células IMR-90 senescentes por RASG12V.  Se observó que la 

inhibición de NF-B impactaba negativamente en el fenotipo secretor y también en la 

respiración dependiente de la síntesis de ATP mitocondrial. Esto sugiere que parte de la alta 

tasa de síntesis de ATP que presentan las células senescentes por el oncogén RAS, podría estar 

destinada a la síntesis y secreción de factores proinflamatorios. Sin embargo, no se 

observaron cambios significativos en otros parámetros respiratorios como la respiración basal 

o máxima. 

Se debe mencionar que al inhibir a NF-ƙB no se observó una inhibición total del SASP y que 

tan solo se incubó a las células con el inhibidor por 24 h (ya que el mismo resultó citotóxico a 

tiempos más largos). Sería interesante poder lograr una mayor inhibición de  NF-B y por más 

tiempo, utilizando otros inhibidores de NF-B como los reportados en (270,271) o silenciando 

la expresión de alguno de sus componentes (51), y evaluar la función mitocondrial 

nuevamente. Por otra parte, además de NF-B, otras proteínas, como mTOR, p53 y la DDR, 

también participan en la regulación del SASP (272). Correia-Melo y colegas proponen que la 

cascada de fosforilación ATM- Akt - mTORC-1 regula la biogénesis mitocondrial dependiente 

de PGC-1β en la senescencia inducida por irradiación en fibroblastos (190); sería interesante 

evaluar si este eje es responsable del aumento en la respiración mitocondrial en nuestro 

modelo. 

Como se mencionó previamente, el fenotipo secretor es regulado por múltiples vías. De los 

experimentos realizados con las células BJERRAS senescentes se desprende que los niveles de 
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p65 (componente de NF-B) y la secreción de factores proinflamatorios correlacionan con los 

niveles de RASG12V. Los niveles de p-ACC1, indicativos de la actividad de AMPK y la oxidación 

de ácidos grasos, y el aumento de la función mitocondrial también correlacionan con los 

niveles del oncogén. Lo mismo ocurre con la fosforilación de p53 (Ser15) y los niveles de p21, 

vinculados a la activación de la DDR. Estos datos sugieren que la activación constitutiva de 

RASG12V podría mantener activa a la DDR, y esta cascada de señalización podría ser 

responsable a su vez de la activación de AMPK que conduce a la fosforilación de ACC1 (ATM-

AMPK-ACC1) y la biogénesis mitocondrial (ATM-AMPK-PGC1α), y por tanto a los cambios 

metabólicos observados (Esquema 7).  

Por otra parte, los cambios en el metabolismo energético podrían deberse a la activación de 

otras cascadas de señalización ligadas a la expresión del oncogén RAS, como la vía de las MAPK 

o de PI3K/Akt. Esta segunda idea tiene poca fuerza debido a que la mayoría de los cambios 

metabólicos descritos para la activación del oncogén RAS (fuera del contexto de la 

senescencia) implican un aumento del anabolismo, inhibición del catabolismo y aumento de 

la fermentación láctica (conocido como  efecto Warbug) para satisfacer los requerimientos de 

la proliferación (245). Más específicamente vinculado al metabolismo lipídico se ha visto que 

la activación de la vía de las MAPK por el oncogén BRAFV600E (se recuerda que la quinasa BRAF 

se encuentra corriente abajo en la cascada de señalización de RAS) inactiva a AMPK a través 

de la activación de ERK1/2 que fosforila a LKB impidiendo que ésta se una y active a AMPK 

(273,274). Además se ha visto que el oncogén K-RASG12V promueve la expresión de genes 

involucrados en la lipogénesis como la ACL, ACC1 y FAS y la síntesis de lípidos en células 

transformadas. Esto quizás explique el aumento observado en los niveles de ACC1 y ACL al 

expresar RASG12V en fibroblastos, aunque en estas células senescentes y no proliferantes, la 

síntesis de lípidos se encuentra inhibida a diferencia de lo que ocurre en el cáncer  (203).  

Teniendo en cuenta la activación persistente de la DDR y los cambios metabólicos observados 

en las células RAS senescentes, que no están presentes en los modelos de senescencia celular 

por daño al ADN donde la DDR se activa en forma transitoria, se podría plantear que el 

aumento en la función mitocondrial y en la β-oxidación son mediados por la DDR y 

dependientes de los niveles del oncogén RAS. Estos cambios metabólicos son a su vez 

necesarios para mantener al fenotipo secretor de las células senescentes. Por otra parte, el 
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aumento en la autofagia, observado en las células senescentes (275,276), también podría 

estar involucrado en los cambios metabólicos observados (Esquema 7). En células de cáncer 

de pulmón que presentan al oncogén K-RASG12D se ha observado que el proceso de autofagia 

induce cambios en la respiración mitocondrial y la oxidación de ácidos grasos (275). También 

se ha observado una dependencia de la autofagia con la oxidación de ácidos grasos en otros 

tipos de cáncer (276–278). Además de su rol clásico de degradación de componentes 

celulares, la autofagia es necesaria para la secreción de IL-6 e IL-8 (279).  

 

 

Esquema 7. Regulación concertada del fenotipo secretor y vías metabólicas por la DDR en la senescencia 
inducida por RASG12V. Hipotetizamos que la activación de RASG12V conduce a la activación persistente de 
ATM, que a su vez induce el fenotipo secretor (SASP) mediado por NF-B, y la activación de AMPK. La 
quinasa AMPK fosforila e inhibe a la ACC conduciendo a un aumento en la β-oxidación de ácidos grasos y 
la función mitocondrial a través del aumento de la biogénesis mitocondrial mediada por PGC-1 (117–122). 

 

Acetilación de lisinas proteicas en la senescencia inducida por el oncogén RAS 

Los resultados obtenidos a partir del estudio del metabolismo lipídico indican que las células 

senescentes por expresión del oncogén RAS presentan mayor actividad en la vía de la β-

oxidación mitocondrial de ácidos grasos, una vía productora de acetil-CoA. Por otra parte se 

observó que los niveles y actividad de la aconitasa mitocondrial se encontraban disminuidos, 
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por lo tanto los niveles de acetil-CoA podrían estar aumentados en la matriz mitocondrial. 

También se observó que la ATP citrato liasa, encargada de reponer el pool citosólico de acetil-

CoA a partir del citrato, presentaba mayores niveles en las células senescentes y se 

encontraba activada por la fosforilación en la Ser455. Esto podría conducir a un aumento de 

acetil-CoA en el citosol. En las células senescentes, la ACC1 se encuentra inhibida por 

fosforilación en la Ser79, por lo que la acetil-CoA citosólica no se consumiría en la síntesis de 

lípidos. De estas consideraciones se desprende la pregunta: ¿podría la acetil-CoA citosólica 

ser utilizada en procesos de acetilación?  

Al evaluar la acetilación de lisinas proteicas, se observaron mayores niveles en las fracciones 

citosólica y nuclear y alteraciones en el patrón de acetilación en la fracción mitocondrial de 

las células senescentes con respecto a las células control. Además, en las células senescentes 

por expresión del oncogén RAS también se encontraron elevados los niveles de la desacetilasa 

SIRT6, tanto de ARNm como de la proteína, así como de la histona 3 acetilada (H3K9), sustrato 

de SIRT6. Esta enzima cataliza la desacetilación de múltiples blancos, regulando el 

metabolismo energético, la secreción de citoquinas y la reparación del ADN (181,183,280). La 

SIRT6 es una enzima que además de tener actividad desacetilasa, posee actividad deacilasa, y 

participa en la desmiristoilación del TNF-α promoviendo su secreción y efectos 

proinflamatorios (183). Por otra parte actúa como regulador negativo de NF-B, ya que 

interacciona con p65 y desacetila a la H3K9 en sus genes blanco evitando su expresión (181). 

Por otra parte participa en la ribosilación de PARP1 en condiciones de estrés oxidativo, 

conduciendo a la reparación del daño al ADN y contribuye a la estabilidad genómica 

promoviendo la reparación de los telómeros (280–282). También modula positivamente la 

respiración mitocondrial (182) y el catabolismo de ácidos grasos (185,283). Particularmente 

en el músculo esquelético se observó que SIRT6  aumenta el catabolismo a través de la 

activación de AMPK y su ausencia promueve la lipogénesis (186). Con los estudios realizados 

hasta el momento no hemos podido dilucidar aun el rol que juega la SIRT6 en la célula 

senescente por expresión del oncogén RAS pero esperamos avanzar en este sentido en un 

futuro próximo.  
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CONCLUSIONES 

En el presente proyecto se establecieron diferentes modelos de senescencia en los 

fibroblastos humanos. Los estímulos utilizados para inducir la senescencia fueron: exposición 

a H2O2, exposición a doxorrubicina y expresión del oncogén RAS. Las células senescentes por 

daño al ADN presentaron dos diferencias importantes con respecto a las células senescentes 

por expresión del oncogén RAS. Mientras que en los primeros modelos, la activación de la 

DDR fue transitoria, con un máximo de activación a las 24 horas, en el modelo de senescencia 

por expresión del oncogén RAS la activación fue permanente manteniéndose por más de 14 

días. Por otro lado las células portadoras del oncogén RAS presentaron un fuerte fenotipo 

secretor, mientras que este fue muy débil o ausente en los otros modelos de senescencia. En 

este modelo se determinó que la activación de la vía ATM-p53-p21 y el fenotipo secretor 

dependían de los niveles de RAS.  

El metabolismo lipídico de las células senescentes presentó diferencias entre los modelos de 

senescencia. Aunque se inhibe la síntesis lipídica en los tres modelos de senescencia, los 

mecanismos que sostienen la inhibición son diferentes en los distintos modelos. La inhibición 

de la síntesis lipídica en la senescencia inducida por el oncogén RAS está promovida 

principalmente por la activación de la AMPK y fosforilación de la ACC1, y es permanente. 

Mientras que en los modelos de senescencia por daño al ADN la inhibición es transitoria y se  

acompaña del descenso de la expresión y los niveles de la enzima ACC1. En relación al 

catabolismo de ácidos grasos se observó que los fibroblastos senescentes por daño al ADN 

utilizan menos a la β-oxidación que los fibroblastos control mientras que los fibroblastos 

senescentes por expresión del oncogén RAS presentan mayor actividad de la vía que sus 

respectivos controles evidenciando una regulación recíproca entre la síntesis lipídica y la β-

oxidación, que puede estar mediada por AMPK. Se observó que los niveles de RAS también 

regulan los niveles de enzimas clave en la síntesis lipídica como son AMPK y ACC1. Con 

respecto al estudio de la función mitocondrial no se encontraron grandes cambios en los 

modelos de senescencia por daño al ADN, sin embargo, las células senescentes portadores de 

RASG12V presentaron un aumento en el metabolismo oxidativo mitocondrial que es 

dependiente de los niveles de RAS. La inhibición de NF-ƙB disminuye la secreción de factores 

proteicos e impacta negativamente en el consumo de oxígeno basal en el modelo de 
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senescencia por expresión del oncogén RAS. Los cambios observados en los niveles de p65, la 

secreción de IL-8 y el consumo de oxígeno basal se revierten cuando los niveles de RASG12V 

disminuyen en las células senescentes. 

El análisis del metabolismo mitocondrial indica que está favorecida la exportación de actil-

CoA desde la mitocondria hacia el citosol en las células senescentes por expresión de RAS. Por 

otra parte, estas células cambian su perfil de acetilación en la fracción mitocondrial y 

presentan mayor acetilación en las fracciones citosólicas y nuclear. También se observaron 

altos niveles de SIRT6 y de su ARNm pero se necesitan más estudios para comprender el rol 

que cumple esta sirtuina en las células senescentes y así como la acetilación de proteínas.  

 

Parte de los resultados obtenidos y reflexiones realizadas en el transcurso del posgrado fueron 

publicados en revistas arbitradas: 
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carboxylase 1 and senescence in human fibroblasts involves oxidant mediated p38 MAPK 
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ANEXO.  

Anticuerpos para Western blot 

 

 Blanco  Dilución  Marca  
ATM fosforilada (Ser1981)  1:1000  Millipore #05-740  
Tubulina-α  1:1000  Millipore #05-829  
RAS 1:1000 Cell Signaling Technology # 3339 
ATM  1:1000  Cell Signaling Technology #2873  
p53-fosforilada (Ser15)  1:1000  Cell Signaling Technology #9284  
p21 1:1000 Cell Signaling Technology #2947 
GAPDH  1:1000  Cell Signaling Technology #2118  
ACC 1:1000 Cell Signaling Technology #3662  
ACC fosforilada (Ser79) 1:1000 Cell Signaling Technology #3661  
AMPK 1:1000 Cell Signaling Technology #2532 
AMPK fosforilada (Thr172) 1:0000 Cell Signaling Technology #2535 
ACL 1:1000 Cell Signaling Technology # 4332 
ACL fosforilada (Ser455) 1:1000 Cell Signaling Technology #4331  
H3 1:1000 Cell Signaling Technology #9671 
H3K9 1:1000 Cell Signaling Technology #4499 
Lisinas acetiladas, AcK 1:1000 Cell Signaling Technology #9441 
SIRT1 1:1000 Cell Signaling Technology #8469 
SIRT3 1:1000 Cell Signaling Technology #5490 
SIRT6 1:1000 Cell Signaling Technology #12486 
IL-6 1:1000 Cell Signaling Technology #12153 
p65/RelA  1:1000  Cell Signaling Technology #8242  
IKB-fosforilada (Ser32/36)  1:1000  Cell Signaling Technology #9246  
Akt 1:1000 Cell Signaling Technology #4691 
Akt fosforilada (Ser473) 1:1000 Cell Signaling Technology #4060 
ERK1/2 1:1000 Cell Signaling Technology #4695 
ERK1/2 fosforilada 
(Thr202/Tyr204) 

1:1000 Cell Signaling Technology #4370 

pRb fosforilada (Ser 807/811) 1:1000 Cell Signaling Technology #8516 
pRb fosforilada (Ser 807/811) 1:15000 BD Pharmingen #558389 
p53 1:1000 BD Pharmingem #55416 
p53  1:1000  Santa Cruz Biotechnology #sc-6243 y #sc-126 
p21  1:1000  Santa Cruz Biotechnology #sc-397  
p16 1:1000 Santa Cruz Biotechnology #468 
α-tubulina 1:1000 Santa Cruz Biotechnology #sc-8035 
SDHA  1:1000  Abcam #ab14715  
Aco 1:1000 Abcam #ab71440 
α-actina 1:1000 Abcam #ab5694 


