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RESUMEN

La senoterapia abarca todas aquellas estrategias terapéuticas dirigidas contra las células
senescentes y/o el fenotipo secretor. La senescencia celular es un estado que se caracteriza por la
detencion permanente del ciclo celular, resistencia a la apoptosis y secrecion de un conjunto de
factores pro y anti-inflamatorios denominado fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP).
Este tipo de células cobran mayor protagonismo en el envejecimiento del organismo, por lo
cual, la senoterapia se hace relevante en patologias caracteristicas de este proceso, entre las que
se destacan las enfermedades neurodegenerativas. Estadisticamente, se estima que en Uruguay
1000 de cada 100.000 habitantes padecen Alzheimer y otras demencias. En este trabajo se
realizard una busqueda exhaustiva de la bibliografia acerca de la senoterapia enfocada en el
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, con especial énfasis en la enfermedad de
Alzheimer. Se consultaran tanto revisiones sistematicas y narrativas, como ensayos clinicos y
preclinicos, abarcando un periodo de 10 afios (2011-2021). La metodologia de busqueda
comprende las bases de datos Pubmed, Google Scholar, Clinical Trials, Portal Regional de la
BVS, Our World in Data, Sciclo, Alzheimer 's Disease International, sitio oficial del Ministerio
de Salud Publica del Uruguay. Palabras clave: senescencia, senoterapia, senoliticos,

enfermedades neurodegenerativas, enfermedad de Alzheimer.

SUMMARY

Senotherapy encompasses all those therapeutic strategies directed against senescent cells and/or
the secretory phenotype. Cellular senescence is a condition characterized by permanent cell
cycle arrest, resistance to apoptosis, and secretion of a set of pro and anti-inflammatory factors
called the senescence-associated secretory phenotype (SASP). This type of cells play a role in
the aging of the body, which is why senotherapy becomes relevant in pathologies characteristic
of this process, among which neurodegenerative diseases stand out. Statistically, it is estimated
that in Uruguay 1000 out of every 100,000 inhabitants suffer from Alzheimer’s and other
dementias. This study will conduct a comprehensive search of the literature on senotherapy
focused on the treatment of neurodegenerative diseases, with special emphasis on Alzheimer’s
disease. Systematic and narrative reviews, as well as clinical and preclinical trials, will be
consulted, covering a period of 10 years (2011-2021). The search methodology includes the
databases Pubmed, Google Scholar, Clinical Trials, Regional Portal of the VHL, Our World in
Data, Scielo, Alzheimer’s Disease International, official website of the Ministry of Public
Health of Uruguay. Keywords: senescence, senotherapy, senolytics, neurodegenerative diseases,

Alzheimer’s disease.



INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas son enfermedades cronicas que se caracterizan
por la pérdida progresiva y selectiva de cierta poblacion de neuronas vulnerables y sus
conexiones sinapticas, que se manifiestan a través de la declinacion funcional del sistema
nervioso central (1). Pueden desencadenarse debido a causas metabolicas tales como la
deficiencia de vitamina bl2, deficiencia nutricional, tumores, y trastornos toxicos como
intoxicacion con metales pesados, infecciones y/o disminucion de aporte de oxigeno al cerebro
(2). A nivel molecular, los desérdenes neurodegenerativos mas frecuentes, que se caracterizan
por presentar proteinas anormales, se deben a amiloidosis, la patologia dependiente de Tau,
a-sinucleinopatias y proteinopatias TDP43 (3). Uno de los tipos de demencia con mayor
prevalencia es la enfermedad de Alzheimer.

A nivel mundial, las enfermedades neurodegenerativas ocupan un lugar muy importante
por su alta tasa de prevalencia en la poblacion de todas las edades. A su vez, su morbilidad
alcanza niimeros sorprendentes, pero no se condicen con la mortalidad estimada. Desde los afios
noventa la incidencia de Alzheimer y otras demencias ha aumentado aproximadamente un 150%
entre individuos de todas las edades en el mundo (4). Segin datos recabados hasta 2017, en
Uruguay la incidencia de estas enfermedades pasd de 800 a 1000 personas por cada 100.000
habitantes en un lapso de tiempo de 20 afios (5). Las proyecciones realizadas para nuestro pais
indican que la cifra de personas afectadas ascenderia a 77.000 al afio en el 2030. Sin embargo, la
tasa de mortalidad del Alzheimer y otras demencias asociadas llega a 25-35 habitantes de cada
100.000 en toda América del Sur (6). En el mundo, el costo que implican los cuidados tanto
formales como informales y médicos de Alzheimer, Parkinson y otras demencias, supera la cifra
del trillon de dolares anuales, segun datos que se registraron en 2020. En Uruguay, el dato mas
actualizado sobre costos es de 2010 y éste ascendia a 420 millones de délares (USS 7787 por
paciente), cifra que representaba en ese momento un poco mas del 1,05% del Producto Bruto
Interno (PBI) estimado en 40.000 millones de délares en ese afio (6).

Segtiin la revista de la Asociacion Uruguaya de Alzheimer y Similares (AUDAS),
Uruguay es el pais mas envejecido de la region, con un 14% de su poblaciéon mayor o igual a 65
afios. En cuanto al deterioro de la calidad de vida, las enfermedades neurodegenerativas entran
dentro de los principales desencadenantes de dependencia y discapacidad, obstaculizando la
transicion hacia un envejecimiento saludable. A nivel social, el mayor impacto se puede
adjudicar a las consecuencias de la progresion de la enfermedad, en la cual los pacientes

requieren mayores auxilios para llevar a cabo las tareas de la vida cotidiana (6).



A pesar de que la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas no tienen cura al dia
de hoy, las personas afectadas viven entre 7 y 12 afios después de ser diagnosticadas. La falta de
comprension detallada sobre los mecanismos de estas enfermedades dificulta el desarrollo de
estrategias terapéuticas (7). Para mejorar la calidad de vida de los pacientes y enlentecer la
progresion de la enfermedad se requiere de un tratamiento tanto farmacoldgico como
psicosocial de sostén. Actualmente en Uruguay, el Sistema Nacional Integrado de Salud (SNIS)
brinda estos tratamientos de forma accesible, aunque solo un 5% de los pacientes tiene
indicacion y los tratamientos presentan una respuesta limitada, y por ende una baja efectividad
(8). Por todo esto, la bisqueda de nuevos tratamientos, a nivel mundial y en nuestro pais, ain
continua.

Ciertos estudios han demostrado la presencia de células con caracteristicas senescentes
tanto en pacientes como en modelos de animales con la enfermedad de Alzheimer. La
senescencia celular es un proceso irreversible de detencion del crecimiento celular que se da
como respuesta al acortamiento de los telomeros y otro tipo de estimulos como pueden ser la
activacion de oncogenes, citoquinas, dafio al ADN, entre otros (9). En organismos jovenes, las
células senescentes colaboran en la reparacion y regeneracion de tejidos dafiados y en la
supresion tumoral (10). Sin embargo, se ha visto que la acumulacion de células senescentes en
organismos envejecidos, contribuye a la patogenia de las enfermedades vinculadas al
envejecimiento mediante la generacion de un microambiente pro-inflamatorio cronico (11).

En la Enfermedad de Alzheimer las células mas comprometidas son los astrocitos, la
microglia y las neuronas, en las cuales se detect6 un aumento de varios marcadores de
senescencia celular: [B-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-Gal), p53, fenotipo
secretor asociado a senescencia (SASP), dafio en el ADN y acortamiento de telomeros (11). La
eliminacion de estas células a nivel encefalico enlentece la progresion y mejora la sobrevida de
pacientes con enfermedades neurodegenerativas. Es por esto que la aplicacion de la senoterapia

para pacientes con este tipo de patologias constituye un area interesante de estudio.



OBJETIVOS

Objetivo general:

El objetivo general de este trabajo es realizar una revision completa de la bibliografia sobre la

senoterapia y sus implicancias terapéuticas en enfermedades neurodegenerativas.

Los objetivos especificos se detallan a continuacion:

1. Conocer los farmacos senoliticos y senomorficos existentes y sus mecanismos de
accion.

2. Realizar una revision completa de la bibliografia sobre la senoterapia como opcion
terapéutica para el Alzheimer

3. Evaluar la evidencia existente en ensayos preclinicos y clinicos sobre las células

senescentes como blanco terapéutico para otras enfermedades neurodegenerativas.

METODOLOGIA

En este trabajo se pretendio realizar una revision bibliografica completa sobre la senoterapia y
su aplicacion al tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, con especial énfasis en la
enfermedad de Alzheimer. Se realiz6 una busqueda exhaustiva de la bibliografia disponible,

abarcando un periodo de tiempo de 10 afios (2011-2021).

Para esta revision se utilizaron los siguientes términos de busqueda: Senotherapy (senoterapia),
Senolytics (senoliticos), Senescence (senescencia), Quercetin, Dasatinib, Clinical trial (ensayo
clinico), Alzheimer disease (enfermedad de Alzheimer), Parkinson disease (enfermedad de
Parkinson) neurodegenerative disease (enfermedad neurodegenerativa), neurodegeneration
(neurodegeneracion), senescence associated secretory phenotype (SASP) (fenotipo secretor
asociado a la senescencia). Se emplearon términos en inglés debido a que la mayoria de la

literatura cientifica y médica se encuentra en este idioma.

La busqueda bibliografica se llevo a cabo en las siguientes bases de datos: PubMed, Google
Scholar, Clinical Trials, Portal Regional de la BVS, Our World in Data, Scielo, Alzheimer 's
Disease International, sitio oficial del Ministerio de Salud Publica del Uruguay. En esta
busqueda bibliografica se incluyeron revisiones sistematicas, revisiones narrativas, ensayos

clinicos y articulos cientificos.



ASPECTOS MOLECULARES DE LA SENESCENCIA

Caracteristicas de las células senescentes

La senescencia celular es un estado permanente de detencion del ciclo celular mediado
por las vias de sefalizacion de p16, pS3/p21 y la proteina retinoblastoma (pRb) (12). Las células
senescentes se caracterizan por el cese irreversible de la proliferacion, un aumento de la
actividad [-galactosidasa (SA-B-Gal), aparicion de focos de dafio en el ADN y de
heterocromatina en el nticleo celular, alteraciones morfologicas y por la secrecion de factores
pro y anti-inflamatorios, conocido como fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP). En
muchos casos presentan también resistencia a la apoptosis y alteraciones metabolicas (12,13)

(Figura 1). Sin embargo, los

Q Heterocromatina

marcadores 1dentificados a la ‘ asociada a senescencia

fecha para la deteccion de A \ Aetivacion de la
r ciclo celular BoR
células senescentes no son irreversible _

especificos. Por esto se deben

Aumento
_ expresion dep16y

BT : : A ividad d
utilizar combinaciones de los i Gactosidass P < p2l
"4—’)!. 2 =
mismos para poder concluir que o e sasp
oo 0 7=, 4,
una célula es senescente, asi Resistenciaa e /o O o o e easas
mediante BCL-2 LY de matriz éxlrac_elu_\ar,
como para evaluar los efectos de Atteraci . e factores de crecimiento,
eraciones morfoldgicas etc.
.. . . Aplanadas, alargadas, mayor tamafio, forma
las distintas intervenciones sobre irregular, mayor nimero de vacuolas, nticleo

aumentado en tamano y/o multiples nacleos

el namero de células

Figura I Caracteristicas de las células sensscentes
senescentes.

Cese de la proliferacion

Una de las principales caracteristicas de las células senescentes es la detencion
irreversible del ciclo celular como respuesta a estimulos deletéreos o aberraciones en la
proliferacion celular (14). Estas células pierden la capacidad de responder a las sefiales
mitogénicas del entorno como a la presencia de factores de crecimiento, siendo incapaces de
iniciar nuevamente el ciclo celular (15). Las células diferenciadas, como las neuronas, también
presentan detencion de su ciclo celular, sin embargo, lo hacen como resultado de un programa
de desarrollo celular definido que transforma células precursoras no diferenciadas en células
especializadas terminales (15).

Los estimulos que inducen la senescencia celular activan diferentes vias de
sefalizacion, como la via del p53/p21 y la de pl16, las cuales tienen un rol fundamental en el
cese de la proliferacion celular (14,15). Las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) regulan

multiples proteinas encargadas de la progresion del ciclo celular. Las principales proteinas



inhibidoras de las CDKs (p16, p15 y p21), que se encuentran involucradas en la detencion de
este ciclo, estan codificadas en los loci CDKN2A4 (p16), CDKN2B (p15) y CDKNIA (p21) (12).

En las células senescentes observamos una acumulacion de p21 y pl6, que da como
resultado la hipofosforilacion y activacion permanente de la familia pRb, la inhibicion de la
transactivacion de E2F y como resultado la detencion del ciclo celular (14).

Activacion de la via de la respuesta al danio al ADN (DDR)

Las células estan expuestas inevitablemente a agentes externos e internos capaces de
afectar la integridad de su genoma. Para poder sobrevivir a estas condiciones adversas y poder
transmitir informacion genética intacta a las siguientes generaciones, las células han
desarrollado mecanismos para sobrellevar el estrés genotdxico, entre los cuales se encuentra la
respuesta al dafio del ADN (DDR) (16). Las vias de sefializacion del DDR son activadas por la
deteccion de aberraciones a nivel de la estructura del ADN, que llevan a la activacion de
distintos sensores que pueden inhibir la proliferacion, estimular la reparacion del ADN o inducir
la apoptosis (16,17).

Los sensores del dafio al ADN reconocen cortes de ADN simple hebra (SSBs, del inglés
Single-Strand breaks) y la rotura de ADN doble cadena (DSB, del inglés Double Strand breaks),
para luego transmitir esta informacién a los miembros de la familia fosfoinositido 3-quinasa
vinculada a quinasas (PIKKS), cuyos principales miembros son la serin-protein quinasa ATM
(ataxia-telangiectasia mutada), y la serin-protein quinasa ATR (proteina relacionada a ATM y
Rad3) y ADN-PKcs (proteinquinasa dependiente de ADN), que tienen un rol critico en la
transmision de sefiales en los puntos de control del ciclo celular (18). ATM y ATR son
reclutadas al sitio de lesion del ADN, donde fosforilan localmente a la histona H2AX. La H2AX
fosforilada (YH2AX) actia atrayendo y reteniendo factores de la DDR necesarios para la
reparacion del ADN. Frente al DSB la YH2AX recluta complejos adicionales de ATM en un
ciclo de retroalimentacion positiva, incrementando asi la actividad ATM local y promoviendo la
diseminacioén de YH2AX a lo largo de la cromatina (12,19).

La proteina quinasa ATM influye sobre efectores que actiian sobre los puntos de control
o los “checkpoints” del ciclo celular, incluyendo a la Checkpoint quinasa 2 (Chk2), BRCAI,
pS53 y E3 ubiquitin-quinasa ligasa Mdm2 (17). Chk2 es activada por ATM mediante
fosforilacion en la treonina 68, y Chkl por ATM o ATR por fosforilacion en las serinas 345 o
317 (17,19). A pesar de que Chkl o Chk2 son conocidas por mediar la detencion del ciclo
celular en la fase G2/M mediante la fosforilacion y activacion de la fosfatasa CDC25C, estas
quinasas también controlan la detencion del ciclo en Gl a través de la activacion por

fosforilacion de p53 potenciando su funcidon como factor de transcripcion (17). El aumento de la



expresion de p21 dependiente de p53, determina la inhibicion de CDK2 y por tanto la
hipofosforilacion de pRb. De esta forma se previene la progresion de la fase G1 a la S del ciclo
celular (18).

Mientras que la induccién de p53 y p21 esta relacionada a la DDR, la expresion
aumentada de p16 y el subsecuente aumento del estado hipofosforilado de pRb esta relacionada
con cambios, a nivel epigenético, en la regulacion de BMII, una proteina que reprime la
expresion de p16 (20).

SA-p Galactosidasa

La actividad enzimatica de la B-Gal se encuentra en una gran variedad de células
normales bajo condiciones fisioldgicas. A nivel de las células senescentes esta actividad es
amplificada debido al aumento del contenido lisosomal, puede medirse a pH 6, y recibe el
nombre de actividad [ galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-Gal). SA-B-Gal es el
marcador de senescencia celular mas fiel y por tanto el mas utilizado, ya que se lo detecta
positivo en todas las células senescentes tanto in vitro como in vivo (15).

Alteraciones morfologicas

In vitro, se constatd que las células senescentes sufren diversas alteraciones
morfologicas. Estas células se vuelven aplanadas, alargadas, de mayor tamafio, de forma
irregular y presentan mayor nimero de vacuolas; también se puede observar un nucleo
aumentado en tamaio y/o multiples nucleos por célula. Los cambios morfoldgicos dependen del
estado de la proteina Caveolinal y las Rho GTPasas Racl y CDC42. El aumento en la cantidad
de vacuolas se relaciona al estrés del reticulo endoplasmatico causado por la respuesta a
proteinas desplegadas (15).

Fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP)

El SASP se caracteriza por la secrecion de quimioquinas, citoquinas, proteasas de
matriz extracelular, factores de crecimiento y otras moléculas por parte de las células
senescentes. Su composicion especifica varia segun el tipo de célula y el estimulo inductor de la
senescencia (15). Por un lado, se cree que el SASP podria haber evolucionado inicialmente
como una forma de reclutar al sistema inmunolodgico para eliminar las células senescentes pero,
por otro lado, el SASP puede tener propiedades inmunosupresoras (15) (Anexo 2, Figura 1).

Este fenotipo estd regulado en multiples niveles como son la transcripcion, traduccion,
estabilizacion del ARNm, secrecion y presenta bucles de retroalimentacion positiva autocrina y
paracrina (15). Varias vias de sefializacion regulan el SASP, entre ellas se destacan la via de la
DDR, p38 proteina quinasa activada por mitogeno (MAPK), mTOR (del inglés mechanistic
target of rapamycin) y GMP-AMP sintasa/estimulador de genes interferén (cGAS/STING).



Estas cascadas tienen como final comun la activacion de los siguientes factores de transcripcion:
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-xB) y
CCAAT/proteina de union a potenciador-p (C/EBP) (15).

La via de mTOR regula al SASP mediante dos mecanismos post transcripcionales. Por
un lado, promueve la traduccion de la interleuquina 1A (IL-1A) que activa a NF-kB y C/EBP,
los cuales controlan directamente la transcripcion de reguladores clave del SASP como son las
interleuquinas 8 y 6 (IL-8 e IL-6). Estas tltimas a su vez participan en un ciclo de
retroalimentacion positiva activando NF-xB y C/EBPP, amplificando asi la sefializacion del
SASP. Por otro lado, la via mTOR inhibe indirectamente a la proteina de union al ARN
ZFP36L1 previniendo la degradacion del ARNm de los componentes pro-inflamatorios del
SASP (12,15).

El ADN citosolico es censado por la sintasa de AMP-GMPc (cGAS) que mediante la
produccioén del segundo mensajero GMP-AMP ciclico (¢cGAMP) activa al receptor estimulador
de genes del interferon (STING). STING activa a NF-kB, y promueve su translocacion al nicleo
la cual induce la transcripcion de genes que activan respuestas inflamatorias. La via
cGAS/STING es clave para regular la induccion del SASP (21). Por otro lado, p38 es un
miembro de la familia MAPK que se activa mediante fosforilacion de tirosina y treonina en
respuesta a una variedad de estimulos que danan el ADN, esta activacion induce al SASP a
través de NF-kB (21,22).

Todas estas vias convergen en la activacion de NF-kB y C/EBPp, ambos factores de
transcripcion se han visto implicados en la regulacion del estrés celular y las sefiales
inflamatorias. NF-kB es un importante regulador tanto de la inmunidad adaptativa como de la
innata. Por su parte, C/EBPB es un potente co-regulador de la respuesta inflamatoria y del ciclo
celular, ya que puede regular la proliferacion a través del complejo pRb/E2F (23).

Los dimeros de NF-kB se encuentran secuestrados en el citoplasma por una familia de
inhibidores llamada IxB que los mantienen en un estado de inactivacion. La activacion de
NF-kB depende de la quinasa de IkB (IKK), la cual estd compuesta por subunidades IKKa,
IKKB y IKKy o NEMO (modulador esencial de NF-kB). La fosforilacion de los residuos de
serina IkB por la IKK resulta en la degradacion de IxB por el proteosoma, lo que lleva a la
liberacion de los dimeros de NF-kB que entonces migran del citoplasma al nucleo, donde
activan la transcripcion de genes blanco especificos (24) (Anexo 2, Figura 2).

El SASP refuerza la detenciéon del crecimiento induciendo senescencia mediante un
ciclo de retroalimentacion positiva autocrina, este bucle contribuye a la funcidon supresora de

tumores de la senescencia. Asi mismo, el SASP también puede inducir senescencia de forma
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paracrina en células vecinas proliferantes no malignas. Otras funciones fisiologicas o
patologicas que se le asignan al SASP son: aceleracion del cierre de heridas, resolucion de la
fibrosis, reclutamiento o evasion del sistema inmune, promociéon del desarrollo tumoral y
plasticidad tumoral, entre otros (15). Estos roles, que aparecen en muchos casos como
contrapuestos, dependen del contexto celular (15).

Si bien el SASP cumple un rol fundamental en la actividad de las células senescentes,
tiene utilidad limitada como biomarcador especifico de senescencia, ya que es muy inespecifico
y heterogéneo (12,15). Sin embargo, la cuantificacion de sus componentes podria utilizarse para
detectar distintos programas de senescencia, por ejemplo, las células senescentes que estan
asociadas a la reparacion tisular expresan varias metaloproteasas y factores de crecimiento como
el PDGF-A y VEGF, mientras que las células senescentes asociadas al envejecimiento o
inducidas por terapia expresan mayoritariamente factores pro-inflamatorios (12).

Se ha visto que el SASP también esta fuertemente relacionado con el envejecimiento y
las enfermedades relacionadas con la edad, como las enfermedades neurodegenerativas. A su
vez, podria explicar en parte la inflamacion local cronica de bajo nivel de los tejidos envejecidos
(15).

Alteraciones metabdlicas

El metabolismo celular se puede dividir en dos categorias: el catabolismo, encargado de
la degradacion oxidativa de macromoléculas para producir ATP y poder reductor; y el
anabolismo, dedicado a la sintesis de macromoléculas para producir componentes celulares en
vias que consumen energia y equivalentes de reduccion (25). A pesar de la detencion
permanente del ciclo celular de las células senescentes, estas se mantienen metabolicamente
activas (25). En reportes pasados, se han encontrado cambios en el metabolismo energético de
células senescentes que difieren segun el estimulo inductor y el tipo celular.

Resistencia a la apoptosis

En respuesta a un estimulo de estrés celular se ponen en marcha mecanismos a nivel
celular para prevenir la proliferacion y eliminar las células dafiadas, conocidos como
senescencia y apoptosis, respectivamente. Otra posibilidad de respuesta ante el estrés es la
detencion del ciclo celular con el fin de reparar los dafios al ADN (26). En la actualidad no se
tiene conocimiento sobre qué factores determinan que una célula escoja un camino por sobre el
otro (15). Cuando las células se vuelven senescentes se activan varios factores de supervivencia
y adquieren resistencia a la apoptosis. En las células senescentes hay un aumento de proteinas
de la familia BCL-2, lo que las hace resistentes a los estimulos pro-apoptoticos. A diferencia de

lo que ocurre en la mayoria de las células, al exponer las células senescentes a estimulos
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apoptoticos, la expresion de la proteina anti-apoptotica BCL-2 aumenta y las células sobreviven.
Se ha planteado que la activacion del factor de transcripcion CREB (del inglés, cAMP response
element-binding), en las células senescentes, aumenta la transcripcion de BCL-2 protegiendo a
estas células de la muerte (12) (Figura 1).

Tipos de senescencia celular

Senescencia replicativa

Los teldmeros son secuencias de ADN localizadas en los extremos de los cromosomas,
lo que los hace pasibles de ser reconocidas por proteinas involucradas en la DDR como un dafio.
Sin embargo, existen dos factores (TRF2 y POT1) que en condiciones normales inhiben la unién
de ATM y ATR al telomero. En ausencia de un mecanismo especializado que repare la pérdida
de bases de los extremos de los telomeros en cada ciclo de replicacion del ADN, se produce un
acortamiento progresivo de los telomeros. Esto determina la pérdida de los factores que impiden
la union del ATR y ATM, permitiendo que la DDR reconozca el ADN expuesto como un DSB,
lo que lleva a la inhibicion de la proliferacion (19).

Senescencia por daiio al ADN

La exposicion a diferentes tipos de estrés agudo subletal, como el estrés oxidativo
producido por la exposicion a peroxido de hidrogeno (H,0O,) u otras especies reactivas del
oxigeno (ROS), puede inducir el fenotipo senescente en células humanas y murinas (27). El
dafio al ADN conduce a la activacion de la DDR e induccion de la senescencia celular. La
senescencia inducida por oxidantes también involucra la activacion de la via p38 MAPK. Estas
vias finalmente activan a pS3 y aumentan la expresion de p21 (20,28).

Por otro lado, la exposicién a la radiacion desencadena la formacion del anion
superdxido (O,*") anion hidroxido (OH-) y radicales hidroxilo (*OH), estas ROS pueden danar
la integridad estructural del ADN al oxidar las bases nitrogenadas y a la desoxirribosa,
generando bases modificadas, entrecruzamientos y rotura de las hebras de ADN (20). Estas
especies oxidantes también se forman en la cadena de transporte electronico mitocondrial y por
varias enzimas celulares como las NADH oxidasas (28).

Como consecuencia del estrés persistente al que se encuentran sometidas las células del
sistema nervioso central, tanto las células postmitoticas como las neuronas y las células
proliferativas como los astrocitos y microglia, pueden entrar en un estado de senescencia celular.
De hecho, la aparicion de células senescentes se ha visto relacionada con las enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, que aparecen durante el envejecimiento

(29).
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Senescencia inducida por oncogenes (OIS)

La senescencia inducida por oncogenes (OIS) actila como un mecanismo de supresion
tumoral al impedir la proliferacion de células que expresan niveles elevados de un oncogén. Es
importante destacar que este tipo de senescencia, al igual que la senescencia inducida por
agentes que dafian el ADN o por alteraciones de la cromatina, suceden independientemente del

largo de los telémeros (19).

ROL DE LA SENESCENCIA EN EI ALZHEIMER

Una de las formas de demencia con mayor prevalencia es la enfermedad de Alzheimer.
Esta se define como una enfermedad neurodegenerativa desencadenada por la presencia de
placas neuriticas y ovillos neurofibrilares, producto de la acumulacion del péptido beta amiloide
(AP) y la proteina Tau hiperfosforilada, respectivamente (2). Estas lesiones se encuentran en
distintas zonas del cerebro, como son el 16bulo temporal medio y estructuras neocorticales (2).
La acumulacion de células cerebrales senescentes es una caracteristica de las lesiones
neuropatologicas en el cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer (2).

La declinacion cognitiva en la enfermedad de Alzheimer se puede explicar por dos tipos
de lesiones a nivel celular: lesiones producto de la acumulacion de placas de amiloide, ovillos
neurofibrilares, atrofia de neurita, hilos de neuropilo, etc; y lesiones por la atrofia causada por la
pérdida neuronal y de conexiones sindpticas (2). Las placas de amiloide estdin compuestas por el
péptido AP, su sobreproduccion o disminucion induce la formacion de oligobmeros que en
ultima instancia dan lugar a estas placas (30). Tanto el péptido AP soluble como las placas
amiloide son neurotoxicos, por lo que se ha visto que su acumulacioén a nivel de diferentes
estructuras del sistema nervioso central puede inducir la senescencia en astrocitos y microglia,
afectar la integridad de los axones y dendritas y llevar a la pérdida de conexiones sinapticas (2).

Los ovillos neurofibrilares (NFT) intracelulares estan formados por filamentos
helicoidales pareados (PHF) y filamentos rectos (SF) que provienen de la agregacion y
polimerizacién de la proteina Tau hiperfosforilada (31). Los NFT pueden acumularse a nivel del
cuerpo neuronal, de los axones y de las dendritas, causando la pérdida de estabilidad en el
citoesqueleto como consecuencia de que la proteina Tau hiperfosforilada no se une a la tubulina,
ni promueve el ensamblaje de los microtibulos (31). La formacion de los NFT puede
desencadenar a nivel celular cambios metabdlicos, alteraciones genéticas e inducir dafio
irreversible en el ADN. En consecuencia, la formacion de los NFT puede inducir senescencia

celular y de esta forma evitar la muerte celular (29).
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Induccién de la senescencia en células de la microglia

Dentro del SNC, el sistema inmune tiene como efectores a las microglias. Estas se
encuentran involucradas en una amplia variedad de funciones dentro de las que se destacan la
regulacion de la inflamacion, conectividad sinaptica, muerte celular programada, formacion de
circuitos, fagocitosis de debris celular, poda sinaptica y pulido de los circuitos neuronales
postnatales. Las microglias son sensores eficientes de cambios en el microambiente del SNC, y
su rol neuroprotector se cree que disminuye con el envejecimiento (32).

A diferencia de otros macrofagos, las células microgliales no se encuentran
constantemente renovandose a partir de precursores mieloides, sino que aumentan en cantidad
mediante division celular. No es sorprendente que las microglias sean vulnerables a disturbios
fisiologicos, como el envejecimiento, ya que el tamafio de su poblacion estd preestablecida
temprano en el desarrollo neural (33).

En cerebros humanos se encontraron células microgliales que presentaban cambios
morfologicos, conocidas como fenotipo distrofico microglial, asociadas al envejecimiento (32).
En enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer, se ha visto que este fenotipo de la
microglia esta relacionado con alteraciones en la fisiologia neuronal. Esto puede indicar que
existe una asociacion entre la senescencia de la microglia y la neurodegeneracion (1).

La proliferacion y promocion del estado activo de la microglia se puede explicar por la
acumulacion de proteinas mal plegadas que ocurre durante la neurodegeneracion o el
envejecimiento. La activacion de la microglia, también conocido como priming, desencadena la
fagocitosis, el aumento en la liberacidén de citoquinas, TNF y 6xido nitrico. Se ha encontrado
que en muestras de tejido cerebral envejecido o con enfermedad de Alzheimer ocurre el priming
de la microglia y un aumento en la respuesta pro-inflamatoria (34). Tanto en estudios realizados
sobre ratas como en pacientes con enfermedad de Alzheimer, se encontraron células
microgliales senescentes capaces de producir citoquinas pro-inflamatorias y otros componentes
del SASP (11,32).

Un estudio reciente reportd que la microglia de ratas in vitro, luego de tratamiento con
oligdbmeros de AP, adquirian el fenotipo senescente con detencion del ciclo celular caracterizado
por niveles elevados de SA-B-Gal, y secrecion de IL-1p, TNF-a. y MMP-2 (32). En un modelo
de neurodegeneracion basado en la senescencia mediada por Tau, la destrucciéon de células
microgliales senescentes redujo significativamente la patologia, sugiriendo que las senoterapias

podrian ser beneficiosas en las enfermedades neurodegenerativas (32).
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Induccidn de la senescencia en los astrocitos

Los astrocitos componen el 20% de la glia y son responsables de multiples funciones
esenciales para el SNC como la provision de nutrientes a la neurona, la regulacion de la
plasticidad sinaptica, liberacion de transmisores dependientes de calcio (Ca*"), soporte de la
barrera hematoencefalica y mantenimiento del balance i6nico extracelular (35).

Se ha visto que luego de exponer astrocitos murinos a varios ciclos de replicacion,
estrés oxidativo, inhibidores del proteasoma o altos niveles de glucosa, los astrocitos muestran
varios cambios propios de la senescencia celular. A su vez, los niveles elevados de oxidantes
activan la via de NF-kB y promueven la produccion y secrecion de factores pro-inflamatorios
(1,39).

Por otra parte, se ha visto que en los astrocitos humanos varios factores y estimulos
pueden inducir la senescencia celular tanto in vitro como in vivo. Los oligdmeros de AP pueden
inducir senescencia celular y promover el SASP, ademas se ha demostrado que la deplecion de
glutation en astrocitos humanos activa vias que regulan el SASP (NF-xB y p38 MAPK) y
desencadenan la secrecion de IL-6, lo que estaria de acuerdo con el rol potencial del astrocito
senescente en la enfermedad de Alzheimer (1,35) (Anexo 2, Figura 3). Un estudio realizado por
Bhat et al. mostro la asociacion entre los astrocitos senescentes y la enfermedad de Alzheimer,
utilizando astrocitos humanos in vitro tratados con medio de células CHO productoras de AB o
de oligomeros de AP (36,37). Se encontrd un aumento de componentes del SASP y astrocitos
positivos para pl6 en muestras de tejido de corteza frontal, relacionados al envejecimiento.
Concomitantemente, en pacientes con enfermedad de Alzheimer se detecté un aumento de estas
células en comparacion con pacientes sanos de la misma edad. Este estudio demostré que los
astrocitos senescentes podrian contribuir a esta enfermedad a través del efecto que generan en su
microambiente (36,37).

Por ultimo, en el estudio realizado por Kawano et al., al cultivar astrocitos senescentes
junto con neuronas se vio menor sobrevida neuronal que en los co-cultivos con astrocitos no
senescentes, sugiriendo que el astrocito senescente puede causar muerte neuronal (38). Ademas,
las neuronas co-cultivadas con astrocitos senescentes presentaron una disminucion de la
liberacion de glutamato en la sinapsis y una reduccion global en el pool de vesiculas sinapticas
disponibles, debido en parte a un retraso en la maduracion sindptica (36) (Anexo 2, Figura 3).
Por lo tanto, estos estudios demostraron que los astrocitos senescentes podrian contribuir a esta

enfermedad a través del efecto que generan en su microambiente y sobre células vecinas.
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Induccidn de la senescencia en las neuronas

Las neuronas son células postmitdticas, una caracteristica que no permite pensar que
puedan adquirir el fenotipo senescente, dada la asociacion de la detencion del ciclo celular con
la senescencia. A pesar de esto, existe evidencia que sugiere que incluso las neuronas post
mitoticas maduras pueden desarrollar un fenotipo similar al senescente (1). Se constatd este
fenotipo senescente en células de Purkinje y neuronas corticales sometidas a dafio al ADN,
asociado a la activacion de la DDR (39). A su vez se observo un incremento en la actividad de
la SA-B-Gal y en los niveles intracelulares de calcio, lo que sugiere que neuronas envejecidas
acumulan dafio al ADN que lleva a la senescencia (39).

Analizando la expresion genética en tejido de cerebros humanos post mortem con
enfermedad de Alzheimer, se encontrdé que las neuronas con NFT tienen un perfil consistente
con el de senescencia celular (32). Las neuronas que contienen NFT tienen un aumento en la
expresion de CDKN1A y CDKN2A lo que induce un estado similar a la senescencia celular
para evitar la apoptosis y la muerte, y concomitantemente desencadena al SASP. Por lo tanto, la
agregacion de Tau y sus efectos citotoxicos parecen inducir la senescencia celular y la
inflamacion (29).

Las neuronas de ratones envejecidos acumulan mayores cantidades de DSB, actividad
SA-B-Gal, activaciéon p38 MAPK y produccion de IL-6 y ROS. (1) Algunas neuronas parecen
ser propensas a acumular lipofuscina con la edad; estas neuronas exhibieron arborizaciones
dendriticas pobres y disminucién de produccion de neurotransmisores, indicativo del

compromiso funcional en estas neuronas (1).

LA SENESCENCIA CELULAR COMO BLANCO TERAPEUTICO

En los ultimos 10 afios se han realizado diversos estudios en ratones modificados
genéticamente que han tenido como objetivo principal la eliminacion de células senescentes y
tuvieron como consecuencia que actualmente se considere a este tipo celular como un blanco
terapéutico (14,21). La senoterapia comprende todos aquellos mecanismos terapéuticos
dirigidos hacia estas células, con el objetivo de eliminarlas o inhibir su fenotipo secretor (40).
Es importante destacar que estas terapias deben ser especificas para eliminar las células
senescentes o inhibir la secrecion de factores por parte de éstas, de tal forma de no comprometer
el funcionamiento fisiolégico de otras células del organismo. Esto representa un gran desafio al
que se enfrenta el desarrollo de las senoterapias para tratar las diferentes patologias relacionadas
al envejecimiento, entre las que se destacan las enfermedades neurodegenerativas, fibrosis

pulmonar, enfermedades cardiovasculares, cancer y patologias (40).
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Existen dos modelos principales de ratones que permitieron estudiar la funcion de las
células senescentes, asi como también la biisqueda de fArmacos o compuestos que actien sobre
las mismas. El modelo de raton transgénico INK-ATTACK y el modelo de raton transgénico
p16-3MR?, ambos permiten la eliminacion selectiva de células senescentes con alta expresion de
pl6-INK4a (41-45). Los ratones también expresan las proteinas luciferasa y proteina
fluorescente roja bajo el control del promotor de pl16-INK4a. Esto permite la deteccion de las
células senescentes in vivo e in vitro y la evaluacion de terapias capaces de eliminarlas.
Mediante el tratamiento sistémico en ambos modelos transgénicos, se logro demostrar que la
ablacion de células senescentes protege al raton de los signos y enfermedades relacionadas con
el envejecimiento, e incluso aumenta la vida media de los animales. Mas especificamente, se
atenuaron los aumentos de citoquinas inflamatorias y proteasas caracteristicas de la edad
avanzada (42). Ademas de los modelos de ratones, para los estudios sobre células senescentes se
han empleado con frecuencia modelos celulares humanos, incluyendo fibroblastos de pulmén o
piel, preadipocitos, y células endoteliales de cordon umbilical (o HUVECs de su sigla en inglés)
(46).

La supresion de los efectos nocivos de las células senescentes puede lograrse mediante
tres tipos de abordajes diferentes. En primer lugar, se ha buscado evitar la aparicion de las
mismas, aunque se ha observado cierta relacion entre estos mecanismos y la incidencia de
cancer, motivo por el cual este tipo de acciones estan en desuso. El segundo tipo de abordaje es
la eliminacion de las células senescentes, mientras que el tercero implica disminuir la naturaleza
pro-inflamatoria del SASP (46). En suma, actualmente existen dos tipos de farmacos utilizados
en la senoterapia: los senoliticos y los senomorficos. Los primeros son aquellos encargados de
eliminar selectivamente las células senescentes, mientras que los segundos son los destinados a
modificar o inhibir la secrecion de los factores por dichas células (40).

Earmacos senoliticos

Las células senescentes cumplen un ciclo vital como todas las células del organismo,
pero dependen de vias anti-apoptéticas para asegurar su supervivencia. Esto condujo a la
busqueda de farmacos que ataquen estas vias, con el fin de eliminar las células senescentes, y
llevo asi al descubrimiento de los primeros senoliticos (21) (Anexo 3, Tabla 1). En el disefio de
senoliticos también se tuvo en cuenta las similitudes de este fenotipo celular a las células
cancerigenas, ya que estas c¢lulas presentan mecanismos para evitar la muerte celular
programada (47). Otra estrategia para desarrollar senoliticos se basdé en explorar las
peculiaridades de las células senescentes, como lo son la actividad de SA-B-Gal (21). A partir de

estos estudios, se logrd la identificacion de los primeros agentes senoliticos: Dasatinib,
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Quercetina y Navitoclax (47). Ademas se observé que no basta con atacar una sola de estas vias,
sino que es necesario atacar varias a la vez para eliminar las células senescentes de los distintos
tejidos del organismo (47).

Como mencionamos las vias anti-apoptodticas de las células senescentes (SCAP) son
imprescindibles para la viabilidad de este tipo celular. Una de las vias de mayor importancia que
integra el SCAP es la via PI3K/AKT, la cual es vital en la supervivencia de las células
senescentes. La misma se inicia con la activacion de la enzima fosfatidilinositol 3 quinasa
(PI3K), la cual estimula a la proteina AKT que actia como un factor pro-supervivencia,
inhibiendo sefiales pro-apoptoticas y a la misma vez estimulando sefiales anti-apoptoticas. Entre
las funciones a destacar de esta via, se encuentra la inhibicidon de proteinas pro-apoptdticas, tales
como BAX, BIM y BAD, la activacion de NF-xB, que estimula la transcripcion de genes de
proteinas anti-apoptoticas, sobre todo de BCL-2 y BCL-XL, y la induccion de la via de
sefializacion mTOR, con la consiguiente fosforilacion y activacion de la proteina anti-apoptotica
MCL-1. La via final comun es la inhibicién de la apoptosis (48). La via anti-apoptotica de
BCL-2/BCL-XL se destaca por su rol en la regulacion de la muerte celular por distintos
mecanismos, entre los cuales se encuentra la apoptosis y la autofagia. Incluye a las proteinas
anti-apoptdticas BCL-W, BCL-XL, MCL-1 y Al, y estudios recientes han demostrado que la
inhibicion de estas proteinas induce apoptosis y reduce el nimero de células senescentes in vivo,
motivo por el cual esta via es fuertemente investigada como diana de intervencion
farmacologica en patologias relacionadas con la edad y cancer (49). Por otra parte, la via p53/
p21/ serpina es reguladora fundamental en la senescencia celular, y se ha visto que la pérdida de

funcion de esta via atentia el estado pro-inflamatorio inducido por el SASP (13).
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Quercetina es un flavonoide que puede actuar por dos rutas para eliminar las células
senescentes, ya sea inhibiendo a miembros de la familia BCL-2 asi como también otros
componentes de las vias SCAP (51). La via final comun de Quercetina es entonces la promocion
de la apoptosis (Figuras 2 y 3). Es importante mencionar que Quercetina tiene un amplio
espectro de actividades farmacologicas, entre las que se destacan acciones anti-inflamatorias,
anti-tumorales, anti-oxidantes ¢ inmunomoduladoras (51).

En lo que respecta a Navitoclax, éste es un inhibidor de BCL-2/BCL-XL (Figura 2).
Esta familia de proteinas anti-apoptoticas cumplen su funcién a través de su dominio BH3
(dominio de homologia de Bcl-2). Mediante ARN de interferencia especificos para estas
proteinas se logrd restaurar la apoptosis en células senescentes en cultivos. Esto condujo al
disefio de farmacos agonistas de BH3, capaces de inducir la muerte en células HUVEC
senescentes y en fibroblastos embrionarios de raton (41). El ABT-737, un analogo de
Navitoclax, logré reducir el numero de células senescentes en los tejidos de higado, pulmones,
rifiones y tejido adiposo de dos modelos de ratones con envejecimiento acelerado (52).

Actualmente, se han descubierto nuevos farmacos senoterapéuticos como la Fisetina y
otros inhibidores de BCL-XL (A1331852 y A1155463) (Figura 2), aunque estos ultimos
unicamente se han probado en experimentos in vitro (53). Fisetina es un flavonoide capaz de
bloquear la via PI3K/ AKT/ mTOR (Figura 2), asi como también de regular la sintesis de
Glutation, un antioxidante endogeno (54). Ademas, se vio in vifro que tiene la capacidad de
inhibir la actividad de varias citoquinas pro-inflamatorias, como por ejemplo TNF-q, IL-6 y el
factor de transcripcion NF-kB (54). La Fisetina indujo la apoptosis en las células HUVECs
senescentes, no asi en los no senescentes ni en los otros modelos celulares, por tanto tiene la
capacidad de actuar como senolitico in vitro en algunas células senescentes (53).

También se destacan los inhibidores de BCL-XL, A1331852 y A1155463 (Figura 2)
como opciones senoterapéuticas ya que demostraron reducir la viabilidad y supervivencia de las
cé¢lulas HUVECs y fibroblastos humanos senescentes inducidas por radiacién. Sin embargo, no
se vieron los mismos resultados en preadipocitos humanos senescentes (55). Aunque los
inhibidores de BCL-2 pueden producir efectos secundarios graves tales como plaquetopenia y
neutropenia, empleando A1331852 y A1155463 se evidencidé la ausencia de neutropenia
habilitando la posibilidad para una eventual aplicacion en estudios clinicos en humanos (55).

Si bien se pueden emplear los agentes senoliticos de forma aislada, se comprobd que
estos pueden actuar de forma sinérgica, principalmente Dasatinib + Quercetina, ampliando el
espectro de accion de cada uno contra las células senescentes sin afectar las células control

(47,56). La combinacion de senoliticos con otros agentes (como por ejemplo estradiol) que
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actian sobre mecanismos patologicos vinculados al envejecimiento, puede ser mas efectiva que
los agentes individuales, disminuyendo los efectos secundarios (40,48).

En este sentido, se aislo tejido adiposo de pacientes con patologias cronicas, a los cuales
se le administr6 la combinacion Dasatinib + Quercetina, observandose en el tejido una
disminucion del 70% de la poblacion de células senescentes (47).

En relacion al rol de la senescencia celular en la regeneracion de los tejidos, algunos
estudios mostraron que la eliminacion de células senescentes provocd defectos en la curacion de
heridas, lo que sugiere que remover estas células puede dar lugar a efectos indeseados (21).

Farmacos moduladores del SASP

Los senomorficos surgen como una alternativa a los senoliticos, ya que muchos de los
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(b) la regulacion de la transcripcion del Figura 3: Fédrmacos senomdrficos y sus sitios de accion
SASP; y (c) la modificacién de la actividad mitocondrial, que resulta en la modulacioén del
SASP (Figura 3) (21).

La via ¢cGAS-STING es considerada un regulador clave de la induccién del SASP.
STING activa a TBK1, en consecuencia se activa IRF3 y NF-kB lo cual genera la estimulacion
de IFN-gamma y respuestas pro-inflamatorias (21). La inhibicién de la sefializacion de ésta via
resulto en la supresion del SASP y en la reduccion de la inflamacion del tejido in vivo (21,57).

Dado el rol que cumple la via JAK/STAT en la inflamacion, se estudiaron los efectos de
la inhibicion de ésta via sobre el SASP en modelos de preadipocitos humanos senescentes y en
modelos de ratones (41,46). Estos estudios arrojaron que la via JAK se activd mas en el tejido
graso de ratones viejos que en los animales jovenes y en particular en las células senescentes
presentes en el tejido. El uso de inhibidores de la via JAK, como Ruxolitinib, Tofacitinib,

Baricitinib o Momelotinib, demostré suprimir el SASP a la vez que disminuy6 la expresion y
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los niveles de varios componentes del mismo como IL-1, IL-6, IL- 8 e INF-y (46,58) (Anexo 2,
Figura 4).

La proteina mTOR se vincula con el desarrollo del fenotipo senescente, por tanto es
posible que las intervenciones dirigidas a suprimir la actividad de mTOR-1, como la restriccion
caldrica o el tratamiento con el inhibidor Torin 1, logren disminuir especificamente el fenotipo
senescente sin eliminar la célula. La inhibicion de mTOR, también puede interferir en las vias
de sefializacion con la consiguiente supresion del SASP. Especificamente, se evalu6 el efecto del
inhibidor Torin 1 sobre los hepatocitos senescentes en distintos modelos de ratones, y se vio que
éstas células disminuyeron significativamente en ratones de tipo salvaje (59). Ademas se ha
visto que la Rapamicina, otro inhibidor de mTOR puede reducir los efectos pro-tumorales de las
células senescentes in vivo (21). También se han evaluados algunos analogos de la Rapamicina,
que demostraron tener resultados positivos frente a la inmunosenescencia en adultos mayores y
en la esperanza de vida (60).

NF-kB es conocido como un factor de transcripcion esencial para la adquisicion del
SASP, debido a que regula la expresion de multiples citoquinas y factores secretados por las
células senescentes. En células IMR-90 senescentes inducidas por H-Ras y también por el
genotoxico Etopdsido, se mostré un aumento en la translocacion y acumulacion excesiva de la
subunidad p65 de NF-kB en la cromatina, y se evidencio un vinculo entre genes pro-senescencia
y del SASP (61). La supresion de este mediador inflamatorio reduce el SASP, favorece la
reactivacion del ciclo celular, colabora en la inactivacion de p53 y por consiguiente evita la
senescencia celular (61).

También se han utilizado inhibidores de componentes del fenotipo secretor. Por
ejemplo, muy recientemente en un modelo de ratén transgénico, se vio que la eliminacion del
factor de transcripcion A mitocondrial (TFAM) en los linfocitos T llevo a la secrecion de
TNF-a. Este factor indujo la senescencia en células de varios tejidos. Mediante la inyeccion de
un inhibidor de TNF-o (Etanercept) se logré reducir la senescencia, evidenciado por la
disminucion de IL-1, IL-6 e IFN gamma, y signos clinicos del envejecimiento en los tejidos, asi
como también prolongar la longevidad de los ratones (41).

Algunas drogas empleadas para el tratamiento de otras patologias han mostrado tener
efectos senoterapicos, principalmente vinculados a la modulacion del SASP. Por ejemplo, la
metformina y los glucocorticoides son capaces de disminuir tanto la produccion como la
secrecion de algunos factores del SASP. A su vez, la metformina inhibe la expresion de genes
que codifican para varias citoquinas pro-inflamatorias, bloqueando la activacion del factor de

transcripcion NF-kB (62,63).
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Por tultimo, algunos estudios indican que la mitocondria cumple un rol en la secrecion
de factores por las células senescentes y la inhibicion de algunas vias metabolicas o procesos
mitocondriales reduce el SASP (Anexo 3, Tabla 1) (64,65).

Se cree que la senoterapia ird desarrollandose a pasos acelerados en los proximos afios
por la elevada implicancia terapéutica que posee sobre diversas patologias (53). Estudios futuros
tendran que investigar las repercusiones de inducir la muerte de células senescentes en la

integridad de los tejidos, particularmente en aquellos con una capacidad regenerativa mas baja.

LA SENOTERAPIA APLICADA A ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Diversos estudios se han enfocado en obtener técnicas y herramientas eficaces en la
identificacidon y posterior eliminacion de células senescentes como blanco terapéutico para el
tratamiento de varias patologias, incluyendo las enfermedades neurodegenerativas (66). Es por
eso que se busca identificar compuestos que logren modular las vias implicadas en el desarrollo
y progresion de las mismas (67). Si bien se han ido desarrollando nuevas estrategias, existen
limitaciones, ya que entran en juego algunos obstaculos tales como la farmacocinética, las
interacciones farmaco-farmaco y la dificultad mayor de atravesar la barrera hematoencefélica
(68).

Multiples estudios han confirmado el gran potencial beneficioso de los flavonoides en la
prevencion de las enfermedades neurodegenerativas, especificamente de Fisetina, conocido
como un compuesto neuroprotector con actividad neurotrdfica, capaz de prevenir la muerte
celular (69). Algunos ejemplos de patologias neurodegenerativas en las cuales se ha testeado la
accion de este compuesto son la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la
Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) (67). Una caracteristica patologica comun de las
enfermedades neurodegenerativas es la acumulacion de agregados de la proteina Tau, y la
sobreexpresion de esta proteina se vincula con declinacion cognitiva y pérdida de células
nerviosas (47). Ensayos pre-clinicos demuestran de manera concluyente que la eliminacion de
células con alto contenido de Tau utilizando farmacos senoliticos reduce la neurodegeneracion,
la atrofia cerebral, el agrandamiento ventricular y el deterioro cognitivo, pudiendo aliviar la
disfuncion asociada a la edad (32). Esto se logra mediante la activacion de la apoptosis
utilizando como blanco de accion las vias anti-apoptdticas (53).

Por un lado, a nivel molecular la enfermedad de Parkinson se caracteriza por la
degeneracion y muerte prematura de las neuronas dopaminérgicas que se encuentran a nivel de
la pars compacta de la sustancia nigra. Con el fin de buscar opciones terapéuticas para esta

patologia se han utilizado modelos animales, siendo uno de los modelos mas usados los ratones
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expuestos a MTPT, compuesto que destruye las células dopaminérgicas de la sustancia nigra.
Fisetina se tested en estos modelos, donde llevd al aumento de los niveles de dopamina en el
cuerpo estriado de los cerebros de los ratones, a la vez que fue capaz de prevenir los efectos
toxicos del MTPT, ademas de mejorar la funcién motora de estos animales (67). Mientras tanto,
a nivel intracelular, Fisetina demostrd ser capaz de mejorar la funcién mitocondrial y los
marcadores de estrés oxidativo en las areas del cerebro que se encuentran afectadas por la
enfermedad de Parkinson (67).

Por otro lado, la ELA es una de las enfermedades neurodegenerativas mas agresivas,
cuya principal afectacion se ve a nivel de la musculatura voluntaria, ya que se caracteriza por la
pérdida de motoneuronas (67). Para estudiar los efectos de la Fisetina en animales con ELA, se
emplearon ratones transgénicos con pérdida de motoneuronas y denervacion axonal, entre otras
caracteristicas. La administracion del compuesto retrasé de manera significativa la aparicion del
déficit motor en estos modelos animales con un aumento importante del recuento de neuronas
motoras en la médula espinal, reduciendo asi la tasa de progresion de la enfermedad (67). Otra
caracteristica que se identificd en pacientes con ELA fue la expresion aumentada del gen c-Abl
en la médula espinal, cuya activacion coincide con la activacion de la caspasa 3, por lo que se
lo relaciona con un aumento de la apoptosis. Se administro Dasatinib en ratones transgénicos
con el fin de inhibir c-Abl, donde se vi6 inactivada la caspasa 3 e inhibida la citotoxicidad de las
células espinales, mejorando asi el estado de las uniones neuromusculares y la progresion de la
patologia (70).

A proposito de los estudios relacionados con Fisetina en enfermedades
neurodegenerativas per se, se estudio el efecto de este compuesto en la memoria y sobre los
cambios en la funcidon cerebral en el contexto del envejecimiento. Fisetina redujo los
marcadores cerebrales de estrés oxidativo, aumentd los niveles de algunas enzimas
antioxidantes y disminuy6 la incidencia de indicadores de patologias neurodegenerativas, en
relacion con los ratones control. Debido a que estas situaciones se vinculan al desarrollo de la
senescencia celular, se puede inferir que la Fisetina actua previniendo la aparicion de la misma

(67).

LA SENOTERAPIA APLICADA A LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

En la busqueda de nuevas perspectivas para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, entra el rol de la senescencia y su utilidad como blanco terapéutico. Es por esto que
en el estudio realizado por Musi et al. (2018), se buscd determinar la utilidad de dos de los

senoliticos mas conocidos, Dasatinib y Quercetina, para atacar células senescentes en patologias
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neurodegenerativas asociadas a Tau (71). Se utilizaron ratones que presentaban alteraciones por
sobreexpresion de una forma mutada de Tau humano que forma NFTs. En estos ratones se
encontrd evidencia de senescencia celular en el cerebro, por esto fueron tratados de forma
intermitente con Dasatinib + Quercetina. Los resultados del estudio arrojaron que en el tejido
cerebral post mortem de los ratones disminuyd la poblacion de neuronas corticales que
contenian NFTs y esto determind una reduccion de la atrofia cerebral. Por otro lado, se
evidencié una mejoria en el flujo sanguineo cerebral, que en conjunto con la reduccion de
neuronas con NFTs, otorgd neuroproteccion a través de modificaciones post-traduccionales o
eliminacion de NFTs insolubles (71).

En otro estudio en células precursoras de oligodendrocitos (OPCs) se observd que
exhibian un fenotipo senescente y pro-inflamatorio en el entorno de placas AP de cerebros de
pacientes con enfermedad de Alzheimer y en un modelo de ratones transgénicos que emulan la
enfermedad. Sin embargo, se vio que los astrocitos y microglias que rodeaban las placas no
presentaban un fenotipo senescente (72). A su vez, se vio que con el tratamiento senolitico con
Dasatinib + Quercetina se eliminaban las células OPCs senescentes que expresaban pl6 en las
placas AP en el modelo de raton, asi como también reducian el tamafio de las placas AP y la
neuroinflamacion, logrando disminuir los niveles de citoquinas pro-inflamatorias asociadas a las
placas. Este tratamiento no tuvo efecto significativo sobre los astrocitos ni microglias asociados
a la placa AP, lo cual sugiere que las células OPCs senescentes son las responsables de acelerar
el desarrollo de las placas AP en los cerebros con enfermedad de Alzheimer (72). A su vez, se
vio que la actividad SA-B-Gal asociada a las placas AP disminuy6 con el tratamiento senolitico
y que se mejoraban los déficits de memoria y aprendizaje en ratones con enfermedad de
Alzheimer. Estos resultados sugieren que la senescencia cobra un rol importante en el desarrollo
de las placas de AP y el deterioro cognitivo en los pacientes con esta enfermedad y que su
tratamiento con senoliticos puede ser beneficioso (72).

Se constatd que la Quercetina tiene efectos neuroprotectores que pueden interferir en la
progresion de la enfermedad de Alzheimer. Tiene la capacidad de suprimir los procesos de
neuroinflamacion al disminuir la expresion de citoquinas pro-inflamatorias en macrofagos, los
niveles de ROS e iNOS en la microglia, mientras estimula la regeneracion neuronal. Ademaés
inhibe la AChE y las secretasas, previniendo la degradacion de la acetilcolina y reduciendo la
produccion de AP, mejorando en la funcion cognitiva en esta patologia (73). A su vez, en
modelo de ratones con Alzheimer se observo que la Quercetina tiene la capacidad de inhibir la

formacion de NFTs y disminuir la fosforilacion de las proteinas Tau (Anexo 2, Figura 5) (72).
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Estos resultados indican que las acciones neuroprotectoras de la Quercitina pueden ser diversas
y tanto dependientes como independientes de sus roles como senolitico (73).

El TNF-a es una citoquina capaz de promover reacciones de fase aguda, aunque cuando
estd cronicamente elevado puede producir cambios degenerativos. Es capaz de aumentar los
niveles de IL-1, que a su vez aumenta precursores necesarios para la formacion de placas AP,
ovillos neurofibrilares y cuerpos de Lewy. Ademads, se ha descrito en estudios experimentales
como un gliotransmisor implicado en la modulaciéon de las sinapsis y de las funciones de
potenciacion, y memoria a largo plazo. Sin embargo, un estudio demostré que ratones knockout
para TNF-o mostraban un mayor rendimiento de memoria espacial, por lo que la sobreexpresion
del mismo se asocia al deterioro de la memoria (74). En la enfermedad de Alzheimer el TNF-a
ha demostrado ser mediador en la conectividad sinaptica pudiendo tener implicancias relevantes
en el mantenimiento y eficacia de las redes neuronales, ademas de controlar la intensidad de la
sinapsis y tener un efecto directo sobre la transmision glutamatérgica (75). En pacientes con esta
patologia se ha encontrado exceso de TNF-a tanto en el liquido cefalorraquideo como en el
plasma y éste mostré incrementar la neurotoxicidad y el dafio neuronal. Es por todo esto que el
exceso de TNF-o representa un blanco terapéutico para la intervencion en esta enfermedad (75).

Se vio que llevar al TNF-a a niveles normales podria ser un acercamiento logico para la
recuperacion cognitiva (74). Para demostrar esto se realizé un estudio con 15 pacientes con
probable enfermedad de Alzheimer que fueron tratados semanalmente con una inyeccion
periespinal de Etanercept, un inhibidor del TNF-a que fue utilizado en un modelo celular de
raton donde se vio que disminuye las células senescentes y en consecuencia la sintomatologia
asociada al envejecimiento (74). Los resultados demostraron que la administracion de
Etanercept podria proporcionar una mejoria sostenida en la funcion cognitiva de los pacientes
con Alzheimer debido a la captura del exceso de TNF-a por parte del mismo, que da como
resultado la reversion de la desregulacion sinaptica (74,75).

Actualmente existen ensayos clinicos que se encuentran en curso, con el objetivo de
valorar la respuesta a la administracion de Dasatinib y Quercetina en pacientes que padecen
enfermedad de Alzheimer. El estudio “Senolytic therapy to modulate progression of Alzheimer
's disease” tiene como proposito evaluar la capacidad de penetracion en el SNC de la
combinaciéon de ambos farmacos en adultos y ancianos con enfermedad de Alzheimer. El
objetivo es evaluar si esta intervencion puede ser beneficiosa para el tratamiento de la
sintomatologia de esta enfermedad. Actualmente el estudio esta reclutando individuos y tiene

como fecha de probable finalizacion en agosto del 2023 (76).
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Por otro lado, en el estudio “ALSENLITE: Senolytics for Alzheimer 's Disease ” el fin
es evaluar la seguridad y factibilidad del uso de senoliticos en pacientes con deterioro cognitivo
leve o enfermedad de Alzheimer. Para ello se realizd un ensayo abierto donde se administro
intermitentemente un régimen de drogas senoliticas como son Dasatinib y Quercetina a adultos
sintomaticos mayores a 55 afios con diagnostico clinico de enfermedad de Alzheimer y con
biomarcadores para el Alzheimer positivos para Tau. Actualmente el estudio esta reclutando

individuos y tiene como fecha de probable finalizacion en junio del 2023 (77).

CONCLUSIONES Y PROYECCIONES A FUTURO

La senescencia celular, caracteristica principal de las células envejecidas, ofrece una
buena diana terapéutica para tratar el envejecimiento y las patologias que acompafian este
proceso. La senoterapia abarca dos tipos de farmacos con diferentes mecanismos de accion
dentro de los que se encuentran los senoliticos, capaces de eliminar las células afectadas por la
senescencia, y los senomorficos, que modulan los efectos del SASP obteniendo resultados
similares en cuanto a la eficacia sobre la senescencia, pero con menos repercusiones negativas.
Dentro de los senoliticos se destacan el Dasatinib como inhibidor de los receptores
tirosin-quinasa, la Quercetina y Fisetina como inhibidores de la via PI3K. y Navitoclax como
la inhibidor de la via BCL-XL. El SASP puede modularse de diferentes maneras; por ejemplo,
Ruxotilinib, Tofarcitinib y Baricitinib inhiben la via JAK/STAT, disminuyendo la inflamacion
sistémica. También se puede inhibir componentes especificos del SASP, como es el caso de
Etanercept y Fisetina, que son capaces de eliminar TNF-a e interleuquinas.

Luego de hacer una busqueda exhaustiva en la bibliografia consultada pudimos
comprobar que existen ensayos que estudian el efecto que pueden tener los senoterapicos mas
conocidos, como Dasatinib y Quercetina, sobre la enfermedad de Alzheimer. Los resultados
obtenidos varian segin el blanco terapéutico y el firmaco empleado, a pesar de esto el efecto
que primd en todos los ensayos fue la disminucion de la neuroinflamacioén provocada por la
senescencia.

Como mencionamos con anterioridad, el desarrollo de los farmacos tanto senoliticos
como senomorficos continuard debido a los diversos beneficios que estdn demostrando tener
sobre el envejecimiento y sus patologias asociadas. Se espera que con el paso del tiempo surjan
nuevos farmacos, ya sea con los mecanismos de accion ya conocidos o dirigidos a otras vias.
Este campo de estudio ampliara sus horizontes en los afos venideros con efectos positivos sobre

la salud humana.
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Figura 1: Activacion y funciones del SASP.

Figura 2: Mecanismo de accion de NF-kB.

Figura 3: Impacto de la induccion de la senescencia de los astrocitos sobre el SNC

Figura 4: Mecanismo de accion de los inhibidores de JAK.

Figura 5: Accion de la quercetina en la enfermedad de Alzheimer.

ANEXO 3: Tabla farmacos senoterapicos

31



ANEXO 1: LISTA DE ABREVIATURAS

- AchE: acetilcolinesterasa

- ADN-PKs: proteinquinasa dependiente de ADN

- APP: precursor proteico amiloide

- ATM: ataxia.telangiectasia mutada

- ATP: adenosina trifosfato

- ATR: proteina relacionada a ATM y Rad3

- C/EBPp: CCAAT/proteina de union a potenciador beta
- Ca2+: Calcio

- CDK: quinasas dependientes de ciclinas

- cGAS/STING: sintasa de AMP-GMPc/receptor estimulador de genes del interferon
- DDR: respuesta al dafio del ADN

- DSB: cortes de ADN de doble cadena

- ELA: esclerosis lateral amniotrofica

- HUVECs: células endoteliales del cordon umbilical humano
- IKK: quinasa kB

- IL: interleuquina

- MAPK: proteinquinasa activada por mitdogeno

- mTOR: Blanco de la rapamicina en mamiferos

- MTPT: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

- NEMO: modulador esencial de NF-kB

- NFT: ovillos neurofibrilares

- NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras Kappa de las células B
activadas
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- NSG: modelos de ratones con la inmunidad innata comprometida
- OIS: Senescencia inducida por oncogenes

- Peéptido Ap: péptido beta amiloide

- PI3K: fosfatidil inositol 3 quinasa

- PIKKS: familia fosfoinositido 3 quinasa vinculada a quinasas
- pRb: proteina retinoblastoma

- ROS: especies reactivas de oxigeno

- SASP: fenotipo secretor asociado a senescencia

- SA4-$-Gal: actividad P galactosidasa asociada a senescencia

- SCAP: vias anti-apoptodticas de las células senescentes

- SNC: sistema nervioso central

- SSB: cortes de ADN de simple cadena

- IT'NF-a: factor de necrosis tumoral alfa

ANEXO 2: FIGURAS

FIGURA 1: Activacion y funciones del SASP.
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FIGURA 2: Mecanismo de accion de
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FIGURA 3: Impacto de la induccion de la senescencia de los astrocitos sobre el SNC. Extraido
de “Astrocyte senescence: Evidence and significance” (36)
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FIGURA 4: Mecanismo de accion de los inhibidores de JAK. Extraido de: “Perspective:
targeting the JAK/STAT pathway to fight age-related dysfunction”(58)
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FIGURA 5: Acciéon de la quercetina en la enfermedad de Alzheimer. Extraido de
“Neuroprotective Effects of Quercetin in Alzheimer’s Disease” (73)
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ANEXO 3: TABLA 1: Caracteristicas de los farmacos senoterapicos

FARMACD ACTIVIDAD  |TIPO DE COMPUESTO | BLANCO TERA PEUTICO MO DELD EVALUADD
. - . L Preadipocitos humanos y
Quercetina Senoliico Flavonoide Inhibidor de PI3K
HUVEC ells
. . Inhibidor del receptor | Promuev ela apoptosis mediada por Preadipocitos humanosy
Dasatinib Senoliico o ) ;
tirosin-guinasa receptores dedependencia HUWEC cells
. - . . , , Preadipocitos humanos y
Fisetina Senoliico Flavonoide Bloguea via PIZ3K, AKT /mTOR
HUVEC ells
Mavitoclax Senolitico Molécula sintética Inhibidor de BCL-2 y BCL-XL HUWEC cells y MEF
A 1331852 - - e T Induce apoptosis en células dependientes izt T
/21155463 En@inee rhiieerae B de BCL-XL ==t
H Fibroblastos h
Glucocorticoides  |Senomarfico | oo Inhibidor de |L-6 eIL-8 {hrablastos umanozy
esteroidess ratones
M etformina Senomorfico  |Biguanida Bloquea NF-kB HlEtI}I'IEtFEI'IS,gEﬂH:I}S"(
celulas humanas
Derivado d tei M la, higado, tejid
Etanercept Senomaorfico BB O O | hibidor de TNF affa 95{” ! Ea ot
humanas adiposo y rinones humanos
Etomoxir 5 enomorfico Inhibidor de CPT1/ Bloquea |abeta oxidacidn Celulas Ten ratones y
RAS humanos
Fisating cenomorico |Flavanoide Inhibidor de citoquinas proinflamatorias | Preadipocitos humanos y
[TNF aifa, IL-6, NFkB) HUVEC ells
. . - i i i i Preadipocitos humanos y
Ruxalitinib Senomorfico  [Inhibidor de quinasas |Inhibewvia JAKS STAT L.
ratones envejecidos
Preadipocitos h
Tofacitinib Senomorfico |Inhibidor de quinasas |Inhibevia JAK/ STAT restipocios umanosy
ratones envejecidos
. . Inhibe actividad de Bloquea lafosforilacion de mTOR-1 a .
Torin 1 Senomorfico Hepatocitos de ratones
mTOR-1 mTOR-2
Derivado dela ,
, Celulas senescentes de
Rapamicina Senomorfico  |[fermentacion de InhibemTOR-1
retones
bacterizs
Baricitinib Senomorfico  |Inhibidor de quinasas |Inhibevia JAK/ STAT Célulzs humanas
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