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Resumen

El sindrome Down constituye la cromosomopatia mas frecuente que ocurre en
1 de cada 700 a 1000 nacimientos y estd causado por la trisomia completa o por una
parte del cromosoma 21 humano (HSA21). Aun se desconoce cémo la presencia del
cromosoma 21 extra da lugar al fenotipo caracteristico de este sindrome. En este
sentido la participacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) ha sido propuesta
como uno de los mecanismos que intervienen en la patogénesis del mismo. Dicho
mecanismo se fundamenta en la sobreexpresién de al menos 16 genes del HSA21
relacionados con el metabolismo de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y con la
generacion de energia mitocondrial. Uno de estos genes es el que codifica una
importante enzima del sistema antioxidante celular, el gen SOD1, propuesto como

potencial culpable del estrés oxidativo inusual en los individuos con SD.

En condiciones normales, los ROS, producidos in vivo principalmente por la
respiracion aerdbica, se eliminan de la célula por la accién de las enzimas
antioxidantes, superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa
(GPx). La Cu/Zn superdxido dismutasa (SOD1) convierte el radical superoxido a
peroxido de hidrégeno, el cual es eliminado por la glutation peroxidasa y/o catalasa a
agua y oxigeno. La sobreexpresién de la SOD1 puede producir un desequilibrio en la
relacion de las enzimas antioxidantes (SOD1, GPx y CAT) generando estrés oxidativo y
podria resultar en el dafo oxidativo a biomoléculas tales como acidos grasos
poliinsaturados en los lipidos de las membranas, proteinas esenciales y el DNA, ya que
existe una variabilidad en los niveles de enzimas antioxidantes dentro de la poblacion
con SD, lo que puede estar relacionado con una desregulacién compleja que afecte no
sOlo a los genes del HSA21 sino también en otros cromosomas. Asi, el dano celular
puede ser inducido por los ROS y asociarse a algunas de las alteraciones celulares en

el SD, causando diversas patologias y conducir a un envejecimiento prematuro.

Se obtuvieron 18 muestras de fibroblastos primarios fetales humanos, 9 de
ellos con sindrome de Down (FT21) y 9 controles (FC), en los cuales se evalu6 la
disminucién de la capacidad endégena antioxidante debido a la sobreexpresion de la
S0OD1, causando un exceso en la produccion intracelular de ROS vy el origen prematuro
de estrés oxidativo asociado al dafo oxidativo a lipidos y proteinas, asi como a una
disfuncién mitocondrial. Se analizaron varios marcadores de senescencia celular con la
finalidad de contribuir al conocimiento de un nuevo aspecto de la patologia de este
sindrome, el envejecimiento prematuro. Estos mecanismos fisiopatolégicos podrian
estar relacionados con la aparicion y establecimiento de la senescencia celular

prematura en los fibroblastos con trisomia del cromosoma 21.
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INTRODUCCION

1. SINDROME DE DOWN

A lo largo de la historia muchos datos han puesto de manifiesto la existencia de
personas afectadas con sindrome de Down (SD), desde restos arqueoldgicos u obras
de arte hasta los primeros informes documentados (el primero atribuido a Etienne
Esquirol en 1838) en los que se empezd a utilizar los términos de “cretinismo”,
“mongolismo” o “idiocia furfuracea”. En 1886, el médico inglés John Langdon Down
describié detalladamente las caracteristicas fisicas de un grupo de pacientes que
presentaban muchas similitudes, hablando por primera vez de una patologia de tipo
sindromica [1]. En 1909, G. E. Shuttleworth mencioné por primera vez en una
comunicacién cientifica la edad materna como factor de riesgo en el SD [2]. En 1932,
se hizo referencia a un reparto anormal de material cromosémico como posible causa
del SD. En 1956, Tjio y Levan demostraron la existencia de 46 cromosomas en el ser
humano y poco después, en el afio 1959, de forma paralela, el equipo formado por
Lejeune, Gautrier y Turpin [3] en Francia y el equipo de P. Jacobs en el Reino Unido
[4] descubrieron que las células de individuos con SD tienen tres copias del
cromosoma 21, definiendo asi la causa genética de la patologia. En 1961, la OMS hizo
efectivo el cambio de nomenclatura y la condicibn de “mongolismo” pasé a

denominarse oficialmente sindrome de Down o trisomia 21.

1.1 Aspectos generales del Sindrome de Down

El sindrome de Down (SD; OMIM 190685) es un trastorno genético causado por
la presencia de una copia extra del cromosoma 21 humano (HSA21) (o una parte del

mismo), en vez de los dos habituales, produciendo la trisomia del par 21 [3].
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Figura 1. Cariotipo de una nifia con sindrome de Down, se
aprecian 3 copias del cromosoma 21. La nomenclatura
cientifica es 47, XX,+21(mujer) o 47, XY,+21(hombre).
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La trisomia 21 es la aneuploidia autosdomica humana mas frecuente,
presentando una incidencia variable de 1/700 a 1/1200 nacimientos vivos. Representa
la principal causa genética de retraso mental (el 25% de todos los casos) y de
anomalias cardiacas congénitas. Si bien el retraso mental, la hipotonia muscular, el
retraso de crecimiento, las dismorfologias fisicas y las alteraciones neuropatoldgicas
asociadas con la enfermedad de Alzheimer (individuos > 35 anos) son caracteristicas
constantes en los individuos con SD, han sido descritos mas de 100 rasgos fenotipicos
distintivos del SD apareciendo con una penetrancia variable y una expresividad
diferencial [5]. Aunque algunos aspectos del SD son congénitos, otros pueden
aparecer en la infancia y en la juventud tal vez como resultado de la maduracion
prematura, como retraso del crecimiento, desarrollo retardado, disminucion de la
sensibilidad al dolor y otros mas se producen en la edad adulta o en la tercera edad
(envejecimiento prematuro y demencia). El SD cursa a menudo con alteraciones
endocrinas, musculares, gastrointestinales, cardioldgicas, oculares, auditivas e
inmunoldgicas [6, 7]. Ninguna de las numerosas anomalias es especifica de este
sindrome, como tampoco es Unica [8]. Hoy en dia la esperanza de vida de los
individuos con SD ha aumentado considerablemente en los ultimos 30 afios, pasando
de los 26 a los 60 afos. Entre los factores que pueden haber contribuido a esta
mejoria se incluyen: modernizacidon de los tratamientos de algunas de las causas de
mortalidad mas frecuentes y los cambios en la practica médica, incluyendo la cirugia
cardiaca para ninos con sindrome de Down, en circunstancias que no habrian sido
atendidas en el pasado. Como contrapunto, hay que afadir que la gran disparidad
social hace que determinadas etnias o poblaciones queden privadas de dichos avances
médicos y por lo tanto, no vean aumentada la esperanza de vida en los individuos con

SD de la misma manera que las sociedades occidentales.

1.2 Aspectos clinicos del Sindrome de Down

Todos los individuos con SD presentan severos fenotipos neurologicos y
conductuales, disfuncién cognitiva y un bajo coeficiente intelectual (CI entre 30 y 70)
[9]. La infancia se caracteriza por un atraso en el desarrollo cognitivo que conduce a
un retraso mental moderado y a un descenso del CI desde el primer afio de vida hasta
la infancia tardia. En los individuos adultos se produce un deterioro cognitivo que ha
sido relacionado con un envejecimiento acelerado. A esto, hay que anadir ademas, la
aparicion precoz de sintomas neuropatoldgicos relacionados con la enfermedad de
Alzheimer en la cuarta década de vida aunque hay estudios que describen el depdsito
de proteina amiloide ya en la segunda década [10]. Morfolégicamente, se ha visto que
a nivel macroscoépico el cerebro de los individuos con SD presentan un tamafio y peso

reducidos [11], un cierto grado de hipoplasia tanto en el cerebelo [12] como en los
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I6bulos frontal y parietal [13] asi como también en el hipocampo [14]. A nivel
microscépico, hay estudios que demuestran una reduccion relativa en el nimero de
neuronas, asi como alteraciones en el patrén de laminacién a nivel de la corteza
cerebral, del hipocampo y del cerebelo [15]. Ademas, estudios funcionales han
demostrado que los procesos de aprendizaje dependientes del hipocampo se ven
particularmente afectados y también existen evidencias de alteraciones funcionales a
nivel de corteza prefrontal y cerebelo [16]. El descubrimiento de alteraciones en los
mecanismos de LTP (Long Term Potentiation) y LTD (Long Term Depression)
subyacentes a los procesos de memoria y aprendizaje [17], y de alteraciones
morfoldgicas en las espinas dendriticas [18, 19] en individuos con SD podrian ayudar
a entender mejor las causas de los déficits cognitivos y la blUsqueda de potenciales

dianas terapéuticas para dichas disfunciones.

1.3 Origen de la trisomia del cromosoma HSA21

La trisomia del HSA21 puede ser de varios tipos dependiendo del origen
citogenético: 1) Trisomia completa o simple (95% de los casos; 47,XX/XY,+21) que
consiste en tener una copia extra del cromosoma 21 completo. La causa mas
frecuente que da lugar a esta trisomia es una no-disyuncién meidtica que puede ser
de origen materno (en un 93% de los casos) o paterno; pero también puede darse la
no-disyuncién en las primeras divisiones embrionarias y dar lugar a un mosaicismo
(1,5% de los casos; 47,+21/46) en el que un porcentaje variable de células del
individuo seran aneuploides y el resto seran euploides [20-22]. 2) Trisomia parcial
debido a translocaciones (3,5-4% de los casos); estas pueden ser robertsonianas [p.e.
46,-14, +Rob (14,21)/46,-21, +Rob (21,21)], que ocurre cuando se produce una
fusidon de los brazos largos o bien de los brazos cortos a nivel del centrémero entre
dos cromosomas acrocéntricos, o reciprocas cuando se produce un intercambio de

material cromosdmico entre HSA21 y cualquier otro cromosoma [23, 24].

El origen de la trisomia del HSA21 se debe principalmente a una no-disyuncién
meiodtica durante la oogénesis en un 90,9% (en meiosis I es del 77%, frente a un 23%
en meiosis II). En este punto se ha demostrado una relacién clara entre la edad
materna y el proceso de no-disyunciéon meidtica, aunque las causas son desconocidas
por el momento. El riesgo de tener un hijo con SD se incrementa de forma lineal hasta
los 38 afios de edad de la madre, a partir de esta edad el riesgo aumenta de manera
exponencial [25, 26]. La edad paterna y condiciones mitéticas influyen un 4,5% cada
una. En estas ultimas, en meiosis I ocurren un 70% de no disyunciones y el 30%
restante ocurre en meiosis II, suelen ocurrir por una formacion incorrecta del aparato

mitotico y por tanto una pérdida de eficiencia en la maquinaria meiética [27-29].
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1.4 Cromosoma 21 humano (HSA21)

En el afio 2000, y como consecuencia de la investigacion promovida por el
Proyecto Genoma Humano, se publicod la secuencia practicamente completa del brazo
largo (q) del cromosoma 21 humano [30]. El HSA21 es el mas pequefio de los
cromosomas autosémicos humanos y representa aproximadamente entre el 1-1,5%
del genoma humano, mostrando un contenido de 33,5 Mb de DNA en su brazo largo,
con 127 genes conocidos, 98 genes previstos y 59 pseudogenes, mientras que el

brazo corto mostrdé un contenido de entre 5-15 Mb de DNA.
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Figura 2. (A) Grafica resumida de los genes conocidos, repeticiones y variaciones del crosomosoma 21 humano
(HSA21). (B) Estadistica del crosomosoma 21 humano (HSA21). Figura modificada procedente de la referencia [31].

La posterior investigacion sistematica, realizada con técnicas de andlisis mas
preciso, ha incrementado el calculo de genes en el HSA21 hasta >500 y estimando
entre 261-364 genes registrados en las bases de datos GenBank y SwisProt que
codifican proteinas (Figura 2). Las proteinas son incluidas en diversas clases
funcionales como son factores de transcripcién, reguladores y moduladores, proteasas
e inhibidores de proteasas, via de la ubiquitina, interferones y respuesta inmune,
quinasas, moléculas de adhesion, receptores, metabolismo energético, etc, estas
clases iran aumentando su contenido en numero de genes [31-34]. Es de interés que
aproximadamente el 1% del HSA21 corresponde a secuencias no génicas conservadas,
estas secuencias no son transcritas “funcionalmente” y no corresponden a genes que
codifican a proteinas [35, 36]. El significado de la conservacion de estas secuencias

indica que son funcionales, aunque su funcion es desconocida.
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Se estan realizando notables avances en el intento por conocer la anotacion
funcional de todos estos genes del HSA21, y por definir tanto sus funciones
moleculares como los procesos bioldgicos en los que intervienen. En la actualidad, de
los ~364 genes humanos registrados del HSA21, se ha comprobado la presencia de
~235 genes en 3 regiones ortdlogas del genoma murino (Figura 3), una de ellas es la
porcion distal del cromosoma 16 (MMU16) que posee 23,3 Mb, otra corresponde al
centromero del cromosoma 17 (MMU17) que posee 1,1 Mb y la Ultima es una porcién

interior del cromosoma 10 (MMU10) que posee unas 2,2 Mb [37].
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Figura 3. Cromosoma 21 humano (HSA21) con los cromosomas
ortologos de raton (MMU10, MMU16 y MMU17). Esquema de los
segmentos génicos involucrados en la llamada “regién critica del
sindrome de Down” (DSCR) en HSA21 y diferentes modelos trisémicos
de ratén. El ratén Ts65Dn (trisémico para MMU16) contiene todos los
genes de la DSCR y otros como el de la SOD1 y APP. Figura modificada
procedente de la referencia [7].

1.4.1 Correlacion genotipo-fenotipo

La investigacion bioldgica actual sobre el SD intenta comprender las bases
moleculares y efectos causados por la presencia de un HSA21 extra, provocando los
fenotipos propios del SD. Existen dos hipodtesis importantes, la primera de ellas es “la
hipotesis de la dosis génica”, cada vez mas respaldada, es considerada por muchos
autores como la hipotesis central y consiste en explicar el fenotipo del SD como

consecuencia de la sobreexpresion de determinados genes presentes en el HSA21. La
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segunda hipodtesis es “la amplificacion de la inestabilidad del desarrollo”, trata de

explicar un efecto inespecifico causado por un desequilibrio cromosoémico.

1. En la primera hipotesis, el fenotipo del SD estaria causado por un exceso de
dosis tanto de genes como de secuencias no codificantes (microRNAs,
secuencias reguladoras, etc...) especificos del HSA21, que mostraran efectos
debidos a la dosis de gen (gene dosage effect); es decir, al haber 3 copias
en lugar de 2, existiria un incremento del 50% en los niveles de RNA y de
proteinas derivadas de cada gen. A estos dos mecanismos habria que afiadir
los efectos epistaticos causados sobre otros productos gendmicos localizados
en otros cromosomas, con su correspondiente efecto de composiciéon alélica. Al
menos, algunos de estos incrementos provocaran perturbaciones en las vias y
en los procesos celulares en los que intervienen los productos de estos genes
[5, 38, 39].

2. En la segunda hipdtesis, se aboga mas bien por un efecto inespecifico mediado
por un desequilibrio cromosémico en la homeostasis genética y en cierta
medida el fenotipo no depende de una elevada expresion de los genes (no
sensible a la dosis). Asi, las perturbaciones quizads se sumen unas a otras,
induciendo anomalias en el desarrollo de diversos 6rganos, tejidos y sistemas

del organismo [5, 7].

1.4.2 Busqueda de genes candidatos

Un analisis de la expresidon temporal y espacial de todos los genes del HSA21
seria critico para determinar cuales de esos genes serian especialmente relevantes en
el conjunto de fenotipos del SD para establecer una relacion entre la expresion de
genes especificos y su contribucién a determinados fenotipos, y por ultimo, para
entender la variablidad fenotipica entre los individuos con SD. Una herramienta (util
para buscar genes candidatos ha sido analizar individuos con distintas trisomias

parciales que presentaban numerosos rasgos fenotipicos caracteristicos del SD.

En 1993, se pudo acotar una region denominada como DSCR (Down Syndrome
Critical Region), es una pequefia region en la parte distal del brazo largo del HSA21
(21g22.2-22.3) con un tamafio que oscila entre 3,8-6,5 Mb de DNA y con 33 genes
gue contribuyen a la aparicion de las caracteristicas fenotipicas del SD [40, 41], cuya
soOla aparicion en trisomia ya se considera suficiente para producir el fenotipo en el SD
[42, 43]. Sin embargo, esta asignacion de la DSCR, actualmente es motivo de
controversia ya que existen individuos con trisomia parcial de regiones no incluidas en

dicha regién que presentan algunas de las caracteristicas fenotipicas del SD [42, 44].
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Ademas, se ha descrito que el modelo murino trisémico para la region DSCR, el
Ts1Rhr, no presenta las mismas alteraciones en el hipocampo que las observadas en
el SD o en el modelo trisdmico Ts65Dn [45]. Otra de las estrategias empleadas para
buscar genes candidatos, enfocada principalmente al SNC, consiste en realizar
estudios de expresion diferencial entre células o tejidos euploides y trisdmicos, tanto
provenientes de modelos murinos como el Ts65Dn o el Ts1Cje [38, 39, 46-48] como
de muestras humanas [49, 50]. Para ello, se han utilizado distintas técnicas desde RT-
PCR o hibridacién in situ, hasta microarrays o SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression) a la hora de identificar la expresion variable de los genes del HSA21 o de

sus ortélogos murinos.

Todos estos estudios coinciden en demostrar la sobreexpresion de 1,5 veces de
la mayoria de los genes dispuestos en trisomia respecto a los diploides, tanto del
HSA21 como de sus ortdlogos en MMU16. Ahora bien, en aquellos estudios en los que
se ha realizado un analisis de la expresion manteniendo la individualidad de las
muestras, se observa que la mayoria de los genes presentan variablidad
interindividual tanto en las muestras trisdmicas como en euploides, si bien al hacer el
promedio, se detecta la sobreexpresiéon en el pool trisomico [48]. Estos resultados han
permitido establecer distintas categorias de genes: 1) los que presentan unos niveles
de sobreexpresion significativos respecto a los euploides y poca variabilidad en su
expresién. Se postula que estos genes son buenos candidatos para los rasgos
comunes presentes en el SD [48, 49, 51]; 2) los que presentan cierto solapamiento en
sus niveles de expresidon con los de los genes euploides. Estos genes serian los
responsables de aquellos fenotipos variables presentes en SD; y por ultimo, 3)
aquellos genes que presentan unos niveles de expresién indistinguibles de los de los
genes euploides. Estos tendrian un efecto modulador o un bajo efecto en el fenotipo
del SD.

Esta variabilidad de la expresién de distintos genes presente tanto en los
ratones trisdbmicos como en los individuos con SD se explicaria en gran medida por la
composicion alélica diferencial entre individuos. Se sugiere que la aparicion de los
distintos fenotipos presentes en SD seria consecuencia de sobrepasar un determinado
umbral tanto en la expresion de genes (o secuencias no génicas) localizados en el
HSA21 (MMU16 en el ratéon), como en los localizados en otros cromosomas que
interaccionan de alguna manera con los primeros. Como resultado, existirian
determinadas combinaciones alélicas que sobrepasarian ese umbral y por lo tanto,
darian lugar a la aparicion de un determinado fenotipo y otras combinaciones que, al

no sobrepasar ese umbral, tendrian un efecto silencioso sobre el mismo fenotipo [5].
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En la tabla 1 se presenta el progreso realizado en la identificacién de genes

‘dosis-sensibles’ que puedan ser responsables de diversos fenotipos del SD.

Fenotipo Genes dosis-sensibles que son Referencias
candidatos

Aprendizaje, memoria, OLIG1?3, OLIG22 Chakrabarti et al., 2010
desarrollo cerebral . X

DYRK1A Smith et al., 1997; Altafaj et al., 2001;

Ahn et al., 2006

SIM2 Ema et al., 1999

DSCAM Alves-Sampaio et al., 2010

SYNJ1 Voronov et al., 2008

APP Netzer et al., 2010
Neurodegeneracion APP2 Salehi et al., 2010

DYRK1A Liu et al., 2008
Control motor APP Trazzi et al., 2011

DYRK1A Altafaj et al., 2001

ITSN1, SINJ1, DSCR1 Chang y Min, 2009
Anomalias cardiacas DSCAM Korbel et al., 2009

SLC19A1 Locke et al., 2010

COL6A1 Davies et al., 1994, 1995
Leucemias ETS2, ERG Rainis et al., 2005;

Stankiewicz y Crispino, 2009

Reduccién de tumores ETS22 Sussan et al., 2008
sdlidos

DSCR12 Baek et al., 2009

ADAMTSL1. ERG, JAM2, PTTG1IP Reynolds et al., 2010
Alteraciones craneofaciales ETS2 Sumarsono et al., 1996
Estrés oxidativo, disfuncion SOD1 Groner et al., 1994; Busciglio et al.,
mitocondrial, envejecimiento 1995; Capone et al., 2002; Engidawork
prematuro. et al., 2003; Roizen et al., 2003

Tabla 1. Genes ‘dosis-sensibles’ que son candidatos a causar fenotipos propios del sindrome
de Down. Tabla modificada procedente de la referencia [31].

1.5 Modelos murinos del SD

La idea de utilizar modelos murinos del SD surge de la necesidad de entender
las causas moleculares que conducen a las distintas alteraciones presentes en los
diferentes fenotipos del SD. Para que un modelo animal sea util con vistas al estudio
del SD, son necesarias dos condiciones: la primera es que el fenotipo del modelo
animal posea rasgos importantes del SD, y la segunda, que el modelo animal sea
trisdmico para uno o mas genes de los contenidos en el HSA21. En 1978, Charles
Epstein escribié: “Para estudiar la trisomia 21 humana seria muy util disponer de un
modelo murino de aneuploidia para un cromosoma o segmento de cromosoma que
fueran homoalogos a la parte del HSA21 que origina el SD. Una vez que se localicen en
el genoma del ratén los sitios génicos de la Cu/Zn superdxido dismutasa (SOD1), los
genes antiviricos, y la glicinamida ribonucleétido sintasa [algunos de los pocos genes
que entonces se conocian del HSA21], serda posible estudiar sistematicamente las

consecuencias de la aneuploidia sobre las funciones de estos loci”.
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Varios grupos han dedicado sus esfuerzos a estudiar la funcidon de los genes
contenidos en el cromosoma HSA21 desde que a principios de siglo XXI aparecio la
secuencia completa [30]. Los estudios en modelos celulares de sobreexpresion de
muchos de esos genes contribuyen en gran medida a entender su funcién, sin
embargo son limitados y es imprescindible el estudio de la funcién génica in vivo, por
tanto los cientificos generaron modelos murinos. Uno de los organismos utilizado de
forma extensiva en experimentacion ha sido el ratéon, que comparte un 99% de sus
genes con el ser humano. Estudios de gendmica comparativa pusieron de manifiesto la
sintenia entre el HSA21 y el MMU16 en un 80% [30], mientras que el 20% restante
era sinténico con los cromosomas MMU10 y MMU17 [52]. Inmediatamente el objetivo
preferente fue conseguir un raton trisdmico para el MMU16 necesario para identificar
genes ‘dosis-sensibles’ implicados en el fenotipo del SD, asi, el primer gen del HSA21
identificado en el MMU16 fue el de la SOD1 [53]. A partir de aqui se han conseguido

varios modelos de raton trisomicos para el estudio del SD (Tabla 2).

Los ratones transgénicos se producen al pretender conocer la consecuencia de
la sobreexpresion de uno, dos o tres genes y no la de un conjunto amplio de genes, ya
gue se trata de establecer la correlacion mas estricta entre genotipo y fenotipo. Estos
modelos complementan a los trisdmicos, pero no son perfectos al sobreexpresar un
gen o unos pocos, sin embargo en la trisomia 21 se sobreexpresan varios genes
conjuntamente y hoy sabemos que los unos influyen sobre los otros. En cualquier

caso, es una buena aproximacion para obtener informacién sobre el SD [31, 45].

Tabla 2. Modelos de ratén trisémicos para el sindrome de Down [20].

Ratones Caracteristicas de los modelos murinos.

Ts65Dn Trisomia parcial del MMU16 translocada al centrémero del MMU17 (3 copias con ~104-132 genes
del MMU16 ortélogos al HSA21, entre ellos todos los de la DSCR) [5, 37].

Ts1Cje Similar al Ts65Dn aunque con ~85 genes ortélogos a los contenidos en el HSA21.

Ts1Rhr Trisomia para la region DSCR (contiene tres copias de una region del MMU16 que es ortéloga a
la region DSCR con 33 genes del HSA21).

Triple trisémico Contienen 3 copias para los cromosomas MMU10, MMU16 y MMU17 con un total de ~250 genes

oortélogos a los contenidos en el HSA21. Este modelo de SD es el mas completo.

Tc Es un raton transcromosomico, contiene una copia libre del HSA21 con algunas deleciones
(~83% de lllos genes del HSA21). El Tc1 tiene una ventaja, permitir estudiar los genes humanos
del HSA21 que no se encuentran en regiones ortélogas de MMU10, MMU16 y MMU17.

Transgénicos de Se generan a partir de cromosomas artificiales de levaduras (YACs, Yeast Artificial

YACs, BACs y Chromosome), de bacterias (BACs, Bacterial Artificial Chromosome) y del bacteriéfago P1 (PACs,

PACs P1 bacteriophage Artificial Chromosome), contienen distintos fragmentos cromosémicos y cubren
aproximadamente 2 Mb del HSA21 [54].

Transgénicos Solo sobreexpresan un gen (DYRK1A, SOD1, PFKL, S100b, SIM2, ETS2, APP, PEP19, DSCR1).
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2. ESTRES OXIDATIVO

El término “estrés oxidativo”, popularizado por Helmut Sies [55-57], se define
como “una alteracion en el balance pro-oxidante/antioxidante a favor de los primeros,
dando lugar a posibles dafos a biomoléculas”. Los dafios repercuten de forma directa
o indirecta en el tejido, siendo la importancia del dano dependiente de la duracion vy
de la naturaleza del sistema estresado [57-63]. El estrés oxidativo, o mas bien el
exceso de radicales libres (RL), en relacion con las defensas antioxidantes esta
involucrado en mayor o menor grado en la patogénesis de multiples enfermedades vy
en el envejecimiento [64-66]. Segun la “Hipdtesis de los Radicales Libres del
Envejecimiento” [67], el incremento de los RL produce un aumento del estrés
oxidativo que favoreceria la senescencia prematura en las células. Esta se podria
producir por modificaciones oxidativas a las biomoléculas, que alteran sus funciones

bioldgicas celulares, contribuyendo al envejecimiento prematuro [68].

En la actualidad, se admite que el proceso de envejecimiento se produce bajo
dos mecanismos basicos: uno de orden genético y el otro involucra a los procesos de
oxidacion por RL. Sin embargo, se sigue manteniendo la ambigledad originada a
mediados de los 80, acerca de si el estrés oxidativo causa dafo celular, o mas bien si
el dafio celular causa estrés oxidativo por aumento de los RL de forma secundaria,
inclinandose esta ambigiiedad en la mayoria de las patologias (Tabla 3) en las que los

RL actian en mayor grado hacia la primera suposicién [69-72].

Tabla 3. Multiples patologias en las que se observa la implicaciéon, en mayor o menor medida
de radicales libres.

Infarto agudo de miocardio Artritis reumatoide Enfermedad granulomatosa crénica
Fibrinolisis Shock Sindrome de Batten

Angioplastia coronoraria (ACTP) Diabetes Tumores

Deficiencias inmunitarias Ateriosclerosis Sindrome de Down

Arteriosclerosis Esofagitis Envejecimiento

Deficiencia de mieloperoxidasa Enfisema pulmonar

El estrés oxidativo, debido a la dificultad existente para detectar directamente
los RL, se puede conocer mediante la medicién de los productos de las reacciones
oxidativas (peroxidaciéon lipidica, oxidacion del DNA, oxidacion de proteinas o de
carbohidratos), o mediante el conocimiento de la deplecion de sustancias
antioxidantes. Un aumento del estrés oxidativo puede estar producido por tres
condicionantes, por un aumento mantenido de los radicales libres de oxigeno o de
nitrégeno que superarian los mecanismos de defensa, por una disminucién de la
defensa antioxidante y por la accién conjunta de ambos mecanismos lo que provocaria

un dafo oxidativo cronico.
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2.1 Radicales libres

Los radicales libres (RL) (Tabla 4) pueden ser definidos como especies
quimicas, moléculas o atomos, capaces de existir independientemente, con uno o mas
electrones desapareados en su Ultima capa u orbital electrénico, es decir, con un
numero impar de electrones [73-75]. La existencia del electron desapareado, es lo
que le confiere su altisima reactividad con gran cantidad de moléculas bioldgicas
(lipidos, proteinas, acidos nucleicos, etc.), ya que tiende rapidamente a ganar o ceder
un electrén para conseguir asi una conformacidon estable y esto hace que su vida
media sea muy corta. Como consecuencia de la formaciéon continuada de RL, debe
existir en el organismo un adecuado sistema no sélo de defensa antioxidante sino
también de reparacién del dano oxidativo producido [76]. La Dra. Gerschman
adjudicaba a los RL una relacién estrecha con algunas patologias, tales como diabetes
mellitus, artritis reumatoide, cancer, enfermedades neurodegenerativas (Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica), sindrome de Down, sin dejar de tener en cuenta
algunas situaciones en que los RL estdan comprometidos mas directamente, tales
como: toxicidad del oxigeno, accion téxica de numerosos xenobidticos e incluso el

envejecimiento, entre otras [69].

Tabla 4. Especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN) [69, 72].

Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO/ERN)
Radicales No Radicales
Especies reactivas de oxigeno Superodxido ( O,¢°) Per6xido de hidrégeno (H,0,)
(ERO) Hidroxilo (OHe) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxilo ( RO,e) Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxilo (ROe) Ozono (O5)
Hidroperoxilo ( HO,e) Oxigeno singlete (10,)
Oxido nitrico (NQOe) Acido nitroso (HNO,)
Especies reactivas de nitrégeno Didxido de nitrégeno (NO,) Cation nitrosilo (NO+)
(ERN) Anidn nitroxilo (NO-)
Peroxonitrito (ONOO-)
Acido peroxinitroso (ONOOH)
Alquil peroxinitrito (ROONO)

En los organismos vivos, los RL se estan formando continuamente, siendo los
mas abundantes y reactivos los centrados en el oxigeno. Dichos RL se agrupan dentro
del término genérico de “especies reactivas del oxigeno” (ERO), haciéndose referencia
con este término, a un conjunto de moléculas que incluyen no sdélo a los radicales de
oxigeno propiamente dichos, entre los que se encuentran los radicales O," y OH®, sino

también a algunas moléculas, no radicales, derivadas del oxigeno e involucradas
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directamente en la produccién de radicales del oxigeno, como puedan ser el perdxido
de hidrégeno (H,0,), el oxigeno singlete (*0,) y el &cido hipocloroso (HCIO),

existiendo ademas las “especies reactivas de nitrdgeno” (ERN) [77, 78].

El radical superéxido (0,") procede de la reduccién univalente del oxigeno
molecular (0,). No es el radical mas reactivo y se forma espontdaneamente en medios
aerobios, probablemente, la principal fuente de radicales O, sea la cadena de
transporte de electrones (CTE) mitocondrial (aproximadamente entre un 5% y un 10%
de los electrones transportados) [79, 80]. También es producido por enzimas como la
NADPH oxidasa, xantina (XO), oxido nitrico sintasa (NOS), lipooxigenasa Yy
ciclooxigenasa [81]. El dafio bioldogico directo que puede causar este radical es muy
selectivo y de él deriva el H,0, y los demas RL [73]. Suele producir reacciones con
otros radicales como el 6xido nitrico o con iones Fe que contienen determinadas
proteinas [75] y tiene la capacidad de reaccionar con los lipidos de las membranas

celulares alterando con ello su funcionalidad.

+ 6 +g +e +e
O, - Oy - HO, 5 ‘OH - H;O
2H" H H,0 H
Oxigeno Anidn Peréxido de Radical Agua
superdxide hidrégena hidraxile

Reduccién univalente del oxigeno [81].

El peréxido de hidrégeno (H,0,) es la forma menos reactiva y mas estable
de las ERO. Se forma entre otras vias, por adicion de un electréon y dos protones al
radical O, catalizado por el enzima SOD. En general, cualquier sistema bioldgico que
genera radicales O, puede producir H,0, por dismutacién, siempre que el radical O,
no sea interceptado por alguna otra molécula. La importancia del H,0, se debe a su
participaciéon en numerosas reacciones que dan lugar a la generacién de otros RL,
ademas de su capacidad para atravesar con mucha facilidad las membranas bioldgicas
[82]. Una vez que ha difundido, puede dar lugar a la formacion del radical OH" via
oxidacion de metales de transicion en una reaccidon conocida como reaccidon de Fenton,
ademas de degradar proteinas con el grupo hemo (mioglobina, hemoglobina y

citocromo C) liberando asi iones Fe®*, entre otras acciones [74, 77, 83].

A
SoD B
20, + 2 HY — 0, + H,0,
0, +2e +2H—»H,0 Fer* + H,0, —> Fe® + OFF + OH®

(A) Dismutacion del anién superdxido catalizada por la SOD. (B) Reaccién de Fenton: Formacion de radical hidroxilo a
partir de peroxido de hidrogeno [83].
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El radical hidroxilo (OH®) es la molécula mas reactiva capaz de reaccionar
con diferentes biomoléculas, lo que causa disfuncion celular [83, 84]. En los
organismos vivos la principal fuente de produccion parece ser la descomposicion del
H,O, en presencia de metales de transicién, principalmente el hierro y cobre. La
reaccion de Haber-Weiss genera radicales OH® a partir de H,O, y aniones superodxido,
y es activada en presencia de los cationes Fe(III), generados en la reacciéon de Fenton
[74, 77, 83]. Los radicales OH® pueden iniciar la lipoperoxidacién al abstraer un dtomo

de H de un grupo metileno (-CH,-) de un acido graso poliinsaturado (PUFA).

Fe* +0, —» F&3* + 0,

O *+H O —* O, + 2 OH"
Reacciones de Fenton y de Haber-Weiss [74]

El oxigeno singlete (*0,) que no se trata de un radical en si, pero junto al
radical OH®, es considerada como una de las ERO capaces de reaccionar directamente
con biomoléculas que contienen dobles enlaces conjugados como puedan ser acidos

grasos, generandose endoperoxidos [85, 86].

El a&cido hipocloroso (CIOH) al igual que el H,O, y el !0, no se puede
considerar un RL en si, pero se incluye dentro del término ERO, por su capacidad para

oxidar importantes biomoléculas asi como producir e interaccionar con otros RL [87].

Los radicales peroxilo (ROO®) y alcoxilo (RO®) se forman cuando el radical
OH® reacciona con compuestos organicos y también por la descomposicién de
peroxidos organicos o hidroperéxidos (ROOH), reaccidon catalizada por metales de
transiciéon. Son capaces de abstraer un atomo de H* de otras moléculas e iniciar

reacciones de gran importancia biolégica como la lipoperoxidacién [85, 86, 88].

Las especies reactivas de nitrégeno (ERN) incluyen especies derivadas de
nitrégeno. Entre las ERN se encuentran los radicales 6xido nitrico (NO®), dioxido de
nitrégeno (NO,") y peroxinitrito (ONOQ~), entre otros (Tabla 3). El NO* es capaz de
reaccionar con especies como el radical O, para formar ONOO™ de gran importancia

debido a su capacidad para modificar biomoléculas como proteinas [75, 89, 90].

2.2 Fuentes de produccion de radicales libres

Los RL se producen fisiolégicamente en pequenas cantidades y cuando se
generan niveles elevados, el origen puede ser exdégeno o enddgeno. Las principales
fuentes de produccion de RL exdégenas son factores ambientales (polucién, humo del
tabaco), compuestos de naturaleza pro-oxidante en la dieta y contaminantes
quimicos, también se pueden generar por el efecto de radiaciones electromagnéticas o

ionizantes y en el proceso de metabolizacion de determinados farmacos [91].
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Uno de los principales mecanismos moleculares de produccion endégena de RL
es la cadena de transporte de electrones (CTE), ya que la mitocondria constituye la
fuente principal de RL. La CTE puede ser considerada como la mayor fuente de
produccion de RL, ya que del total del O, que llega a la CTE, entre el 90-95% del
mismo es metabolizado a H,O mediante la via de la reduccion tetravalente, sin
formacion de intermediarios toxicos; sin embargo, entre el 5-10% del O, consumido
sufre una reduccién monovalente por electrones provenientes de la CTE que escapan
al control de la misma, sobre todo en situaciones de dafio mitocondrial, dando lugar a

la formacién de radicales 0,* [71, 80, 92].

Los sistemas de transporte de electrones de la membrana del reticulo
endoplasmatico y en concreto el sistema NADPH/NADPH citocromo P50, €s capaz de
reducir ciertos compuestos en una reduccion monovalente, generando RL [91]. Otras
fuentes son los peroxisomas, organulos ricos en oxidasas y que generan H,0,, el cual

es depurado por enzimas especificas (catalasas) y transformado en H,O.

La xantina oxidasa es una enzima que cataliza la oxidacidon de hipoxantina a
xantina y de ésta a acido Urico, acoplando a dicha oxidacién una reduccion

monovalente del O,, con la consiguiente formacién del radical 0," [78].

Los neutroéfilos y fagocitos mononucleares (monocitos/macrofagos), poseen en
su membrana el sistema flavoproteico citocromo b254-NADPH oxidasa, sistema
productor de RL. Asi, durante la actividad fagocitaria se produce un incremento en el
consumo de O,, denominado “estallido respiratorio” (‘respiratory burst’), y un 70-90%
de este O, es utilizado en la produccién del radical 0,™ y el H,0,, los cuales pueden
producir radical OH" si en el exterior del neutrdéfilo existen iones metalicos que puedan
catalizar la reaccion, aunque normalmente no estan libres en los sistemas bioldgicos,
en determinadas situaciones fisiopatolégicas como es el caso de fagocitosis e

inflamacion, el pH bajo puede ayudar a la liberacién de los mismos [93].

2.3 Daiio oxidativo a moléculas bioldgicas

Los RL tienen una gran capacidad de reaccion con moléculas de todo tipo, tanto
radicales como no radicales, esto justifica su implicacién en una amplia variedad de
procesos fisioldgicos y patoldgicos. Los RL pueden dafiar la mayor parte de moléculas
bioldgicas o biomoléculas, causando dafio oxidativo celular y dando lugar a nuevas

especies reactivas capaces de continuar la accion oxidativa.
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A) Dano oxidativo a lipidos

En los lipidos se produce el mayor dafio oxidativo en un proceso que se conoce
como lipoperoxidacién (LPx) o enranciamiento oxidativo, representa una forma de
dafio histico que puede ser desencadenado por el O,, el '0,, el H,0, y el OH",
afectando a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs-
polyunsaturated fatty acids) como las membranas celulares, lo que indica una mayor
susceptibilidad conforme aumenta el nimero de dobles enlaces [85, 86]. Este proceso
se considera un factor muy importante en el envejecimiento de células aerdbicas [86,
94]. La LPx es un proceso continuo y fisioldgico que en condiciones normales actua
como un renovador de membranas bioldgicas aunque su excesiva activacion esta
relacionado con la patogénesis de numerosas enfermedades y procesos patoldgicos
como diabetes, fibrosis pulmonar, SD, etc, por tanto es importante establecer el papel

del dafio oxidativo en la patogenia y evolucion de la enfermedad [95].

Los productos finales del proceso de LPx son aldehidos, gases hidrocarbonados
y varios residuos quimicos, como los n-Alcanales, 2-Alquenales, entre otros,
incluyendo dentro de estos productos el malondialdehido (MDA) y los 4-
hidroxialquenales [85]. El MDA, formado durante las Gltimas etapas de la ruptura de
endoperoxidos durante la reestructuraciéon intramolecular de los acidos grasos, puede
ser metabolizado a nivel celular, por ejemplo por la aldehido deshidrogenasa hepatica,
y/o excretado. Estd involucrado en el dafio a la célula, ya que reacciona y modifica
residuos aminados de proteinas, especialmente a la lisina, ataca los grupos sulfhidrilo
(-SH) y produce entrecruzamientos intra e intermoleculares con las proteinas, esta
involucrado en la formacion de pigmentos como la lipofuscina durante el
envejecimiento [96]. En la lipoperoxidacion se producen los 4-hidroxialquenales y en
particular el 4-HNE (4-hidroxinonenal) que es muy reactivo. El 4-HNE es un producto
de la oxidacion del acido araquidénico [97]. Muchos de los aldehidos formados
reaccionan rapidamente con los componentes celulares, pueden causar mutaciones en

el DNA, y producir dafos estructurales y funcionales al reaccionar con proteinas [98].

Se consideran tres fases en la lipoperoxidacién: iniciacién, propagacién vy
terminaciéon (Figura 4): La Iniciacion se produce cuando cualquier especie reactiva
ataca o abstrae un atomo de H del doble enlace de un grupo metileno (-CH,-) de los
PUFAs, generando un radical lipidico [73, 85, 99]. En la Propagacion, el radical
lipidico tiende a estabilizarse por reordenacién molecular formando un dieno
conjugado que pueden sufrir varias reacciones posteriores, pero en condiciones
aerobicas reaccionan con el O, formando radicales peroxilo (ROO®). El peroxilo puede
sustraer un atomo de hidréogeno de otra molécula vecina, la cual puede ser otro PUFA,

formandose asi un hidroperéxido (ROOH) y un nuevo radical lipidico (R"). Ademas, los
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radicales ROO°® pueden reaccionar con residuos de aminodcidos de proteinas, dafiando
la funcién de enzimas y receptores de membrana u oxidar el colesterol de las
membranas celulares. El grado de propagacién de la cadena depende de varios
factores, entre ellos la concentracion de 0O,, la composicion de acidos grasos, la
relacion de lipido-proteina y la presencia de antioxidantes. Los hidroperdxidos (ROOH)
son los productos primarios de la LPx y en condiciones fisiolégicas son relativamente
estables [100], pero sus grupos -OOH se encuentran localizados en medio de la
cadena hidrocarbonada de los PUFAs, originando una distorsidn del espacio hidrofébico
y una pérdida de la funcién bioldgica de las membranas celulares [71, 101]. La LPx
sigue propagandose llegando a la fase de Terminacidon cuando dos hidroperdxidos
reaccionan entre si dando un tetroxido o cuando son neutralizados por los
antioxidantes. Los tetroxidos son inestables y al romperse generan aldehidos como el
MDA [96], que es un indicador de LPx.

AN AN 4

He Perdida de H" para formar
radical lipidico

Y
Radical /\—/\ /\ /
Acido Graso ' '

Reordenamiento Molecular

R. \ 4 \
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ROO* Y
Radical Peroxilo ‘l-L’
o° *He Sustraccién de un H' de un
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ROOH _
Hidroperéxido O
o
H

Figura 4. Mecanismo de lipoperoxidacion [73, 85].
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B) Dano oxidativo a proteinas

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos susceptibles
de ser atacados por los RL, sobre todo por el radical OH® [102]. Se produce el dafio
oxidativo sobre un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina,
triptdofano y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas,
hay fragmentacién de la proteina por ruptura de enlaces peptidicos y por ultimo,
formacion de grupos carbonilos que impiden el normal desarrollo de sus funciones. El
sistema de oxidacién catalizada por metales es el mecanismo mds importante en la
modificacion oxidativa de las proteinas. El envejecimiento conlleva la acumulacién de
proteinas dafiadas debido a un aumento con la edad de la velocidad de oxidacion de
las mismas, a una disminucion de la capacidad de degradar estas proteinas, o ambos
a la vez [102]. Estas oxidaciones pueden dar lugar a un cambio conformacional de la
proteina y en consecuencia a una pérdida o modificacion de su actividad bioldgica y a

una alteracion en la susceptibilidad a la degradaciéon [93].

El ataque de los RL a proteinas pueden ser difusos (dando lugar a
modificaciones generalizadas) o ataques selectivos (dando lugar a modificaciones en
sitios especificos). En las primeras modificaciones se producen ataques en diferentes
regiones de la estructura proteica, dando lugar a alteraciones estructurales,
agregaciones intra e intercatenarias, fragmentacion y/o desnaturalizacion. La
introduccion de grupos carbonilo en las proteinas es un ejemplo de modificacion
oxidativa global de las proteinas. Esta modificacion causa generalmente la pérdida de
la funcién estructural o catalitica de las proteinas afectadas [103]. Este dafio es
comunmente observado como consecuencia secundaria de cadenas de propagacion de
RL, entre las que destaca la lipoperoxidacion y especialmente la produccion de
entrecruzamiento catalitico por parte del MDA [96, 104]. Los ataques selectivos
causan un dafio oxidativo en el cual juegan un papel importante los metales de
transicion, siendo los enzimas que contienen dichos metales los que aparentemente
presentan mayor riesgo de sufrirlas [105]. Estas modificaciones son generalmente
llamadas “oxidaciones catalizadas por metales” y casi siempre implican cambios
covalentes. Se produce la oxidacién de los grupos -SH de los aminoacidos, siendo

éstas, las principales modificaciones que permiten su degradacion proteolitica [106].

Generalmente, las células eliminan las proteinas modificadas oxidativamente
mediante proteolisis. Sin embargo, algunas proteinas oxidadas pueden presentar una
mayor resistencia a ser eliminadas, que junto con una mayor tasa de formacidn,
contribuiria al acimulo de proteinas oxidadas y a los efectos daninos derivados de
ellas. Se ha sugerido que esta diferencia en la susceptibilidad a la proteolisis depende

del grado de oxidacion de las proteinas, de manera que las proteinas parcialmente
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desnaturalizadas o poco oxidadas presentan una menor resistencia a la proteolisis
[107], que las que las que estan muy oxidadas [108]. El envejecimiento conlleva la
acumulacién de proteinas dafiadas debido a un aumento con la edad de la velocidad
de oxidacion de las mismas, a una disminucion de la capacidad de degradar estas

proteinas, o ambos a la vez [102].

C) Daiio oxidativo a carbohidratos o aztlcares

Los monosacaridos actlan como captadores (scavengers) de radicales OH® y
0," [109]. Los RL también provocan la disminucién del contenido de ATP intracelular
alterando la via glucolitica y mitocondrial. En la via glucolitica, los RL producen la
inactivacion de la via de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH), la
disminucidn de nicotinadenosin-dinucledtido (NAD"), una discreta acidosis intracelular
y el aumento del Ca®* libre. Por otra parte, los monosacaridos, en condiciones
fisioldgicas se autooxidan y forman cetoaldehidos e intermediarios oxidantes como el
radical O,", que es captado por la glucosa e impide su accién sobre otras moléculas.
Estos productos son extremadamente reactivos y capaces de alterar la estructura
espacial de las proteinas (aparicion de puentes, entrecruzamientos, acortamientos,

cambios conformacionales, etc.) [110, 111].

D) Daifo oxidativo al DNA

Las alteraciones del DNA, como consecuencia de la interaccion con los RL son
importantes en diversas patologias e incluso en el envejecimiento, en las que el estrés
oxidativo estd elevado y puede producir un mayor numero de mutaciones,
entrecruzamientos, roturas espontdneas en las cromatidas y pérdida de fragmentos
cromosémicos, llegandose incluso a la pérdida total de determinados cromosomas
[112]. Los principales agentes involucrados en el dafio directo son los radicales OH® y
el H,0, [113, 114]. Dentro de las alteraciones mas frecuentes en las bases puricas,
destaca la formacién de la 8-hidroxi-2 "-deoxiguanosina (80HdG), con un alto efecto
mutagénico. Respecto a las bases pirimidinicas, se encuentran los glicoles de timina
(T) y citosina (C), ademas de los hidratos de pirimidina, los cuales dan lugar a

fragmentacion.

El DNA mitocondrial presenta una mayor tasa de mutacién por modificaciones
oxidativas de sus bases que son responsables del mal funcionamiento de los
complejos de la CTE, principal fuente de ERO mitocondriales, incrementando su
produccion y produciendo asi un circulo vicioso [115]. La 80HdG es 16 veces superior
a la encontrada en el DNA nuclear, esto podria traducirse en una disfuncion
mitocondrial dando lugar al desarrollo del fenotipo caracteristico de la senescencia
celular [116-118].
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2.4 Defensa frente a radicales libres: papel antioxidante

El organismo ha desarrollado una serie de mecanismos de defensa antioxidante
enzimatica y no enzimatica (Tabla 5), disefiados para protegerse de la accion de los
RL. Segun Halliwell, podemos definir antioxidante como “cualquier sustancia que, en
bajas concentraciones respecto al sustrato oxidable, disminuye significativamente o
inhibe la oxidacion de este sustrato” [75, 119]. Como sustrato oxidable se pueden
considerar casi todas las moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en las
células, tales como proteinas, lipidos, carbohidratos y DNA. Los antioxidantes al
interaccionar con un RL le ceden un electron oxidandose a su vez y transformandose
luego en un RL débil no téxico; debido a que interactlian mas rapido con los RL que
con el resto de moléculas presentes, asi impiden que otras moléculas se unan al O,.
Su accidn la ejercen en la membrana plasmatica, citosol, nicleo o liquido extracelular,
es decir, tanto en medios hidrofilicos como hidrofébicos, alterando su propia integridad
molecular evitan alteraciones de moléculas funcionalmente vitales. Los antioxidantes
exdgenos actlan como moléculas suicidas, por lo que su reposicion debe ser continua

a través de la ingesta de nutrientes que los contengan [75, 120-122].

Tabla 5. Defensa antioxidante

1.- Antioxidantes enzimaticos Reaccién Enzimatica

(captadores):

Superédxido dismutasa (SOD)

Glutation peroxidasa (GPx)

Catalasa (CAT)

20, + 2H*—» H,0,+ O,

2GSH+H,0,— GSSG+H,0

2GSH+ROOH —® GSSG+ROH+H,0
2H,0, — 0,+2H,0

2.- Antioxidantes no enzimaticos Glutatidén Cofactores
(captadores): Vitamina E Cobre
Vitamina C Zinc
Coenzima Q Manganeso
Carotenoides Hierro
Flavonoides Selenio
Fitoestrégenos

Transferrina
Ferritina
Ceruloplasmina
Albumina
Bilirrubina
Metalotioneina
Acido urico

3.- Preventivos:

El sistema de defensa antioxidante (Figura 5) esta constituido por un grupo de
sustancias que al estar presentes en concentraciones bajas respecto al sustrato
oxidable, retrasan o previenen significativamente la oxidacién de este, aunque al

haber un exceso de RL se pueda producir dafio oxidativo a biomoléculas [123]:
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Figura 5. Defensa antioxidante y lesion a biomoléculas.

A) Sistema antioxidante enzimatico

El sistema antioxidante enzimatico estd basado en un complejo enzimatico de
defensa que incluye a la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPx), tiorredoxina reductasa y glutation reductasa (GR). El objetivo es la
dismutacion del radical 0," en H,0;, y cuya acumulacion se evita al ser transformado

en agua y oxigeno molecular, consumiendo glutation (GSH) y NADPH™.

A1) Superoxido dismutasa (SOD)

La superoxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) pertenece a una familia de
metaloenzimas conocida por acelerar la dismutacién espontanea del radical 0," hacia
H,0, y O,, aumentando la velocidad 109 veces [77]. La SOD también puede actuar
como una peroxidasa, capaz de utilizar el H,0, como reductor para formar el radical

"[124-126]. Las SODs se encuentran ampliamente distribuidas en los organismos
aerodbicos, jugando un papel importante en el control de los niveles del radical 0,7,
siendo la primera defensa contra estos radicales [127, 128]. Al generar H,0, en
presencia de hierro libre puede presentar una accion pro-oxidante, debiendo ser
complementada su accion con sistemas que eliminen el H,0,, como el sistema
catalasa y glutation (GSH) [129].

En mamiferos existen tres grandes familias separadas en base a los metales
que contienen y/o su localizaciéon en la célula. Dos son intracelulares, la superdxido
dismutasa cobre/zinc (Cu/Zn-S0OD) y la manganeso (Mn-S0OD), la otra es extracelular
(Ec-SOD) [127, 128]. La Cu/Zn-SOD (SOD1), presenta un peso molecular de 32.000
daltons, estando constituida por dos subunidades idénticas, con un atomo de Cu y otro
de Zn cada una [130]. De estos dos metales, el Cu es el que presenta actividad

catalitica, localizandose en el sitio activo de la enzima, mientras que el Zn desempefia
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una funcidon basicamente estructural [131]. Esta familia se localiza principalmente en
el citosol de la célula y el gen que codifica esta enzima se encuentra en la regién
21g22.11 del HSA21 humano, que corresponde al MMU16 de ratéon [128]. La Mn-SOD
(SOD2), esta constituida por cuatro subunidades idénticas, con un atomo de Mn por
unidad y un peso molecular de 80.000 daltons, su localizacion es mitocondrial
primordialmente [130] y el gen que la codifica se localiza en el HSA6 humano [128].
La Ec-SOD (SOD3), fue descubierta en 1982 por Stefan Marklund en tejido pulmonar,
tratandose de un tetrdmero de 135.000 daltons, contiene un atomo de Cu por
subunidad y el gen que la codifica se localiza en el HSA4 humano, ademas se presenta

con menos actividad que las intracelulares.

A2) Catalasa (CAT)

La catalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) es una enzima antioxidante que se halla
practicamente en todas las células de animales y plantas [132]. Se trata de una
enzima intracelular ferriporfirinica, constituida por 4 subunidades, cada una con un
grupo hemo enlazado en su centro activo y localizada principalmente en peroxisomas,
mientras que en las mitocondrias y citosol la actividad es muy baja [133]. La funcidn
de la catalasa es doble, actividad catalitica y peroxidativa [134]. Dentro de los
peroxidos eliminados se encuentra el H,O, y los hidroperéxidos alquilo (metanol,
etanol, acido férmico y fenoles), siendo en este caso la reactividad de la catalasa
inversa a la longitud de la cadena. Se ha observado que la descomposicién de H,0, es
muy rapida, mientras que las peroxidasas son realmente lentas [134]. La catalasa
presenta una afinidad por el H,O, baja y necesita altas concentraciones del mismo
para poder trabajar rapido [135], aunque se ha observado un rapida inactivacién de la
actividad catalasa a concentraciones de H,0O, superiores a 0,1M [134], igualmente se

ha observado la inactivacién de la catalasa por el radical 0," [136].

A3) Glutatiéon peroxidasa (GPx)

La glutation peroxidasa (GPx) (EC 1.11.1.9) estd formada por cuatro
subunidades idénticas y cada una de ellas contiene un residuo de selenio-cisteina que
es esencial para su actividad enzimatica. Comparte sustrato con la catalasa,
catalizando la reduccion de diferentes hidroperdxidos (ROOH y H,0,) usando glutation
reducido (GSH) y dando lugar a la formacion de glutatién disulfuro oxidado (GSSG) y
un producto de reduccion. El GSSG, a su vez, es reducido a GSH por la glutatién
reductasa (GR) en presencia de NADPH+H* formando un ciclo redox, impidiendo que
se agoten las reservas de GSH. En organismos vivos se encuentran dos grandes

grupos, la glutation peroxidasa-selenio dependiente y la selenio independiente [137].
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Las selenio dependientes son tetraméricas, conteniendo selenio en forma de
enlaces covalentes selenio-cisteina en su centro activo. Son activas frente a
hidroperdxidos organicos y H,0,, localizandose primordialmente en citosol (70%), y en
menor cantidad en mitocondrias (30%), en la matriz mitocondrial y en lugares de
contacto entre la membrana externa e interna mitocondrial [137, 138]. En mamiferos
existen 4 formas de GPx: GPx-C o forma celular que es ubicua, tiene mayor afinidad
por el H,O, que por el lipoperéxido; GPx-P o forma extracelular, presenta afinidad
semejante por ambos sutratos; GPx-GI o gastrointestinal; GPx-PH, tiene afinidad
especifica para los lipoperdxidos. Las formas GPx-C y GPx-P no tienen capacidad de
reaccionar con los lipoperéxidos [137-140]. El segundo grupo lo forma la glutatién S-
transferasa (GSTs), que no requiere selenio para su actividad catalitica, presentando
en general una menor afinidad por el H,0,, se localiza en citosol, mitocondrias y

fracciones celulares que contengan membranas [137, 141].

A4) Glutation reductasa (GR)

Se trata de una flavoproteina (EC 1.6.4.2.) encargada de catalizar la reduccion
del glutatién disulfuro oxidado (GSSG) dependiente del NADPH+H", hacia glutation

reducido (GSH), necesitando un coenzima de dinucledtido de flavina-adenina (FAD).

B) Sistema antioxidante no enzimatico

Los antioxidantes no enzimaticos son esenciales ya que pueden prevenir la
lipoperoxidacidon o participar en reacciones enzimaticas antioxidantes debido a que
muchos actian como cofactores de enzimas [142]. El glutatién (GSH) es un tripéptido
compuesto por cisteina, glicina y glutamato [143], sintetizado en dos pasos por la
glutamato cisteina ligasa (EC 6.3.2.2) y la glutatién sintetasa (EC 6.3.2.3),
consumiendo una molécula de ATP en cada paso [144]. El GSH puede también ser
obtenido de la dieta y se encuentra practicamente en todas las células, presentando
un importante papel como antioxidante intracelular. EI GSH puede reaccionar

directamente con los RL, sin necesidad de intervencién enzimatica [145].

Las vitaminas C y E interaccionan directamente con los RL y con los radicales
lipidicos, haciendo de estos compuestos unos excelentes antioxidantes hidrosolubles
[146-149]. El coenzima Q transporta electrones en la CTE, pero ademas inhibe la LPx
[150] y mantiene el pool de vit. E [151], aunque es capaz de producir radicales O,*
[152, 153]. Los carotenoides como el B-caroteno reaccionan con el radical peroxilo,
radicales OH® y O,", y otras especies reactivas [154]. Los elementos trazas (Cu, Zn,
Mn, Fe, Se) estan presentes en las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx. Por tanto,
la regulacién de estas enzimas antioxidantes no es Unicamente funcion de los niveles

de estrés oxidativo, sino también de la disponibilidad de estos elementos [155].
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3. MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS EN EL SINDROME DE DOWN

El SD es considerado una condicién multifactorial y la gran variabilidad
fenotipica que existe en los individuos puede explicarse en parte por la “hipotesis de la
dosis génica”, aunque hoy dia vamos conociendo cada vez mejor que incluso puede
producirse una disminucion en la expresion de otras proteinas [7, 156, 157]. Otra
vertiente para explicar la variabilidad fenotipica es la “hipdtesis de la inestabilidad del
desarrollo amplificada”, que postula que las caracteristicas fenotipicas no son
exclusivas de genes especificos del HSA21 sino que hay un pequefio nimero de genes
en otros cromosomas que causan un desequilibrio, con un gran impacto en la

expresion génica global y en la regulacion de vias de sefializacion celular [158].

Una sintesis de las dos versiones argumenta que, en un escenario trisomico,
algunos genes sensibles a la dosis, cuyo triplicado de por si tendria efectos modestos
o restringidos, puede dar cuenta de la gran cantidad de fenotipos en el SD. Asi, una
desregulacion compleja de un grupos de genes no sélo en el HSA21 puede enmascarar
algunas alteraciones comunes celulares en el SD tales como el estrés oxidativo y la
disfuncién mitocondrial [159, 160].

3.1 Estrés oxidativo en el sindrome de Down

El estrés oxidativo estd considerado como uno de los mecanismos que
intervienen en la patogénesis y progresion del SD debido a una desregulacion de la
expresidon génica asociada a la trisomia 21 [161]. De hecho, se han descrito varias
fuentes que podrian originar el estrés oxidativo en el SD [162-165], ya que en el
HSA21 se encuentran alrededor de 20 genes importantes (Tabla 6) involucrados en la

generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) [166].

Tabla 6. Genes localizados en el HSA21 implicados en la producciéon de los ROS.
Tabla modificada procedente de la referencia [156].

Factor 6 de la subunidad FO de la ATP sintetasa (ATP5])
Factor O de la subunidad F1 de la ATP sintetasa (ATP50)
Proteina precursora amiloide (APP)

Represor de la respuesta al estrés oxidativo (BACH1)
Proteina ribosomal mitocondrial (MRPS6)
Cu/Zn-Superéxido dismutasa (SOD1)

Flavoproteina 3, 10 KDa NADH deshidrogenasa (ubiquinona) (NDUFV3)
Regién 1 critica del sindrome de Down (DSCR1)
Carbonil reductasa 1 (CBR1)

Carbonil reductasa 3 (CBR3)

Factor nuclear eritroide 2 (NRF2)

DYRK1A
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El aumento de la produccion de ROS, condicién necesaria para el estrés
oxidativo, estd causado por la sobreexpresiéon de algunos genes codificados por el
HSA21, y ademas puede estar acompafiada por algun grado de disfuncion mitocondrial
[160, 167]. Existe un gran numero de parametros o biomarcadores de estrés oxidativo
medidos en tejidos, células y fluidos corporales de pacientes con SD (Tabla 7). Juntos,
estos biomarcadores amplian e informan sobre anomalias relacionadas con el estrés
oxidativo en individuos con SD desde la vida fetal y con regulaciones dependientes de
la edad y de los individuos [164, 168].

Tabla 7. Cambios publicados en los parametros de estrés oxidativo en células, tejidos y
fluidos corporales de pacientes con sindrome de Down. Tabla modificada procedente de la
referencia [158].

Células/Tejidos/ Parametros y biomarcadores de estrés oxidativo
Fluidos corporales

Cerebro fetal 4 S0OD1; = GPx; 4MDA

Cerebro 4 GCP y carbonil reductasa

Liquido amnidtico 44 Isoprostanos

Eritrocitos y 4soDp1 y GPx; = CAT; A4ratio SOD1/Gpx+CAT;

neutrdéfilos 4 MDA vy lipofuscina

Leucocitos, sangre total 4 80HdG dependiente de la edad

Plasma 4V GSSH:GSH dependiente de la edad; #kinurenina urinaria;

43cido Urico, ascorbico y alantoina; Yhipoxantina y xantina;
4NO; VVitamina E

Orina *BOHdG, MDA, isoprostano 8,12-iso-iPF2alfa-VI, acido
kinurénico y antranilico

Suero 4 Acido urico
Liquido amnidtico (perfil de Desregulacion de genes involucrados en la respuesta al estrés
transcripcion del mRNA) oxidativo; fosfolipidos, moléculas transportadoras de iones,

corazon, musculo, proteinas estructurales y genes reparadores
del dafio al DNA.

Normalmente, las células toleran un cierto grado de estrés oxidativo ya que
tienen el potencial para activar una serie de mecanismos protectores como
incrementar la produccion de las enzimas antioxidantes SOD, GPx, CAT vy
antioxidantes no enzimaticos como el GSH, ademas los organismos activan el gasto de
antioxidantes de la dieta (vitaminas antioxidante, carotenoides, licopeno, etc) [169].
Los biomarcadores de estrés oxidativo utilizados proporcionan evidencias de un estado
pro-oxidante en individuos con SD; se ha descrito que se generan niveles excesivos de
dafio oxidativo a biomoléculas, que existe un equilibrio alterado del GSSH:GSH,
niveles anormales de dos antioxidantes plasmaticos hidrofilicos (acido urico y

ascorbico), disminucion de la vit. E y un exceso de actividad xantina oxidasa [164].

Si bien el aumento del estrés oxidativo es detectable durante el embarazo
[170] y aumenta con la edad en individuos con SD, los adultos con SD no muestran
un aumento significativo del dafio oxidativo en todas las biomoléculas. De hecho, las
numerosas investigaciones realizadas en individuos con SD de diversas edades (nifios,

adolescentes y adultos) muestran diferencias en los biomarcadores de estrés
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oxidativo, produciéndose un estado pro-oxidante mayor en individuos con SD mas
jovenes (nifios). Esto podria ayudar a comprender los mecanismos que causan esta
aparente, y paraddjica “compensacion” del estado pro-oxidante en individuos con SD
de edad mas avanzada (adolescentes y adultos) [171]. Se ha demostrado que las
células responden al estrés oxidativo mediante un incremento en la sintesis de GSH vy
tiorredoxina (TRX), ademas de la actividad SOD [172]. Estas investigaciones parecen
contradictorias con los procesos reconocidos y relacionados con el envejecimiento,
como son una pérdida progresiva de las defensas antioxidantes y el aumento del dano
oxidativo relacionado con la edad que generan una acumulacion de productos
oxidados [171]. Parece probable que los individuos mas jovenes con SD experimentan
un tipo de estrés oxidativo crénico, mientras que se hacen mas resistentes mediante

la activacion de mecanismos de defensa que contrarrestan a lo largo de su vida [173].

Considerando que los recién nacidos con SD presentan niveles elevados de
ROS, responsables de la patogénesis de muchas manifestaciones clinicas, el estrés
oxidativo promueve la supervivencia de los fenotipos celulares mas resistentes (Figura
6). Esta hipdtesis se apoya en el aumento compensatorio de la tasa metabodlica y en la
activacion de mecanismos de plasticidad en regiones cerebrales vulnerables en el SD
producidos antes de la aparicién de la demencia. Los genes, APP, DYRK1A, SOD1, y
RCAN1, una vez sobreexpresados serian responsables de alteraciones neuronales y de

los mecanismos compensatorios durante el envejecimiento [174].
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Figura 6. Presunta adaptacion del sindrome de Down al estrés oxidativo. El estrés oxidativo se
relaciona con la patogénesis y progresion del SD. La acumulacién del dafio oxidativo conduce a
fenotipos severos, mientras que la induccidbn de mecanismos compensatorios en respuesta al estrés
oxidativo cronico podria dar lugar a la “adaptacion” y podria contribuir a mejorar la vida de los sujetos con
SD. Figura adaptada procedente de la referencia [171].
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3.1.1 Sobreexpresion del gen SOD1 en el sindrome de Down

Entre los genes del HSA21 se encuentra uno de los mas importantes en la
detoxificacion de los ROS, el que codifica para la enzima antioxidante SOD1. Al
producirse un exceso de ROS, las células pueden adaptarse, sufrir dafio oxidativo e
incluso morir mediante diferentes mecanismos, como apoptosis o necrosis [175]. En el
caso del SD, la sobreexpresion del gen SOD1 puede generar estrés oxidativo [176]
(Figura 7), que podria jugar un papel importante en la expresion clinica del SD. El
estrés oxidativo se produce en el desarrollo embrionario en una gran variedad de
tejidos y tipos celulares (Tabla 7), incrementandose significativamente con el

envejecimiento [162, 171].

sindrome de Down
47,XX,+21

llr !! Eg ll-l
I| I
1 MDI —> p2.11

Sobreexpresion

k. Estrés
E)To: )\ odativo

HSA21

Figura 7. Sobreexpresion del gen SOD1 y sindrome de Down. Las condiciones
incrementadas del estrés oxidativo estan causadas por la sobreexpresion de algunos genes
codificados en el HSA21. Algunos de estos, como el de la enzima antioxidante Cu/Zn-
superéxido dismutasa (SOD1) pueden llevar directa o indirectamente al estrés oxidativo. Figura
adaptada procedente de la referencia [171].

La enzima SOD1 esta en la primera linea de defensa antioxidante que canaliza
el flujo de generacién de radicales libres de oxigeno hacia la formacién de H,0,, que
en condiciones normales, sera neutralizado por la accion de otras enzimas
antioxidantes como la catalasa y la glutation peroxidasa [177, 178]. La sobreexpresion
de la SOD1 produce una alteracion en la relacidn enzimatica antioxidante: SOD vy
(GPx+CAT), originando un exceso de H,0, a partir de los radicales O," y de formar
otros radicales libres de oxigeno altamente reactivos. Uno de estos radicales formados
es el radical OH®, el mas reactivo, formado a través de la reaccion de Fenton al
interaccionar con metales de transicion [179]. Este desequilibrio enzimatico
antioxidante se produce al existir un incremento aproximado de un 50% en los niveles
de SOD1 en una gran variedad de tejidos (incluido el cerebro) y células, como
eritrocitos, linfocitos T y B, y fibroblastos [180, 181].

Se produce un estado pro-oxidante en los tejidos y células de pacientes con SD
al desequilibrarse la capacidad enddgena antioxidante y como consecuencia, se

produce un dafio oxidativo a las biomoléculas, generando lesion celular [75, 164]. Sin
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embargo, en células postmitéticas como neuronas, células musculares cardiacas vy
fibroblastos, se ha observado una capacidad adaptativa al aumentar otras enzimas
antioxidantes como la CAT y la GPx, ademas de sistemas de reparacion del DNA,
importantes para la viabilidad celular [182, 183]. Se ha descrito la existencia de vias
inducibles que reparan el DNA nuclear (nDNA); sin embargo, no se ha demostrado que
las mitocondrias puedan generar una respuesta adaptativa frente al estrés oxidativo
que proteja al DNA mitocondrial (mtDNA). Esta diferencia respecto al nDNA, puede
deberse a los diferentes mecanismos de reparacion del DNA presentes en ambos
genomas [184] y puede contribuir si la actividad de la Mn-SOD (SOD2) no se

incrementa en respuesta al estrés oxidativo [185].

3.1.2 Daiio oxidativo a lipidos y a proteinas en el sindrome de Down

La sobreexpresion de la SOD1 si no esta equilibrada con otros enzimas
antioxidantes, puede incrementar las reacciones de los ROS con las biomoléculas. Un
primer efecto seria la lipoperoxidacion de los lipidos de las membranas celulares y otro
seria el que afecta a la estructura y funcién de las proteinas al ser modificadas
oxidativamente [57, 75]. El radical OH* generado a partir del exceso de H,0,, es capaz
de iniciar la lipoperoxidacién al actuar sobre los PUFAs de las membranas celulares e
incrementar el dafio oxidativo a las proteinas por oxidacidon de sus grupos funcionales,
produciendo cambios estructurales y funcionales, originando una pérdida o
modificacion de su actividad bioldgica y una alteraciéon en la susceptibilidad a la
degradacion [186]. La SOD1 también puede actuar con una actividad peroxidasa
generando radicales O, a partir del H,0,, entre otros [187, 188]. El estrés oxidativo
originado por el exceso de SOD1 puede ser causado por: 1) la disminucion de
radicales 0,", que inhiben la reaccién de terminacion del radical hidroperéxido lipidico
y por lo tanto, aumenta su concentracién; 2) una elevada concentracion de H,0,
estimula la autooxidaciéon de hidroquinonas, mientras que la falta del radical O,"
inhibe la reaccién de terminacién del radical semiquinona; 3) el aumento de la
concentracion de H,0,, que inhibe algunas enzimas antioxidantes y permite la
produccion del radicales OH®, especialmente en presencia de metales cataliticamente
activos. Estos radicales dafian estructuras celulares, bases nitrogenadas, inducen

uniones y rompen cadenas [189].

La asociacién entre el estrés oxidativo y determinadas enfermedades es
conocida [64-66], entre ellas el SD [164]. Los ROS tienen un efecto citotdxico a través
de la lipoperoxidacién, que es un proceso autocatalitico con consecuencias bioldgicas
importantes como el dafio oxidativo celular. La sensibilidad de las células a los
radicales libres depende fundamentalente del equilibrio en su capacidad enddgena

antioxidante SOD/(GPx+CAT). En células de individuos con SD, esta relacién se
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encuentra mas elevada que en personas diploides y por tanto, son mas sensibles a los
RL. Sin embargo, las células con sobreexpresién de GPx y CAT estan protegidas frente
a los efectos de los RL. Para compensar el exceso de dosis génica de la SOD1, se
incrementa la actividad GPx al acumularse niveles excesivos de H,0,. La actividad
enzimatica GPx es el principal mecanismo que contribuye a la eliminaciéon de
productos de la lipoperoxidacion ya que cataliza la conversidn de los hidroperoxidos en
alcoholes [190, 191].

Como consecuencia del estrés oxidativo se desencadena la peroxidacién
lipidica, generandose aldehidos biolégicamente activos implicados en procesos
patoldgicos, los mas destacados son el MDA y el 4-HNE. El MDA es el aldehido mas
abundante de la lipoperoxidacién, considerado un biomarcador de estrés oxidativo al
formarse por la fragmentacion de los hidroperodxidos lipidicos [75, 85, 100]. Ademas,
tiene una alta reactividad quimica y puede provocar otras alteraciones estructurales,
celulares y funcionales. Los niveles de MDA en fluidos corporales (plasma y orina), en
células (eritrocitos y neutroéfilos) de individuos con SD estan incrementados, indicando
una tasa elevada de dafio oxidativo a lipidos en estos individuos [192]. Ademas, el
MDA esta incrementado con la edad y por tanto, no sélo es un buen biomarcador de
peroxidacion lipidica sino que podria ser un buen biomarcador de envejecimiento. Este
dafio oxidativo podria estar determinado inicialmente por la sobreexpresiéon de la
actividad SOD1 y/o disminucién de las actividades de la GPx y CAT. Esto conduciria a
una disminucién de la capacidad enddgena antioxidante, siendo importante en la
patogénesis del SD [189, 193, 194].

Otro producto aldehidico de la lipoperoxidacién es el 4-HNE, un aldehido que
por su elevada toxicidad y capacidad para reaccionar con macromoléculas causa
mayores efectos perjudiciales en las células. Se han observado niveles elevados del 4-
HNE en cerebros de individuos con SD [195], aunque es un producto poco estable y
continuamente se estd eliminando o detoxificando por varias vias [196]. Ademas,
puede ser metabolizado por varias enzimas como son la alcohol deshidrogenasa y la
aldehido deshidrogenasa produciendo un aumento del acido 4-nonenoico y del 1,4-
dihidroxinonenal [197]. Por otro lado, el 4-HNE puede reaccionar rapidamente con el
glutatién, grupos tioles, DNA y otras biomoléculas [198]. Esto puede generar aductos
proteicos a través de grupos sulfhidrilos (-SH) o aminos (-NH,) de los aminoacidos
proteinogénicos [199] o puede contribuir a la formacion de grupos carbonilos de
proteinas (GCP) [200].

Cuando los ROS atacan a las proteinas se forma una amplia variedad de
productos toxicos debido a la diferente naturaleza de los aminoacidos, ofreciendo una

multitud de lugares de ataque [201]. El biomarcador de dano oxidativo de proteinas
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mas utilizado son los GCP, ya que se pueden originar en las proteinas mediante varias
vias oxidativas. Los GCP tienen una mayor ventaja sobre los productos de la LPx
(MDA) como biomarcador de estrés oxidativo, ya que las proteinas oxidadas son mas

estables durante un periodo de tiempo mas largo [202].

Los ROS pueden inducir directa o indirectamente reacciones secundarias a
través de subproductos de estrés oxidativo, originando varios tipos de modificaciones
oxidativas en las proteinas. El ataque directo a proteinas se produce en residuos de
Lys, Arg, Pro o Thr por medio de los ROS, aunque Cys y Met son particularmente
propensos al ataque oxidativo por los ROS, la otra forma directa de ataque es por los
sistemas de oxidacion catalizados por metales, capaces de dafiar el esqueleto proteico
[203]. Las formas indirectas de oxidacidon proteica se produce por la unidon covalente
de algunos aldehidos formados durante la lipoperoxidacion y productos como
aldehidos y cetonas producidos en reacciones de reduccién de azlcares (glicacion) o
de glicoxidacién no enzimatica de las proteinas [204]. Por ello, la presencia de GCP no
indica necesariamente una oxidacion directa de los residuos aminoacidicos y por tanto
deben ser considerados como un biomarcador amplio de oxidacién proteica, indicando
un grado de estrés oxidativo mas severo. La carbonilacion de proteinas es un dafo
oxidativo irreversible que generalmente conduce a una pérdida de la actividad,
termoestabilidad y expone aminoacidos hidrofébicos en su superficie, causando la
pérdida de la funcidn catalitica o estructural de las proteinas afectadas, por tanto el
aumento del nivel de proteinas modificadas oxidativamente se considera como un
indicador generalizado no sélo de estrés oxidativo, sino tambien de enfermedad
derivada de la disfuncion de la proteina [205]. De hecho, el dafio proteico o el
incremento de los GCP provocado por el aumento de los ROS, indican la
susceptibilidad particular de ciertas proteinas a modificaciones postraduccionales
perjudiciales, siendo esta modificacion un proceso no aleatorio y que probablemente
esté implicado en las bases moleculares del envejecimiento, en enfermedades
relacionadas con la edad y en enfermedades neurodegenerativas, ya que podria tener

efectos perjudiciales en la funcion celular y en érganos [206].

En individuos con SD existen niveles significativamente elevados de GCP [192,
195, 207]. Mientras que las proteinas moderadamente carboniladas son degradadas
por el proteosoma, las que estan mas carboniladas tienden a formar agregados de alto
peso molecular siendo resistentes a la degradacion y acumulandose como proteinas
dafiadas o desplegadas [208]. Tales agregados pueden actuar como pro-oxidantes
produciendo un dafio adicional [102], ademas de ser mas resistentes a la degradacién
proteolitica y actuar como inhibidores de hidrolasas lisosomales. El propio proteosoma,
responsable de la degradacién de las proteinas oxidadas, es susceptible a la

modificacion oxidativa y a la inactivacidon [208-211]. Experimentos in vitro demuestran
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que los RL y los productos de lipoperoxidacion pueden inactivar al proteosoma durante
el envejecimiento ya que pueden alterar las actividades proteoliticas, reaccionando
con los componentes del sistema proteolitico celular [212]. Estudios realizados en el
liguido amnidtico de mujeres embarazadas de fetos con SD se ha encontrado un
aumento del dafio oxidativo a proteinas y lipidos, una reduccion de los niveles del
glutation y de la tiorredoxina, generando un incremento del estrés oxidativo [167]. La
oxidacion de proteinas especificas y lipoperoxidacion producen estrés oxidativo
prematuro y podria estar relacionado con algunos rasgos caracteristicos del SD,
incluyendo el envejecimiento prematuro, la discapacidad cognitiva y también el

elevado riesgo de cancer e inmunodeficiencia [171, 213].

3.2 Disfuncion mitocondrial en el sindrome de Down

El incremento de actividad de SOD1 en el SD, al no estar acompafnada por una
mayor actividad de la GPX y CAT, podria incrementar la produccion de ROS en las
mitocondrias de diversas células (fibroblastos, neuronas, células endoteliales, etc) de
individuos con SD y modelos animales [171, 214]. El resultado es que las
mitocondrias son menos eficientes con el tiempo, apareciendo lesiones, cambios
estructurales y conformacionales en sus lipidos, en sus proteinas y, lo que es mas
grave, en el propio mtDNA. A diferencia del nDNA, el mtDNA carece de intrones y no
se encuentra protegido por proteinas del tipo histonas y otras proteinas asociadas al
DNA perdiendo mecanismos de reparacién [215-217]. El mtDNA es mas vulnerable al
dafio oxidativo, lo que termina por producir modificaciones oxidativas en las bases
nitrogenadas, roturas en las cadenas de mtDNA y mutaciones o pérdida de bases en
sus nucleédtidos, y ademas, estd menos sometido a la accién de procesos reparadores
intrinsecos [115]. La presencia de estas mutaciones podria explicar la asociacion del

SD con el envejecimiento prematuro [159, 218-221].

Gran parte de las proteinas codificadas por el mtDNA pertenecen a la CTE y por
tanto se produce un mal funcionamiento mitocondrial y disminuciéon del rendimiento
energético. De hecho, en fibroblastos dérmicos procedentes de fetos humanos con SD
existe un déficit selectivo en la eficacia catalitica del complejo I (NADH
deshidrogenasa) y del complejo V (ATP sintetasa), incrementando la generacion de
ROS mitocondriales, en particular el radical O, [222]. El ataque directo de los ROS a
estas proteinas provoca lo que se conoce como un “circulo vicioso”, ya que se produce
un incremento en la produccion de ROS. Por otra parte, el dafio al nDNA puede
provocar una disminucion en la enzima antioxidante SOD2, ya que esta codificada en
genes nucleares, y la disminucién de su actividad provocaria un exceso del radicales
0," en las mitocondrias [223-225]. Esta situaciéon produce disfuncién mitocondrial,

caracterizada por una disminucion del potencial de membrana mitocondrial [AW (m)],
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de la produccién de ATP y de la actividad enzimatica [159]. Las células intentan
compensar esta disminucion en la respiracion celular a través de la biogénesis
mitocondrial, aumentando el nimero de moléculas de mtDNA y de mitocondrias. Al
mismo tiempo, se produce un exceso de ROS al incrementarse el numero de
mitocondrias, provocando un aumento del estrés oxidativo y dafio celular [226]. Por lo
tanto, la disfuncion mitocondrial esta estrechamente unida al aumento del estrés
oxidativo y al establecimiento de la senescencia celular, lo que contribuiria al

envejecimiento prematuro (Figura 8) [227], que es un rasgo fenotipico del SD [214].

En dos modelos animales de raton (TsiCje y Ts2Cje), se han identificado
posibles proteinas diana susceptibles de ser modificadas por productos derivados de la
lipoperoxidaciéon, como son el 13-HPODE y 4-HNE. Las proteinas identificadas se
pueden clasificar en tres categorias: las que participan en la generacién de ATP, en la
formacion del citoesqueleto neuronal y los enzimas antioxidantes [228]. Al estar
afectadas estas proteinas, se veria afectada la CTE con la consecuencia clara de una

disminucién en la produccion de ATP y por tanto una deficiencia respiratoria celular.
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4. SENESCENCIA CELULAR

En el afio 1961, Hayflick y Moorhead demostraron que los fibroblastos humanos
en cultivo sufrian una parada permanente e irreversible del ciclo celular después de
sucesivas divisiones celulares [229, 230]. Estos investigadores lanzaron la hipotesis de
la existencia de factores celulares que se iban perdiendo en las sucesivas divisiones
celulares, hecho que limitaba la proliferacion de las células normales. Este punto
donde las células dejan de proliferar se denominé "limite de Hayflick" [229] y fue la

primera observacién de la senescencia celular.

La senescencia celular se puede definir como la pérdida irreversible de la
capacidad proliferativa de células que se mantienen en un estado metabodlicamente
activo necesario para su supervivencia. La senescencia se puede dividir en dos
subtipos: la senescencia replicativa y la senescencia prematura inducida por estrés
(Figura 9). La senescencia replicativa es consecuencia de la erosion o acortamiento de
los telomeros causada por la repetida replicacion del DNA en ausencia de telomerasa.
La senescencia prematura inducida por estrés se activa de forma rapida en respuesta
a diferentes tipos de estrés extrinseco como dafio en el DNA, dafio en la estructura de
la cromatina, estrés oxidativo o sobreexpresiéon de oncoproteinas [231-235] (ver

apartado 4.3.1 del capitulo 1).

Cultivo celular

Estrés

Disfuncién oxidativo
telomérica

Activacién oncogénica

HRAS —bé Senescencia a» citotoxicos

Figura 9. Multiples factores inducen senescencia. Diferentes tipos de
estrés pueden provocar la activacion de la senescencia. La senescencia
replicativa se activa como consecuencia de la disfuncion de los
telébmeros, mientras que la senescencia prematura o inducida por estrés
se activa como consecuencia de la activacion oncogénica o por dafio en
el DNA, entre otros. Figura adaptada de la referencia [233].

La senescencia replicativa dependiente de teldmeros contribuye de forma
fundamental a la limitacién de la proliferacion de los fibroblastos humanos, ya que
existe un acortamiento de los telémeros por falta de telomerasa, confiriendo una
capacidad replicativa limitada en condiciones in vitro [234, 236]. Los fibroblastos
humanos han desarrollado mecanismos de reparacion de dano en el DNA muy
eficientes y esto se puede interpretar como un potencial proliferativo de los

fibroblastos humanos en cultivo celular in vitro, sin embargo, tanto la falta de
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telomerasa como la evolucidon en la maquinaria de reparacion de dano al DNA, hacen

dificil la inmortalizacién in vitro de células humanas [237, 238].

Aunque inicialmente la senescencia se consider6 como un efecto debido al
mantenimiento en condiciones subdptimas de las células en cultivo, hoy dia no hay
duda de que la senescencia es un mecanismo celular que ocurre tanto in vitro como in
vivo y se considera una barrera frente a la transformacién celular, evitando Ia
proliferacion de células potencialmente cancerigenas [239]. Se ha demostrado que la
senescencia estad presente en etapas tempranas de células con un elevado estrés
oxidativo [240-243]. De hecho, el proceso de estrés oxidativo requiere un exceso en
la produccion de ROS proveniente fundamentalmente de las mitocondrias. Los ROS
generados en las mitocondrias no sélo causan dafo oxidativo sino que pueden
modular vias de sefializaciéon enzimatico-genéticas implicadas en las respuestas al
estrés oxidativo [223, 244-246]. En células provenientes de SD se ha observado un
exceso de ROS, un aumento en la red mitocondrial, disfuncion mitocondrial y una tasa
reducida de proliferacion [180, 223, 247-250]. Estos hallazgos apoyan la importancia

del estrés oxidativo para desencadenar la senescencia prematura.

4.1 Regulacion de la senescencia

Como hemos mencionado anteriormente, la senescencia es un mecanismo
complejo activado por las células en respuesta a diferentes tipos de estrés. Esta
respuesta celular tiene como finalidad detener la proliferacién de células dafiadas para
evitar que el dafio se propague. Aunque este mecanismo es complejo y existen
muchas proteinas relacionadas con la senescencia, hoy dia no hay ninguna duda de
gue en la gran mayoria de los casos, la senescencia se establece y se mantiene a
través de dos principales vias de supresién tumoral, la via de p53 y la via de p16/RB
(Figura 10). Estas dos vias pueden interaccionar, pero también pueden detener el ciclo
celular de forma independiente. Se ha propuesto que segun el tipo de estrés se
activaria una via o la otra, e incluso se ha observado que existen diferencias entre

especies y tipos celulares a la hora de activar la senescencia [232, 234, 235].

La via de p53 se activa principalmente como respuesta al dano en el DNA (p.e.
por estrés oxidativo o disfuncién telomérica) por medio de p53, un factor supresor de
tumores denominado “el guardian del genoma”. La respuesta estd mediada por varias
quinasas, la ATM/ATR (Ataxia Telangiectasia Mutated/Rad3-related) y la CHK1/CHK2
(Checkpoint kinase 1/2), sin embargo, también se puede activar a través de ARF
(p14ARF humano y p19ARF murino). ARF (Alternative Reading Frame) se codifica en
el locus INK4a/ARF y su transcripcién genera dos transcritos correspondientes a ARF y
pl16 (también denominada CDKN2a o p16INK4a) [251]. ARF incrementa la vida media
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de p53 secuestrando a HDM2 (Human Double Minute 2) en el nlcleo, ya que HDM2 es
una E3 ubiquitin-ligasa que media la degradacién de p53 (Figura 10).

Dafio al DNA

y__,-

Proliferacion

enescencia celular

parada ciclo
celular

Figura 10. Control de la senescencia por las vias de p53 y p16/RB. Las sefiales inductoras de
senescencia, incluyendo dafio en el DNA o activacién de oncogenes, activan la via de p53 o la de
p16/RB. Algunas sefiales como la activacion de oncogenes pueden activar las dos vias. P53 se
puede activar a través de ATM/ATR o a través de ARF. ARF activa a p53 por la inhibicion de
HDM2, que degrada a p53. Una vez activa, p53 induce senescencia a través de p21. Algunas
sefiales de estrés producen la activacion de p16. Tanto p16 como p21 inhiben los complejos
Ciclina/CDKs impidiendo la fosforilacién de RB (proteina del retinoblastoma). RB hipofosforilado
suprime la actividad de E2F, factor de transcripcion que regula la expresion de genes necesarios
para la progresion del ciclo celular. E2F también puede disminuir la proliferacion activando la
expresion de ARF. Figura adaptada procedente de la referencia [232].

La activacién de p53 tiene multiples consecuencias en la expresiéon génica,
quizas la mas relevante es la activacidn transcripcional de p21 (también denominada
CDKN1A, p21Cipl, Wafl o SDI1), un inhibidor del complejo Ciclina E/CDK2 que
provoca la parada del ciclo celular. Lo que determina si ésta parada es reversible o
acaba induciendo senescencia continla siendo una pregunta sin respuesta, aunque
una posibilidad seria la severidad del dafo causado. Una reparacion rapida del DNA
inhibiria la via de sefalizacion p53-p21, mientras que una reparacion incorrecta, lenta
o incompleta produce una sefial que acabaria induciendo senescencia [232].
algunas células en senescencia replicativa, se ha observado que la inactivacién de p53
hace revertir la senescencia. Esta manipulacién experimental causa la reanudacion de
la proliferacién celular hasta que las células mueren debido a la inestabilidad gendmica
causada por la disfuncién telomérica, fendmeno conocido como crisis mitética [252].
Eso ha hecho que algunos autores hablen de senescencia mediada por p53 como

senescencia reversible [232, 234].
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4.2 Caracteristicas de las células senescentes

Se consideran células senescentes cuando no se pueden dividir pero continGan
siendo metabdlicamente activas y presentan una serie de caracteristicas que permiten
su identificacion. Estas caracteristicas las diferencian de células que también se
encuentran en un estado no proliferativo, como las células quiescentes y las células
post-mitdticas. Las células quiescentes estan en un estado latente reversible del cual
pueden salir y comenzar a proliferar en respuesta a sefiales fisioldgicas adecuadas.
Las células post-mitéticas han perdido de forma permanente su capacidad de

proliferar, usualmente debido a su diferenciacion [232].

Las células mitoticas pueden entrar en senescencia al encontrarse expuestas a
eventos potencialmente perjudiciales para el DNA. Cuando esto ocurre, las células
dejan de proliferar de forma esencialmente irreversible (parada de crecimiento),
frecuentemente se hacen resistentes a sefiales de muerte celular (resistencia a
apoptosis), adquieren numerosas modificaciones en su expresién génica, con cambios
importantes en la expresion de genes reguladores del ciclo celular (expresion génica
alterada), aumenta el tamafio y presentan formas anchas e irregulares, asi como un
incremento de granulos en el citoplasma (cambios morfolégicos). Juntas, todas estas

caracteristicas forman el llamado fenotipo senescente [232].

4.2.1 Marcadores de senescencia celular

Los cambios morfolégicos que experimentan las células senescentes fueron
particularmente bien estudiados in vitro por Bayreuther et al., en 1988 [253] (Figura
11) y aunque son facilmente observables en células en cultivo, no sucede lo mismo in

vivo.

v’ Resistencia a
apoptosis
Célula Célula

normal senescente v' Expresién génica

alterada

Figura 11. Fenotipo senescente inducido por estrés oxidativo. Cuando una célula
normal estd expuesta a un estimulo como el estrés oxidativo, entra en senescencia
adquiriendo un fenotipo senescente determinado con unas caracteristicas
reconocibles in vitro. La célula deja de proliferar, adquiere una resistencia a la
apoptosis y comienza a desarrollar una expresion génica alterada. Una caracteristica
esencial es el aumento la actividad (3-galactosidasa asociada a senescencia (SA-3-
gal), incrementandose la biogénesis lisosomal.
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Por ello, uno de los principales marcadores de senescencia es la actividad B-
galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-gal, a pH 6 suboptimo), ya que se puede
detectar en muchas células senescentes [254], tanto in vitro como in vivo. Se cree
que esta actividad deriva de la enzima lisosomal B-galactosidasa (pH 4) y refleja un
incremento en la biogénesis lisosomal, hecho que se produce de forma caracteristica
en las células senescentes [255], pero no de forma exclusiva. Esta falta de
especificidad la encontramos también en otros marcadores de senescencia como por
ejemplo la disminuciéon o ausencia de replicacion del DNA o la expresidn de proteinas
relacionadas con las vias de sefializacion que inducen senescencia (como p21, p53,
pl6 y ARF) [232, 233]. En ausencia de replicacion del DNA es imposible diferenciar
entre células senescentes, quiescentes o diferenciadas; mientras que en la expresion
proteica de p21, p52, pl6 y ARF nos encontramos con el problema de que dichas
rutas no son especificas de senescencia, sino que intervienen en otros muchos
procesos celulares. Asi pues, actualmente no existe un Unico marcador especifico de
senescencia, por lo que para determinar la presencia de células senescentes tanto in
vitro como in vivo se utiliza una combinacién de varios de los marcadores

mencionados.

4.2.2 Resistencia a la apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es una respuesta frente al estrés y
al dafio celular, considerandose, como la senescencia, un mecanismo importante
supresor tumoral. Mientras que la senescencia evita la proliferacién de células
dafiadas, la apoptosis las elimina. La disfuncion mitocondrial no sélo es capaz de
inducir senescencia celular sino que es capaz de inducir muerte celular por medio de
apoptosis. En neuronas, astrocitos y fibroblastos de fetos con SD se ha observado un
incremento en la produccion de ROS mitocondriales acompafiada con un descenso
tanto en la actividad redox mitocondrial como en el AW mitocondrial provocando

muerte celular por apoptosis [256].

Muchos tipos celulares adquieren resistencia a ciertas sefiales apoptéticas
cuando se vuelven senescentes. Por ejemplo, fibroblastos humanos senescentes son
resistentes a la apoptosis inducida por deprivacion de factores de crecimiento o estrés
oxidativo, pero son sensibles a las sefiales apoptoticas inducidas por Fas L [257, 258].
Esta resistencia a la apoptosis puede ser debida en parte a cambios en la expresion de

proteinas pro o antiapoptoticas [259].

Tanto la apoptosis como la senescencia celular comparten un efector comun,
p53, que parece ser importante en esta resistencia a la apoptosis. Aunque alun no esta
claro lo que determina que una célula active una respuesta u otra, parece ser que

depende de la naturaleza e intensidad de la sefal de factores importantes asi como
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del tipo celular [260]. En fibroblastos humanos senescentes se ha observado que p53
se encuentra reclutado preferentemente en promotores de genes relacionados con
parada del ciclo celular (p21 y GADDA45) en lugar de encontrarse en promotores de

genes reguladores de apoptosis [261].

4.3 Inductores de senescencia

Aunque son muchos los tipos de estrés que pueden inducir senescencia, casi
todos ellos se pueden englobar en los dos tipos de senescencia mejor estudiados:
senescencia inducida por dafio en el DNA (p.e. dafo por los RL) y senescencia

inducida por activacion de oncogenes.

4.3.1 Senescencia inducida por los radicales libres

Existen varias teorias que intentan explicar el proceso de envejecimiento [262].
En 1956, el Dr. Harman fue el primero en proponer la conexidon entre el estrés
oxidativo y el envejecimiento a través de su reconocida “Teoria del envejecimiento
asociado a radicales libres” (FRTA) [67]. Sin embargo, esta teoria del envejecimiento
no fue tomada en consideracién hasta el descubrimiento de la enzima SOD en 1969
por McCord y Fridovich [263]. Esta hipotesis fue reformulada 16 afios mas tarde como
la “Teoria del envejecimiento asociado a radicales libres mitocondriales” [264] y
refinada en 1980 por Miquel, J. et al., ya que la mitocondria es la fuente principal y
diana de los ROS, por lo que hay una fuerte conexiéon entre ambas teorias [265].
Miquel et al., afirmaron que los radicales libres producidos en las mitocondrias atacan
al genoma mitocondrial (mtDNA) provocando su inestabilidad. EI mtDNA codifica
varias proteinas hidrofébicas de la membrana mitocondrial interna, y los dafos
oxidativos sobre estructuras mitocondriales (principalmente al mtDNA) originan un
déficit en la fosforilacion oxidativa y una disminucion de la capacidad de replicacion

mitocondrial que podrian estar implicados en el proceso de envejecimiento [266-269].

n

Harman postuld que: “el envejecimiento es una consecuencia de la
acumulacién de cambios moleculares que tienen lugar en el organismo, y que estarian
causados por radicales libres”. En este sentido los cambios originados por dichos
radicales serian una causa importante de senescencia celular al deteriorar estructural
y funcionalmente las diferentes biomoléculas. Harman se apoy6 en la convergencia de
varias lineas de investigacion para enunciar su hipotesis: i) evidencias de la
produccion de los RL in vivo; ii) los RL causan graves dafios a las biomoléculas in
vitro, especialmente a los lipidos; iii) y los efectos nocivos de la exposicion a la
irradicacién y a la hiperoxia mejoran al administrar antioxidantes [67]. Los ROS,
ademas de ser potencialmente toxicos, son considerados como moléculas

fisiolégicamente costosas debido a la necesidad de mantener una red de defensas
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antioxidantes bastante elaborada [240]. De hecho, la existencia de tales defensas se
tomd como una evidencia de la toxicidad inherente a los ROS. En consecuencia, la
utilizacion del O, por organismos aerobios fue considerado como una necesidad vital
para su supervivencia y potencialmente perjudicial: un fenémeno que se conoce como

la “paradoja del oxigeno” [270].

Poco a poco, la FRTA se modificd y finalmente se fusiond con la “hipotesis del
estrés oxidativo” [55-57]. El proceso de envejecimiento puede ser definido como el
“dafio estructural basado en la hipdtesis del estrés oxidativo”. Esta hipodtesis explica
como la brecha entre los pro- y antioxidantes, se ensancha progresivamente durante
el envejecimiento debido a un aumento en la tasa de generacion de ROS y/o a una
disminucidn en las defensas antioxidantes, lo que conduce a un aumento acelerado de

los dafios biomoleculares y las pérdidas en las funciones fisioldgicas [240].

En las dos ultimas décadas, se ha producido un cambio fundamental sobre el
papel de los ROS en la fisiologia celular. Se han mostrado a los ROS como téxicos por
causar dano oxidativo en las biomoléculas, segun la hipdtesis del envejecimiento, sin
embargo hay otros puntos de vista, que sin modificar esta hipotesis, consideran los
ROS esenciales para la supervivencia celular. En condiciones fisioldgicas, los ROS
tienen un papel regulador en una amplia gama de funciones, ya que actuan como
segundos mensajeros. Estas vias incluyen regulacion de genes, sefalizacion celular,
diferenciacion celular, senescencia celular y apoptosis, entre otros. De hecho, tienen
dianas especificas activando o inhibiendo diferentes enzimas como protein-quinasas,
MAPK-quinasas, fosfatasas, citoquinas, factores de transcripciéon y de crecimiento,
cascadas dependientes de genes, etc, por medio de la oxidacion/reduccién de grupos
sulfhidrilos de cisteinas, provocando efectos de sefializacion reversibles. Bajo ciertas
condiciones, como la sobreproduccion de ROS, se puede alterar la regulacién de la
sefalizacién por parte de estos y podria llevar a la activacién de vias de senalizacion
peligrosas y al incremento de varias patologias, asi como a la senescencia celular

prematura y su deriva en el envejecimiento [241, 244].

Hoy en dia, los ROS han generado un gran interés de estudio ya que estan
involucrados en el proceso de senescencia celular: los niveles elevados de ROS estan
asociados a la senescencia replicativa acortando los teldmeros y la senescencia
inducida por estrés, dafiando directamente el DNA e induciendo una respuesta al DNA
dafiado (RDD) [232, 240]. Las mitocondrias son la mayor fuente de produccion de
ROS, y este aumento conduce al dafio del DNA y a la RDD, formando un bucle de
retroalimentacion positiva que inicia la senescencia [245, 271]. Antes de iniciar la
senescencia, las células incrementan la red mitocondrial, el nimero de moléculas de

mtDNA vy la produccidon mitocondrial de radicales O,*. Con el tiempo, estos cambios
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mitocondriales evolucionan hacia una disfuncién mitocondrial grave que se caracteriza
por un aumento adicional de la producciéon de ROS, disminucién del potencial de la
membrana mitocondrial, disminucién de ATP, y activacion de AMPK (Figura 12). Tanto
el incremento de la red mitocondrial como el de ROS, parece ser dependiente de la via
de p53, que activa a uno de los mecanismos efectores de la senescencia, la disfuncién
mitocondrial [272]. Asi pues, la RDD es el inicio de la senescencia celular
independientemente de como esté provocada y es capaz de originar una disfuncién

mitocondrial como una consecuencia tardia [273-275].

x@é

P &

e
= ik

i)

J
Emm
4 Y
P

Y

Figura 12. La disfunion mitocondrial como un mecanismo efector de la
senescencia celular. El aumento de los ROS provocan un aumento de la
biogénesis mitocondrial y disfuncién mitocondrial a través del dafio al DNA y
activacion de las vias p53 y retinoblastoma. La actividad de estos factores de
transcripcion convergen en la mitocondria para inducir senescencia,
caracterizada por un aumento del estrés oxidativo. Los efectos de la disfuncién
mitocondrial pueden activar y mantener las vias de p53 y retinoblastoma,
generando una retroalimentacién positiva que contribuye al estado de
senescencia celular. Figura adaptada procedente de la referencia [272].

La disfunciéon mitocondrial conduce a una elevada produccion de ROS, siendo
ambos causa-efecto de una continua RDD y originando una amplia gama de cambios
como resultado de la sefializacién a través de varios factores de transcripcion, como
p53 y p21, necesarios para la senescencia celular [246]. Los ROS contribuyen de

manera estocastica al mantenimiento a largo plazo de los dafios producidos en el DNA,

41



INTRODUCCION

generando un bucle de retroalimentaciéon estable y auto-sostenible (Figura 12).
Durante la fase de establecimiento de la senescencia, el bucle es necesario y suficiente
para mantener la parada celular en respuesta al dafio del DNA [245] e incluso persiste

en la senescencia irreversible, tanto in vivo como en in vitro.

4.4 Senescencia celular en el sindrome de Down

La hipotesis de Harman propone que los RL producen dafio oxidativo a las
biomoléculas, acumuldndose y originando dafios irreversibles celulares que derivan en
el envejecimiento. Una pregunta importante es si la actividad elevada de la SOD es un
factor determinante en la produccion de RL en el SD y cuadl es el impacto de otras

enzimas antioxidantes como la GPx y la CAT en la eliminacién de estos RL.

En individuos con SD podria producirse un estado pro-oxidante al existir una
sobreexpresion de la SOD1 en un 50% [276], no acompafiada de un incremento de las
enzimas antioxidantes GPx y CAT. Este desequilibrio genera un exceso de ROS que
actua produciendo dafio oxidativo a los lipidos, proteinas y DNA [164]. Ademas, dichos
individuos muestran de forma prematura varios marcadores asociados al
envejecimiento, incluyendo la acumulacion del dafio al DNA (mitocondrial y nuclear),
acumulacién mutaciones y mayor sensibilidad a mutdgenos cromosémicos. Estos
fenotipos sugieren un defecto en la reparacién del DNA en el SD, lo que no es
sorprendente, ya que casi todos los sindromes progeroides se caracterizan por
defectos de reparacion del DNA [166]. El estrés oxidativo en el SD depende del
aumento de los ROS debido a un patrén anormal de expresidon asociado con la trisomia
del HSA21 (Tabla 6), principalmente debido a la sobreexpresion de la SOD1 [277]. Por
todo lo anteriormente expuesto, se puede pensar que la sobreproduccion de ROS
podria estar relacionado con el envejecimiento prematuro en el SD al causar dafo

oxidativo a las biomoléculas [180].

El incremento de ROS en individuos con SD también se debe a un mal
funcionamiento de las mitocondrias, o lo que es lo mismo, a una disfuncién
mitocondrial [168, 214]. De hecho, uno de los principales ROS producidos en las
mitocondrias es el radical O," [278, 279]. El resultado es que las mitocondrias son
menos eficientes con el tiempo, ya que parecen lesiones o cambios conformacionales
en sus lipidos, en sus proteinas y, lo que es mas grave, en el propio mtDNA. Las
lesiones producidas a las proteinas de la membrana mitocondrial interna, originan una
alteracion en la eficiencia de la CTE y, consecuentemente, en el metabolismo
oxidativo. Las lesiones producidas al mtDNA provocan cambios mas radicales, como la
traduccion erréonea de proteinas de la CTE que pueden aumentar la produccion de ROS

entrando en un “circulo vicioso” y una disminucion en la capacidad de replicacién
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mitocondrial. Por tanto, las mutaciones en el mtDNA tienen un papel en la patogénesis
e incluso en la etiologia del SD, y podrian explicar la asociacion del SD con el
envejecimiento prematuro [218]. Todos estos cambios mitocondriales conducen a un
mecanismo efector involucrado en la senescencia celular prematura en el SD, la

disfuncion mitocondrial.

En varios tipos celulares de individuos con SD (neuronas, fibroblastos,
macréfagos, entre otros), se observa que aumentan los ROS (3 o 4 veces mayor que
en células no trisdmicas) [159, 160, 278], debido al desequilibrio en los mecanismos
enzimaticos de defensa antioxidante [68, 180, 249]. Este desequilibrio genera un
exceso de H,0,, molécula relativamente estable, capaz de generar otros ROS vy
atravesar facilmente las membranas celulares teniendo acceso a todos los organulos y
dominios hidrofilicos celulares [240, 245]. Se produce un aumento en el dafo
oxidativo a biomoléculas y muy especialmente en las mitocondrias [280]. Esto
contribuye al establecimiento y mantenimiento de un estado senescente prematuro
mediante un bucle de retroalimentacion positiva [68, 224, 241, 246]. Mas aun, la
adicién al medio de cultivo de productos antioxidantes contrarresta parcialmente el
incremento de ROS esos en las células del SD y disminuyen la entrada en senescencia
celular [160].

La senescencia celular también se ha estudiado utilizando varios modelos de
raton, el mas utilizado es el Ts65Dn. Las células de este ratdn tienen una similaridad
genética y fenotipica con las células humanas con trisomia 21. Los fibroblastos
dérmicos de ratones Ts65Dn recién nacidos, presentan una baja proliferacion celular y
un reducido numero de células capaces de dividirse in vitro, es decir, la tasa de
crecimiento respecto a fibroblastos dérmicos control se encuentra reducida. Esta
discapacidad en la proliferacién de los fibroblastos Ts65Dn viene acompanada de unas
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas propias del estado senescente: morfologia
irregular (poliédrica) con aumento de tamafo y la aparicion temprana de la actividad
SA-B-gal. Estas caracteristicas junto con la reducida tasa de crecimiento demuestran
gue los fibroblastos dérmicos Ts65Dn entran en estado de senescencia
prematuramente [281, 282]. En fibroblastos dérmicos de raton (no trisdmicos) con
senescencia celular prematura existe un incremento en la produccion de ROS
mitocondriales. Esto compromete la funcion mitocondrial a través de la inactivacion de
centros Fe-S en determinadas proteinas de la CTE (complejos I, III y V), o por medio
de la LPx de la cardiolipina que es un fosfolipido necesario para el funcionamiento
normal de la CTE. Ademas, se ha observado un incremento en la red mitocondrial para
compensar la disfuncion mitocondrial en respuesta al estrés oxidativo y a la

senescencia celular prematura [281].
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OBJETIVOS

En este estudio partimos de la hipdtesis de que los fibroblastos con trisomia del
cromosoma 21 (HSA21) procedentes de fetos humanos, debido a un efecto de dosis
génica, pueden tener una mayor expresion y actividad de la SOD1, lo que podria
producir un desequilibrio en el sistema antioxidante enzimatico. Este desequilibrio
implicaria una mayor producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS), causando
dafio oxidativo molecular, que podria estar asociado con la senescencia celular

prematura.
Los objetivos concretos son:

1. Valorar la produccién intracelular de ROS en fibroblastos con trisomia 21
(FT21) y la susceptibilidad a dos agentes pro-oxidantes generadores de
radicales libres (AAPH y t-BHP). Evaluar el grado de estrés oxidativo durante el
proceso de replicacién celular in vitro a pases bajos (3-7) y a pases altos (8-
12).

2. Cuantificar los niveles intracelulares de ATP para evaluar la funcion
mitocondrial durante el proceso de senescencia replicativa in vitro. Determinar
la expresion proteica de los complejos I y III de la cadena de transporte de

electrones y de la enzima antioxidante mitocondrial SOD2.

3. Cuantificar la expresion y la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD1,
SOD2, GPx y CAT) para analizar si existe un desequilibrio en el sistema
antioxidante enzimatico en los fibroblastos FT21 y en fibroblastos diploides y

los posibles cambios durante el proceso de senescencia replicativa in vitro.

4, Estudiar si existe dano oxidativo molecular a través de marcadores de
oxidacion de lipidos (MDA) y proteinas (GCP) en los fibroblastos con trisomia

21, y si se acentua durante el proceso de senescencia replicativa in vitro.

5. Analizar la expresion proteica de p21, p53, citocromo C y caspasa 9 activada,
asi como la actividad B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-gal) y las
actividades enzimaticas lisosomales B-galactosidasa y B-glucuronidasa, para
determinar en qué momento del proceso de replicacion celular in vitro aparecen

signos de senescencia en los fibroblastos FT21.
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1. OBTENCION DE FIBROBLASTOS PRIMARIOS

Para realizar este trabajo se utilizaron 18 muestras de fibroblastos primarios
humanos, de los cuales, 9 son fibroblastos con trisomia 21 (FT21) Y 9 son fibroblastos
control (FC), procedentes de biopsias de piel abdominal de 18 fetos humanos que se
obtuvieron de abortos legales, de los cuales 9 eran fetos con trisomia del cromosoma
21 (HSA21) y 9 eran fetos controles. Los fetos fueron recogidos con el consentimiento
informado del padre y de la madre dentro de las 12 horas post-mortem por medio del
Banco del Tejido Fetal perteneciente al Hospital Universitario Vall d'Hebron

(fetaltissuepath@vhebron.net). Las caracteristicas de los fetos estan esquematizadas

en la siguiente tabla:

Tabla 8. Carateristicas de los fetos con trisomia del cromosoma 21 (HSA21) y control.

Cariotipo Edad Diagnéstico
Gestacional
46 XX 22 semanas [Malformacion cardiaca compleja.
46 XY 22 semanas |Anhidramnios con ruptura previa de membranas y
la ausencia de anomalias congénitas.
46 XX 14 semanas [Encefalocele occipital.
46 XY 16 semanas | Oligoamnios, ruptura previa membrana
46 XX 9 semanas | Cardiopatia.
46 XY 14 semanas | Encedalocele.
46 XX 14 semanas | Cardiopatia.
46 XX 18 semanas | Linfoma materno.
46 XY 19 semanas | Malformacion cardiaca compleja.
47 XY 21 20 semanas | Sindrome de Down.
47 XY 21 16 semanas | Sindrome de Down.
47 XY 21 22 semanas | Sindrome de Down.
t(21, 21)
47 XX 21 15 semanas | Sindrome de Down.
47 XY 21 15 semanas | Sindrome de Down.
47 XX 21 16 semanas | Sindrome de Down.
47 XY 21 18 semanas | Sindrome de Down.
47 XY 21 14 semanas | Sindrome de Down.
47 XX 21 18 semanas | Sindrome de Down.
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2. MANTENIMIENTO DE CULTIVOS CELULARES PRIMARIOS

Los fibroblastos primarios procedentes de fetos humanos se cultivaron en cajas
de cultivo de 25 cm? (Ref. 3289, Corning Incorporated, MA, USA) en medio DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle's medium con 4.5 g/l de Glucosa y 30 mg/l L-Glutamina;
Cambrex, Belviers, Bélgica) suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS)
(Labclinics, Espafna), 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y HEPES 10
mM (Cambrex, Belviers, Bélgica). Todas las cajas de cultivo fueron mantenidas en una
estufa a 37°C con el CO, al 5% y un 85% de humedad, los cultivos se realizaron en
condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar vertical. Al llegar a la
confluencia, las células fueron lavadas con un tampoén fosfato-salino (Dulbecco s PBS
sin Ca/Mg; pH 7.4; 1.47 mM KH,PO4, 9.58 mM Na,HPO,, 136.99 mM NaCl, 2.68 mM
KCl, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), tripsinizadas (0,25% tripsina en PBS; BD,
Madrid, Espafia) y resuspendidas en 1 mL de DMEM con 10% de FBS.

A continuacion se realizaron tres alicuotas celulares de cada caja de cultivo, de
las cuales, una alicuota se llevé a una caja de cultivo de 75 cm? (Ref. 430641, Corning
Incorporated, MA, USA) para realizar los experimentos a pases bajos (PB, 3-7) y
pases altos (PA, 8-12), el resto de alicuotas se centrifugaron a 1500 r.p.m./4°C/5
minutos para sustituir el medio por 1 mL de DMEM con dimetilsulféxido al 10%
(DMSO; D8418, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) y congelandose 24 horas a -80°C,

después se pasaron a nitrégeno liquido con una temperatura de -180°C.

Cada tripsinizacién o pase, se lleva cabo con una frecuencia media de entre 5-7
dias. Debido al proceso de senescencia replicativa que sufren las células, la capacidad
proliferativa disminuye con el niumero de pases, por lo que se fijé el duodécimo pase
como limite para su utilizaciéon. Para la sustitucion de fibroblastos primarios en la
estufa, se descongelan las alicuotas en un bafio termostatizado a 37°C/10 minutos, se
llevan a una caja de 75 cm®y se le afiaden 10 mL de medio de cultivo fresco, al dia

siguiente se sustituye el medio de cultivo para eliminar los restos de DMSO.

3. TRATAMIENTOS CON PRO-OXIDANTES EN LOS FIBROBLASTOS PRIMARIOS

Para valorar la viabilidad celular, generacién de ROS, contenido intracelular de
ATP y radical O," mitocondrial, las células FT21 y FC se sometieron a dos tratamientos
pro-oxidantes diferentes. Uno de los tratamientos pro-oxidantes se realizo con el 2,2'-
azo-bis(2-amidino-propano) dihidrocloruro (AAPH 10 mM; 440914-100G, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA), el otro se llevd a cabo con el ter-butil hidroperdxido (t-BHP
100 uM; 416665-25mL, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA). Paralelamente se utilizaban
condiciones basales en ambos tipos de células (no tratadas) con un tampoén salino de
Hank (HBSS; H1387-10x1L, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).
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El AAPH es un compuesto azoderivado, compuesto azoico o azocompuesto
soluble en agua que se utiliza ampliamente para generar RL. Un grupo azo es un
grupo funcional del tipo R-N=N-R', en donde R y R' son grupos que contienen atomos
de carbono, y los atomos de nitrégeno estan unidos por un enlace doble. La
descomposicién termodinamica y/o por irradiacion del AAPH produce nitrégeno
molecular (N;) y 2 radicales de carbono o grupos funcionales alquilos (alifaticos, R y
R'") (Figura 13) sin participacion de enzimas ni biotransformaciones, y la tasa y el lugar
de generacion de radicales es facilmente medido y controlado. Los radicales de
carbono pueden combinarse para producir productos estables o reaccionar con el O,
para dar radicales alcoxilo (RO®) y peroxilo (ROO®). La vida media del AAPH es de
aproximadamente 175 horas (37 °C; pH 7), haciendo que la tasa de generacion de RL

esencialmente constante durante las primeras horas en solucién [283, 284].

A B
CH, CIl; NH, CHy
HN—C— C—N—N (|: :|: f, ———=2mpN—C -:ll 00"+ N HSC O“
— - — i, N— -
| +20; | 2 >< OH
NH; CHy CHjy NH; CH

AAPH H3C CHs

Figura 13. (A) AAPH 2,2'-azo-bis(2-amidino-propano) dihidrocloruro se somete a termolisis, generando nitrogeno (N,) y
dos radicales alquilo (basados en el carbono), los cuales reaccionan con el O, para dar radicales alcoxilo (RO’) y peroxilo
(ROO). (B) Estructura quimica del tert-butil hidroperdxido. Figuras adaptadas procedentes de las referencias [283, 285].

El tert-butil hidroperéxido (t-BHP) es un perdéxido organico que contiene un
grupo funcional perdxido (R-O-0-R') capaz de originar dos radicales centrados en el
oxigeno. Si el R' es un hidrégeno, el compuesto se denomina hidroperdxido, al cual se
le une un grupo alquilo, el tert-butil, que es un grupo derivado del butano al cual se le
ha eliminado un H en un C terciario (Figura 13). Los radicales oxilo son bastante
inestables y se cree que son transformados a otros radicales relativamente mas
estables como los centrados en el carbono. El t-BHP se utiliza como generador de
radicales alcoxilos y peroxilos, es decir, es un agente oxidante capaz de inducir estrés
oxidativo porque inicia la LPx de las membranas celulares y la oxidaciéon de las
proteinas originando GCP. Por otro lado, se ha observado como el t-BHP produce una
disminucién en las actividades de las enzimas antioxidantes (SOD, GPx, CAT, GR) y en
los niveles de GSH aumentando el GSSG [285].

Después de la tripsinizacion y contaje de las células, se sembraron en placas de
96 pocillos manteniéndose en la estufa 1 dia. El dia del experimento, se lavaron dos
veces con HBSS y se afadieron los tratamientos pro-oxidantes AAPH 10 mM en HBSS
(células tratadas con AAPH), t-BHP 100 uM en HBSS (células tratadas con t-BHP) y las

condiciones basales con HBSS (células no tratadas) en el momento en que lo indicaba
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el protocolo, incubandose durante 1 hora a 37°C, 5% de CO, y un 85% de humedad.

Posteriormente, se lavaron 2 veces con HBSS para la determinacion correspondiente.

4. DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD CELULAR (XTT)

Para determinar las concentraciones idéneas de los diferentes tratamientos
pro-oxidantes causando una induccidon maxima en la produccion de ROS y una minima
citotoxicidad, se realizaron experimentos de citotoxicidad celular en las células FT21 y
FC por medio del kit del XTT (Ref. 11465015001, Roche Pharma S.A., Madrid,
Espafia). La sal de tetrazolio XTT amarilla se escinde a formazan naranja por un
mecanismo celular complejo que es cuantificado por espectofotometria. Esta
biorreduccion ocurre solamente en las células viables y estd correlacionada
directamente con la produccién de NADPH mitocondrial por parte de las
deshidrogenasas mitocondriales en las células metabdlicamente activas en el cultivo.
Para la determinacion de la citotoxicidad celular (XTT), las cajas de células se lavaron
dos veces con PBS, se tripsinizaron (tripsina 0,25%) durante 10 minutos y se
recogieron las células para ser centrifugadas a 1500 r.p.m./4°C/5 minutos, eliminando
el medio de cultivo con restos de tripsina. A continuacion se afiadieron 5 mL de medio
fresco realizandose el contaje de células en la camara de Neubauer (Ref. 12028111,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) para sembrar las células en placas de
poliestireno transparentes de 96 pocillos de fondo claro (Ref. 3596, Corning

Incorporated, MA, USA) a una concentracion de 5x10° células por pocillo.

A continuacion se afadieron los tratamientos pro-oxidantes segun el apartado
3 del capitulo 3. Posteriormente se volvio a lavar dos veces con HBSS para eliminar
los pro-oxidantes y se afiadié 100 pyL de HBSS y 50 pL de la mezcla de reacciéon [120
ML del reactivo acoplador de electrones (sal de tetrazolio XTT amarilla) + 6 mL de
agente marcador] a cada pocillo. Las placas se incubaron a 37 °C, 5% CO, y 85% de
humedad durante 4 horas obteniendo un color naranja en el medio, a continuacion se
leyé en un espectofotometro de microplacas (UVM 340, OASYS, Biochrom, Holliston,
MA, USA), con el programa Digiread y a una absorbancia de 460 nm con un flitro de
referencia de 680 nm. Se tomd como el 100% de la viabilidad celular las células FT21
y FC no tratadas, es decir, en condiciones basales (HBSS). Posteriormente, para la
determinacion de la cantidad de proteinas se vacié el medio color naranja de la placa
de 96 pocillos, le lavd dos veces con HBSS y se afiadié a cada pocillo 50 yL de NAOH
0,25 N (Ref. S8045-500G, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) para la lisis de las células
y calcular las proteinas por el método de Coomassie (Bradford) Protein
Assay (Ref.23200; Thermo Scientific Pierce Protein Biology Products, Rockford, IL,
USA). Este experimento se realizd tres veces por triplicado para cada tipo celular y

tratamiento, y en cada pase celular.
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5. MEDICION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

La DCFH-DA (5-(y-6) clorometil 2,7 "-diclorofluoresceina diacetato; [DCFH-
DA; Ref. C-6827, 20 eppendorf con 50 pg/eppendorf, MW=577.8 g/mol, Molecular
Probes, Life Technologies S.A., Alcobendas, Espana]) es la sonda fluorescente mas
popular, frecuentemente usada para detectar peroxidos celulares y otros ROS. La
DCFH-DA entra en las células acumulandose principalmente en el citosol, al entrar, es
desacetilada por esterasas para originar 2,7 "-diclorofluoresceina (DCFH). Este es un
producto no fluorescente y es convertido en 2’7 -diclorofluoresceina (DCF’) por los
ROS, siendo facilmente visualizado por fluorescencia a 525 nm al ser excitada la sonda
a 488 nm. Aunque la DCFH-DA puede detectar los perdxidos celulares eficientemente
si son descompuestos a radicales peroxilo, por ejemplo por medio de metales de
transicion, también detecta radicales alcoxilo, NO*, y OH®, asi como peroxinitritos con
gran eficiencia. En menor medida detecta el radical 0," y no radicales H,0, y '0,. Por
tanto, la fluorescencia emitida por la DCF es un ensayo generalizado del estrés

oxidativo para detectar los ROS en general y ninguno en particular [286].

5.1 Medicién en placa de 96 pocillos para fluorescencia

Previamente a la medicién de los ROS intracelulares, se procedié de igual forma
gue en el apartado 4 de capitulo 3 para sembrar en placas de poliestireno negras de
96 pocillos de fondo claro (Ref. 3603, Corning Incorporated, MA, USA) a una

concentraciéon de 10* células por pocillo.

A continuacién se anadioé a cada pocillo 50 uL de la sonda (DCFH-DA, 7,21 uM
en HBSS) y se incubaron las placas durante 30 minutos a 37°C, 5% de CO, y 85% de
humedad. Después se elimind el exceso de sonda y se anadieron los tratamientos pro-
oxidantes segun el apartado 3 del capitulo 3. Después de la incubacién, se lavaron con
HBSS y se lisaron mediante la adicién de 50 uyL de Triton X-100 (Ref. 93443-100 mL,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) al 0,5% en PBS. Las placas se mantuvieron
protegidas de la luz durante 3 minutos en un agitador y la fluorescencia emitida por la
DCF se leyd en un fluorimetro de microplacas (Twinkle LB 970, Berthold Technologies
GmbH & Co. KG, Bad Wildbad, Alemania), con el programa Mikro Win 2000 a una
fluorescencia de 538 nm con un filtro de excitaciéon de 485 nm. Este experimento se
realizd tres veces por triplicado para cada tipo celular y tratamiento, y en cada pase

celular.
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5.2 Deteccion de peroxidos intracelulares por microscopia de fluorescencia

Para observar la fluorescencia producida por la sonda DCFH-DA en las células
FT21 y FC, que al penetrar en estas, se oxida hasta DCF emitiendo fluorescencia
verde al ser excitada con el filtro azul, se sembraron las células a una concentracion
de 5x10* células por pocillo en placa de 24 pocillos (Ref. 3524, Corning Incorporated,
MA, USA), se incubaron en una estufa a 37°C, 5% CO, y 85% humedad durante 4
dias. El protocolo seguido es el del apartado 5.1 del capitulo 4, aunque sélo se utilizd
un tratamiento pro-oxidante (t-BHP 100 uM) y condiciones basales (HBSS) (apartado
3 del capitulo 3). La placa se llevd al microscopio de fluorescencia (Nikon eclipse Ti-S)
para la realizacidén de las fotografias de fluorescencia con un aumento total de 200X.
Este experimento se realizd tres veces por triplicado para cada tipo celular y

tratamiento, tanto a PB como a PA.

6. DETERMINACION DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE ATP

El contenido intracelular de ATP se midid mediante el ensayo de luciferasa
Adenosine 5°-triphosphate (ATP) Bioluminescent Assay Kit (Ref. FLAA-1KT, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA) de acuerdo con las instrucciones suministradas por el
fabricante. Previamente a la determinacion del ATP intracelular, se procedié de igual
forma que en el apartado 4 del capitulo 3 para sembrar las células en placas de 96
pocillos con fondo claro especiales para lecturas luminométricas (Ref. 3610, Corning

Incorporated, MA, USA) una concentracion de 5x10° células por pocillo.

A continuacion se afadieron los tratamientos pro-oxidantes segun el apartado
3 del capitulo 4. Este protocolo se basa en el método Crouch, S.P., et al. [287], una
reaccion de la luciferina en presencia de ATP a través de la cual se obtiene la emision

de luz:

Figura 14. Método para determinar la cantidad de ATP por medio de la luciferina y midiendo la cantidad
de luz emitida. Figura adaptada procedente de la referencia [287].

La cantidad de luz emitida es proporcional a la cantidad de ATP presente en las
células. Tras mantener las placas de 96 pocillos en el incubador a 37°C, 5% CO, vy
85% humedad durante 24 horas, se les afiadieron los tratamientos pro-oxidantes
junto con las condiciones basales, colocandose las placas en un lumindmetro RS
Luminoskan (Ref. 5300160, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). La
cantidad de ATP se calculd relativizando las medias = EEM de los pocillos de las células

FT21 respecto a las medias + EEM de los pocillos de células FC para cada tratamiento
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(HBSS, AAPH 10 mM, t-BHP 100 pM) en cada placa, asi que el contenido de ATP para
las células FC en cada tratamiento es el 100%. Este experimento se realizé tres veces

por triplicado para cada tipo celular y tratamiento, y en cada pase celular.

7. DETECCION DEL ANION SUPEROXIDO (0,°) MITOCONDRIAL Y RED
MITOCONDRIAL POR MICROSCOPIiA DE FLUORESCENCIA

Para la deteccidon del anion superoxido mitocondrial (O,) y de la red
mitocondrial en células vivas, se procedié de igual forma que en el apartado 5.2 del
capitulo 3 para sembrar las células a una concentracion de 5x10? células por pocillo en
placas de 24 pocillos (Ref. 3524, Corning Incorporated, MA, USA). Se incubaron en
una estufa a 37°C, 5% CO, y 85% humedad durante 4 dias, a continuacion se utilizd
una sonda fluorescente MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator (Ref.
M36008, Molecular Probes, Life Technologies S.A., Alcobendas, Espafia) y se siguieron
las instrucciones segun el fabricante (MitoSOX: 5 uM en HBSS durante 10 minutos).
La sonda penetra rapidamente en las mitocondrias y es oxidada por el radical O,"
mitocondrial y no por otras ERO/ERN, emitiendo fluorescencia roja al ser excitada con
el filtro verde (excitacion 510 nm y emision 580 nm) en el microscopio de
fluorescencia (Nikon eclipse Ti-S), ademas el producto oxidado puede unirse al nDNA

emitiendo una elevada fluorescencia.

Para localizar las mitocondrias y observar la red mitocondrial en las células, se
utilizd una sonda fluorescente MitoTracker® Green FM (Ref. M-7514, Molecular
Probes, Life Technologies S.A., Alcobendas, Espafia) y se siguieron las instrucciones
del fabricante (Mitotracker: 50 nM en HBSS durante 45 minutos), emitiendo
fluorescencia verde al ser excitada con el filtro azul (excitacién 490 nm y emision 516
nm) en el microscopio de fluorescencia. Ademas se anadié otra sonda fluorescente
para realizar una contratincion de nucleos con Hoechst 33342 (Ref. H3570, Molecular
Probes, Life Technologies S.A., Alcobendas, Espafia) siguiendo las instrucciones del
fabricante (5 yL en 40 mL HBSS durante 5 minutos), los nucleos fluorescentes se
observan en el microscopio de fluorescencia con el filtro UV (excitacién 350 nm vy
emision 461 nm). Este experimento se realizd tres veces por triplicado para cada tipo

celular y tratamiento, tanto para PB como para PA.

57



MATERIALES Y METODOS

8. EXTRACCION DE RNA TOTAL

La extraccion del RNA total de las células FT21 y FC se llevd a cabo con el
RNeasy Mini Kit (Ref. 74104, Qiagen, Hilden, Alemania) a partir de 1x10° células por
columna. Antes de empezar se afiadieron 10 uL de B-mercaptoetanol (M3148-25mL;
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) en 1mL de RLT (puede mantenerse a temperatura
ambiente durante un mes), preparar el mismo dia segin la cantidad de muestras
(siempre para una mas): p.e. 8 muestras: 30 pL de B-mercaptoetanol + 3000 yL RLT,
tampén RPE esta concentrado (antes de utilizar por primera vez se afadid 4
voliumenes de etanol (96-100%) (Ref. 459844-2.5L; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA)
y se prepararo la DNase I disolviendo el liofilizado en 550 yL de agua RNase free (Ref.
79254, Qiagen, Hilden, Alemania) para inyectar el agua mediante una aguja y jeringa
estériles, se mezcld bien mediante por inversién (NO VORTEAR) y se alicuot6 para la

congelaciéon a -20°C (9 meses).

Para el protocolo de extraccion las células se recogieron en un pellet, lavandose
dos veces con PBS, depositandose rapidamente en un eppendorf sin RNasas y se
homogeneiz6 con el tampdn de lisis (RNeasy Mini Kit) pasando el lisado al menos cinco
veces por una jeringa sin RNAsas con una aguja de 0,7 x 30 mm. Después se
siguieron las instrucciones del fabricante para obtener el RNA total esperandose una
cuantificacion superior a 30 pg. La cuantificacion y la integridad del RNA se

determinaron con el RNA nano Lab Chip Kit Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA, USA).

8.1 Visualizacién del RNA total por electroforesis en geles de agarosa

Una vez cuantificado el RNA total obtenido, se mezclé 1 pg de RNA con tampén
de carga de RNA desnaturalizante compuesto de formaldehido al 18,5%, formamida al
50%, MOPS 40 mM, Ficoll al 4% vy azul de bromofenol (Ref. B5525-10G, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA) como marcador del frente de la electroforesis. A esta mezcla
se le afadiéo bromuro de etidio a una concentracion de 0,1 pg/ul y se calenté a 95°C
con el fin de desnaturalizar el RNA. La mezcla se cargd en un gel de agarosa al 1%
(Ref. A9539-50G, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) disuelta en tampdén MOPS vy
formaldehido 0,6 M en condiciones desnaturalizantes. A continuacion, se procedié a la
electroforesis a 80 V en un sistema horizontal de electroforesis (Mini Subcell GT
System, BioRad) conectado a una fuente de alimentacion Power-Pac 2000 (BioRad). El
RNA total, debido a la capacidad del bromuro de etidio de hidrolizarse en presencia de
luz ultravioleta y emitir fluorescencia, se visualizaron en un transiluminador

ultravioleta (UVP Mini dark room transilluminator, UVP, Upland, Ca, USA).
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Se consideraron como aptos todos los RNAs que permiten apreciar las bandas

correspondientes a los RNA ribosomales 18S y 28S sin degradacién como muestra la

figura 15.
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Figura 15. Fotografia de una electroforesis
en condiciones desnaturalizantes, en la
primera columna se muestra el marcador,
en la segunda el RNA degradado y en la
tercera el RNA intacto.

9. PCR CON RETROTRANSTRIPTASA A TIEMPO REAL

Para determinar la cuantificacion relativa del mRNA de las enzimas
antioxidantes (SOD1, SOD2, GPx y CAT) en las células FT21 y FC se llevd a cabo una
PCR con retrotranscriptasa (RT-PCR) a tiempo real con el equipo ABI PRISM 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems, CA, USA). La cuantificacién relativa
nos permite conocer si un gen estd mas o menos expresado en los fibroblastos con
trisomia 21 (FT21) respecto a los fibroblastos control (FC) en relacion a un gen de
referencia (gen que no varia su expresion ni por el tipo de muestra ni por el tipo de

tratamiento) que se usa para normalizar los resultados.

La RT-PCR a tiempo real se realizd6 en dos pasos. Primero se llevé acabo la
sintesis de cDNA de cadena sencilla con el RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (#K1632, Fermentas, Madrid, Espafia) a partir de 1,5 ug de RNA total,
se descongelaron todos los componentes de kit, agitandose bien, se centrifugaron y se
dejaron en hielo, después se utilizaron eppendorf estériles para afiadir el volumen de
muestra y agua DEPC calculado previamente hasta 11 pL (hielo), se anadié 1 pL de
“random hexamer primer” (hielo) con un volumen final 12 pL, se mezclé bien, se
centrifugd e incubd durante 5 minutos a 65°C (PCR System 2700), las muestras se
enfriaron en hielo y se hizo un spin de todas ellas (siempre se utilizaron eppendorfs de

1,5 mL como adaptadores en la centrifuga) y de nuevo se dejaron en hielo, a
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continuacion se preparé la mezcla de reaccién (tabla 9) (en exceso para una muestra

mas) y se afnadieron 8 pL a cada muestra.

Tabla 9. Reactivos y volumenes para la realizacion de la sintesis del cDNA.

N° de Muestras 1 12

5X Reaction Buffer 4 pL 52

RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/ul) 1 L 12

10 mM dNTP Mix 2 L 26

RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/ pl ) 1 L 12
TOTAL volumen en eppendorf 20 pL

A continuacién se mezcld bien y se centrifugd, iniciandose el proceso de sintesis
de cDNA consistente en los siguientes ciclos de temperatura: 5 minutos a 25°C; 60
minutos a 42°C (random hexamers primer) y finalmente calentar 5 minutos a 70°C.
Por ultimo se mantuvo el producto de la retrotranscripcion a -20°C al utilizarse en

menos de una semana o a -80°C para almacenamientos mas largos.

En un segundo paso se realizé la PCR a tiempo real mediante sondas Tagman
MGB (“minor groove binder”) de 18-22 pb, marcadas en el extremo 5 con 6-FAM
como fluorocromo reportero, cuyo minimo de emision esta a la longitud de onda de
535 nm. En situaciéon de no amplificaciéon, no se detecta fluorescencia debido a que
este fluorocromo permanece neutralizado por otro, TAMRA, situado en el extremo 3°
por medio de transferencia de energia de tipo Forster (FRET). En esta transferencia, la
energia de baja longitud de onda del fluoréforo situado en el extremo 5° es
transferida al fluoréforo de energia de mayor longitud de onda ubicado en el extremo
3’ bloqueandose la liberacidon de fluorescencia. De ese modo, se necesita la hidrdlisis
de la sonda para que el fluoréforo reportero quede libre del fluoréforo secuestrador vy,
por lo tanto, se emita fluorescencia. Iniciada la PCR, los cebadores hibridan con sus
secuencias especificas en sus cDNA dianas y la polimerasa comienza a amplificar. Una
vez alcanzada la zona de hibridacién de la sonda Tagman®, y debido a la capacidad 5°
exonucleasa de la polimerasa usada, tras hidrolizarse el fluoréforo reportero fijado en
la sonda se liberara fluorescencia, la cual sera registrada por un sistema capaz de
detectar la fluorescencia emitida en el rango del espectro de emision del fluordforo
reportero utilizado (Figura 16). Por lo tanto, se necesita la hibridacion especifica tanto
de los cebadores como de las sondas para que la amplificacion y la deteccion del

producto sean posibles.
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1-Hibridacion especifica de de sondas vy
- @ [ ] cebadores.

2-Inicio de amplificacion. La fluorescencia del
marcador reportero FAM estd secuestrada por el
fluor6foro ubicado en 3'(TAMRA) por FRET.

L Y 3-Amplificacion y emisiéon de fluorescencia. La
fluorescencia del fluoréforo reportero FAM es liberada
al hidrolizarse el fluoréforo ubicado en 5 (FAM) por la
actividad exonucleasa de la polimerasa.

Figura 16. Esquema con las etapas de la PCR a tiempo real y el principio que permite relacionar la emision de
florescencia con la cantidad de producto amplificado.

Cada muestra se analizd por triplicado y las reacciones (los reactivos se
mantuvieron en hielo) se prepararon en placas de 96 pocillos (MicroAmp optical 96
well reaction plate, Applied Biosystems, CA, USA) a partir de 15 ng de cDNA, 1pul de
las sondas TagMan® gene expression assays y 10 ul de TagMan Universal PCR Master
Mix, (20x TagMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems, CA, USA). Una vez
preparadas las reacciones, se sellaron con papel adhesivo éptico (MicroAmp Optical
Adhesive Film, Applied Biosystems, CA, USA), el cual no interfiere con la emisién de
fluorescencia pero si evita la evaporacion durante los periodos de desnaturalizacion.
La reaccion de PCR fue de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15
segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C. Las sondas TagMan® usadas para analizar la
expresion de las enzimas antioxidantes (SOD1, SOD2, GPx y CAT) fueron las
siguientes: Hs00166575_m1 para SOD1, Hs00167309_m1l1 para SOD2 vy
Hs00829989_gH para GPx1 y Hs00156308_m1 para CAT. La expresion de la
polimerasa 2A (POL2A; Hs00172187_m1) y el RNA ribosomal 18S (18S; 4310893E)
fueron usados como controles enddgenos (genes de referencia) para normalizar la
variacion en las cantidades de cDNA de diferentes muestras. Se llevaron a cabo PCRs
previas con los distintos pares de cebadores y sondas TagMan® utilizados para
amplificar cada cDNA utilizando distintas concentraciones de cDNA, con el fin

corroborar que la eficacia de amplificacién obtenida era del 100%.

Para evaluar la expresidon relativa de las enzimas antioxidantes se usé el
método comparativo RQ Study. Este método requiere que tanto los genes diana
(SOD1, SOD2, GPx y CAT) como los genes de referencia (POL2A y 18S) tengan la
misma eficiencia de amplificacidon a cualquier rango de concentracion (Abi Prism 7000
RQ Plate and RQ Study, User Guide). Este método utiliza féormulas aritméticas para

calcular el valor de expresién relativo del gen diana (RQ) en la muestra problema (en
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este caso las células FT21), normalizado con el gen de referencia y en relacidon a un

calibrador (en este caso las células FC). El valor RQ se calcula segun la férmula RQ =
2-AACT

y AACr = [Cy (FT21, gen diana) ~ Cr (FC, gen diana)] - [Cr (FT21, gen referencia)'CT (FC, gen referencia)]l
donde Cr es el ciclo de PCR en el que la amplificacion del gen (diana o de referencia)
alcanza un umbral fijado. Este analisis se realizd con el software RQ Manager (Applied
Biosystems, CA, USA). Todas las muestras se analizaron por triplicado para una placa,

realizandose el experimento 9 veces para PB y para PA.

10. ENSAYOS ENZIMATICOS (SOD, GPx, CAT, B-Gal pH 4 y 6, B-Glu pH 3,5)

Todas las lecturas de los ensayos enzimaticos se realizaron en un
espectofotometro UV-visible de doble haz Perkin-Elmer A 2, provisto de portacubetas
multiple termostatizado. Previamente a la determinacion de las actividades
enzimaticas se lavaron las cajas de células dos veces con PBS, se tripsinizo (tripsina
0,25%) durante 10 minutos para recoger el pellet celular y se centrifugd a 1500
r.p.m., 49C, 5 minutos para volver a lavar el pellet dos veces con PBS, seguidamente
se afadieron 300 pL de H,O4 a cada eppendorf y se sonicaron 2 ciclos durante 10
segundos en hielo, se centrifugé a 15.000 r.p.m, 10 minutos, 4°C y se descartd el
pellet, recogiendo el sobrenadante para valorarle las proteinas por el Coomassie
(Bradford) Protein Assay (Ref.23200; Thermo Scientific Pierce Protein Biology
Products, Rockford, IL, USA). A continuacién se llevaron a cabo los ensayos

enzimaticos en las células FT21 y FC tres veces por duplicado tanto a PB como a PA.

10.1 Determinacion de actividades enzimaticas
A) Superoéxido dismutasa (SOD) [EC 1.15.1.1]

Fundamento: La determinaciéon de la actividad superdéxido dismutasa (SOD) se
realiz6 de acuerdo con el método descrito por Andersen, H.R. et al. [288] (Figura 17)
por medio del kit comercial (Ref. SD125, RANSOD, Randox, Crumlin, Reino Unido).

Figura 17. Método de Andersen para determinar la
actividad superoxido dismutasa (SOD). Figura
adaptada procedente de la referencia [288].
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La reaccién consiste en un generador y un detector de superdxidos. El
generador (xantina) sirve para producir los radicales libres y para controlar la
velocidad de la reaccidén. En ausencia de SOD, los radicales reaccionan con el detector
(INT) y en presencia de SOD, ésta compite con el detector por el superdxido. Este
método utiliza xantina y xantina oxidasa (EC 1.2.3.2) como fuentes de superoéxidos e
INT como indicador de la eliminacion de radicales, la temperatura de la cubeta se

mantuvo a 37°C £ 0,1. La reduccion del INT es medida a 500 nm.

Calculo de la actividad: Se define una unidad de SOD como la cantidad de SOD
necesaria para inhibir la velocidad de reduccién del INT un 50%. La curva patron se
construyd segun el kit comercial representando el logaritmo de la actividad remanente
frente a las unidades de SOD en cubeta. La actividad SOD de las células se calculd
interpolando en la curva patrén el valor de DO de la actividad remanente obteniéndose
asi las unidades SOD en cubeta. A partir de ellas y teniendo en cuenta las proteinas
celulares (lisados celulares) utilizadas en el ensayo, el resultado final se expresd en

U/mg prot. celulares.

B) Glutation Peroxidasa (GPx) [EC 1.11.1.9]

Fundamento: La determinaciéon de la actividad de la glutation peroxidasa (GPx)
se realiz6 de acuerdo con el método descrito por Plagia, D.E. y Valentine, W.N. [289]
(Figura 18) por medio del kit comercial BIOXYTECH® cGPx-340 (Ref. 21037,
OxisResearch™, Deltaclon, Madrid, Espafia). La reaccién se inicia al afiadirse un
peroxido en exceso. La oxidacién de dos moléculas de glutation (GSH), va unida a la
oxidacion de NADPH, catalizada a su vez por la glutatién reductasa (GR). El consumo
de NADPH se registra midiendo el descenso de absorbancia a 340 nm. Como

peroxido iniciador de la reaccion se utiliza el ter-butil hidroperdxido.

H.O 35555 MADEH + H*

Figura 18. Método de Plagia y Valentine para
determinar la actividad glutatiéon peroxidasa (GPx).
Figura adaptada procedente de la referencia [289].

Calculo de la actividad: Las lecturas se realizaron al aire con cubetas de cuarzo
de 1 mL de capacidad monitorizando el descenso de absorbancia a 340 nm por el
consumo de NADPH a intervalos de 60 segundos durante un tiempo total de 3

minutos, la temperatura de la cubeta se mantuvo a 37°C £+ 0,1. Debido a la
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inestabilidad del ter-butil hidroperéxido y la oxidacion espontédnea del NADPH en
ausencia de ter-butil hidroperdxido fue necesario introducir un blanco para cada serie

de ensayos. La actividad se calculo a partir de:

ADO/min~correcipa”= ADO/Minwyestra” - ADO/Min g anco”
Actividad (U/mg prot. celulares)= ADO/min-correcipa” X 107936.5

C) Catalasa (CAT) [EC 1.11.1.6]

Fundamento: La determinacién de la actividad de la catalasa se realiz6 de
acuerdo con el método descrito por Aebi, H., [134] por medio del kit comercial
BIOXYTECH® Catalase-520 (Ref. 21042, OxisResearch™, Deltaclon, Madrid,
Espafia). La descomposicion del H,0, se mide por el descenso de absorbancia a 240
nm. La reaccidén se inicia al afadir la muestra. Las lecturas se realizaron al aire con
cubetas de cuarzo de 1 mL de capacidad monitorizando el descenso de absorbancia a
240 nm por la desaparicion de H,0, a intervalos de 15 segundos durante un tiempo
total de 1 minuto de tiempo. La temperatura de la cubeta se mantuvo a 37°C + 0,1.
Para corregir la hidrélisis no enzimatica se introdujo un blanco sin muestra al

principio de cada serie de medidas.

Calculo de la actividad: Actividad enzimatica (k/l) = 229,5 x log A; /A,
K: constante de primer orden de la reaccion enzimatica.
Al: valor de la absorbancia a los 15 segundos.

AZ2: valor de la absorbancia a los 30 segundos.

D) B-Galactosidasa (B-Gal pH 4y 6) [EC 3.2.1.23]

Fundamento: El buffer Glicina 0,2 M a pH 10,4 se prepard en un volumen de
500 mL de H,0 miliQ, conteniendo 7,507 g de glicina y 4 g de hidrdxido sédico (buffer
para la parada de la reaccién). Se prepararon 10 mg de 4-Metil-Umbeliferona (Sigma
M1508-10 g) en 10 mL de buffer glicina (congelar alicuotado a -20 ©°C). El sustrato
para la reaccién (4-MU-B-D-Gal 2 mM: Sigma M1633-250 mg) se sonica, después se
calienta en el bafio hiumedo a 70 °C y se mezcla con el buffer para el ensayo
enzimatico [0,0068 g/10 mL buffer ensayo (61,4 mL ac. citrico 0,1 M + 38,6 mL de
fosfato-Na, 0,1 M a pH 4,4 y afiadir 0,584 g CINa hasta pH 4)]. Después de sonicar la
células, se anadié 25 pL de H,04 (blanco)/muestra diluida 1/20 + 100 L de sustrato
(por duplicado y en tubos de 5 mL), se incubaron en un bafio himedo a 37 °C durante

30 minutos, a continuacion se paro la reacciéon afiadiendo 1,25 mL del buffer Glicina.

Caélculo de la actividad: Para la lectura de la fluorescencia se utilizé una cubeta
de cuarzo semimicro (104F-QS de 10 mm, Hellma) y un fluorimetro (F-2500 FL

Spectrophotometer) con una longitud de onda (A) de excitacion de 365 nm y una
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longitud de onda de emision de 450 nm. Previo a la lectura de los blancos y muestras
se preparo una curva patrén de 4-MU [dilucion 1/1000: 50 pl stock 4-MU en 50 mL de
buffer Glicina sol. trabajo, a continuacidn los puntos de la curva: 1000 ng/mL (4 ml
sol. trabajo), 750 ng/mL (3 mL sol. trabajo + 1 mL buffer glicina), 500 ng/mL, 250
ng/mL, 100 ng/mL, 50 ng/mL, 25 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL y 0 ng/mL] . El calculo
de la actividad en la muestra se realiza a partir de la siguiente formula:

Actividad enzimatica (nmol/mg/min) = [(ng/mL-Bl)/mg prot.] x 0,009249916 x f.dil.

E) B-Glucuronidasa (B-Glu pH 3,5) [EC 3.2.1.31]

Fundamento: El buffer Glicina 0,2 M a pH 10,4 se prepard en un volumen de
500 mL de H,0 miliQ, conteniendo 7,506 g de glicina y 4 g de hidréxido sédico (buffer
para la parada de la reaccién). Se prepararon 10 mg de 4-Metil-Umbeliferona (Sigma
M1508-10 g) en 10 mL de buffer glicina (congelar alicuotado a -20 °C). El sustrato
para la reaccién (4-MU-B-D-Gluc 3,46 mM: Sigma M9130-25 mg) se sonica si esta
turbio y se mezcla con el buffer para el ensayo enzimatico [0,0122 g/10 mL buffer
ensayo (94 mL ac. acético 0,04 M + 6 mL de acetato-Na 0,04 M a pH 3,5)]. Después
de sonicar la células, se afiadié 25 pL de H,O4 (blanco)/muestra diluida 1/2 + 100 pL
de sustrato (por duplicado y en tubos de 5 mL), se incubaron en un bafio hiumedo a
37 °C durante 30 minutos, a continuacién se pard la reaccién afladiendo 1,25 mL del

buffer Glicina.

Calculo de la actividad: Para la lectura de la fluorescencia se utilizé6 una cubeta
de cuarzo semimicro (104F-QS de 10 mm, Hellma) y un fluorimetro (F-2500 FL
Spectrophotometer) con una longitud de onda (A) de excitacion de 365 nm y una
longitud de onda de emisién de 450 nm. Previo a la lectura de los blancos y muestras
se preparo una curva patrén de 4-MU [dilucion 1/1000: 50 ul stock 4-MU en 50 mL de
buffer Glicina sol. trabajo, a continuacién los puntos de la curva: 1000 ng/mL (4 ml
sol. trabajo), 750 ng/mL (3 mL sol. trabajo + 1 mL buffer glicina), 500 ng/mL, 250
ng/mL, 100 ng/mL, 50 ng/mL, 25 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL y 0 ng/mL] . El calculo
de la actividad en la muestra se realiza a partir de la siguiente foérmula:
Actividad enzimatica (nmol/mg/min) = [(ng/mL-Bl)/mg prot.] x 0,009249916 x f.dil.

65



MATERIALES Y METODOS

11. DETERMINACION DEL MALONDIALDEHIDO (MDA) POR HPLC

Previamente a la determinacion del MDA celular de FT21 y FC, se lisaron las
células y se determinaron las proteinas de la misma forma que en el apartado 10 del
capitulo 3. Seguidamente se realizd el protocolo para valoracién del MDA con el
protocolo de Fukunaga, K. et al., [290]. Se afiadieron 100 pyL de estdndar y muestras
en eppendorfs con cierre de seguridad y se mezclaron con 250 pL de la solucion TBA
(Acido Tiobarbittrico)/DTPA (Acido acético-dietilen-etriamino-pentanhidro) [TBA
0,2%/DTPA 1 mM (Ref.T-5500-25G /D-6518-5G Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) en
tampdn acético/acetato 2 M, pH 3,5], se afiadié 10 uL de butilhidroxitolueno (BHT;
Ref.47168, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) a todos los eppendorfs y se agité con el
vortex para incubar durante 45 minutos a 95°C en un bafio seco. A continuacién, las
muestras se colocaron a 4°C en la nevera durante 10 minutos y se afiadieron 250 pL
de butanol (Ref. 34867-2.5L, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) para agitar todos los
eppendorfs en el vortex durante 1 minuto (extraccion lipidica) y centrifugarlos a 3800

rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Para la determinacion, se recogieron 100 pL de la fase superior donde se
encuentran los lipidos y el complejo MDA-TBA que queremos determinar para
depositarlos en el HPLC (Waters) con unas determinadas condiciones cromatograficas
[acetonitrilo al 70% (Ref.221881.1612 grado HPLC, Panreac, Castellar del Valles,
Barcelona, Espafia), (Columna: Symmetry C18.5 um, 150*4.6 mm, Waters,
Cerdanyola del Valles, Barcelona, Espafa), flujo:1 mL/min, volumen inyectado:20 pL,

tiempo de retenciéon: 1,4 minutos].

Todas las areas de las muestras son interpoladas a una recta patrén (B:0 uM;
S$1:0,25 pM; S2:0,5 pM; S3:1 pM) realizada con 1,1,3,3-tetraetoxipropano (Ref.
T9889-25 mL, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) para determinar la concentracién de
MDA de las muestras y corregida por su correspondiente proteina. La determinacién

del MDA celular se realizé tres veces por duplicado tanto a PB como a PA.

12. EXTRACCION DE PROTEINAS Y WESTERN BLOT

Para la extraccidon de proteinas, las células se lavaron con PBS frio y se lisaron
con tampon de lisis (HEPES 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 1% de Triton X, EDTA 1 mM
y 10% de glicerol) en presencia de inhibidores de proteasas (Ref. 87786, Thermo
Scientific Pierce Protein Biology Products, Rockford, IL, USA) durante 30 minutos/4°C.
Después, las células fueron recogidas en un eppendorf y se centrifugaron a
15.000g/10 minutos/4°C. Una vez extraidas las proteinas por centrifugacion, se

recogié el sobrenadante y se cuantificaron con el Coomassie (Bradford) Protein Assay
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Kit (Ref. 23200, Thermo Scientific Pierce Protein Biology Products, Rockford, IL, USA),

segun las instrucciones del fabricante.

A 50 ug de proteinas se le anadioé 7,5 PL tampoén de carga 4X (Tris-HCI 0,313 M
pH 6,8, 10% de SDS, 0,05% de Azul Bromofenol, 50% de glicerol) y 0,0154 g de DTT
(400 mM final en tampdn, Ref. D0632-1G, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) y se
desnaturalizaron durante 10 minutos/95°C en un bafio termostatizado. Las proteinas
se cargaron en geles de poliacrilamida de diferente porcentaje (12-14%) en funcién
del peso molecular de la proteina a analizar y se llevd a cabo con dodecilsulfato de
sodio (SDS, Ref. L4390-100G, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) una electroforesis
(SDS-PAGE) en un tampodn de electroforesis [Tris 25 mM, glicina 192 mM (Ref. G8898-
500G, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), SDS 0.1% (p/v)], aplicando un voltaje
constante de 125 voltios (V). Una vez que las proteinas se separaron en funcién del
peso molecular, se transfirieron a una membrana de PVDF con un tampén de
transferencia [Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20% (v/v) (Ref. 1060082500,
Merck Millipore, Madrid, Espafia)], aplicando un voltaje constante de 100 V/1 hora.
Una vez finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon con 5% de leche
desnatada en TBS (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM)/1 hora.

Después del bloqueo se incubaron con el anticuerpo primario adecuado (Tabla
10) y diluido en 1% de leche desnatada en T-TBS (Tween-20 0,01%) durante toda la
noche en movimiento a 49C. Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 minutos
en T-TBS (Tween-20 0,05%) y 3 lavados de 5 minutos en TBS, se incubaron las
membranas 1 hora con el anticuerpo secundario (Tabla 10) diluido en 1% de leche
desnatada en T-TBS a temperatura ambiente. Finalmente se volvié a lavar igual que
antes para revelar la membrana utilizando el sistema de emisién de
quimioluminiscencia SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Ref:34078,
Thermo Scientific Pierce Protein Biology Products, Rockford, IL, USA). La intensidad de
las bandas obtenidas por Western blot se cuantificaron por densitometria con el
Quantity One Basic 1-D Analysis Software (version 4.6.9, Bio-Rad, Munich, Alemania).
En todos los casos se normalizdo la expresion de la proteina de interés con la
intensidad de la banda de la B-actina y se expresd en unidades densitométricas
arbitrarias (UDA). Cada Western blot se realizd tres veces por duplicado para cada tipo

celular y tratamiento, tanto para PB como para PA.
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Tabla 10. Anticuerpos y dilucién utilizados para la realizacion de los Western Blot.

Anticuerpos Referencia y casa comercial Dilucion
Primarios
anti-SOD1 sc-11407; Santra Cruz 1:5.000
anti-SOD2 sc-30080; Santra Cruz 1:2.000
anti-dinitrophenyl-KLH A-6430; Molecular Probes 1:400.000
anti-p21 Waf1/Cip1 #2947: Cell Signaling 1:1.000
anti-p53 P8999; Sigma-Aldrich 1:2.500
anti-cytochrome ¢ #4272: Cell Signaling 1:1.000
anti-Cleaved Caspase-9 #9505: Cell Signaling 1:1.000
anti-R-actina A3854; Sigma-Aldrich 1:1.000
Secundarios
Goat Anti-Rabbit IgG-HRP A0545; Sigma-Aldrich 1:10.000
Goat Anti-Mouse IgG-HRP A2304; Sigma-Aldrich 1:10.000

13. DETERMINACION CUANTITATIVA POR ENZIMA INMUNO ENSAYO (ELISA)

Previamente a la realizacion de los kit de ELISA, se lavaron las cajas de células
dos veces con PBS y se tripsinizaron con tripsina 0,25% durante 10 minutos para
recoger el pellet celular, después se centrifugd a 1500 r.p.m./4°C/5 minutos y se
volvié a lavar el pellet dos veces con PBS. A continuacién se llevo a cabo la
determinacion cuantitativa del citocromo C humano, p53 humano y p21 humano en

las células FT21 y FC segun las instrucciones del fabricante (Tabla 11).

Tabla 11. Anticuerpos utilizados para la realizacion de las ELISAs.

ELISA Referencia y casa comercial
Complex | MSFX-1; Mitosciences, Oregon, USA
Complex llI MSFX-3; Mitosciences, Oregon, USA
Complex V MSFX-5; Mitosciences, Oregon, USA
Superoxide dismutase (SOD2) MSFX-12; Mitosciences, Oregon, USA
Human p 53 RBMS256R; Biovendor, Brno, Republica Checa
Human p21 Waf1/Cip1 #7167; Cell Signaling Technology, USA
Human Cytochrome ¢ DCTCO, R&D Systems, Inc., Min., USA

14. DETECCION DE LA ACTIVIDAD SA-B-GALACTOSIDASA

La expresion de la enzima B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-Gal),
definida como la actividad de esta enzima a pH 6,0 en células senescentes, es otro de

los marcadores clasicos para este fenotipo descrito por Dimri, G.P. et al., [254]. La
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razon de esta actividad enzimatica particular parece ser el aumento de la actividad

lisosomal durante la senescencia replicativa [255, 291].

La actividad SA-B-Gal en los fibroblastos FT21 y FC se examind usando el kit
Senescence [-galactosidase kit (#9860, Cell Signaling Technology, Beverly, USA). Se
sembraron las células a una concentracion de 5x10* células por pocillo en placa de 24
pocillos (Ref. 3524, Corning Incorporated, MA, USA), incubandose en una estufa a
37°C/5% C0,/85% humedad durante 4 dias. Seguidamente se realiz6 el protocolo del
X-Gal con una solucion de tincion que contiene 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-
galactopirandsido. Al dia siguiente, se comprobd la aparicion de un precipitado azul en
las células FT21 y FC observandolas al microscopio de contraste (aumento total 200X).
Este experimento se realizd6 tres veces por duplicado para cada tipo celular y

tratamiento, tanto para PB como para PA.

15. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Todos los datos se introdujeron en una base de datos generada en el programa
“GraphPad Prism v 5.0" para Windows XP. A partir de la media £ EEM de todos los
datos se realiz6 el test de normalidad D Agostino & Pearson para determinar la
bondad de ajuste a una distribucion normal. En ausencia de normalidad o cuando las
varianzas eran heterogéneas se realizd el test no paramétrico U de Mann-Whitney vy al
existir normalidad o cuando las varianzas son homogéneas se realizd el test
paramétrico t de Student. Ademas, se utilizd6 una ANOVA de una via con un post test
de Bonferroni cuando se comparo el efecto de varios tratamientos pro-oxidantes sobre

una situacion control. Se considero significativo un valor de p < 0,05.
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1. CITOTOXICIDAD CELULAR DEBIDA A LOS PRO-OXIDANTES EN
FIBROBLASTOS CON TRISOMiA DEL CROMOSOMA 21 (FT21) Y CONTROL (FC)

Los fibroblastos con trisomia del cromosoma 21 (FT21) y control (FC) a pases
bajos (PB, 3-7), fueron expuestos a concentraciones crecientes de pro-oxidantes para
determinar las concentraciones idéneas para causar una minima citotoxicidad y una

maxima produccién de radicales libres (RL).

La citotoxicidad producida por los tratamientos pro-oxidantes en ambos tipos
de células a PB (3-7) y a PA (8-12) respecto a las células en condiciones basales (no
tratados) se muestra en la tabla 12. A PB, el pro-oxidante AAPH no produjo
citotoxicidad en los fibroblastos. Sin embargo, el pro-oxidante t-BHP resultd mas

citotoxico que el AAPH en ambos tipos celulares, aunque de forma no significativa.

A PA, y de forma similar a los PB, el pro-oxidante AAPH produjo un aumento no
significativo de la citotoxicidad en las células FT21, mientras que en las células FC no
se produjo un aumento de la citotoxicidad. Sin embargo, el agente pro-oxidante t-BHP
provocé un aumento de la citotoxicidad en ambos tipos de células, siendo Unicamente

significativa (p<0,001) en las células FT21.

Tratamiento Pases Bajos (3-7) Pases Altos (8-12)
FC FT21 FC FT21
No tratados 100 = 3% 100 + 3% 100 + 2,5% 100 + 2%
AAPH (10 mM) 97,81 + 2,5% 99,09 + 3% 98,02 + 2,5% 95,09 + 2%
t-BHP (100 pM) 93,02 + 2,5% 93,66 + 2,5% 96,13 + 1,95% 89,01 + 1,85%2

Tabla 12. Determinacion de la citotoxicidad celular debida a los pro-oxidantes en fibroblastos con trisomia 21
(FT21) y control (FC). La citotoxidad celular en los fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC) se determiné por el
test XTT a pases bajos (3-7) y altos (8-12), en condiciones basales (no tratados), o tras su incubacién con los pro-
oxidantes AAPH y t-BHP. A partir de los valores obtenidos de la densidad 6ptica (DO), se calcularon las medias + EEM
expresandose en porcentaje respecto a las células FT21 y FC en condiciones basales (no tratados), tomando ambos
tipos celulares como el 100% de viabilidad celular. Las diferencias significativas se determinaron mediante el test t-
Student: a: p<0,001.

A continuacion se cuantificé el contenido de proteinas celulares para analizar
como afectan los tratamientos pro-oxidantes al nimero de células existentes (tabla
13). A PB, la cantidad de proteina determinada en ambos tipos de células con ambos
pro-oxidantes fue similar a la de las células no tratadas. Sin embargo, a PA se
encontré una disminucidon en la cantidad de proteina para ambos tipos de células
respecto a los PB, aunque ambos pro-oxidantes provocaron una disminucion
significativamente mayor en la cantidad de proteina, siendo el pro-oxidante t-BHP el

gue afectd de forma mas importante a ambos tipos de fibroblastos.
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Tratamiento Pases Bajos (3-7) Pases Altos (8-12)
FC FT21 FC FT21
No tratados 0,523 + 0,022 0,622 + 0,031 0,45 + 0,012 0,466 + 0,011
AAPH (10 mM) 0,52 + 0,012 0,599 + 0,024 0,411 + 0,012 0,42 + 0,012
t-BHP (100 pM) 0,51 + 0,015 0,578 + 0,023 0,372 + 0,016P 0,382 + 0,013P

Tabla 13. Determinaciéon del contenido de proteinas celulares debida a los pro-oxidantes en fibroblastos
con trisomia 21 (FT21) y control (FC). La cantidad de proteinas celulares en fibroblastos con trisomia 21
(FT21) y control (FC) se determiné por el método Coomassie (Bradford) Protein Assay, a pases bajos (3-7) y
altos (8-12), en condiciones basales (no tratados), o tras su incubacién con los pro-oxidantes AAPH y t-BHP. A
partir de los valores obtenidos de la densidad 6ptica (DO), se calcularon las medias + EEM expresandose en
mg/mL. Las diferencias significativas se determinaron mediante el test t-Student: a: p<0,01; b: p<0,001.

2. PRODUCCION INTRACELULAR DE RADICALES LIBRES EN FIBROBLASTOS
CON TRISOMIiA DEL CROMOSOMA 21 (FT21) Y CONTROL (FC)

2.1 Produccioén intracelular de ROS en microplaca

Para analizar si las células FT21 tienen mayor produccion de ROS respecto a las
células FC, valoramos la produccién intracelular de ROS en ambos tipos de células
durante el proceso de replicacion celular in vitro, es decir, a pases bajos (PB, 3-7) y
pases altos (PA, 8-12). Ambos tipos de fibroblastos se sometieron a dos tratamientos
pro-oxidantes, mientras que paralelamente se utilizaban fibroblastos en condiciones
basales (no tratados). Para medir la produccion intracelular de ROS se utilizd una
sonda especifica como es la 5-(y-6) clorometil-2',7'-diclorodihidrofluoresceina
diacetato acetil ester (DCFH-DA), que penetra en las células y es oxidada por los ROS

hasta DCF emitiendo fluorescencia a 538 nm al ser excitada a 485 nm.

Los resultados del analisis de la producciéon de ROS a PB se muestran en la
Figura 19A. La produccion intracelular de ROS en las células FT21 se incrementé de
forma significativa respecto a las células FC, este incremento se observé tanto en las
células no tratadas como en las células con los tratamientos pro-oxidantes. De hecho,
la produccién basal de ROS, es decir, la de las células que no recibieron tratamiento
pro-oxidante, fue un 29% superior (p<0,001) en las células FT21 respecto a las
células FC. Al comparar la respuesta de ambos tipos de células frente al pro-oxidante
AAPH, se observd que las células FT21 presentaban una produccién de ROS un 23%
superior (p<0,001) a la observada en las células FC. El tratamiento con el pro-
oxidante t-BHP produjo una mayor respuesta en los dos tipos de células, aunque se
observo que la produccion de ROS en las células FT21 era practicamente el doble que

la observada en las células FC (p<0,001).

Analizando el efecto que provocan ambos pro-oxidantes en la produccion de
ROS sobre las células FT21 y FC respecto a sus basales correspondientes, observamos

que los dos pro-oxidantes aumentaban la produccion de ROS en ambos tipos de
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células. El incremento producido por el AAPH fue de 2,5 veces (p<0,001) en ambos
tipos de células respecto a sus basales, mientras que el t-BHP incrementé la
produccion de ROS 6,2 veces (p<0,001) en las células FT21 y 4,2 veces (p<0,001) en

las células FC respecto a sus basales.

Los resultados del analisis de la produccién de ROS a PA se muestran en la
Figura 19B. Al igual que ocurria a PB, la produccién intracelular de ROS en las células
FT21 estaba incrementada de forma significativa respecto a las células FC, tanto en
las células no tratadas como en las células al someterlas a los dos tratamientos pro-
oxidantes. Con los pases, la produccion basal de ROS en las células FT21 fue
significativamente mayor que en las células FC, en concreto un 48% superior
(p<0,001), incrementandose desde el 29% a PB. El pro-oxidante AAPH produjo un
aumento significativo en la produccion de ROS del 35% (p<0,001) en las células FT21
respecto a las células FC, incrementandose desde el 23% a PB. Sin embargo, el
tratamiento con el pro-oxidante t-BHP produjo un resultado similar a los PB, es decir,
las células FT21 doblaban la produccion de ROS (p<0,001) de las células FC. Asi que,
al comparar como afectan los dos pro-oxidantes a la producciéon intracelular de ROS
en ambos tipos de células respecto a sus basales, tanto a PB como a PA, se observo
un incremento significativo (p<0,001) en ambos tipos células, aunque el incremento

fue menor con la senescencia replicativa.
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Figura 19. Produccioén intracelular de ROS en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). Determinacién de
la produccién intracelular de ROS en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC) a pases bajos (3-7) (A) y altos (8-
12) (B), en condiciones basales (no tratados), o tras su incubacién con los pro-oxidantes AAPH y t-BHP. Los valores se
expresan en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF + EEM). Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron
determinadas mediante el test t-Student: ***: p<0,001.
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2.2 Deteccion de los perodoxidos intracelulares mediante microscopia de

fluorescencia

Para detectar los perdxidos intracelulares en los fibroblastos FT21 y FC por
microscopia de fluorescencia, se utilizé la misma sonda anterior, la DCFH-DA. En este
caso se utilizdé un tratamiento con el pro-oxidante t-BHP, ya que produjo las mayores
diferencias en la produccion intracelular de ROS tanto a PB como a PA vy fibroblastos

en condiciones basales (no tratados).

Los resultados de la deteccion de la fluorescencia a PB se muestran en la Figura
20A. La sefal de fluorescencia verde en los FT21 y FC en condiciones basales, era
mayor y mas intensa para los FT21, y por tanto habia una mayor produccién de
peréxidos intracelulares. La adicién del pro-oxidante t-BHP tuvo dos consecuencias
inmediatas en las células; la primera fue la disminucién del nimero de células y la
segunda fue morfoldgica, consistio en un aumento del tamafio celular y del nucleo,
ademas de una morfologia irregular. Esta segunda consecuencia también se produjo
en las células FT21 en condiciones basales. En cuanto a la deteccion de los perdxidos
intracelulares, se observé en ambos tipos de células una sefial de fluorescencia verde
repartida homogéneamente por todo el citoplasma, aunque los FT21 presentaban una
mayor intensidad y por tanto una mayor produccién de peroxidos intracelulares

respecto a los FC.

Los resultados de la deteccion de la fluorescencia a PA se muestran en la Figura
20B. La intensidad de la sefial fluorescente verde a pases altos fue mayor a la
observada a pases bajos. Ademas, las células FT21 presentaron una mayor intensidad
respecto a las células FC, tanto en condiciones basales, como después de tratarlas con
el pro-oxidante t-BHP. Como se observa en la Figura 22B, el numero de células
disminuyé a PA; esta disminucién fue mas acusada al tratar las células con t-BHP. Las
células FT21 adquirieron un volumen celular mayor, un aumento del ndcleo celular y
una morfologia irregular, tanto en condiciones basales como con el t-BHP. Estas
modificaciones celulares son similares a las observadas a PB, tanto en las células FT21

en condiciones basales, como en ambos tipos celulares al afiadir el t-BHP.

Se observd de forma general un incremento de la sefial fluorescente verde en
los FT21 respecto a los FC. De forma especifica, pudimos observar como el agente
pro-oxidante t-BHP causdé mayor produccion de peroxidos intracelulares en ambos
tipos de células, aunque de forma mas notable en los FT21. Al igual que ocurrié a PB,
dicho efecto produjo una disminucion en el nimero de células, un aumento del
tamafio celular con una morfolégica poliédrica y un aumento del ndcleo celular; en

este Ultimo caso se vieron principalmente afectados los FT21.
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A Pases Bajos
No tratados t-BHP 100 pM

FC
FT21
B Pases Altos
No tratados t-BHP 100 uM
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Figura 20. Deteccion de peréxidos intracelulares por medio de la sonda DCFH-DA a través de microscopia de
fluorescencia en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). Se detectaron los peroxidos intracelulares en
fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC), tanto en condiciones basales (no tratados) como con el tratamiento
pro-oxidante (t-BHP), a pases bajos (A) y a pases altos (B). La sefal de fluorescencia verde que se observa en las
imagenes corresponde a la oxidacion de la sonda DCFH-DA en respuesta a la produccion de peroxidos intracelulares.
Las imagenes estan tomadas con un microcopio de fluorescencia a un aumento total de 200X.

3. ACTIVIDAD MITOCONDRIAL EN FIBROBLASTOS CON TRISOMiA DEL
CROMOSOMA 21 (FT21) Y CONTROL (FC)

El incremento en la produccién de ROS intracelulares en los FT21 por una
sobreexpresion en la enzima antioxidante SOD1 puede tener multiples efectos, uno de
ellos es una pérdida de la eficiencia en la respiracién celular. Esta pérdida viene
caracterizada principalmente por una deficiencia en los complejos de la CTE, una
disminucidon en la produccion de ATP y un aumento de los ROS en las mitocondrias.
Los ROS pueden atacar a las proteinas de la CTE y al DNAmt, produciendo un dafio
oxidativo, que a su vez, aumenta la generacién de ROS en la mitocondria conduciendo

hacia un “circulo vicioso”.
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3.1 Determinacion proteica de los complejos de la cadena de transporte de

electrones mitocondrial

Las células FT21 tienen una mayor produccién de ROS frente a las células FC y
puede verse afectada la fosforilacion oxidativa debido al déficit proteico de los
complejos de la CTE y de la enzima antioxidante mitocondrial SOD2, originado por el
dafio oxidativo producido por el exceso de ROS. Para comprobar esta hipdtesis, se
determind la cantidad de proteina de varios complejos de la CTE y de la SOD2 en
ambos tipos de células a pases intermedios (Figura 21). Las células FT21 presentaban
una menor cantidad de proteina respecto a las células FC en los complejos de la CTE y
en la enzima antioxidante SOD2 determinados, excepto en la ATP sintetasa, aunque
las diferencias entre las células FT21 y FC no fueron significativas. Concretamente, la
disminucidon proteica para el complejo I, III y SOD2 fue del 14%, 24% y 21%

respectivamente.
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Figura 21. Determinacion proteica de los complejos de la cadena de transporte de electrones mitocondrial y de
la enzima antioxidante mitocondrial SOD2 en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). La determinacién
proteica de los complejos | (A), Il (B), ATP sintetasa (C) y de la enzima antioxidante SOD2 (D) se realizé por ELISA a
pases intermedios en lisados celulares de fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y fibroblastos control (FC). Se determiné la
absorbancia (DO) y se calcularon las medias + EEM expresando los valores relativizados a la GADPH.
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3.2 Determinacion del contenido de ATP intracelular

Una disminucion en la cantidad de proteina de los complejos de la CTE en las
células FT21, puede suponer una pérdida de la eficiencia en la respiracion celular, que
conduzca a una disminuciéon en la produccion intracelular de ATP; por tanto, se
cuantificd la produccién de ATP en ambos tipos de células con los dos tratamientos
pro-oxidantes. Los resultados del analisis de los niveles de ATP intracelulares a PB se
muestran en la Figura 22A. Los niveles de ATP intracelular en las células FT21 en
condiciones basales (no tratados), disminuyeron de forma significativa un 13%
(p<0,05) respecto a lo observado en las células FC. Esta reduccion fue mayor en las
células FT21 respecto a las células FC al afiadir los pro-oxidantes AAPH y t-BHP. El
pro-oxidante AAPH provocé en las células FT21 una disminucién del 40% (p<0,001)
en los niveles intracelulares de ATP, mientras que el pro-oxidante t-BHP los redujo un
17% (p<0,001).

Los resultados del andlisis de los niveles de ATP intracelulares a PA se
muestran en la Figura 22B. Al analizar los niveles de ATP intracelulares en ambos tipos
de células en condiciones basales, se observaron diferencias similares a las de PB, es
decir, se produjo una disminucién significativa del 13% (p<0,05) en las células FT21;
sin embargo, al afadir el pro-oxidante AAPH, la disminucién en las células FT21 fue
del 18% (p<0,001), que es una reduccion menor que la producida a PB, mientras que
el pro-oxidante t-BHP redujo significativamente en un 15% (p<0,01) el contenido de
ATP en las células FT21.
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Figura 22. Determinacion de los niveles de ATP intracelulares en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control
(FC). Los niveles intracelulares de ATP se valoraron a pases bajos (3-7) (A) y altos (8-12) (B), en condiciones basales
(no tratados), o tras su incubacién con dos pro-oxidantes AAPH y t-BHP. Los valores de las medias + EEM se
expresaron en porcentaje respecto a los FC en cada tratamiento pro-oxidante y en condiciones basales, siendo los
niveles intracelulares de ATP en los FC el 100%. Las diferencias significativas entre FC y FT21 fueron determinadas
mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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3.3 Deteccion del anion superoxido mitocondrial y de la red mitocondrial

La produccion intracelular de ATP puede verse alterada por un exceso de ROS
generados en la CTE de las mitocondrias, por ello, se detectaron los radicales
superoéxidos (0,") generados en la CTE en ambos tipos células durante el proceso de
replicacion celular in vitro, es decir, a pases bajos (PB, 3-7) y pases altos (PA, 8-12).
Para detectar la formacion de los radicales superdxidos (0,") mitocondriales y la red
mitocondrial en las células FT21 y FC, se utilizaron dos sondas fluorescentes. La sonda
fluorescente MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator para detectar el
radical O,"" mitocondrial, que penetra rapidamente en las mitocondrias siendo oxidada
por este radical y no por otros RL, y la sonda fluorescente MitoTracker® Green FM que
se une a las mitocondrias. Se utilizaron fibroblastos en condiciones basales (no
tratados) y tratados con el pro-oxidante t-BHP, ya que mostraron las mayores
diferencias significativas en la produccién intracelular de ROS entre las células FT21 y
FC, tanto a PB como a PA.

Los resultados de la deteccidn de las sefiales de fluorescencia a PB se muestran
en la Figura 23A. La deteccion de los radicales O, mitocondriales en ambos tipos de
células y en condiciones basales revelé6 una mayor sefal de fluorescencia roja en las
células FT21 respecto a las células FC. Al anadir el pro-oxidante t-BHP a ambos tipos
células, la intensidad de la sefal fluorescente roja aumenté de forma mas acusada en
las células FT21, debido al incremento del radical O, mitocondrial. Ademas, las
sefales fluorescentes rojas de ambos tipos celulares con el t-BHP eran mas intensas

que en condiciones basales.

Se anadid la sonda fluorescente MitoTracker® Green FM para detectar la red
mitocondrial. Esto se hizo para relacionar la produccion del radical O," con el lugar en
el cual se produce, la CTE de las mitocondrias. Se observd un incremento generalizado
y bastante acusado en las células FT21 respecto a las células FC, ya sea en
condiciones basales (no tratadas) como al anadir el pro-oxidante t-BHP. Ademas, la
colocalizacion de las dos sondas mostré que la produccion del radical O," se produce
en las mitocondrias con mayor intensidad en las células FT21, tanto en condiciones

basales como con el pro-oxidante t-BHP.

Los resultados de la deteccién de las sefales de fluorescencia a PA se muestran
en la Figura 23B. En relacién a la produccion del radical O, mitocondrial, observamos
que las células FT21 en condiciones basales producian una sefial de fluorescencia roja
mayor y con mas intensidad que las células FC. Al tratar ambos tipos de células con el
pro-oxidante t-BHP, se observd el 100% de las células FT21 con sefial fluorescente
roja, distribuida homogéneamente en toda la célula y con mayor intensidad que en las

células FC. Al comparar estos resultados con los producidos en ambos tipos de células
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en condiciones basales, pudimos observar como es mayor y mas intensa en las células

tratadas con el pro-oxidante t-BHP.

Al afladir la sonda fluorescente MitoTracker® Green FM, pudimos observar de
forma similar a lo ocurrido a PB un incremento generalizado y bastante acusado de la
sefial de fluorescencia verde en las células FT21, ya sea para los fibroblastos en
condiciones basales como para los fibroblastos tratados con t-BHP. Al mismo tiempo,
el incremento fue mayor a PA que a PB para ambos tipos de células, ya sea en
condiciones basales como con el pro-oxidante t-BHP. Por otra parte, la colocalizacién

de las dos sondas mostré que la produccion de los radicales O, mitocondriales es
mayor en las células FT21 que en las FC. Ademas, la intensidad de ambas
fluorescencias fue mayor en las células tratadas con el pro-oxidante t-BHP que en
condiciones basales. De la misma forma ocurrié al comparar los resultados a PA

respecto a PB.

Al igual que ocurri6 con la deteccion de los peroxidos intracelulares por
microscopia de fluorescencia, ambas sondas nos ayudaron a observar un efecto con
dos consecuencias, como son la reduccion del nimero de células y la alteracion de la
morfologia celular. Estos cambios se produjeron en las células FT21 en condiciones
basales y al afiadir el pro-oxidante t-BHP sobre ambos tipos de células, afectando en

mayor grado a las células FT21, tanto a PB como a PA.

4. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ENZIMATICA INTRACELULAR (SOD, GPX Y
CAT) EN FIBROBLASTOS CON TRISOMIA 21 (FT21) Y CONTROL (FC)

La SOD1 es una enzima con funcién antioxidante que se diferencia de las otras
dos isoformas por su localizacion, citoplasmatica y en el espacio intermembrana de la
mitocondria, ademas de presentar un centro activo de Cu/Zn fundamental para su
actividad antioxidante. Por su parte, la SOD2 presenta localizacién mitocondrial y un
centro activo Mn?*, ejerciendo su actividad detoxificante a nivel de la cadena de
transporte de electrones (CTE) mitocondrial. Ambas SODs son capaces de eliminar el
radical O," reduciendo el estrés oxidativo, pero generando, a su vez, otra especie
reactiva de oxigeno como es el H,0,. Este ultimo es eliminado por otras dos enzimas

antioxidantes, la GPx y la CAT, que lo transforman en H,O.

En los fibroblastos FT21 y FC se valord la expresion a nivel de mRNA, de
proteina y las actividades enzimaticas antioxidantes intracelulares SODs, GPx y CAT
en condiciones basales, con el objetivo de comprobar si el aumento significativo en la
produccion intracelular de ROS en las células FT21 estd determinado por el aumento
en la ratio enzimatica antioxidante SOD/GPX+CAT. Ademas, se estudid la influencia de

la senescencia replicativa sobre las enzimas antioxidantes.
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Figura 23. Deteccion del anién superoxido (O,") mitocondrial y de la red o masa mitocondrial por medio de las
sondas fluorescente MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator y MitoTracker® Green FM,
respectivamente, en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC) por microscopia de fluorescencia. Ambos
tipos celulares son tratadas con el pro-oxidante (t-BHP) y se utilizan los dos tipos de células en condiciones basales (no
tratadas), tanto a pases bajos (A) como a pases altos (B). La sefial fluorescente roja corresponde a la oxidacion de la
sonda MitoSOX™ en respuesta a la produccion mitocondrial del radical superéxido (O;°), la sefal fluorescente azul marca
el nucleo celular por medio de la sonda fluorescente Hoechst. La sefal fluorescente verde corresponde a la deteccién de
la red o masa mitocondrial por medio de la sonda MitoTracker®. La mezcla de ambas fluorescencias da una sefal
fluorescente amarilla que localiza la produccién del radical superéxido (O,") en las mitocondrias. Las imagenes estan
tomadas con un microcopio de fluorescencia a un aumento total de 200X.
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4.1 Expresion del mRNA de los genes SOD1, SOD2, GPx y CAT

Los resultados de los niveles de expresion del mRNA para los genes que
codifican las enzimas antioxidantes SOD1, SOD2, GPx y CAT a PB se muestran en la
figura 24A. La expresion relativa a nivel del mRNA para el gen SOD1 mostro
diferencias significativas entre las células FT21 y FC, incrementandose un 122%
(p<0,001) en las células FT21. La expresion relativa del mRNA para el gen de la SOD2
fue un 42% menor (p<0,05) en las células FT21 respecto a las células FC. Sin
embargo, las expresiones relativas a nivel del mRNA para los genes GPx y CAT no
mostraron diferencias entre las células FT21 y FC.

Los resultados de los niveles de expresion del mRNA para los genes que
codifican las enzimas antioxidantes SOD1, SOD2, GPx y CAT a PA se muestran en la
figura 24B. A medida que avanzo la senescencia replicativa, es decir, con los pases, se
observé como la expresidon relativa del mRNA para el gen SOD1 seguia mostrando
diferencias significativas entre ambos tipos de células. Estas diferencias indicaron un
aumento del 59% (p<0,05) en las células FT21, aunque se produjo una disminucion
del 63% respecto a la producida en los PB. Sin embargo, la expresion relativa del
mRNA para el gen SOD2 en las células FT21 se mantenia disminuida un 28% respecto
a las células FC, aunque aumentdé un 14% respecto a la producida en los PB. El
analisis de la expresion del mRNA para el gen GPx mostré un leve aumento en las
células FT21 aunque sin diferencias significativas respecto a las células FC. Sin
embargo, a diferencia de lo observado a PB, el analisis de la expresion del mRNA para
el gen CAT mostro diferencias significativas entre ambos tipos de células al producirse
una disminucién del 53% (p<0,05) en las células FT21.
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Figura 24. Determinacion de los nlveles de expresion a nivel de mRNA de los genes que codifican las enzimas
antioxidantes superéxido dismutasa citosoélica (SOD1), superéxido dismutasa mitocondrial (SOD2), glutation
peroxidasa dependiente de Se (GPx1) y catalasa (CAT) en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). Los
niveles de expresion de mRNA de las enzimas SOD1, SOD2, GPx y CAT a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en
fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC), se calcularon a partir del valor de la expresion relativa del gen diana
(RQ) en la muestra problema (en este caso las células FT21), normalizado con el gen de referencia y en relacién a un
calibrador (en este caso las células FC). Las diferencias significativas entre los fibroblastos FT21 y FC fueron
determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05; ***: p<0,001.
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4.2 Cambios en la expresion proteica de las enzimas antioxidantes SOD1
citosélica y SOD2 mitocondrial

Una vez observadas las diferencias en la expresién a nivel del mRNA para los
genes que codifican las enzimas antioxidantes, comprobamos si estas diferencias se
mantenian al determinar la expresién a nivel de proteina para las enzimas SOD1 y
SOD2, ya que estas enzimas mostraban las mayores diferencias. Los resultados de la
expresion proteica de la enzima antioxidante SOD1 citosdlica a partir del Western Blot
en las células FT21 y FC, tanto a PB como a PA, se muestran en la figura 25A. Se
encontraron diferencias significativas entre las células FT21 y FC respecto a la
expresion proteica de SOD1. Las células FT21 mostraron un aumento significativo del
41% (p<0,01) a PB, mientras que a PA este aumento fue del 35% (p<0,05). Ademas,
con los pases la expresion SOD1 no se incrementé de igual forma en ambos tipos de
células, es decir, mientras que el incremento en las células FT21 fue de un 14%
debido a que su expresion a PB ya se encontraba elevada significativamente, las

células FC lo hicieron en un 19%.
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Figura 25. Efecto de los pases celulares en la expresion proteica de las enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa citosélica (SOD1) y mitocondrial (SOD2) en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). La
expresion proteica de la enzimas SOD1 (A) y SOD2 (B) se determin6 por medio de Western Blot a pases bajos (3-7) y
altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). La expresién de ambas enzimas
fue calculada a partir de las densidades Opticas obtenidas por un programa de imagen, expresando los valores de las
medias + EEM como unidades densitométricas arbitrarias (UDA), normalizadas con la banda de la R-actina. Los niveles
de la expresion proteica se expresaron de forma relativa respecto a los fibroblastos control (FC) a pases bajos (PB). Las
diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01.
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Los resultados de la expresién proteica de la enzima antioxidante SOD2
mitocondrial a partir del Western Blot en las células FT21 y FC, tanto a PB como a PA,
se muestran en la figura 25B. La expresion proteica de la enzima SOD2 mostrd
diferencias entre las células FT21 y FC, pero en este caso solo fueron significativas a
PA. A PB vy al contrario de la expresidon proteica para la enzima SOD1, la expresion
proteica de la SOD2 en las células FT21 disminuyé un 12%, mientras que esa
disminucién incrementé significativamente hasta un 47% (p<0,05) a PA en las células
FT21. Ademas, la disminucion de la expresion SOD2 con los pases fue desigual en
ambos tipos de células, es decir, con los pases las células FT21 disminuyeron su
expresion de forma significativa en un 51% (p<0,01) debido a que su expresion a PB
no se encontraba disminuida significativamente respecto a las células FC, sin embargo

las células FC sufrieron una disminucién no significativa del 23%.

4.3 Determinacion de la actividad enzimatica antioxidante SOD, GPx y CAT

Las actividades de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) fueron determinadas en las células FT21 y
FC. Los resultados de las actividades tanto a PB como a PA, se muestran en la figura
26. Al determinar la actividad de la SOD a PB se encontraron diferencias significativas
entre las células FT21 y FC, en concreto, un aumento significativo del 35% (p<0,01)
en las células FT21, mientras que con los pases, la misma actividad incrementd
significativamente hasta un 49% (p<0,001) en las células FT21. Ademas, ambos tipos
de células produjeron un aumento en las actividades SOD respecto a los PB, es decir,
las células FT21 mostraron un incremento significativo del 14% (p<0,05), mientras

gue en las células FC se incrementd tan soélo un 4%.

Los resultados de las actividades de la GPx y CAT no revelaron diferencias
entre las células FT21 y FC, aunque hay una disminucion de ambas actividades en las
células FT21. Las células FT21 presentaron una actividad GPx de un 13% menor a PB
respecto a las células FC, mientras que con los pases se produjo un descenso de la
actividad del 30%. Sin embargo, se observé que la actividad enzimatica GPx
disminuyd con los pases en ambos tipos de células, produciéndose un descenso del
39% en los FT21 y un descenso del 13% en los FC, respecto a sus homodlogos a PB. Al
igual que la actividad de la GPx, la actividad de la CAT disminuyd en las células FT21,
encontrandose diferencias significativas entre ambos tipos de células con los pases. A
PB, se observd una disminucién del 22% en las células FT21, mientras que con los
pases, el descenso incrementd un 39% (p<0,05) en las células FT21. Ademas, con los
pases se produjo en ambos tipos celulares un descenso en la actividad CAT, es decir,
las células FT21 mostraron un descenso del 29%, mientras que en las células FC el

descenso fue del 11%, respecto a sus homdlogos a PB.
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Figura 26. Actividad enzimatica antioxidante de la superéxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) en lisados celulares de fibroblastos
con trisomia 21 (FT21) y controles (FC). Las actividades enzimaticas antioxidantes se
determinaron en lisados celulares de fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC).
Los resultados de la actividad enzimatica son expresados como la media £+ EEM en
U/mg proteina. Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas
mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.

4.4 Ratio enzimatica antioxidante SOD/GPx+CAT

A partir de las actividades enzimaticas antioxidantes valoradas en las células
FT21 y FC, se calcularon las ratios de sus actividades enzimaticas antioxidantes

SOD/GPx, SOD/CAT y SOD/GPx+CAT, mostrandose los resultados en la tabla 14.

Pases Bajos (3-7) Pases Altos (8-12)
SOD/GPx SOD/CAT SOD/GPx+CAT  SOD/GPx SOD/CAT SOD/GPx+CAT
FC 1,38 4,82 1,08 1,67 5,32 1,27
FT21 2,13 7,83 1,67 3,57 12,7 2,79
FT21/FC 54% 62% 56% 114% 139% 119%
(A%)

Tabla 14. Ratios enzimaticas antioxidantes (SOD/GPx, SOD/CAT y SOD/GPx+CAT) en fibroblastos con
trisomia 21 (FT21) y control (FC). Las ratios enzimaticas antioxidantes se calcularon a partir de la determinacion
de las actividades totales enzimaticas antioxidantes de la superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx)
y catalasa (CAT) a pases bajos (3-7) y altos (8-12). A partir de los valores obtenidos se calculd el incremento (A)
entre las células FT21 respecto a las células FC, expresandose en porcentaje (%).

Al calcular la ratio de la actividad SOD respecto a la actividad GPx (SOD/GPx)
en ambos tipos de células, se observo que aumentaba en los FT21 respecto a los FC.
La ratio en las células FT21 se incrementd desde un 54% a PB hasta un 114% a PA.
De forma similar, la ratio SOD/CAT aumentdé en las células FT21 respecto a las células
FC y ademas, se incremento respecto a la ratio SOD/GPx en ambos tipos de células,
ya que la actividad CAT esta mas reducida que la actividad GPx. La ratio SOD/CAT en
las células FT21 incrementd desde un 62% a PB hasta un 139% a PA. También se

calculd la ratio de la actividad enzimatica SOD respecto a la suma de las dos
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actividades enzimaticas GPx y CAT (SOD/GPx+CAT), ya que estas dos enzimas
cooperan para transformar el H,O, en productos no toxicos y no generar mas ROS
peligrosos que sean capaces de producir dafo oxidativo a las biomoléculas. Esta ratio

incrementod en las células FT21 desde un 56% a PB hasta un 119% a PA.

Los resultados de las 3 ratios enzimaticas antioxidantes de la tabla 14 fueron
relativizados a las células FC a PB y se muestran en la figura 27. Esto se calculé para
observar con mayor claridad que las células FT21 tienen aumentadas sus ratios
enzimaticas antioxidantes respecto a las células FC, e incluso aumentan a medida que
avanza la senescencia replicativa. Tomando como valor 1 las 3 ratios para las células
FC a PB, los valores relativizados para las células FT21 a PB revelaron un aumento
54%, 62% vy 56% ratios SOD/GPx, SOD/CAT vy
SOD/GPx+CAT respectivamente. Ademas, estas células aumentaron las ratios a PA
hasta un 168%, 162% y 167% para las ratios SOD/GPx, SOD/CAT y SOD/GPx+CAT

respectivamente. Estos resultados son muy superiores a los producidos en las células

generalizado del para las

FC a PA, las cuales tienen un aumento en sus ratios enzimaticas del 21%, 10% y 18%
para las ratios SOD/GPx, SOD/CAT y SOD/GPx+CAT respectivamente.
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Figura 27. Valores de las ratios enzimaticas antioxidantes (SOD/GPx, SOD/CAT y SOD/GPx+CAT) en fibroblastos
con trisomia 21 (FT21) y control (FC). Los valores relativizados de las ratios enzimaticas se muestran a pases bajos
(3-7) y a pases altos (8-12). (A) Valores de la ratio SOD/GPx relativizados. (B) Valores de la ratio SOD/CAT
relativizados. (C) Valores de la ratio SOD/GPx+CAT relativizados. A partir de los valores obtenidos de la tabla 14, se
tomo6 como valor 1 el de las células FC a pases bajos, a partir de aqui se calculé el valor relativo que muestra las veces
que aumentan las ratios enzimaticas antioxidantes para las células FT21 y FC a pases bajos y altos.
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5. LIPOPEROXIDACION Y MODIFICACION OXIDATIVA DE PROTEINAS
CELULARES EN FIBROBLASTOS CON TRISOMIA 21 (FT21) Y CONTROL (FC)

La excesiva generacion de radicales libres en las células provoca peroxidacién
en los lipidos y como consecuencia bioldgica se produce dafo oxidativo celular. Los RL
tienen un efecto citotdoxico a través de la lipoperoxidacion sobre los PUFAs de las
membranas celulares, incrementado su rigidez y el riesgo de ruptura. En el proceso
autocatalitico de la lipoperoxidacion (LPx) se producen varios productos, entre ellos el
malondialdehido (MDA) que se considera un biomarcador importante ya que es el
aldehido mas abundante de la LPx. Ademas, los RL son capaces de generar dafio
oxidativo a las proteinas de forma directa o indirecta modificando su actividad
bioldgica y alterando la susceptibilidad a la degradacién. El marcador de dafio
oxidativo a las proteinas mas utilizado son los grupos carbonilo de proteinas (GCP)
que se pueden introducir en las proteinas mediante varias vias oxidativas. La unién
covalente de algunos aldehidos formados durante la LPx y la glicacion no enzimatica
de las proteinas o la interaccion con los productos de oxidacién de la glucosa forman

GCP en las proteinas.

5.1 Determinacion del contenido de malondialdehido (MDA)

Se realizdé la cuantificaciéon del MDA por HPLC y se normalizdé a la cantidad de
proteinas en ambos tipos de células. Los resultados de la cuantificacion del MDA en las
células FT21 y FC, tanto a PB como a PA se muestran en la figura 28. Al analizar los
resultados a PB, no se encontraron diferencias entre ambos tipos de células, aunque a
PA aumento la produccién del MDA un 10% en las células FT21 respecto a las células
FC. Sin embargo, a medida que avanzo la senescencia replicativa en las células FT21,
se produjo un aumento significativo del MDA un 21% (p<0,01), mientras que las
células FC lo aumentaron de forma no significativa un 9%. Por tanto, las células FT21

aumentaron el MDA un 12% mas que las células FC con los pases.

Pases Bajos Pases Altos . . . i
Figura 28. Contenido de malondialdehido (MDA) en

3 [_IFrc fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). La
] ez rr21 } X i determinacion de la cantidad del complejo MDA-TBA por
- } NS | HPLC se realizd a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en
© 2 : lisados celulares de fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y
< ; control (FC). Los valores obtenidos se interpolan a una
O g A recta patron conocida. Los valores obtenidos de la
= % concentracion de MDA se normalizan a su cantidad
g 14 proteica celular correspondiente y se expresan como la
~ media * EEM de pmollmg prot. Las diferencias
i significativas entre FT21 y FC fueron determinadas

0 mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01.
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5.2 Deteccidén y cuantificacion de proteinas carboniladas

Los resultados del western blot de proteinas carboniladas en las células FT21 y
FC, tanto a PB como a PA, se muestran en la figura 29A. De forma general, se
observan diferencias significativas entre las células FT21 y FC, mostrando un aumento
significativo del 15% (p<0,05) en las células FT21 a PB, mientras que debido a los
pases, las células FT21 muestran un aumento significativo del 9% (p<0,05), ya que

ambos tipos de células aumentan su contenido en proteinas carboniladas.

Los resultados de las proteinas carboniladas relativizadas a las células FC a PB
se muestran en la figura 29B. Al igual que ocurre con el MDA, las proteinas
carboniladas aumentan con los pases, aunque en este caso lo hacen significativamente
en ambos tipos celulares. Las proteinas carboniladas mostraron un incremento
significativo del 14% (p<0,05) en las células FT21, mientras que en las células FC se
incrementaron significativamente un 20% (p<0,01). El incremento con los pases fue

menor en las células FT21 que en las células FC al encontrarse mas elevadas a PB.
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Figura 29. Determinacion de las proteinas carboniladas en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC).

(A) La deteccion de las proteinas carboniladas se realizé por medio de Western Blot a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en
lisados celulares de fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). La expresion fue calculada a partir de las
densidades Opticas obtenidas por un programa de imagen, expresando los valores de las medias + EEM como unidades
densitométricas arbitrarias (UDA), normalizadas con la banda de la R-actina. (B) La cantidad de proteinas carboniladas
se expresoO de forma relativa respecto a los fibroblastos control (FC) a pases bajos (PB). Las diferencias significativas
entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01.
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6. ESTUDIO DE LA SENESCENCIA CELULAR EN FIBROBLASTOS CON TRISOMiA
21 (FT21) Y CONTROL (FC)

La senescencia celular es la pérdida irreversible de la capacidad proliferativa en
las células, manteniendo un estado metabdlicamente activo necesario para su
supervivencia. La senescencia se puede dividir en dos subtipos: la senescencia
replicativa y la senescencia prematura inducida por estrés (p.e. estrés oxidativo). La
produccion excesiva de RL in vitro, provocada por una sobreexpresion de la SOD1 en
las células FT21, puede provocar dafo oxidativo a las biomoléculas alterando su
funcion bioldgica, este estado se ha relacionado con la induccién de la senescencia

celular.

6.1 Expresion proteica de p21 y p53

El objetivo fue analizar si existe una posible senescencia prematura en las
células FT21 jn vitro, y si se relaciona con la expresion de p21 y p53 en ambos tipos
de células. Se analizé mediante Western Blot la expresién proteica de p21 y p53 en los
fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC), tanto a PB como a PA. Los
resultados de la expresion proteica de p21 se muestran en la figura 30A. Al analizar
los resultados obtenidos por Western Blot, se observdé que hay un incremento
significativo de la expresion proteica de p21 en las células FT21 respecto a las células
FC, de hecho, estas diferencias aumentan con los pases. Los valores de las unidades
densitométricas arbitrarias (UDAs) en las bandas de p21 a PB, produjeron un
incremento significativo del 18% (p<0,05) en las células FT21, mientras que a PA
estas diferencias significativas llegan hasta el 26% (p<0,05). Los resultados de la
expresién proteica relativa revelaron que ambos tipos de células aumentaron
significativamente la expresion de p21 con la senescencia replicativa, siendo este
aumento mas acusado en las células FT21. Mientras que en las células FT21
aumentaba la expresiéon de p21 un 66% (p<0,001), en las células FC aumentd un
31% (p<0,05).

Los resultados de la expresion proteica de p53 se muestran en la figura 30B. Al
analizar los resultados obtenidos por Western Blot, se observd que hay un aumento de
la expresidon proteica de p53 en las células FT21 respecto a las células FC y estas
diferencias se incrementaron con los pases. Los valores de las UDAs en las bandas de
p53 a PB, produjeron un aumento del 6% en las células FT21, mientras que a PA estas
diferencias llegan hasta el 14%. Al analizar la expresion proteica relativa de p53, los
resultados mostraron un incremento no significativo en ambos tipos de células con la
senescencia replicativa, siendo del 15% en las células FT21, mientras que en las

células FC fue del 8%.
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Uno de los datos a tener en cuenta, es que los incrementos mostrados con la
senescencia replicativa entre las células FT21 y FC para las expresiones de p21 y p53
son iguales, es decir, el incremento producido con los pases en las células FT21
respecto a las células FC en las expresiones de p21 y p53 es del 8%. Ademas, el
incremento de las expresiones de p21 y p53 en las células FT21 con los pases es el
doble que en las células FC.

Pases Bajos Pases Altos Pases Bajos Pases Altos

Fc | Fr2i | ¢ | Fr22 Fc | Fra1 | Fc | Fr21
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Figura 30. Determinacion de las expresiones proteicas de p21 y de p53 mediante Western Blot en fibroblastos
con trisomia 21 (FT21) y control (FC). La expresion proteica de p21 (A) y de p53 (B) se determind por medio de
Western Blot a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control
(FC). La expresion de ambas proteinas fue calculada a partir de las densidades épticas obtenidas por un programa de
imagen, expresando los valores de las medias + EEM como unidades densitométricas arbitrarias (UDA), normalizadas
con la banda de la B-actina. La expresion proteica de p21 y de p53 se expresé de forma relativa respecto a los
fibroblastos control (FC) a pases bajos (PB). Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas
mediante el test t-Student, mostrando la siguiente significacién; *: p<0,05; ***: p<0,001.

Se llevd a cabo un analisis de la expresidon proteica de p21 y p53 mediante
ELISA, relativizando los resultados a las células FC a PB, mostrandose en la figura 31.
Los resultados revelaron un aumento en la expresion de p21 y p53 en las células FT21
respecto a las células FC. A PB, se produce un aumento del 15% en las células FT21
para las expresiones de p21 y p53 respecto a las células FC. Sin embargo, a PA se
produce un aumento menor en las células FT21 respecto a las células FC. Para la
expresion de p53 el aumento es del 8%, mientras que para la expresion de p21 el
aumento es del 11%.

De forma similar a los resultados obtenidos mediante el Western Blot, al
avanzar la senescencia replicativa, las células FT21 mostraron un aumento

significativo del 30% (p<0,05) en la expresion de p21, mientras que las células FC
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mostraron un aumento significativo del 35% (p<0,05), aunque las células FT21 tienen

una mayor expresion proteica de p21.
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Figura 31. Determinacion de las expresiones proteicas de p21 y de p53 mediante ELISA en fibroblastos con
trisomia 21 (FT21) y control (FC). La expresién proteica se determin6 por medio de un kit de ELISA para p21 (A) y p53
(B) a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). Se
determiné la absorbancia (DO) y los valores de las medias + EEM se expresaron como la expresion relativa respecto a
las células FC a pases bajos. Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-
Student; *: p<0,05.

6.2 Actividad B-Galactosidasa asociada a senescencia (SA-B-Gal)

La SA-B-Gal se detectd en las células FT21 y FC a pases bajos (3-7) y a pases
altos (8-12) para analizar si podria existir una senescencia celular prematura en las
células FT21 in vitro. Los resultados de las fotografias para la actividad SA-B-Gal se
tomaron con un microscopio de contraste de fases. Las fotografias de la figura 32A
mostraron diferencias entre las células FT21 y FC. A PB se detecté un mayor nimero
de células FT21 de color azul y por tanto con una mayor actividad SA-B-Gal,
mostrando el fenotipo senescente caracteristico, un volumen celular grande con una
morfologia irregular. Con los pases, el fenotipo senescente se observdé en un mayor
numero de células FT21 y FC, aunque llegé a presentarse en el 100% de las células
FT21.

A continuacion se cuantificaron todas las células positivas para la actividad SA-
R-Gal (minimo 5 campos al azar y 50-100 células por campo) para ambos tipos
celulares y se calculod el porcentaje de incremento que se produjo con los pases para
ambos tipos de células. Los resultados de la cuantificacion de la actividad SA-B-Gal y
expresados en porcentaje de PB se muestran en la figura 32B, encontrandose
diferencias significativas entre las células FT21 y FC. Las células FT21 presentaron un
incremento del 255% en cuanto a células SA-B-Gal positivas durante la senescencia
replicativa, mientras que las células FC mostraron un incremento del 194%. Por tanto,
al comparar estos incrementos entre ambos tipos celulares, se observé un aumento

significativo del 31% (p<0,05) para las células FT21.
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Figura 32. Deteccion de la actividad SA-B-Galactosidasa por microscopia de contraste de fases y contaje de las
células SA-B-Gal positivas en los fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). (A) La actividad SA-R-
Galactosidasa se detectd en las células FT21 y FC, a pases bajos (3-7) y a pases altos (8-12). Las imagenes estan
tomadas con un microcopio de contraste de fases a un aumento total de 200X. (B) Se contaron un minimo de 5 campos
al azar y de 50-100 células por campo, a continuacion se calcul6 el porcentaje de incremento que se produjo con los
pases para ambos tipos celulares. Las diferencias significativas entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-
Student; *: p<0.05.

Paralelamente, determinamos la actividad B-Galactosidasa lisosomal a pH 6 en
ambos tipos de células, tanto a PB como a PA, mostrando los resultados en la Tabla
15. Las mayores diferencias entre ambos tipos de células se produjeron a PB, ya que
las células FT21 mostraron un aumento de la actividad B-Galactosidasa lisosomal del

18%, mientras que a PA estas diferencias se redujeron hasta un 3%.

Actividad B-Galactosidasa (pH 6)
(nmol-min-t-mg-1) Pases Bajos Pases Altos
FC 6,30 + 0,4 7,97+0,7
FT21 7,42 +0,9 8,19+ 0,6
FT21/FC (A%) 18% 3%

Tabla 15. Actividad B-Galactosidasa en fibroblastos con
trisomia 21 (FT21) y control (FC). La actividad B-Galactosidasa
lisosomal a pH 6 se determiné en los fibroblastos con trisomia 21
(FT21) y control (FC) a pases bajos (3-7) y a pases altos (8-12).
Las actividades fueron corregidas por el contenido proteico de los
homogenados celulares y los resultados son expresados como las
medias + EEM en nmol-min™mg™.
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6.3 Determinacion de enzimas lisosomales implicadas en la senescencia

replicativa

Para determinar si en la senescencia replicativa in vitro hay un aumento de la
actividad enzimatica lisosomal, se determinaron las actividades de la B-galactosidasa a
pH 4 y B-glucuronidasa a pH 3,5 en las células FT21 y FC, tanto a PB como a PA
(Tabla 16). Los resultados indican una disminucién no significativa de la actividad B-
galactosidasa (pH 4) en las células FT21 respecto a las células FC, tanto a PB como a
PA. Ademads, ambos tipos de células disminuyen esta actividad con la senescencia

replicativa.

La actividad B-glucuronidasa (pH 3,5) aumentd en las células FT21 un 7%
respecto a las células FC a PB, sin embargo, con los pases disminuyo un 9%. Ademas,
esta actividad aumenta en ambos tipos de células debido a la senescencia replicativa,
aunque en las células FT21 lo hace en un 32% y en las células FC lo hace de forma

significativa un 55% (p<0,05).

Actividad FC FT21
(nmol-min-t-mg-) Pases Bajos Pases Altos  Pases Bajos  Pases Altos
B-Galactosidasa (pH 4) 24,88 + 4,6 23,42+ 2,2 23,68 £ 2,3 21,05+ 2,0
B-Glucuronidasa (pH 3,5) 4,22 +0,5 6,54 + 0,72 4,53+0,7 5,96 +0,7

Tabla 16. Efecto de la senescencia replicativa en las hidrolasas lisosomales en fibroblastos con trisomia
21 (FT21) y control (FC). Las actividades de las enzimas lisosomales B-galactosidasa (pH 4) y B-glucuronidasa
(pH 3,5) se determinaron a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos con trisomia 21
(FT21) y control (FC). Las actividades fueron corregidas por el contenido proteico de los homogenados celulares
y los resultados son expresados como las medias + EEM en nmol-min™-mg”. Las diferencias significativas entre
FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05.

6.4 Determinacion del citocromo C y caspasa 9

El citocromo C es una proteina que participa en la fosforilacion oxidativa y es
capaz de iniciar la muerte celular por apoptosis. En respuesta a sefiales apoptoéticas,
como dafio al DNA por estrés oxidativo, el citocromo C se puede liberar al citosol a
través de un canal formado en la membrana mitocondrial para activar Apaf-1 que se
une a la pro-caspasa 9, ésta se activa (caspasa 9 activada) y se produce apoptosis por
la via de las caspasas. Los resultados anteriores nos indican que las células FT21
tienen aumentados los marcadores de senescencia, como son la expresion de p21 vy la
SA-B-Gal, asi que determinamos el citocromo C y la caspasa 9 que son indicadores de

muerte celular por apoptosis.

Los resultados de la cuantificacion del citocromo C en las células FT21 y FC por
ELISA se muestran en la figura 33. La cuantificacién del citocromo C indica que hay

diferencias significativas entre ambos tipos de células tanto a PB como a PA. Las
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células FT21 mostraron un descenso significativo del citocromo C de un 51% (p<0,01)
a PB, mientras que a PA el descenso significativo fue del 31% (p<0,05). Ademas, al
avanzar la senescencia replicativa, la concentracion de citocromo C aumenta
significativamente un 16% (p<0,05) en las células FT21. Las células FT21 tienen una
concentracion de citocromo C significativamente menor que las células FC, tanto a PB

como a PA.

Pases Bajos Pases Altos
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expresion relativa

0.0
Figura 33. Determinacién de la concentracion de citocromo C mediante
ELISA en fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). Las
concentraciones de citocromo C se determinaron por ELISA a pases bajos
(3-7) y altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos con trisomia 21
(FT21) y control (FC). Se determin6 la absorbancia (DO) y a continuacion se
calculé las medias + EEM para determinar las concentraciones de citocromo
C. Las concentraciones se expresaron de forma relativa respecto a los FC a
PB. Las diferencias significativas entre las células FT21 y FC fueron
determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05; **: p<0,01.

A continuacion se determind por western blot la expresion del citocromo C y de
la caspasa 9 en las células FT21 y FC, esta ultima por si estuviera activada por el
citocromo C. Los resultados del citocromo C en las células FT21 y FC se muestran en
la figura 34A. Al igual que los resultados determinados por ELISA, las células FT21
mostraron un descenso del citocromo C respecto a las células FC, sin embargo las
diferencias entre ambos tipos de células sélo fueron significativas a PB. Los resultados
mostraron un descenso significativo del citocromo C en las células FT21 del 41%
(p<0,05), mientras que a PA el descenso fue de 28%. Ademas, con la senescencia
replicativa, la cantidad de citocromo C aumenta un 20% en las células FT21, mientras

gue se mantiene constante en las células FC.

Los resultados de la caspasa 9 activada en las células FT21 y FC se muestran
en la figura 34B. Para la caspasa 9 activada se encontraron resultados similares al
citocromo C, es decir, hay diferencias entre las células FT21 y FC con un descenso en

la expresion proteica de la caspasa 9 activada en las células FT21. De hecho, estos
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resultados estan relacionados con los resultados del citocromo C anteriores, ya que

éste es el responsable de activar a la caspasa 9 a través de Apaf-1.
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Figura 34. Determinacion de los niveles de expresion proteica del citocromo C y caspasa 9 activada en
fibroblastos con trisomia 21 (FT21) y control (FC). La expresion proteica del citocromo C (A) y caspasa 9 activada (B)
se determiné por medio de Western Blot a pases bajos (3-7) y altos (8-12) en lisados celulares de fibroblastos control
con trisomia 21 (FT21) y control (FC). La expresion de ambas proteinas fue calculada a partir de las densidades 6pticas
obtenidas por un programa de imagen, expresando los valores de las medias + EEM como unidades densitométricas
arbitrarias (UDA), normalizadas con la banda de la B-actina. La expresion proteica del citocromo C y de la caspasa 9
activada se expres6 de forma relativa respecto a los fibroblastos control (FC) a pases bajos (PB). Las diferencias
significativas entre FT21 y FC fueron determinadas mediante el test t-Student; *: p<0,05.
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El sindrome de Down, la aneuploidia mas frecuente causada por la trisomia del
cromosoma 21, estd asociada con varias manifestaciones clinicas, entre otras: retraso
mental, enfermedad de Alzheimer y envejecimiento prematuro. En el SD existe una
gran variabilidad fenotipica que puede ser explicada, al menos en parte, por la
“hipotesis de la dosis génica”, es decir, la sobreexpresion de algunos genes codificados
en el cromosoma HSA21 podria contribuir al fenotipo del SD. Uno de estos genes
sobreexpresados en el HSA21 es el que codifica para la enzima SOD1, el cual ha sido
propuesto como potencial responsable de los ROS en el SD. El aumento de los ROS
puede provocar un estado de estrés oxidativo acompafiado de una disfuncion
mitocondrial, ambos son dos mecanismos que se producen en una gran variedad de
tejidos y tipos celulares durante el desarrollo embrionario de forma prematura, y por
tanto, podrian estar implicados en el desarrollo de algunas caracteristicas fenotipicas
del SD [171, 176, 218]. Sin embargo, no esta totalmente aclarada la relacién directa
entre la causa y efecto de estos mecanismos moleculares con algunas manifestaciones
clinicas del SD. Estos hechos nos han llevado a estudiar la posible relaciéon entre una
de las caracteristicas fenotipicas del SD, el envejecimiento prematuro, con el estrés
oxidativo y la disfuncion mitocondrial; por lo que nos planteamos algunas preguntas
gue podrian abrir lineas de investigacién clinica. ¢Pueden ser ambos mecanismos
moleculares determinantes en la aparicién fenotipica del envejecimiento prematuro en
el SD y en su evolucién? éQué papel juegan estos mecanismos en el envejecimiento
prematuro?. Para responder a estas cuestiones, hemos utilizado en este trabajo

fibroblastos de piel procedentes de fetos con SD (FT21) y de fetos control (FC).

Los organismos aerobios generan una gran cantidad de radicales libres y otras
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno relacionadas. Tal vez la mas ubicua de estas
especies es el perdxido de hidrégeno (H,0,), que se encuentra en niveles valorables
en todos los tejidos animales. A nivel milimolar, o superior, el H,0, es claramente un
oxidante tdxico, causando estrés oxidativo. Uno de los principales efectos del estrés
oxidativo es la modificacién de proteinas celulares, que pueden bloquear las
actividades enzimaticas, inhibir las funciones celulares normales, e incluso causar la
apoptosis celular o necrosis [270]. Como primera linea de defensa frente al estrés
oxidativo, las células poseen una gama de compuestos y enzimas antioxidantes cuya
funcién es mantener bajos los niveles de radicales libres y otros oxidantes reactivos.
En principio las defensas antioxidantes primarias deberian ser suficientes en
condiciones de niveles de oxidantes bajos o normales, pero no, durante periodos de
estrés oxidativo agudo, repetido o cronico. En estas situaciones se produce dafio
oxidativo a las proteinas, que si no son eliminadas rapidamente, se acumulan con el
tiempo y causar un grave deterioro de la funcién celular [120, 127, 292]. En los

fibroblastos FT21, al presentar tres copias para el gen SOD1, se podria provocar un
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desequilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes, generando un estado de estrés
oxidativo que puede originar alteraciones celulares y conducir a la aparicién precoz del

fenotipo senescente.

En este estudio hemos determinado los niveles intracelulares de ROS en los
fibroblastos FT21 por medio de una sonda fluorescente y los hemos comparado con
fibroblastos FC. Los resultados de este estudio muestran que existe una produccion
elevada de ROS en los fibroblastos FT21 en condiciones basales, y que la produccidn
aumenta con los pases. Aunque se suele interpretar que esta sonda fluorescente
detecta los niveles de H,0,, en realidad detecta los perdxidos celulares y no es
especifica de ningun radical libre en particular, ya que la sensibilidad de la sonda varia
segln la especie reactiva a la cual se una [286] y de hecho se considera mas bien que
el ensayo de la diclorofluoresceina cuantifica el estrés oxidativo [293]. Por tanto,
nuestros resultados indican que se produce una situacién de estrés oxidativo en las
células FT21, que podria ser originado por la sobreexpresiéon de la enzima SOD1 vy
probablemente debido a que el equilibrio de la capacidad antioxidante enddégena que
forman las enzimas SOD, GPx y CAT se ha alterado y no funciona eficientemente. De
hecho, estudios realizados en células murinas NIH3T3 transfectadas con el gen SOD1
y en fibroblastos con SD han demostrado que la disminucién de la capacidad
enddgena antioxidante se debe a una alteracidon en la ratio enzimatica antioxidante
SOD/GPx+CAT, lo que provoca un aumento del 44% en la generacién de H,0,
respecto a las células control y posterior transformacion de éste en otros ROS [180].
Sin embargo, en nuestros resultados no se observa un aumento tan elevado en
condiciones basales ya que los fibroblastos empleados en nuestro estudio proceden de
fetos que podrian tener diferentes grados de variabilidad de la trisomia 21, asi que es
posible que la dosis génica del SOD1 de nuestra poblacion de estudio no sea
homogénea. Efectivamente, en estudios donde se ha realizado un andlisis de la
expresién en muestras de forma individual, se observa que la mayoria de los genes
presentan variablidad interindividual tanto en células con trisomia del cromosoma
HSA21 como en las células control, si bien al analizar el promedio, se revela una

sobreexpresion en el conjunto de las células trisdmicas [48].

El peréxido de hidrogeno estimula la autooxidacién de hidroquinonas y permite
la produccion del radical OH® especialmente en presencia de metales de transicion. El
radical OH® dafa varias estructuras celulares (proteinas, lipidos, DNA y RNA) y altera
las bases heterociclicas que contienen nitrégeno e induce enlaces cruzados y roturas
en las cadenas de DNA [75]. Se ha descrito que el exceso de ROS podria incrementar
el dafio oxidativo al nDNA, causar una reparacion defectuosa en el mtDNA que podria
traducirse en disfuncién mitocondrial, dando Iugar al desarrollo del fenotipo

caracteristico de la senescencia celular [116, 117]. Asi, la sensibilidad de las células a
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los ROS depende, aparentemente, de la relacién entre la SOD y el binomio (GPx+CAT)
mas que de las cantidades absolutas de antioxidantes individuales. Las células FT21
podrian ser mas sensibles al estrés oxidativo, sensibilidad que podria deberse a

alteraciones en los procesos de detoxificacion del H,0,.

La adicién de dos agentes pro-oxidantes en ambos tipos de células demostrd
que producian un incremento en la cantidad de ROS respecto a las condiciones
basales. De hecho, estos agentes provocaron una mayor produccién de ROS en las
células FT21 respecto a las células FC, tanto a PB como a PA, indicando que las células
FT21 tienen una mayor susceptibilidad a los pro-oxidantes. A pesar de que las células
FT21 mantenian significativamente elevada la produccion de ROS respecto a las
células FC a PA, observamos una disminucion en la produccion de ROS en ambos tipos
de células, que podria ser debido al descenso simultaneo en el contenido de proteinas
celulares. Sin embargo, este descenso en la cantidad de proteinas producido al
avanzar la senescencia replicativa afecté en mayor grado a las células FT21, y podria
estar ocasionado por una reduccion en la proliferacion celular al producirse un exceso
de ROS, tanto en condiciones basales como al afadir ambos pro-oxidantes. De hecho,
varios estudios demostraron que las células que sobreexpresan el gen SOD1 tienen la
capacidad de frenar la proliferacién celular, que es una caracteristica de senescencia,

contribuyendo al desarrollo del envejecimiento prematuro en el SD [249, 294-296].

Al detectar la produccién de peroxidos celulares mediante microscopia de
fluorescencia, se observo una sefal de fluorescencia mas elevada en las células FT21,
tanto en condiciones basales como al afadir el pro-oxidante t-BHP. Por tanto, no sélo
se corrobora la produccidon excesiva de ROS en las células FT21 respecto a las células
control y su incremento con los pases, es decir, durante el envejecimiento in vitro,
sino que ademas pudimos observar que las células FT21 presentaban algunas de las
caracteristicas tipicas de las células senescentes, como la alteracién de la morfologia y
del tamano celular, ademas de una proliferacion mas lenta. En un estudio realizado
por de Haan, et al., en fibroblastos de individuos con SD, se observd que estas células
presentaban caracteristicas tipicas de la senescencia celular: fibroblastos
morfolégicamente mas ensanchados y con un tamafio mayor que los fibroblastos
control, lo que aumenta tanto el area superficial como el volumen celular, ademas de
una proliferacion mas lenta [180]. El H,O, a niveles nanomolares estimula el
crecimiento y la proliferacion celular, mientras que a niveles micromolares causan
detencidn transitoria del crecimiento y pueden inducir alteraciones adaptativas en la
expresion génica como mecanismo de proteccidon [297]. A nivel milimolar, o superior,
el H,0, es claramente un oxidante toxico, causando estrés oxidativo. Nuestros
resultados muestran que las caracteristicas senescentes detectadas en los fibroblastos

FT21 podrian estar inducidas por concentraciones bajas y/o medias de agua
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oxigenada, ya que en un estudio se ha demostrado la aparicion de estas
caracteristicas senescentes en fibroblastos del SD con una concentracion de H,0,
superior a la mostrada en nuestros resultados [180]. De hecho, el H,0O, juega un papel
importante en las vias de sefializacién, actuando como segundo mensajero [298-300],
y ademas tiene la capacidad de inducir caracteristicas senescentes in vitro; a
concentraciones bajas y medias de agua oxigenada (50-200 uM) predomina el
fenotipo senescente, mientras que a concentraciones superiores induce la muerte
celular por apoptosis [301]; asi, la proporciéon de células apoptoticas es dependiente
del nivel de dafo, es decir, cuanto mayor es el dafio, mayor es el nimero de células
que entran en apoptosis. Sin embargo, antes de la induccion de uno u otro proceso,
las células sufren un cambio morfologico caracteristico (superficie celular ensanchada
y aplanada, un mayor volumen nuclear, tamafio heterogéneo, entre otras), detencion
del ciclo celular en fase Gy-G; e induccion de p21 o BCL-2 [176, 301].

En este estudio utilizamos dos pro-oxidantes para determinar la vulnerabilidad
al estrés oxidativo de los fibroblastos FT21 en relacién con fibroblastos diploides. El
pro-oxidante 2,2'-azo-bis(2-amidino-propano) (AAPH) es un iniciador de la generacion
de radicales libres in vitro, ya que penetra rapidamente en las membranas celulares y
se acumula en el interior de las células, generando radicales peroxilo [302]. Se ha
determinado que el AAPH causa una citotoxicidad maxima del 65% a una
concentracion de 3 mM en fibroblastos expuestos durante 24 h al pro-oxidante [302].
A pesar de que la concentracién empleada en este estudio es tres veces superior, la
disminucién del tiempo de incubaciéon a 1 h evitd la aparicion de efectos citotdxicos sin
alterar la generacién de ROS inducida por el AAPH. El segundo pro-oxidante empleado
fue el tert-butil hidroperéxido (t-BHP), que es un analogo de cadena corta de
peroxidos lipidicos capaz de generar citotoxicidad y estrés oxidativo, principalmente
por la produccién elevada de ROS y por la movilizacion del acido araquiddénico de los
fosfolipidos de las membranas celulares [285, 303]. A diferencia del AAPH, los
resultados obtenidos indican que el t-BHP resulté citotéxico para las células FT21,
siendo este efecto mayor a pases altos, es decir, en las células envejecidas in vitro.
Aungue en este estudio se pretendia tener una maxima produccion de ROS sin alterar
la viabilidad celular, se observd cierto grado de citotoxicidad, sin embargo fue menor
que la descrita en varios estudios por Ghosh, et al., y Sarkar, et al.; por ejemplo, en
células tratadas con t-BHP 100 uM durante 1h, la viabilidad celular disminuye un 22%
[285], mientras que al aumentar la concentracion de t-BHP, la viabilidad baja hasta un
45% [304]. El AAPH y el t-BHP generan practicamente los mismos radicales libres,
radicales alcoxilos y peroxilos, aunque el t-BHP tiene una naturaleza quimica que le
confiere la propiedad de generar alguno mas que el AAPH, como el radical metil

peroxilo, entre otros [283], asi que la cantidad de ROS generada por el t-BHP es
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mayor que la generada por el AAPH. Por tanto, el t-BHP no sdlo induce la maxima
produccion de ROS en las células FT21, sino que ademdas es el responsable de
provocar una vulnerabilidad excesiva al estrés oxidativo. Aunque la vulnerabilidad
guedo reflejada al determinar la citotoxicidad celular en las células FT21, también se
observd que la concentracién de t-BHP utilizada en este estudio podria inducir

caracteristicas tipicas de células senescentes.

La causa subyacente del incremento de los ROS puede ser la sobreexpresion
del gen SOD1, asi como el desequilibrio entre la actividad SOD1 vy las actividades GPx
y CAT [250]. Esta alteracion en el equilibrio entre el estado pro-oxidante y
antioxidante produciria un incremento del estrés oxidativo en el SD, que puede afectar
la mitocondrial y jugar un papel importante en la patogénesis de este sindrome. Al
mismo tiempo, las mitocondrias son la principal fuente y diana de los ROS,
particularmente del anion superdxido, que puede ser producido por un defecto en los
complejos respiratorios y acumulado por un desequilibrio en el sistema antioxidante
[305, 306]. Ademas, la mitocondria es el organulo donde se genera el ATP, y la
produccion crénica y continuada de ROS origina una disminucion en la sintesis de ATP,
proceso que ocurre durante el envejecimiento celular [307]. En el presente estudio
analizamos ciertos procesos involucrados en la produccion de ATP mitocondrial,
proporcionando nuevos conocimientos sobre la base molecular de la disfuncién

mitocondrial y su relacion con el estrés oxidativo en los fibroblastos FT21.

Se cuantificd la cantidad de proteina de los complejos respiratorios I y III de la
CTE mitocondrial, ya que un déficit proteico puede derivar en un aumento de los ROS
mitocondriales. Aunque no se observaron diferencias significativas en la cantidad
proteica entre las células FT21 y las células control, los resultados parecen indicar una
disminucién en la cantidad de proteina en estos complejos que aumentaria la
produccidon de ROS, en concreto la del radical 0,", que podria afectar la sintesis de
ATP. En un estudio se establecié por primera vez una relacion inherente a las células
FT21 entre la produccién excesiva de ROS, un déficit en la actividad de los complejos I
y III, y una reduccién en la fosforilacion oxidativa [222, 279, 280, 308]. Por lo que, el
déficit en la respiracion celular podria ocurrir por la elevacidon crdonica y continuada de
ROS, que serian capaces de inducir mutaciones en el mtDNA [223, 307]. De hecho, las
mutaciones serian responsables del mal funcionamiento de los complejos de la cadena
respiratoria, incrementando la produccion de ROS mitocondriales y produciendo asi un

circulo vicioso, que deriva en una disfuncion mitocondrial [115].

A pesar de que nuestros resultados indican que la cantidad de proteina de la
ATP sintetasa (complejo V) se mantiene igual en ambos tipos de células, observamos

que las células FT21 tienen un menor contenido de ATP respecto a las células FC en
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condiciones basales y ademas se mantiene esta disminucién con los pases. Al anadir
los dos pro-oxidantes, en las células FT21 se observa una disminucién mayor en la
cantidad de ATP, probablemente debido a la induccién que éstos provocan en la
produccion de ROS. Es posible que la reduccion de la sintesis de ATP observada en las
células FT21 en condiciones basales esté relacionada con la disminucién de la cantidad
de proteinas de los complejos respiratorios I y III observada, ya que su deficiencia
puede provocar alteraciones en la fosforilacion oxidativa al aumentar los ROS
mitocondriales e impedir la correcta produccion de ATP. A pesar de producirse una
disminucién de ATP en las células FT21 en condiciones basales, ésta no fue tan
elevada como la descrita recientemente por Valenti, D. et al., en fibroblastos dérmicos
fetales y de adultos con SD, siendo del 40-45%, debido a una drastica reduccion
proteica en la ATP sintetasa y a una reduccion de la actividad enzimatica de los
complejos respiratorios I y III mitocondriales. Por tanto, observaron una disminucion
de la eficiencia en la ATP sintetasa que impediria el flujo correcto de electrones en la
CTE, induciendo un aumento de los ROS mitocondriales. Ademas, el déficit de ATP
provocd un aumento del 25% en la red mitocondrial y en el nimero de copias de
mtDNA, aunque este aumento de la biogénesis mitocondrial, caracteristica de la

senescencia celular, no acabd de compensar la disfuncion mitocondrial [308].

Los aniones superdxidos son los principales radicales libres que se generan en
las mitocondrias y su excesiva o cronica en las mitocondrias pueden provocar una
disminucién en la sintesis de ATP. Utilizando dos sondas fluorescentes observamos un
incremento de aniones superdxido en el interior de las mitocondrias, especialmente en
las células FT21, mientras que su produccién aumentaba con los pases. Al afadir el
pro-oxidante t-BHP a las células, se observé una mayor produccién de radicales O,
mitocondriales en las células FT21 que se incrementaba claramente con los pases,
probablemente relacionado con una mayor susceptibilidad de las células FT21 al estrés
oxidativo. Nuestros resultados apoyan los publicados en un estudio, en que se
demostré que se producen 3 veces mas ROS intracelulares, en particular los radicales
0,° mitocondriales, en los fibroblastos FT21 que en los fibroblastos control [222]. El
radical O," mitocondrial produce un dafio acumulativo en las proteinas mitocondriales
y en el mtDNA haciendo que las mitocondrias sean funcionalmente menos eficientes

con el tiempo y que, como consecuencia, se genere menos ATP [309, 310].

En los fibroblastos FT21 se produce una disminucién prematura en la expresion
a nivel de mRNA del enzima antioxidante SOD2 mitocondrial, encargada de
transformar el anion superoxido a peréxido de hidrogeno en las mitocondrias. Al
determinar la expresién proteica de esta enzima por varios métodos, reveld una
disminucién en las células FT21 respecto a las células FC, aunque so6lo se observan

diferencias significativas en las células envejecidas con los pases sucesivos. Estos

104



DISCUSION

resultados podrian indicar que la disminucion de la SOD2 de forma prematura,
produciria la acumulacion de radicales O," y por tanto las mitocondrias estarian mas
expuestas a estos radicales. Con los pases, los radicales 0," podrian ejercer un dano
acumulativo sobre las proteinas mitocondriales, entre las cuales estaria la enzima
SOD2 y por tanto la incapacidad para eliminarlos. Este hecho podria llevar a aumentar
la expresion a nivel de mRNA de la SOD2, probablemente para compensar el exceso
de los radicales O,' mitocondriales, aunque la actividad seguiria siendo insuficiente.
En un estudié6 se demostré un aumento de los niveles de mRNA para la SOD2 en
varones con SD respecto a individuos control, sin embargo, en mujeres con SD se
produce una disminucién, manifestandose una variabilidad interindividual [248]. A
pesar de que la disminucidn o inactivacion de la expresion de la SOD2 produciria una
disfuncién mitocondrial capaz de acelerar la senescencia celular [224, 225], otros
estudios muestran que se produce un aumento en la expresion de la SOD2 para evitar
la acumulacién del anion superdxido mitocondrial y hacer frente al estrés oxidativo, el

cual esta asociado al envejecimiento o a enfermedades mitocondriales [223, 307].

Segun la “Teoria de los radicales libres del envejecimiento”, se produciria una
alteracion de las actividades enzimaticas antioxidantes generando un aumento de los
ROS durante el proceso de envejecimiento [311]. Asimismo, diversos grupos han
propuesto que algunas de las manifestaciones clinicas del SD podrian ser debidas al
desequilibrio en la ratio de las enzimas antioxidantes originando un exceso en la
produccion intracelular de ROS [176, 180]. Sin embargo, esta hipotesis no ha sido
inequivocamente demostrada, ya que algunos individuos con SD presentan actividad
normal de la SOD [312] y ratones transgénicos que sobreexpresan SOD son mas
resistente a la toxicidad de los ROS [313]. De hecho, hay estudios que demuestran la
existencia de mecanismos de regulacién en los tejidos senescentes para proporcionar
una defensa antioxidante eficaz frente a los radicales libres, al ser generados a una
mayor velocidad durante el proceso de envejecimiento [314]. En este estudio,
determinamos las expresiones y actividades de las enzimas antioxidantes SOD1, GPx
y CAT para valorar si hay un desequilibrio en la actividad enzimatica antioxidante y si

existe relacidon con la produccion de ROS y la senescencia celular in vitro.

Los resultados de este estudio a nivel de mRNA mostraron una expresion
elevada de la SOD1 en las células FT21 respecto a las células control, mientras que las
expresiones de la GPx y CAT se mantenian constantes, lo que indicaria una alteracion
en la capacidad enddgena antioxidante, aunque la expresion de la CAT disminuye con
los pases sucesivos en las células FT21. Algunos autores han demostrado un
desequilibrio entre las enzimas antioxidantes debido al aumento de la expresidén de
mRNA de la SOD1 asociado a una disminuciéon de la expresién de la SOD2 en

fibroblastos procedentes de mujeres con SD. Sin embargo, la expresion de la GPx se

105



DISCUSION

mantenia constante, excepto en varones que disminuia, mientras que la expresion de
la CAT se encontraba elevada de forma general y podria compensar la disminucion del
mRNA de la GPx. A pesar del desequilibrio observado, la GPx y la CAT podrian tener
un papel compensatorio en la proteccién de las células FT21 frente al dafio oxidativo

ejercido por la produccion excesiva de ROS [248].

La expresion de mRNA para las enzimas SOD1 y SOD2 fue diferente en las
células FT21, asi que para comprobar estos resultados valoramos la expresidn proteica
de ambas enzimas analizando como influyen en la actividad antioxidante SOD. Los
resultados mostraron que las expresiones proteicas de la SOD1 y SOD2 eran
contrarias, es decir, mientras que la expresion proteica SOD1 estd elevada en las
células FT21 respecto a las células FC y ademas aumenta con los pases, la expresion
proteica SOD2 disminuye en las células FT21 y lo hace de una forma mas acusada con
los pases. Estos resultados a nivel proteico corroboran los resultados a nivel de mRNA
y podrian indicar que la expresion SOD1 seria, en mayor parte, la responsable de la
actividad enzimatica global SOD, del desequilibrio en la eliminacion de ROS y como

consecuencia, del incremento de la produccion intracelular de ROS.

Finalmente se valoraron las actividades de las enzimas antioxidantes SOD, GPx
y CAT para determinar si se produce un desequilibrio entre las enzimas antioxidantes
y si existe relacidén con la senescencia celular in vitro. Los resultados de este estudio
muestran que los fibroblastos FT21 contienen una actividad SOD mayor que los
fibroblastos control, probablemente debido a la sobreexpresion del mRNA para el gen
SOD1, e incluso se incrementa con los pases, siendo esta actividad SOD similar a la
descrita en otros estudios [276]. Diversos estudios han demostrado en células de
individuos con SD, que se puede producir el aumento de la actividad GPx, mientras
que la actividad de la CAT se mantiene sin cambios significativos, como resultado
aparente de un mecanismo de regulacién secundario [189, 191]. Sin embargo, en
nuestro estudio no se ha encontrado un aumento en las actividades GPx y CAT, sino al
contrario, se observa una tendencia a disminuir ambas actividades en las células
FT21, siendo significativa la disminucion de la CAT con los pases, por tanto se
corroboran los resultados de la expresion del mRNA para ambas enzimas. Estos
resultados nos llevaron a calcular las diferentes ratios enzimaticas antioxidantes,
observando que la ratio SOD/GPx+CAT tiene un valor mas elevado en los fibroblastos
FT21, es decir, existe un desequilibrio en las enzimas antioxidantes o una disminucion
de la capacidad enddgena antioxidante que se acentla con los pases. La ratio
SOD/GPx fue menor que la SOD/CAT en los fibroblastos FT21, o lo que es lo mismo, el
incremento porcentual (A%) en los FT21 respecto a los FC es menor en la ratio
SOD/GPx que en la SOD/CAT, manteniéndose estos resultados con los pases. La

alteracion de las ratios enzimaticas antioxidantes en las células FT21, induciria una
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produccidon excesiva y crénica de perdxido de hidrégeno y otros radicales libres, que
podria causar un aumento del estrés oxidativo, contribuyendo a la aparicién de
caracteristicas senescentes y como consecuencia desarrollando el proceso de
envejecimiento prematuro. Sin embargo, no esta claro si la elevada ratio enzimatica
es la responsable directa de la induccion de estas caracteristicas senescentes en las
células FT21 o si esta indirectamente mediada a través de otros cambios celulares,
como los producidos en las mitocondrias. Algunos estudios indican que la produccion
excesiva de ROS en individuos con SD, debida a la alteraciéon en el equilibrio de las
enzimas antioxidantes, juega un papel importante ya que seria uno de los mecanismos
moleculares relacionados con el envejecimiento prematuro y la aparicion de patologias

relacionadas con la enfermedad de Alzheimer [68, 315, 316].

Estudios previos realizados en individuos con SD han demostrado que existe un
estado pro-oxidante debido a una mayor produccion de radicales libres [164] y como
hemos comentado con anterioridad, la sensibilidad de las células al aumento de los
radicales libres depende, aparentemente, de la relacion entre la SOD y el binomio
(GPx+CAT) [317]. En este estudio hemos observado que las células FT21 muestran un
desequilibrio de las enzimas antioxidantes produciendo un aumento del estrés
oxidativo, y por tanto, éste puede ejercer dano oxidativo sobre las biomoléculas
produciendo peroxidacién lipidica, modificaciones oxidativas de proteinas, de DNA o de
carbohidratos [176]. La determinacion del MDA, uno de los productos resultantes de la
fragmentacién que sufren los acidos grasos poliinsaturados en el proceso de
peroxidacion, se considera un indicador valido o biomarcador de estrés oxidativo al
gue son sometidas las estructuras lipidicas de las membranas celulares como
consecuencia tanto de la accion de los radicales libres como del paso del tiempo. La
lipoperoxidacion se ha demostrado en tejidos fetales del SD [318]. En un estudio
previo no se observé un aumento significativo de los niveles de MDA en plasma en
individuos jévenes con SD, sin embargo, se encontr6 wuna correlacién
significativamente positiva entre los niveles de MDA y la produccién intracelular de
ROS, asi como del anion superoxido [278]. Por tanto, si la produccion de ROS y del
anion superoxido se incrementa de forma cronica en las células FT21 podriamos

predecir que el MDA celular también estaria elevado.

En nuestro estudio hemos observado que los niveles de MDA Unicamente estan
incrementados significativamente en las células FT21 con los pases, es decir, a medida
gue avanza la senescencia replicativa, se incrementa el estrés oxidativo debido al
desequilibrio de la ratio enzimatica antioxidante, produciéndose un incremento en los
niveles de MDA en estas células. Diversos estudios afirman que la alteracién de la
ratio enzimatica antioxidante ocurre de forma paralela al aumento del dafo en las

membranas lipidicas a través de la LPx [319]. A pesar de que en las células FT21 se
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produce un aumento en la produccion intracelular de ROS y del anién superéxido de
forma prematura debido a la sobreexpresion de la SOD1, los niveles de MDA a PB son
similares a los encontrados en las células control diploides. Esta discrepancia quizas
pueda deberse a que la enzima carbonil reductasa 1, cuyo gen (CBR1) se encuentra
en el HSA21, aumenta en individuos con SD [207] y podria proteger a las células
frente a la peroxidacion de lipidos [320]. Ademas, el MDA es un producto poco estable
ya que puede ser metabolizado, excretado a nivel celular y/o reaccionar rapidamente
con las proteinas, produciendo dafios estructurales y funcionales al modificar residuos
aminados, ataca grupos sulfhidrilo (-SH) y produce entrecruzamientos cataliticos intra
e intermoleculares con las proteinas aumentando los GCP, éste es un dano
comunmente observado, asi que los niveles intracelulares de MDA podrian no ser
indicativos de que no se estd produciendo [96, 98]. Sin embargo, a medida que
avanza la senescencia replicativa en las células FT21, se incrementa el desequilibrio
enzimatico antioxidante (SOD/GPx+CAT), aumentando en mayor grado la produccién
intracelular de ROS, incluido el anidn superdxido, ya que las enzimas GPx, CAT y
SOD2 no serian capaces de eliminar el exceso cronico de ROS, se incrementa el estrés
oxidativo y se produce, como consecuencia, un aumento significativo de los niveles de
MDA en las células FT21. Estos resultados estdn en concordancia con diversos
estudios, los cuales encontraron niveles de MDA elevados en suero y eritrocitos de
individuos con SD que aumenta con la edad [165, 321]; otros estudios no han
encontrado diferencias en los niveles de MDA ni en eritrocitos ni en suero de

individuos con SD, aunque si las encontraron en orina [189].

Otro biomarcador de estrés oxidativo son los grupos carbonilos de proteinas
(GCP). Se utilizan para determinar el dafio oxidativo a proteinas y son mas estables
que los productos de LPx como el MDA, por tanto proporcionan una ventaja adicional
[202]. El incremento y la acumulacion de los GCP debido a productos de LPx como el
MDA y el HNE estan asociados a enfermedades neurodegenerativas, diabetes,
sindrome de Down, entre otras [206]. En este estudio se han detectado y cuantificado
los niveles de proteinas carboniladas, mostrando un aumento significativo en las
células FT21 respecto a las células FC; ademdas se observa que las proteinas
carboniladas aumentan en ambos tipos de células con los pases, aunque siguen
estando mas elevadas en las células FT21. El incremento de los GCP en las células
FT21 puede ser debido al estrés oxidativo generado por el exceso de H,0,, el cual
aumenta por la sobreexpresion de la SOD1 en estas células [195, 207]. En un estudio
realizado en nifios con SD se ha demostrado que existe un incremento significativo de
cobre que forma parte de la enzima antioxidante Cu/Zn-SOD y que puede intervenir
como agente catalitico y producir radicales OH® muy reactivos, conduciendo al

incremento del dano oxidativo en las proteinas del plasma y por tanto originando
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niveles elevados de GCP [192]. Un estudio realizado in vitro en células procedentes
del cortex cerebral de fetos con SD, ha demostrado que existe un elevado estrés

oxidativo, el cual aumenta los niveles de TBARs y GCP respecto a los controles [195].

El estrés oxidativo se manifiesta de forma prematura en las células FT21 y
origina dafio oxidativo en un gran numero de biomoléculas, como las proteinas. Este
dafio puede ser detectado por medio de diferentes biomarcadores de estrés oxidativo
desde etapas tempranas en el SD y por lo tanto puede ser un mecanismo regulador de
la patogénesis del SD o al menos influir en la aparicién de algunas caracteristicas
fenotipicas del SD. Ademas, existe una evidencia creciente de que se produce un
deterioro del proteosoma en enfermedades neurodegenerativas como en el Alzheimer
y se presenta en el SD que manifiesta algunas caracteristicas clinicas similares al
Alzheimer [322]. Las proteinas oxidadas pueden actuar como pro-oxidantes,
produciendo un dafio adicional a otras biomoléculas [102], pero también al
proteosoma [209], que es el responsable de la degradacion de las proteinas oxidadas
[323]. El recambio proteico se produce principalmente en el proteosoma y en los
lisosomas, que son las vias intracelulares de degradacion de las proteinas oxidadas.
Se ha observado en determinadas patologias, como en el sindrome de Down,
enfermedades neurodegenerativas, e incluso durante el envejecimiento, defectos en
los sistemas celulares de proteolisis, acumulacién de proteinas oxidadas y grupos
carbonilos en determinados tejidos, originando una pérdida de funcién celular,

sobretodo en el ultimo tercio de vida [324].

Estudios previos realizados en fibroblastos embrionarios senescentes humanos,
han abordado la identificacion de proteinas carboniladas, asi como aquellas proteinas
modificadas por glicacion y conjugacién con productos de LPx. Se han publicado sobre
180 proteinas modificadas, de las cuales, un 35% se encuentran en fibroblastos
senescentes (entre ellas, la SOD1 y SOD2) [325, 326]. Estos resultados indican la
susceptibilidad particular de ciertas proteinas a modificaciones postraduccionales
perjudiciales, lo que sugiere que la modificacion proteica no es un proceso aleatorio y
probablemente esté implicada en enfermedades relacionadas con la edad, asi como en
las bases moleculares del envejecimiento [206]. La localizacion subcelular de las
proteinas modificadas indico6 que se encuentran en dos fracciones principales:
mitocondria (44%) vy citosol (32%, incluyendo las proteinas del citoesqueleto),
observando que el nivel de dafio a proteinas mitocondriales es elevado en fibroblastos
senescentes. Ademads, se observd un aumento en la modificacién de las proteinas
implicadas en la fosforilacion oxidativa durante la senescencia replicativa, como
pueden ser la subunidad Fe-S del complejo I y la subunidad a de la ATP sintetasa,
produciendo una disfuncién mitocondrial [206, 327]. Posteriormente se identificaron

proteinas modificadas en enfermedades relacionadas con la edad, con el
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envejecimiento en humanos y en modelos animales mamiferos, donde se ha
demostrado un aumento en las proteinas carboniladas. En este caso, las proteinas
carboniladas se localizaron principalmente en el citosol (39%), seguido de las
mitocondrias (18%), apareciendo, de nuevo, la disfuncion mitocondrial como uno de
los procesos por el que se origina un mayor numero de proteinas carboniladas, por
ejemplo, la ATP sintetasa y el complejo respiratorio b-c1 mitocondrial, que coinciden
tanto en fibroblastos senescentes como en enfermedades relacionadas con la edad y
envejecimiento [206]. Por tanto, estos resultados nos podrian indicar que la
disminucidn en la cantidad proteica de los complejos respiratorios I y III, asi como de
la enzima antioxidante SOD2 en las células FT21 de nuestro estudio, podria deberse al
estrés oxidativo detectado en estas células, el cual es capaz de producir
modificaciones oxidativas en las proteinas mitocondriales, disminuyendo su cantidad y
acumulandose como proteinas carboniladas. La modificacion oxidativa de proteinas
influye en la respiracion celular y podria causar una disfuncion mitocondrial, que junto
con el estrés oxidativo intervendrian en la aparicion de la senescencia celular

prematura en las células FT21.

Como objetivo final de este estudio, se examino si existe senescencia celular
prematura en los fibroblastos FT21 en condiciones basales respecto a los fibroblastos
FC y su relacién con el estrés oxidativo. Anteriormente, se ha comentado que los
fibroblastos FT21 tienen una ratio enzimatica antioxidante elevada debido a la
sobreexpresion del gen SOD1, creando un ambiente de estrés oxidativo en la célula y
probablemente acompafiado de disfuncién mitocondrial. Ambos mecanismos
moleculares podrian intervenir en la aparicidn, establecimiento y mantenimiento de la
senescencia celular. De hecho, observamos que los fibroblastos FT21 mostraban
rasgos caracteristicos de células senescentes, como alteraciones de la morfologia y
tamano celular. Ademas, hubo heterogeneidad en cuanto a la tasa de proliferacién
celular, perdiendo la capacidad replicativa unas células mas precozmente que otras;
aunque globalmente puede considerarse que la capacidad replicativa disminuye en los
fibroblastos FT21 alcanzando la senescencia celular de forma prematura [180, 250].
Por tanto, analizamos si el estrés oxidativo estd relacionado con la aparicién de la
senescencia celular prematura en los fibroblastos FT21. Para ello comenzamos
determinando varios marcadores de senescencia celular, uno de los mas importantes
para la aparicion de la senescencia celular es un factor de transcripcion, la proteina
p21, que en realidad es un inhibidor del complejo Ciclina E/CDK2 del ciclo celular.
Segun Campisi, J. et al., la activacién transcripcional de p21 la realiza otra proteina
gue también hemos determinado, p53, un factor supresor de tumores denominado “el

guardian del genoma”, y que es activado por varios factores, uno de ellos es el estrés
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oxidativo como consecuencia de la produccidon excesiva y cronica de ROS, provocando

la parada del ciclo celular [232].

Una de las funciones de p21 es inducir una parada del ciclo celular en la fase G;
cuando es activada por p53 al producirse en las células un exceso de ROS, dafio al
DNA, acortamiento o erosidon de telomeros, entre otros factores, adquiriendo el
fenotipo senescente [180]; otros estudios han demostrado que p53 esta involucrado
en la parada del ciclo celular en la fase G, cuando hay un dafo grave al DNA,
provocando apoptosis y pudiendo contribuir a la patogénesis en individuos con SD
[328, 329]. Los resultados de este estudio muestran que las células FT21 tienen una
expresion proteica de p21 aumentada significativamente de forma prematura respecto
a las células FC, incrementandose significativamente a medida que avanza la
senescencia replicativa. Sin embargo, la expresion proteica de p53 es similar en
ambos tipos de células, aunque con la senescencia replicativa se incrementa en las
células FT21, por lo que estos resultados indicarian que los fibroblastos FT21 podrian
entrar en senescencia celular prematuramente, inducida también por el aumento de la
expresion de p21. Algunos estudios publicaron la existencia de una relacién entre el
aumento de la ratio SOD1/GPx1 y la sobreexpresion de p21 en fibroblastos FT21, en
fibroblastos murinos NIH3T3 tratados con H,0, y en fibroblastos derivados de un ratén
knockout (GPx17"), demostrando que el exceso de H,0O, genera un estado oxidativo
capaz de inducir senescencia celular. Aunque esperdabamos observar un aumento
mayor de p53 en las células FT21, los estudios anteriores también demostraron que la
expresidon de p53 se puede mantener constante e incluso disminuir en células tratadas
con H,0,; el aumento de la expresion de p21 parece ser independiente de la expresion
de p53, ya que no encontraron diferencias ni en los niveles de mRNA para p53, ni en

los niveles de union de un oligonucleétido consenso para p53 [68, 180, 330].

Nuestros resultados sugieren que los fibroblastos FT21 contienen un aumento
del estrés oxidativo asociado a un déficit en la respiracion celular que puede
desembocar en una disfuncion mitocondrial. Tanto el estrés oxidativo como la
disfuncién mitocondrial podrian considerarse mecanismos moleculares que afectan a la
expresion génica de varios factores de transcripcion implicados en la regulacién de la
senescencia celular. De hecho, la “hipdtesis del estrés oxidativo del envejecimiento”
[55], amplia la “teoria del envejecimiento asociado a radicales libres” al proponer que
el nivel de estrés oxidativo ejerce un efecto sobre la expresion génica involucrada en
la senescencia celular [180]. Los ROS pueden dafiar directamente el DNA y asi
producir lo que se denomina respuesta al DNA dafiado (DDR). Se ha demostrado in
vitro la existencia de un bucle de retroalimentacion positiva entre la DDR vy la
produccion de ROS a través de la disfuncion mitocondrial, siendo ésta una

consecuencia retardada de la DDR. Asimismo, la DDR activaria una secuencia de
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expresion génica iniciada por p53 y en la que estan involucrados varios factores de
transcripcién, p21, GADD45, MAPK14 y TGFB. Al aumentar la expresién de p21 se
produciria la parada del ciclo celular y por tanto la senescencia celular, mientras que el
resto de la secuencia conduciria a una disfuncién mitocondrial y a un exceso en la
produccion de ROS mitocondriales. De esta forma, se sigue alimentando este bucle
positivo ya que la DDR no cesa y por tanto se mantiene constante la expresion de p53
[245, 331]. Un estudio publicd que la respuesta al DNA dafiado es la responsable de
activar no sélo a p53, sino que también activa a p16/Rb, que inducirian un aumento
de la biogénesis mitocondrial asociado a un incremento de los ROS mitocondriales y
una disfuncion mitocondrial, conduciendo a una disminucién de ATP y a la activacién
de la AMPK [272]. Ademas, este estudio también publicé que p53 puede ser exportado
desde el ndcleo a la mitocondria, donde puede afectar a la CTE, a la permeabilidad
mitocondrial y a la produccién de ROS. Por otro lado, p53 activaria a los factores de
transcripcion ya comentados, produciendo cambios mitocondriales y/o la produccion
de ROS [272]. Un estudio realizado en fibroblastos primarios humanos y murinos
demostré que la proteina de retinoblastoma o pRb no esta implicada necesariamente
en la inducciéon de la disfuncion mitocondrial y en la produccion de ROS. De hecho,
demostraron que el principal factor involucrado en el establecimiento y mantenimiento
de la senescencia es p21, perteneciente al bucle positivo anterior [245]; estos datos
confirman que el aumento en la expresiéon de p21 que hemos hallado en los
fibroblastos FT21 podria estar relacionado con la senescencia celular prematura en

estas células.

Utilizamos otro marcador de senescencia celular in vitro, la actividad SA-B-Gal
[254]. En este estudio ha sido detectada por microscopia y se han contado el nimero
de células SA-B-Gal positivas en ambos tipos de fibroblastos. Se observdé un
incremento significativo en el nUmero de células FT21 con actividad SA-B-Gal positiva
respecto a las células FC y una gran heterogeneidad en cuanto a la tasa de
proliferacién celular a medida que avanzé la senescencia replicativa. Ademas, se
determind la actividad de la enzima B-Galactosidasa lisosomal a pH 6 (GAL),
produciéndose un incremento de esta actividad en las células FT21 respecto a las
células FC, aunque se observé un aumentdé en ambos tipos de células con la
senescencia replicativa. Por tanto se establece una correlacién positiva entre las
actividades SA-B-Gal y GAL (pH 6), por lo que estos resultados nos indican también
una senescencia prematura en los fibroblastos FT21, que podria ser inducida por el
exceso de ROS y podria provocar una disminucién de la tasa de replicacion celular,
disminuyendo la poblaciéon de las células FT21. Un estudio realizado con fibroblastos
transfectados con el gen SOD1 mostraron una disminucién en la proliferacion, analoga

a los fibroblastos con SD [180]. En un trabajo anterior ya se observo en fibroblastos
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de individuos con SD una baja capacidad replicativa respecto a las células control,
resultados similares a los de este estudio [332]. Ademas, en fibroblastos obtenidos de
un modelo murino trisémico (Ts65Dn) se demostré una reduccion en el crecimiento,

unido a una entrada prematura a un estado no proliferativo o senescente [282].

Por Ultimo, se determind la actividad de las enzimas lisosomales B-
galactosidasa a pH 4 (GAL) y B-glucuronidasa (GLU) que nos podrian indicar si en los
fibroblastos FT21 se produce un aumento de la actividad lisosomal, asi como del
numero de lisosomas, que podrian contribuir a acelerar el envejecimiento celular
[254]. En nuestro estudio se produce un aumento y una correlacion positiva entre la
actividad SA-B-GAL y la actividad GAL a pH 6 en las células FT21, al determinar la
actividad B-galactosidasa a pH 4 en ambos tipos de células, se produjo una
disminucién no significativa en las células FT21 respecto a las células FC. Sin
embargo, la actividad B-glucuronidasa aumenté de forma prematura en las células
FT21 respecto a las células FC, aunque aumenta en ambos tipos de células con la
senescencia replicativa. En un estudio reciente realizado en fibroblastos dérmicos
primarios, se evalud por primera vez la relaciéon entre las actividades enzimaticas N-
acetil-B-hexosaminidasa, B-glucuronidasa, [-galactosidasa, a-manosidasa y a-
fucosidasa con la senescencia inducida por estrés y con la senescencia replicativa
inducida por los pases en cultivo, determinando que existe una correlacién positiva
entre el aumento de las actividades enzimaticas y la aparicion de la senescencia
celular [333]. Otro estudio demostré que las enzimas lisosomales B-galactosidasa y B-
glucuronidasa estaban elevadas en fibroblastos humanos fetales (HS74) senescentes
respecto a fibroblastos jévenes [334]. En fibroblastos humanos a los que se les induce
senescencia celular, tanto por estrés oxidativo como por pases en cultivo, se produce
una mayor capacidad de degradacién lisosomal, con un aumento significativo en la
actividad de todas las enzimas excepto en la actividad GLU, donde el aumento no fue
significativo, y al igual que en nuestros resultados se observd una relacion elevada
entre la actividad GAL a pH 6 y la actividad SA-B-GAL [333].

Varios tipos celulares, como los fibroblastos humanos, al entrar en senescencia
se vuelven resistentes a la apoptosis, aunque son sensibles a ciertas sefales
apoptéticas [257, 258]. Tanto la apoptosis como la senescencia celular comparten un
efector comun, p53, que parece ser importante en la resistencia a la apoptosis [260].
A pesar de que en nuestro estudio hemos encontrado indicios claros de senescencia
celular prematura en las células FT21, quisimos comprobar la expresion proteica del
citocromo C y de la caspasa 9 activada, ambos inductores de apoptosis por la via de
las caspasas. Los resultados indican que las células FT21 contenian niveles
significativamente inferiores de citocromo C respecto a las células FC, mientras que los

niveles de caspasa 9 activada tendian a disminuir ligeramente. Por tanto, podria
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ocurrir que los fibroblastos FT21 adquirieran un estado de resistencia a la apoptosis,
predominando la senescencia celular. Esto puede ocurrir porque en fibroblastos
humanos senescentes se ha observado que p53 se encuentra reclutada
preferentemente en promotores de genes relacionados con la parada del ciclo celular
(p21 y GADDA45) en lugar de encontrarse en promotores de genes reguladores de
apoptosis [261], por lo que de forma similar, también podria ocurrir en los fibroblastos
FT21. Sin embargo, en neuronas, astrocitos y fibroblastos de fetos con SD se ha
observado un incremento en la produccién de ROS mitocondriales acompafiada de un
descenso tanto en la actividad redox mitocondrial como del potencial de membrana

mitocondrial, provocando apoptosis [256].

Un factor determinante en la disminucion del citocromo C en las células FT21
podria ser el exceso de ROS, en concreto el perdéxido de hidréogeno. Esta especie
reactiva tiene la capacidad de atravesar con facilidad las membranas bioldgicas,
formar otras especies reactivas y modificar oxidativamente proteinas que contengan el
grupo hemo (mioglobina, hemoglobina y citocromo C) y liberar iones Fe** [74, 77,
83]. En condiciones fisiolégicas normales, el hierro se mantiene unido al grupo hemo
del citocromo C, lo que impide su interaccion con pequefios ligandos como el peréxido
de hidrégeno y otros radicales libres. Una de estas uniones se produce con la
metionina en posicién 80 del grupo hemo (Met80); sin embargo, estudios in vitro han
demostrado que el estrés oxidativo/nitrosativo altera la union Met80-Fe del citocromo
C, permitiendo el acceso del H,0, y otros radicales libres al hierro del grupo hemo
[335-338]. Estas especies reactivas inhiben la funcidon de transporte del citocromo C
ya que actian como aceptores de electrones generando radicales peroxilo y alcoxilo
capaces de modificar oxidativamente al grupo hemo del citocromo C, asi se liberaria
de la mitocondria para su posterior degradacion, sin causar apoptosis [339-341]. De
hecho, en células no apoptoéticas se han observado alteraciones en la unién M80-Fe
producidas por modificaciones llevadas a cabo por radicales libres, de esta forma, se
provocaria la liberacién mitocondrial del citocromo C sin activar la via de las caspasas
y por tanto, no se inicia la apoptosis [342]. La disminucion del citrocromo C en las
células FT21 podria a una excesiva produccion de ROS, generando una alteraciéon

estructural en el grupo hemo de la proteina.

En resumen, este estudio muestra que los ROS producidos por el metabolismo
celular y no eliminados adecuadamente por un desequilibrio en la capacidad
enzimatica antioxidante enddgena, puede llegar a causar dafio oxidativo celular.
Ligado al estrés oxidativo se encuentra una posible disfuncién mitocondrial al
producirse una disminucién en la respiracion celular y en la generacion de ATP. Ambos
mecanismos juntos pueden provocar senescencia celular prematura en los fibroblastos

con trisomia del cromosoma 21.
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En este estudio se ha analizado el grado de estrés oxidativo, su relaciéon con la
disfuncién mitocondrial, y la aparicion de la senescencia celular en fibroblastos FT21 vy

fibroblastos diploides, llegando a las siguientes conclusiones:

1. Los niveles intracelulares de ROS estan elevados en condiciones basales en los
fibroblastos FT21, generando estrés oxidativo crénico. Los tratamientos pro-
oxidantes AAPH y t-BHP, provocan un incremento significativo en la produccién
de ROS tanto a pases bajos como a pases altos; este incremento es mas
acentuado en los fibroblastos FT21, que parecen ser menos resistentes al

estrés oxidativo inducido.

2. El contenido intracelular de ATP esta significativamente disminuido en los
fibroblastos FT21, probablemente relacionado con el aumento en la produccién
de ROS, y en particular del radical O, mitocondrial, ya que la enzima
antioxidante SOD2 mitocondrial esta disminuida en estas células, lo que refleja

deterioro de la funcién mitocondrial.

3. Los fibroblastos FT21 tienen un aumento en la expresidon de la SOD1 (mRNA,
proteina y actividad) debido a la mayor dosis génica en el cromosoma HSA21.
La expresion del mRNA de la GPx y CAT no parece compensar el aumento de
radicales generados por la SOD1, lo que indica que en estas células existe un

desequilibrio en la capacidad enzimatica antioxidante (ratio SOD1/GPx+CAT).

4, Los niveles de malondialdehido intracelulares (un producto final de la
peroxidacion lipidica) se incrementan significativamente a medida que avanza
la senescencia replicativa en los fibroblastos FT21. El dafio oxidativo a las
proteinas, valorado a través del contenido de grupos carbonilo de proteinas
(GCP), esta elevado desde los pases bajos en los fibroblastos FT21 y aumenta

durante la senescencia replicativa celular.

5. La expresién proteica de p21 estd significativamente elevada de forma
prematura en los fibroblastos FT21 y aumenta durante la senescencia
replicativa en estas células. La expresion proteica de p53 no varia en los
fibroblastos FT21 respecto a fibroblastos diploides. La actividad SA-B-Gal, otro
marcador de senescencia celular, indica que los fibroblastos FT21 alcanzan

antes la senescencia replicativa que los fibroblastos diploides.

6. Las actividades enzimaticas lisosomales B-Galactosidasa (pH 6) y B-
Glucuronidasa aumentan a medida que avanza la senescencia replicativa en

ambos tipos de células.
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7. Globalmente los resultados de los marcadores de senescencia, la disminucion
de la expresion proteica del citocromo C, de la caspasa 9 activada y de la tasa
de proliferacion celular, asi como el aumento de la superficie y volumen
celulares, indican que los fibroblastos FT21 entran prematuramente en

senescencia celular.

En resumen, podemos concluir que los ROS producidos por el exceso de dosis
génica de la SOD1 y no eliminados adecuadamente por el desequilibrio de la
capacidad enddégena antioxidante, conducen a un estado de estrés oxidativo
permanente y a un cierto grado de disfuncion mitocondrial. Ambos procesos pueden

actuar como mecanismos moleculares que acentlan la senescencia celular.

Tanto el estrés oxidativo como la disfuncion mitocondrial son mecanismos
fisiopatoldgicos relacionados con la senescencia celular prematura en los fibroblastos
con trisomia del cromosoma 21. Las alteraciones metabdlicas que comporta el dafio
oxidativo celular crénico podrian contribuir a un envejecimiento bioldgico precoz

anterior a la edad cronoldgica de los individuos con sindrome de Down.
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