
20

FACULTAD DE ODONTOLOGÍA. UNCuyo. 2019. Volumen 13. Nº 2

Investigación 

La activación de la senescencia genera 
una disminución en la fagocitosis 
de Staphylococcus aureus
Senescence activation disminished Staphylococcus 
aureus phagocytosis

AUTORES

ESTEBAN ROBLEDO 1

CLARA GARCÍA SANTAMARINO 2 3

CLAUDIO FADER KAISER 1 2

MARTIN LANARDI 2

ANDREA ULLOA 2

CECILIA PORTA 2

ISRAEL VEGA 1 3

MARÍA ISABEL COLOMBO 1 3

MILTON OSMAR AGUILERA 1 2

RESUMEN
La senescencia es un estado donde las células somáti-
cas pierden capacidad replicativa el cual se desencadena 
por diferentes estímulos relacionados a daño genético. 
Este mecanismo evita que células dañadas proliferen y 
generen una expansión del daño al pasar el mismo a 
su descendencia. Sin embargo, si la senescencia se ac-
tiva en células del sistema inmune genera una dismi-
nución en la efectividad de la respuesta contra patóge-
nos. Particularmente estamos interesados en el estudio 
de la respuesta a S. aureus, cuya infección tiene mayor 
incidencia en individuos longevos. Para ello utilizamos 
un modelo senescencia inducida por el estrés oxidativo 
mediante el tratamiento con H2O2 o la sobreexpresión 
transitoria de p21 (CDKI), en el que evaluamos la infec-
ción por S. aureus. Pudimos observar que la activación 
de la senescencia modifica la distribución intracelular de 
los microorganismos endocitados, así como el número 
de bacterias recuperadas por la célula a las 4 horas des-
pués de la infección. 

Palabras clave: Senescencia, fagocitosis, Staphylococcus 
aureus
 

ABSTRACT
Senescence is a state where somatic cells lose replicative 
capacity. This is triggered by different stimuli related to 
genetic damage. This mechanism prevents damaged cells 
proliferate generating an expansion of damage by passing 
it to daughter cells. However, if senescence is activated 
in cells of the immune system it generates a decrease in 
the effectiveness of the response against pathogens. We 
are particularly interested in studying the response to S. 
aureus whose infection has a higher incidence in long-
lived individuals. For this, we use a senescence model 
induced by oxidative stress through treatment with H2O2 
or transient overexpression of p21 (CDKI), in which we 
evaluate S. aureus infection. We were able to observe that 
the activation of senescence modifies the intracellular 
distribution of endocytosed microorganisms, as well as 
the number of bacteria recovered by the cell at 4 hours 
after infection.
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INTRODUCCIÓN
Y ANTECEDENTES
Durante el último siglo se incrementó la 
expectativa de vida de las personas, sin 
embargo, el envejecimiento va acompa-
ñado de un conjunto de modificaciones 
morfológicas y funcionales que impactan 
sobre la respuesta del sistema inmunoló-
gico frente a diferentes patógenos como 
Pseudomonas aeruginosa 1 o Streptococ-
cus pneumoniae 2 . También, en la po-
blación adulta mayor se ha observado un 
incremento de la susceptibilidad a infec-
ciones por influenza  2  3 y la reemergen-
cia de casos de tuberculosis 4. Además, el 
40% de los pacientes que reportan bac-
teriemias ocurre en individuos ancianos 5 
y las sepsis severas alcanzan a 26 casos 
por 1000 llegando a una mortalidad del 
38,4% en mayores de 85 años 6.
El estudio de la disfunción del sistema in-
mune que se produce durante el enveje-
cimiento natural de los organismos, pro-
ceso conocido como inmunosenescencia, 
ha tenido un importante crecimiento en 
los últimos años. Entre los cambios in-
munológicos asociados a la edad se ob-
serva una caída notable en el número y 
capacidad bactericida intrínseca de los 
fagocitos 7 8 , la reducción de la citotoxi-
cidad de las células NK9 y de la capacidad 
presentadora de antígenos de las células 
dendríticas 10. 
Dentro de los elementos celulares de la 
respuesta inmune innata, la fagocitosis 
por macrófagos es un proceso evolutiva-
mente muy conservado. Si bien en mamí-
feros el número de macrófagos circulan-
tes no se ve disminuido con la edad, se 
puede observar un marcado descenso en 
el número de sus precursores en médula 
ósea 11 12. Dentro de las funciones de los 
macrófagos se han encontrado alteracio-
nes de la quimiotaxis 13 14, la producción 
de quimioquinas y citoquinas 15, la expre-
sión de los receptores TLR 16 y la fagoci-
tosis 17 18 19. Esta disminución de la capa-
cidad fagocítica también se ha observado 

en hemocitos de Drosophila melanogas-
ter 20. Por otro lado la capacidad degra-
dativa se encuentra alterada ya que se ha 
observado que hay una disminución en 
la capacidad de producción de especies 
reactivas de oxígeno y nitrógeno 21,22. 
La senescencia celular es caracterizada 
por una disminución en la tasa de repli-
cación celular la cual puede ser inducida 
a través de distintos estímulos como el 
estrés oxidativo, el acortamiento de los 
telómeros, por activación de oncogenes, 
o daño directo al DNA. Este fenotipo se-
nescente se caracteriza no solo por una 
disminución de la división celular sino 
también por la adquisición de un fenoti-
po especifico en el cual se puede observar 
un aumento del tamaño celular, aumento 
en la actividad de la beta galactosidasa 
asociada a senescencia, formación de fo-
cos de heterocromatina y la expresión de 
inhibidores de los complejos CDK-Ciclina 
(como son p16 y p21) 23 24 25.
S. aureus, una bacteria Gram positiva, 
es un patógeno oportunista que se en-
cuentra presente en aproximadamente 
el 25% de la población humana 26. El 
rango de patologías que puede causar 
va desde lesiones cutáneas locales hasta 
afecciones más serias como osteomielitis 
e inclusive la muerte debida a un shock 
séptico 27 28. Comúnmente la transmisión 
de S. aureus se produce por el contacto 
directo con el hospedador a través de una 
herida en la piel o un catéter. El tipo de 
infecciones causadas en la piel y tejidos 
blandos son usualmente fácilmente trata-
bles, pero si la bacteria alcanza el torrente 
sanguíneo puede diseminarse por el or-
ganismo causando cuadros más graves 
en otros tejidos con manifestaciones tales 
como abscesos, endocarditis, osteomieli-
tis, meningitis y artritis séptica 29. La ex-
travasación desde el torrente sanguíneo 
hacia otros tejidos es un paso crucial en 
la patogénesis de S. aureus habiéndose 
planteado diferentes mecanismos para 
el pasaje de este patógeno por la barre-

ra endotelial. Se ha comprobado que los 
macrófagos pueden fagocitar la bacteria 
y servir como medio de transporte para 
que la misma pueda salir del torrente 
sanguíneo y llegar a otros tejidos29. Has-
ta hace algunos años se consideraba que 
los macrófagos y neutrófilos eran una de 
las herramientas con las que contaba el 
hospedador para limitar la invasión de la 
bacteria, siendo la fagocitosis la primera 
barrera activa del sistema inmune 30. Sin 
embargo, trabajos recientes han mos-
trado que estos fagocitos profesionales 
pueden fagocitar S. aureus pero sin llegar 
a degradarlo en algunos casos 31. Debido 
a que estas células están adaptadas para 
recorrer el organismo y alcanzar el inte-
rior de los tejidos pueden servir de medio 
de transporte para que el microorganis-
mo se disemine.
Un gran número de microorganismos son 
capaces de sobrevivir y replicarse dentro 
de células fagocíticas profesionales y para 
ello han desarrollado diversas estrategias 
que van desde la inhibición de la madura-
ción de los fagosomas que los contienen, 
hasta la ruptura de los mismos y escape 
hacia el citoplasma 32. En el caso de S. 
aureus luego de ser fagocitado hay una 
disminución del número de bacterias por 
células, observación que implica que hay 
una degradación de las mismas, pero las 
que sobreviven se mantienen dentro de 
un compartimento vacuolar sin afectar 
las funciones celulares sin afectar las fun-
ciones celulares durante tiempos que van 
desde las seis horas a los 3 o cuatro días 
dependiendo del modelo de estudio em-
pleado. Luego de este periodo la bacteria 
lisa la vacuola que la contiene pasando 
hacia el citoplasma y posteriormente 
también lisa la célula, así el patógeno se 
disemina 31.
Se ha observado además que esta bacte-
ria tiene mayor incidencia en ancianos y 
además los cuadros que produce son de 
mayor severidad 33–35.
Debido a lo explayado anteriormente es 
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Figura 1: A) Técnica Histoquímica que evi-

dencia la actividad de la beta galactosidasa 

asociada a senescencia en células Hela indu-

cidas a senescencia. (B) Microscopia confocal 

de Células Hela control y tratadas con H2O2, 

infectadas con S. aureus fijadas 4 hpi. (C) Re-

cuento de unidades formadoras de colonias de 

lisado de células Hela senescentes y no senes-

centes recuperado a 4 hpi.

que decidimos estudiar las modificaciones 
que produce la activación celular de la se-
nescencia sobre el patógeno S. aureus.

MATERIALES Y MÉTODOS
Cultivo celular: células Hela fueron crecidas 
en DMEM 10% SFB, en una estufa húme-
da con una atmósfera de 5% de CO2. 
Inducción de senescencia: se utilizaron 
dos estrategias para activar la senescen-
cia celular. En un caso células HeLa fue-
ron tratadas con H2O2 500 uM por 3 hs, 
posteriormente se las lavo con PBS y se 
las incubó en DMEM 10% SFB durante 
5 días hasta ser analizadas o infectadas. 
Por otro lado, en la misma línea celular 
se sobreexpresó la proteína p21 unida 
a GFP a través de la transfección por li-
posomas utilizando el reactivo comercial 

Lipofectamine2000 (según protocolo del 
fabricante). 
Cultivo de S. aureus e infección: Los 
cultivos S. aureus se realizaron en me-
dio LB durante 16 horas a 37°C. Luego 
se procedió a centrifugar dichos culti-

vos y se realizaron 3 lavados con PBS, 
para finalmente ser resuspendidos en 
PBS con una densidad óptica (DO) de 
0,6 (equivalente a 106 ufc). La infección 
se realizó a una relación de 10 bacterias 
por célula siguiendo los protocolos ya 

C
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vigentes en nuestros laboratorios.
Evaluación del número de bacterias: La 
cantidad de bacterias que infectaron las 
células en cada caso se evaluó a través 
de la lisis de las células infectadas y pos-
terior siembra en placas de LB agar para 
el recuento de unidades formadoras de 
colonias (UFC)a las 24 hs de la siembra. 
Se realizaron varias diluciones del lisado 
para encontrar un inóculo que permitiera 
el recuento de colonias aisladas.
Evaluación de marcadores de senescen-
cia: El fenotipo senescente se evaluó 
principalmente por la actividad enzimá-
tica de la beta galactosidasa asociada a 
senescencia, para el cual se empleó el Kit 
de tinción de beta galactosidasa asociada 
a senescencia -Cell Signalling (siguiendo 
los protocolos del fabricante)
Microscopia confocal: Las muestras fue-
ron fijadas con PAF 4% por 15 minutos, 
permeabilizadas con Tritón 0,1% para 
posterior montaje con Mowiol-Hoechst 
para marcar bacterias y núcleos. Final-
mente se observaron en el microscopio 
confocal Olympus- FV 1000.

RESULTADOS
Para realizar este estudio activamos la se-
nescencia de células HeLa mediante el tra-
tamiento con H2O2 y la sobreexpresión de 
GFP-p21 como se describió anteriormente 
en materiales y métodos. En las células 
así tratadas pudimos observar una nota-
ble disminución de la tasa de crecimiento 
celular y la modificación de otros paráme-
tros característicos de células senescentes 
como el aumento de tamaño celular y 
un incremento en la actividad de la beta 
galactosidasa relacionada a senescencia  
(Fig. 1A).
Analizando la infección por S. aureus, pu-
dimos observar por microscopia confocal, 
una alteración en la distribución intracelu-
lar de las bacterias endocitadas. En célu-
las control la localización es mayormente 
perinuclear mientras que en células senes-
centes estas se redistribuyen mostrándose 
dispersas por todo el citoplasma (fig. 1B). 

Por otro lado, también evaluamos la can-
tidad de microorganismos recuperados 
del lisado celular a las 4 hpi, y observamos 
una disminución de la cantidad unidades 
formadoras de colonias en aquellas condi-
ciones en las que se indujo la senescencia 
(fig. 1C)

CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN
Con los resultados obtenidos podemos 
concluir que la activación de la senescen-
cia repercute en una menor capacidad 
fagocítica de S. aureus, al menos en célu-
las epiteliales. Tenemos planeado realizar 
experimentos similares con líneas celulares 
de fagocitos profesionales como lo son los 
macrófagos THP1 o los monocitos RAW. 
El objetivo es ver si la activación de la se-
nescencia afecta de igual manera la fago-
citosis en estas líneas que en las células 
epiteliales.
En el campo de la odontología los resulta-
dos de este proyecto pueden ser de gran 
utilidad para entender ciertos cuadros clí-
nicos. Además de la mayor susceptibilidad 
a ciertos patógenos, en individuos longe-
vos aparecen con mayor frecuencia pato-
logías asociadas a cuadros inflamatorios 
crónicos, dentro de los cuales la periodon-
titis es un ejemplo de ellos. Se estima que 
el 10% de la población se encuentra afec-
tada por periodontitis severa y este por-
centaje aumenta con la edad 36. El perio-
donto incluye la gingiva, el hueso alveolar, 
el ligamento periodontal y la raíz (el tejido 
que soporta el diente) 37. Aquellas perso-
nas con anomalías periodontales, tanto en 
la integridad como en la función, se dice 
que poseen enfermedad periodontal. Esta 
comprende una variedad de fenotipos, 
definidos por signos clínicos y síntomas 
que constituyen el síndrome periodontal. 
El fenotipo más comúnmente observado 
es la inflamación de la gingiva (gingivitis) 
inducido por la placa dental (biofilm), que 
incluye cambios en el color del tejido, vo-
lumen, temperatura, exudado crevicular 
y sangrado posterior a una presión suave 
con una sonda 38. Los signos clínicos de 

la gingivitis asociada a biofilm son rever-
sibles cuando una buena higiene oral es 
implementada y mantenida 39. Aunque 
menos prevalente que la gingivitis, pero 
frecuentemente observados en muchas 
personas, son los síntomas clínicos de la 
periodontitis asociada a biofilm. Esta inclu-
ye la formación de bolsas periodontales, 
pérdida de adhesión, sangrado posterior 
a una presión y pérdida de hueso. La te-
rapia está orientada a eliminar el agente 
infeccioso, lo que típicamente lleva a la 
disminución de los signos de inflamación, 
reparación del tejido y restauración de la 
función y estética. Los resultados del tra-
tamiento de la enfermedad periodontal 
suelen ser estables por largos períodos de 
tiempo, pero sin embargo los signos de 
enfermedad suelen retornar sin poder pre-
decir la localización, frecuencia y severidad 
de los mismos.
Es interesante el hecho de que, si bien la 
gingivitis precede a la periodontitis, no to-
dos los pacientes con gingivitis son procli-
ves a desarrollar periodontitis, existiendo 
factores individuales de predisposición 
que aún no están del todo claros. El he-
cho de que la periodontitis tenga mayor 
incidencia en ancianos, donde también se 
acumulan células senescentes en el orga-
nismo da un indicio de que podría haber 
una relación entre ambos procesos. Ade-
más, el estrés oxidativo, uno de los dispa-
radores de la activación de la senescencia, 
se encuentra elevado en el tejido gingival 
de individuos ancianos 40,41. Otro indicati-
vo de esta relación es la observación de 
que en las lesiones periodontales se han 
observado fibroblastos senescentes 42 y 
además in vitro este tipo celular cambia su 
capacidad inmunomoduladora como res-
puesta a patógenos cuando es envejecido 
por pasajes seriados 43, 44. Es por todo esto 
que entender cómo se modifica el sistema 
inmune al activarse la senescencia y si la 
senescencia tiene un rol preponderante en 
esta enfermedad puede ser la clave para 
generar nuevas estrategias de diagnóstico 
y tratamiento para estos cuadros.
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