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Resumen:

El envejecimiento es un proceso biolégico donde ocurre una disminucién progresiva de las
capacidades fisiologicas y una habilidad reducida para responder al estrés ambiental,
conduciendo a una mayor susceptibilidad y vulnerabilidad a desarrollar enfermedades. Desde
hace una década se ha comenzado a profundizar en diferentes sellos caracteristicos del
envejecimiento a nivel celular y molecular, siendo uno de ellos la senescencia celular. La
senescencia celular es un proceso que se caracteriza por el arresto proliferativo, y alteraciones en
la morfologia y las vias de sefalizacion fisioldgicas normales. Las células senescentes se
caracterizan por la expresion de algunos marcadores tipicos, como p16, p21, p53, pérdida de
lamina B1 y aumento en la actividad B-galactosidasa. Numerosos trabajos han identificado y
caracterizado la presencia de fenotipos celulares senescentes en el contexto del envejecimiento,
asi como una correlacién positiva entre la emergencia de células gliales senescentes y el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, como la Enfermedad de Alzheimer, la
Enfermedad de Parkinson y la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA). En este trabajo nos
propusimos como objetivos, desarrollar y caracterizar un modelo celular de microglia senescente,
inducida por exposicion a un agente alquilante del ADN, Temozolomide (TMZ), y en segundo
lugar, profundizar en la caracterizacion del fenotipo de la microglia senescente que emerge
durante la progresiéon de la ELA en un modelo murino de la enfermedad. En los experimentos en
cultivo con una linea celular de microglia, logramos obtener mas de un 90% de microglias que
presentan aumento de la actividad B-galactosidasa, arresto de la proliferacion y alteraciones
fenotipicas y de la estructura nuclear caracteristicas de las células senescentes. Por otra parte, en
los estudios realizados en el modelo murino de ELA, observamos la presencia de microglias
senescentes que expresan p16 nuclear, e identificamos lo que podria ser un nuevo marcador de
senescencia en este modelo: la pérdida de HMGB1. Ademas, observamos un marcado cambio en
la estructura de los nucleos p16+ y HMGB1- en la microglia. En conclusion, en este trabajo
pusimos a punto un nuevo modelo de microglia senescente en cultivo, y aportamos nuevas
observaciones sobre el fenotipo de la microglia senescente en un modelo de neurodegeneracion.
Este conocimiento aporta nueva evidencia sobre las caracteristicas de las células gliales
senescentes, y podria contribuir a entender sus efectos patogénicos en el contexto de las
enfermedades neurodegenerativas. Comprender las caracteristicas y roles de las células gliales
senescentes es relevante actualmente, ya que podrian constituir un blanco celular para el
desarrollo de farmacos que tengan como objetivo modular y eliminar estos fenotipos celulares y
modificar la progresion de estas enfermedades.



1. Introduccion.

1.1 Envejecimiento.

El envejecimiento de un organismo vivo es un proceso considerado normal que
aparece como resultado de la acumulaciéon de dafios celulares y moleculares con el paso
del tiempo, lo que lleva a un descenso gradual de las capacidades fisicas y neurolégicas,
y a un mayor riesgo de enfermedad y de muerte (1, 2). En el ultimo siglo, el avance de la
ciencia y la medicina vino acompafiado de un aumento significativo de la expectativa de
vida de los seres humanos, lo que se asocia a una mayor prevalencia de enfermedades
cuyo factor de riesgo es la edad. Por tanto, existe un interés aumentado por parte de la
ciencia moderna en entender los mecanismos moleculares y celulares que explican el
envejecimiento, de forma de poder intervenir en ellos para prevenir y tratar enfermedades

asociadas (3, 4).

Las teorias modernas sobre el envejecimiento se apoyan en el concepto de
acumulacion de dafio moleculares que no son reparados (por ejemplo, el dafio oxidativo
del ADN) y a procesos internos programados en cada especie por via de cambios
epigenéticos del ADN (5). En las ultimas décadas se han descrito modelos animales para
estudiar los procesos moleculares y celulares asociados al envejecimiento (6). En el afo
1983 se logré desarrollar las primeras cepas aisladas del gusano C.Elegans para el
estudio de la longevidad, via su regulacion genética y mediado por factores ambientales
(7, 8). Las investigaciones de las ultimas décadas han mostrado los determinantes
biolégicos del envejecimiento y la longevidad en otras especies (9). Las principales
determinantes del envejecimiento aceptadas actualmente son la inestabilidad gendmica,
acortamiento de los teldmeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de la proteostasis,

comunicacion intercelular alterada, desregulacion de las vias metabdlicas controladas por



nutrientes, disfuncién mitocondrial, agotamiento de las células madres y la acumulacién

de células senescentes (9) (Figura 1).

Figura 1. Los sellos del envejecimiento. El esquema enumera las diferentes alteraciones
funcionales que se observan durante el envejecimiento normal. Si bien estas alteraciones
aparecen como compartimientos separados, existen multiples interacciones y causalidades entre
las vias afectadas y la instalacion de circulos viciosos o auto toxicos que aceleran el proceso de
envejecimiento. Por ejemplo, el aumento de la inflamacion sistémica caracteristica del
envejecimiento puede ser originado por la acumulacién de células senescentes que adoptan un
fenotipo secretor, pero también por la disfuncidon mitocondrial y los defectos de la proteostasis.
(Imagen adaptada de Lopez-Otin y colaboradores (9).)

Queremos mencionar con mayor detalle las bases de la teoria por la cual el
envejecimiento se asocia a la acumulacion de dafio del ADN. A su vez, el dafio genético

vincula el envejecimiento al cancer, a través de las alteraciones estructurales aberrantes



del ADN que provoca mutaciones oncogénicas, asi como cambios epigenéticos (5, 10,
11).

Se cree que, en el envejecimiento normal, el dafio del ADN hace que las células
dejen de dividirse o mueran por apoptosis, lo que lleva a una detencién de los
mecanismos regenerativos que ocurren en los individuos jovenes(10). Como
mencionamos mas abajo, el dafio del ADN por agentes quimicos alquilantes puede
generar envejecimiento celular y llevar a un fenotipo conocido como senescencia celular,
lo que permite estudiar algunos mecanismos del envejecimiento. (12)

En células epiteliales y del tejido conectivo sujetas a replicaciones multiples
durante la vida, los defectos que pueden producirse en la replicacion del ADN se
acompanfan por el acortamiento de los teldmeros, que ocurre en cada division celular (13).
Cuando los telomeros alcanzan un acortamiento critico, las células dejan de dividirse,
envejecen o mueren, dando lugar a la teoria del "reloj molecular”" propuesto por Hayflick
(14). Se ha comprobado que esta teoria del envejecimiento solo se aplica a determinados
modelos de envejecimiento celular, pero no se aplica masivamente al envejecimiento de
individuos(14).

Al mismo tiempo diversos trabajos relacionados al envejecimiento muestran como
éste es el mayor factor de riesgo de muchas enfermedades crénicas como la diabetes, el
sindrome de fragilidad, aterosclerosis, osteoartritis, ceguera y la mayoria de las
enfermedades neurodegenerativas (15, 16). En particular se ha encontrado que durante el
envejecimiento, el sistema nervioso central muestra cambios significativos, incluyendo la
atrofia cerebral y de la médula espinal, una disminucion de la materia gris, acumulacion
de placas B-amiloides y ovillos neurofibrilares, y un aumento en el nimero de células

senescentes (17).



1.2 Senescencia celular.
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Figura 2. Adquisicion de un fenotipo senescente celular. Un numero de diversas sefiales de
estrés intrinsecos y extrinsecos, pueden estimular la conversién de una célula normal a una célula
senescente con alteraciones morfolégicas, aumento de la heterocromatina, pérdida de la
expresion de proteinas como lamina B1 y HMGB1 y aumento de la expresion de factores
secretores inflamatorios (Imagen adaptada de Baker et al (18))

La senescencia celular representa un estado de detencion permanente del
crecimiento celular. Puede ocurrir en cualquier etapa de la vida desde el embrion hasta la
edad adulta, aunque la acumulacién de células senescentes esta asociada con el proceso
de envejecimiento (19, 20). La senescencia celular es un proceso altamente regulado y
tiene efectos tanto beneficiosos como perjudiciales, implicados en el desarrollo
embrionario, la cicatrizacion de heridas, la supresién de tumores y el envejecimiento (21,

22). Las células senescentes presentan caracteristicas fundamentales que las diferencian



del resto de la células somaticas: i) Pérdida de la capacidad de division celular y
regenerativa, ii) resistencia a la apoptosis y alteracion de las funciones metabdlicas, vy iii)
expresion y secrecion de una variedad de moléculas activas pro-inflamatorias y

angiogeénicas, productos de células senescentes con fenotipo secretor (Figura 2) (18).

En las ultimas décadas se han descubierto y descrito numerosas técnicas para el
estudio, y marcadores especificos para la identificacion de las poblaciones de células
senescentes (23-25). Algunos de estos incluyen una mayor actividad enzimatica de la
B-galactosidasa (B-gal) asociada a la senescencia , revelada por la tincion de x-gal en
reaccion histoquimica; una mayor expresion de los inhibidores de la quinasa dependientes
de ciclina y represores del ciclo celular representado por las proteinas de localizacion
nuclear p16, p53 y p21; y aumento de los marcadores citologicos de dafo nuclear y del

ADN (26-30).

Morfologicamente, podemos decir a grandes rasgos que las células senescentes
sufren una hipertrofia celular (31), lo que esta acompafado de una disminucion
significativa de la capacidad proliferativa, ambas caracteristicas que se pueden observar
muy bien por citometria de flujo (32). Por inmunocitoquimica, se puede observar el
aumento de la expresidn de las proteinas represoras del ciclo celular y de la actividad de
B-gal, asi como los cambios morfologicos en los nucleos celulares acompafiados de una
disminucién de la proteina lamina B1(33-35). Sin embargo, sigue siendo un desafio
identificar células senescentes en los tejidos y organos in vivo, debido a la falta de
especificidad y baja sensibilidad de los marcadores de senescencia utilizados
actualmente, por lo que se hace necesario utilizar multiples marcadores para revelar

células senescentes.

Un gran numero de estudios en cultivos celulares han permitido comprender los

mecanismos moleculares que llevan al arresto celular y el mantenimiento de la
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senescencia (24, 34, 36-39). Como se observa en la figura 3, diferentes inductores
pueden afectar al ADN, ya sea mediante la activacion de vias relacionadas al dafio del
ADN, o de la activacion del locus Ink4/AARF, dando lugar a la regulacion de proteinas
claves del ciclo celular, tales como p53 y p16 (40). Por otra parte, las células senescentes,
ademas de tener como caracteristica el arresto del ciclo celular, adquieren caracteristicas
morfolégicas que las distinguen de las células normales (31). Las células eucariotas
tienen una arquitectura nuclear convencional, donde la eucromatina se localiza
predominantemente en el nucleo interno y la heterocromatina rodeando la parte interna de
la membrana nuclear y los nucléolos (31). Este arreglo es mantenido por interacciones
que la heterocromatina, tiene con proteinas especificas, como el receptor de la lamina B

(LBR), que las anclan a proteinas de la membrana nuclear, como la lamina B1(41).
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Figura 3. Vias moleculares que controlan el arresto celular durante la senescencia. Se
observa cémo diferentes factores intrinsecos o extrinsecos como los oncogenes, el estrés
replicativo, las especies reactivas del oxigeno, disfuncion mitocondrial, irradiacion o drogas
quimioterapéuticas, pueden dar lugar ya sea a un dafo en el ADN que active la via de dafio al
ADN, o la activacion del locus INK4/ARF, dando lugar a una cascada de sefializacion que culmina
en la expresion de las proteinas reguladoras del ciclo celular tales como p53 y p16 que tendran un
efecto sobre la transicion de la fase G1 a la S. (Imagen adaptada de McHugh y Gil (40))

Trabajos previos realizados en animales con deficiencias en la lamina A, han
demostrado profundas anormalidades estructurales del nucleo que imitan un fenotipo de
envejecimiento acelerado, encontrandose ademas una relacion entre estos defectos y la
expresion de marcadores de senescencia, tales como p53 y otros mediadores
inflamatorios como interleucina-6, interleucina-8, metalopeptidasa-1 (IL-6, IL-8, MMP 1)
(33, 41-47). Por otra parte los trabajos de Lukasova y colaboradores muestran como la
lamina B1 y LBR juegan un rol critico en las funciones genémicas y en la organizacion de
la cromatina mostrando como durante los procesos de senescencia celular, ocurre una
disminucidn en la expresion de la lamina B1 y que ésta es consecuencia de la disminucion
de LBR (48, 49). Por otra parte, Freund muestra cémo la disminucion de LBR durante la
senescencia celular induce cambios en la expresion de diversos genes inflamatorios
relacionados a la senescencia (IL-6, IL-8, MMP-1) y ademas demuestra como la
activacion de las vias clasicas de senescencia como p53 o fosfo retinoblastoma (pRB) son
suficientes para que ocurra una pérdida de lamina B(33).Como consecuencia de esto se
ha observado en otro trabajo en un porcentaje significativo de células senescentes la
presencia de una estructura y morfologia de los nucleos alterada (31). En células no
senescentes los nucleos presentan una circularidad u ovalidad caracteristica, la
desestabilizacion y cambio en la forma nuclear se vé tras la pérdida de las proteinas de la
lamina nuclear tales como la lamina B en donde: el tamafio nuclear aumenta; se generan

ampollas nucleares e invaginaciones en la estructura nuclear, a la vez que ocurre la

aparicion de células multinucleadas (31).
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Por otra parte, High mobility group box 1 (HMGB1es una proteina cuya expresion
nuclear se ve alterada durante la senescencia celular, pero ademas puede ser secretada
por diferentes tipos celulares, y tiene una actividad dual dependiendo de si su accion es
individual (promoviendo la inflamacién, y regeneracion del tejido) o actuando en conjunto
con otros mediadores proinflamatorios, (promoviendo la inflamacion y la activacion de la
inmunidad innata (50). ). Los trabajos de Park y colaboradores han demostrado que
niveles crecientes de HMGB1 se correlacionan con un aumento en la activacion de los
receptores RAGE y TLRs (51), reconocidos receptores proinflamatorios (52). Por otra
parte, Kim y colaboradores han demostrado como la proteina HMGB1 nuclear regula la
transcripcion de diferentes genes, incluyendo los proinflamatorios y tienen un efecto
deletéreo en células nerviosas en un modelo de neurodegeneracién(53). Los trabajos de
Davalos y colaboradores estudiaron ademas los efectos de HMGB1 y su capacidad de
inducir senescencia en cultivo celular, demostrando que la sobreexpresion o deplecion de
esta proteina es capaz de inducir senescencia mediante la activacion de la via p53.
Ademas demuestran que es necesario que haya un aumento en la expresion de HMGB1
para la regulacion de la expresion de IL-6 y MMP3 (dos factores SASP), y que su

localizacion no sea nuclear. (54)

1.3 El envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas.

El envejecimiento constituye el principal factor de riesgo para desarrollar
enfermedades del sistema nervioso, y en particular, enfermedades neurodegenerativas
(55). ElI aumento actual de la esperanza de vida resulta en un incremento en la incidencia
y prevalencia de estas enfermedades, que son un grupo de patologias asociadas a la
edad con una prevalencia estimada entre 1,5y 2,5 % de la poblacion general, pudiendo
elevarse al 50% en personas con mas de 85 anos (55). Constituyen un grupo de varias
decenas de enfermedades caracterizadas por la degeneracion y muerte de poblaciones
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neuronales especificas, con el consiguiente deterioro funcional de las partes afectadas, lo
que resulta en enfermedades bien conocidas como Enfermedad de Alzheimer,

Enfermedad de Parkinson, la ELA o la enfermedad de Huntington, entre otras.

Al igual que el envejecimiento, las enfermedades neurodegenerativas tienen como
caracteristica su cronicidad y progresion inexorable. A pesar de décadas de investigacion
biomédica no existen tratamientos efectivos para tratarlas, e incluso para enlentecer de
manera significativa su progresion. Durante afios, el foco de estudio estuvo casi
exclusivamente en las poblaciones neuronales vulnerables, sin considerar su entorno
celular, en particular las células gliales. Actualmente, se considera que el componente
inflamatorio de las patologias neurodegenerativas es un concepto clave en neurociencias
que podria dar lugar al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas inmunomoduladoras

(56).

1.4 Senescencia celular en la neurodegeneracion.

En particular, la senescencia celular en el sistema nervioso central (SNC) ha
comenzado a ser estudiada mas recientemente, y por ello aun falta mucho para elucidar
los distintos mecanismos subyacentes a la aparicidn de éstas células y sus potenciales
efectos nocivos sobre el sistema nervioso. Sin embargo, el SNC no escapa a las
caracteristicas del envejecimiento celular, y la vejez es uno de los factores de riesgo
principales de varias enfermedades neurodegenerativas (18, 56, 57).

En trabajos recientes sobre el envejecimiento celular del sistema nervioso, la
senescencia se ha descrito en diferentes tipos celulares tales como astrocitos, microglias
y neuronas (58-63). Los trabajos pioneros de senescencia en Alzheimer han observado la
aparicion de astrocitos senescentes, y han descrito la adquisicion de un fenotipo
transcriptomico diferencial en los mismos, que acompafian un proceso de senescencia
adquirido tras induccidén por estrés oxidativo (58, 59, 63). Ademas se han observado
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presencia de astrocitos senescentes que presentan un fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP) caracteristico en el cerebro envejecido (64). Por otra parte trabajos
previos donde se realizan analisis morfolégicos de la microglia durante el envejecimiento
normal en ratones, han mostrado una reduccion en la complejidad de sus prolongaciones,
y area total de las mismas, asi como también un aumento en los sitios de contacto con
neuronas dopaminérgicas (60). Ademas se observan aumentos en la relacion
microglia/neuronas, y un aumento en el tamafio somal. Esto sugiere un intento por
compensar las capacidades disminuidas de la microglia envejecida por falta de
complejidad. El envejecimiento microglialtambién se ha observado en otras enfermedades
degenerativas y psiquiatricas como el Alzheimer y la esquizofrenia (61). Finalmente, otro
trabajo ha mostrado un aumento significativo del arresto proliferativo en células
microgliales expuestas a condiciones inflamatorias (65).

1.5 La Esclerosis Lateral Amiotrofica.

La ELA fue descrita en 1869 por el neurélogo J.M. Charcot como un sindrome
clinico de paralisis y atrofia muscular progresiva y la lesion de los fasciculos axonales
antero-laterales (esclerosis lateral) de la meédula (66). Es una enfermedad
neurodegenerativa paradigmatica que afecta principalmente a las motoneuronas
superiores e inferiores del SNC (figura 4). La enfermedad afecta principalmente a
individuos de edad avanzada (aproximadamente 60 afos). El 90% de los pacientes con
ELA fallecen en un lapso de 3 a 5 afios, como consecuencia de una paralisis generalizada
y paro respiratorio. Para personas entre 60 y 69 afnos, la incidencia de ELA es de 15
casos cada 100.000, por lo que la misma se incrementa con el envejecimiento progresivo
de la poblacién (67). Los sintomas caracteristicos de ELA son debilidad y atrofia muscular
progresiva, seguido por paralisis progresiva, como consecuencia de la pérdida incesante

de motoneuronas; fasciculaciones asociadas a la denervacidon muscular y exaltacion de
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los reflejos tendinosos, que reflejan la pérdida de control inhibitorio por la degeneracion de

la via corticoespinal (67).
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Figura 4. Neuronas motoras afectadas selectivamente en la Esclerosis Lateral Amiotréfica.
La degeneracion de las neuronas motoras en la corteza motora lleva a signos clinicamente
aparentes de anormalidades de las neuronas motoras superiores: reflejos de los tendones
hiperactivos, signos de Hoffmann, signos de Babinski, y clonus. La degeneracion de las neuronas
motoras del tronco y la médula espinal causan atrofia muscular, debilidad y fasciculacion. (Imagen
adaptada de Brown y colaboradores (67)).

En este trabajo de tesis hemos usado un modelo animal de ELA como una forma
de estudiar la neurodegeneracion vy, en particular, profundizar en la caracterizacion de la
emergencia de fenotipos senescentes en células gliales en el microambiente celular
degenerativo que rodea a las neuronas mas vulnerables en la médula espinal durante el

transcurso de la ELA (68).

La mayor parte de los casos de ELA son esporadicos y no reconocen causas
genéticas (67). Sin embargo, un 10-20% de los casos de ELA son familiares y estan
asociados a mutaciones en genes especificos (67). Entre las mas estudiadas, diferentes
mutaciones en los genes de la superoxido dismutasa 1 (SOD1), TDP-43, FUS o
C90rf7225. En 1994, Gurney y colaboradores marcaron un hito en el estudio de la ELA,
generando un modelo de raton que sobreexpresa una mutacion puntual, G93A, de la
SOD1 humana(68). Estos ratones desarrollan, luego de 120 dias de vida, una
neurodegeneracion muy similar a la observada en los pacientes con ELA (68). Al igual
que los pacientes, los animales muestran una degeneracion y muerte progresiva de
motoneuronas del asta ventral de la médula espinal y la corteza motora, acomparnada de

reactividad glial que se correlaciona con la paralisis (68).

El desarrollo de modelos murinos de ELA generé un aumento exponencial del
conocimiento sobre los mecanismos moleculares y celulares que subyacen a la muerte de
las neuronas motoras y por ende a la progresion de la enfermedad. Nuestro laboratorio,
junto con otros, fue pionero al describir una cantidad significativa de procesos celulares y
moleculares que dan Ilugar a la constitucion de un microambiente celular

neurodegenerativo alrededor de las motoneuronas espinales que degeneran en la ELA
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(69-74). Sin embargo, una caracterizacion mas profunda de la emergencia de fenotipos
gliales senescentes en este microambiente es clave para comprender de mejor manera
como la sensencia celular puede contribuir a la patogenia de la neurodegeneracién. Esta
mejor comprension es fundamental, ya que la senescencia en los procesos de
neurodegeneracioén podria constituir un blanco terapéutico prometedor para el desarrollo
de nuevas estrategias de tratamientos que tengan como objetivo modificar este ambiente

degenerativo y tratar el avance de la enfermedad.

1.6 Senescencia celular en la Esclerosis Lateral Amiotréfica.

Se han estudiado marcadores de senescencia y dafo oxidativo del ADN en el
cértex motor y I6bulo prefrontal de la corteza cerebral en pacientes con ELA, donde se
observa una expresion de p16 en astrocitos y p21, tanto en astrocitos como en neuronas
piramidales (72). De manera similar se ha observado que los astrocitos muestran
marcadores de senescencia en el modelo de ELA de ratones hSOD1¢%*# (75). En otro
trabajo se han estudiado los niveles de la proteina p53, observandose un aumento en
regiones selectivamente vulnerables SNC en la ELA. Aqui se observa una actividad
aumentada de la unidon p53-ADN en dichas regiones y un aumento en la expresion de p53

se observa en las neuronas motoras del SNC (76).

Mas recientemente, en nuestro grupo de trabajo, se describié que durante el
proceso degenerativo en la médula espinal en modelo de ratas de ELA, ocurre la
emergencia de fenotipos senescentes de microglia y astrocitos en el ambiente que rodea
a las motoneuronas en degeneracion (72). Estas células expresan marcadores tipicos de
senescencia como p16, p53 y la pérdida de Lamina B1.En este trabajo previo, p16
también se observa aumentado en los astrocitos y neuronas motoras en estadios tardios
de la enfermedad en la médula espinal (72). Por otra parte, en un cultivo de microglias

aisladas de médulas espinales de rata SOD1 sintomaticas, se observa una transiciéon
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hacia un estado celular senescente, caracterizada por la expresion de marcadores tipicos
como p16, p53, metaloproteasa 1 (MMP1), ademas de una elevada actividad B-gal y
cambios morfologicos caracteristicos de las células senescentes (72). ). Ademas, la
aparicion de fenotipos gliales senescentes se correlaciona positivamente con la
progresion ineluctable de la enfermedad en estos modelos animales de ELA. Esto sugiere
que la emergencia de células gliales senescentes en el microambiente celular
neurodegenerativo podria contribuir de manera significativa al mantenimiento del
ambiente toxico para las neuronas y potencia los mecanismos inflamatorios

caracteristicos de los estadios tardios de la enfermedad.

Sin embargo, estos estudios son incipientes, y como mencionamos mas arriba,
estas células podrian ser blanco de terapias senoliticas que busquen su eliminacién, y por
lo tanto es necesario seguir profundizando en la comprension de los fenotipos gliales

senescentes en el contexto de la neurodegeneracion.

2. Objetivos.
2.1 Objetivo general.

Caracterizar la senescencia celular en cultivo de microglia BV2 con TMZ y
caracterizar con mayor profundidad la senescencia microglial en un contexto de

neurodegeneracion.

2.2 Objetivos Especificos.

1. Caracterizar microglias senescentes en la linea celular BV2 mediante dafio
quimico del ADN.
Para ello se utilizara una droga quimioterapéutica (el TMZ) para provocar el arresto

celular. Para estudiar el fenotipo adquirido nos valdremos de la citometria de flujo para la
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medicion de la actividad B-gal, asi como de la microscopia confocal e inmunomarcacion,
para observar proteinas fundamentales en la transicion hacia una célula senescente.

2. Profundizar en la caracterizacion de la microglia senescente emergente en la
médula espinal de un modelo murino de ELA, con ratones con la mutacion hSOD16%34,

A partir de un modelo murino de ELA estudiaremos la médula espinal por técnicas
de inmunohistoquimica y microscopia confocal para diferentes marcadores de células
senescentes y microglias. Para ello utilizaremos en particular marcadores tales como:
Iba1, p16, p21, lamina B1 y HMGB1. Ademas estudiaremos la morfologia nuclear,

elemento clave en la adquisicién de un fenotipo senescente.

3. Estrategia experimental.

3.1 Linea celular BV2.

Las células BV2 son un tipo de linea celular inmortalizada de microglia murina. La
linea celular BV2 retiene una morfologia microglial y caracteristicas funcionales, sin
embargo el ratio metabdlico y proliferativo de las BV2 in vitro es mucho mayor al de otros
tipos microgliales.(77)

Ante tratamientos con LPS estas células expresan un patrén inflamatorio similar a
la microglia obtenida a partir de un cultivo primario. Sin embargo, la respuesta es, en
general, de menor intensidad. Se observo también que, la microglia BV2 activada
comparte la expresion del 90% de los genes inflamatorios con la microglia primaria, y el
42% con microglia obtenida directamente del hipocampo de ratén (77).

También se ha observado, que las células BV2 son capaces de activarse en
presencia de citoquinas como IFN-y, lo cual es importante para demostrar que estas

células son capaces de responder frente a otros estimulos inmunes.
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Por ultimo, la linea celular BV2 activada con LPS puede inducir una respuesta
inflamatoria en astrocitos in vitro. Esto se relaciona con la capacidad de la microglia

primaria de promover un fenotipo inflamatorio en astrocitos in vivo (78)

3.2 Temozolomide (TMZ) como inductor de la senescencia en BV2.

Temozolomide

Figura 5. Estructura quimica del Temozolomide (TMZ).

El Temozolomide (TMZ) es un agente alquilante del ADN que altera el ciclo celular.
En presencia de una secuencia de tres guaninas (G) continuas (GGG), el TMZ es capaz
de alquilar la G del medio. Esta metilguanina producida es procesada por la via que
repara los errores de replicacidon GT. Esto genera sucesivos fallos, debido a la falta de
complementariedad, lo que resulta en continuos ciclos de escisidn/insercidn que generan
una pequefia hendidura en el ADN, resultando en la inhibicién del ciclo celular en la fase
S.
3.3 Estudio de la toxicidad y viabilidad celular en células tratadas con TMZ.

Para hallar el mejor tratamiento que no presente una toxicidad elevada en las
células tratadas con TMZ, se estudié la viabilidad celular con ioduro de propidio (IP)
mediante la técnica de citometria de flujo, para todos los tratamientos con TMZ. El

protocolo de tratamiento se realizé con concentraciones desde 100 a 500 uM.
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3.4 Estudio de la actividad B-galactosidasa en BV2 tratadas con TMZ.

Para lograr hallar el mejor tratamiento que pueda transformar el fenotipo de las
células BV2 normales a senescentes, se estudié la actividad [(-gal en diferentes
condiciones de administracion de TMZ. La actividad 3-gal de la microglia BV2 se observo
mediante la técnica de citometria de flujo. El protocolo de tratamiento incluyé
concentraciones desde 100 a 500 pM.

3.5 Caracterizacion del fenotipo senescente en BV2 tratadas con TMZ.

Una vez obtenido el tratamiento adecuado que permitid inducir un fenotipo
senescente en la microglia BV2, se caracterizO en mayor profundidad el fenotipo
observado en las células. Para ello, se utilizé un kit de tincidn citoquimica, para identificar
células B-gal positivas por técnicas de microscopia de campo claro. Asimismo, se estudio
su morfologia para poder elucidar si ésta corresponde a un posible fenotipo senescente.

También se analizd6 la presencia de marcadores especificos para proteinas
relevantes de la senescencia celular en la microglia BV2 senescente, mediante técnicas
de inmunocitoquimica. En particular corroboramos el arresto celular con la proteina Ki67,
marcador de proliferacion, y observamos la expresion del marcador de senescencia,
lamina B1. Luego de marcadas las células se observaron por microscopia confocal.

3.6 El raton hSOD1%*Acomo modelo de ELA.

Para el estudio de la senescencia celular en microglias se utilizé el modelo de
neurodegeneracion murino hSOD1°%A, Este modelo se genera a partir de la
sobreexpresion de la proteina hSOD1°%** en ratones y recapitula caracteristicas
fisiopatoldgicas de la ELA en humanos. Esto parece deberse a una toxicidad asociada a
la capacidad que tiene la proteina SOD1 mutada de generar agregados proteicos (68).

Ademas de la degeneracion de la neurona motora, el modelo hSOD1¢%* se
caracteriza por presentar neuroinflamacién en el estadio sintomatico que involucra tipos

celulares no neuronales, principalmente astrocitos y microglia, lo que lo acerca a la
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condicion patolégica en humanos. Estas caracteristicas fisiopatologicas del modelo lo
hacen adecuado para el presente trabajo (68).

3.7 Caracterizacion del fenotipo senescente microglial en la médula espinal de
raton.

Como se observa en la figura 4, la degeneracion de motoneuronas en la ELA
ocurre en el asta ventral de la médula espinal. Por lo tanto, se estudié el fenotipo
senescente de la microglia localizada en el asta ventral de la médula espinal del raton
hSOD1%%* en estadio sintomatico. Para ello, se realizaron marcaciones con anticuerpos
por inmunohistoquimica y se analizaron los resultados utilizando técnicas de microscopia
confocal. Los marcadores especificos utilizados fueron: Iba1, para identificar a la

microglia, y p16, p21, lamina B1, y HMGB1 como marcadores de senescencia.

4. Materiales y métodos.

4.1 Células BV2.

Mantenimiento.

La linea celular BV2 fue cultivada en botellas de 75 cm? en medio DMEM (Sigma,
USA), con 10% suero bovino inactivado (30 minutos a 60 °C) (Gibco, USA), 100 ug/mL de
penicilina (Sigma, USA) y 100 U/mL de estreptomicina (Sigma, USA). Los cultivos fueron
mantenidos en una estufa a 37°C, 5% CO, y humedad saturada. A las células se les
cambio 2/3 del medio cada 2-3 dias y luego de 7 dias en cultivo, cuando alcanzaron 100%
confluencia, fueron sub-cultivadas. Para ello, las células fueron despegadas
mecanicamente utilizando scrappers y el contenido total de la botella se dividié en 3

botellas de 75 cm?.

Replaqueo.
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Para los experimentos, las células fueron replaqueadas en multipocillos. Las
células BV2 se plaquearon en multiplacas de cultivo de 6 pocillos, con una densidad de
50.000 células/ pocillo.

4.2 Tratamiento con TMZ.

Como mencionamos previamente, se utiliz6 esta droga para lograr un arresto
celular en células BV2 que permita desarrollar un fenotipo senescente.

Luego de pasadas 72 horas del plaqueo de las células en multiplacas, se realizaron
los siguientes tratamientos con TMZ:

e 100, 200, 300, 400, 500 uM de TMZ durante:
A. 1 pulso de 24 horas.
B. 2 pulsos de 4 horas

Las lecturas de la actividad B-gal y de viabilidad celular con ioduro de propidio
fueron realizadas 24, 48 y 72 horas (hs) post tratamiento.

La solucion stock de TMZ fue preparada en DMSO puro, y las posteriores
diluciones se realizaron en el medio de cultivo. La droga se agrego en una concentracion
menor al 1% del volumen final para evitar la toxicidad del DMSO. En todos los
experimentos se incluyo el tratamiento con el vehiculo de TMZ como control (DMSO).

4.3 Evaluacion de la actividad B-galactosidasa y viabilidad celular.

4.3.1 Citometria de flujo.

La citometria de flujo es una técnica que se utiliza para medir caracteristicas
morfologicas y de fluorescencia de una célula individual o particula. El tamafo, la
granularidad y la fluorescencia son caracteristicas de las células que se pueden observar
con esta técnica utilizando anticuerpos o tinciones.

El principio de la citometria de flujo radica en la emision de fluorescencia y la

dispersion de la luz proveniente de la fuente de excitacidon (en general un laser) a través
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de la particula en movimiento. La dispersion de la luz esta directamente relacionada a la
estructura y las propiedades morfoldgicas de las células, mientras que, la cantidad de
fluorescencia emitida esta directamente relacionada a la cantidad de sonda fluorescente

presente en la célula.
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Figura 6. Representacion esquematica de los componentes de un citdmetro de flujo.
(Imagen adaptada de cellsignal.at/applications/flow-cytometry/flow-cytometry-overview)

Los componentes fundamentales de los citometros de flujo son los fluidos, los
componentes opticos y el componente electronico. Los fluidos son los responsables de
dirigir a las particulas hacia el foco de luz. EIl componente éptico se encarga de enfocar la
luz sobre la particula y transmitir la dispersién de luz y fluorescencia hacia una red
electronica. Por otra parte, el componente electronico se encarga de detectar la sefial y
convertirla en datos digitales proporcionales a la intensidad de luz dispersada. Finalmente

se requiere de una computadora para analizar los datos (79).
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Luego de pasadas 24, 48 o 72 hs de los distintos tratamientos se realizo la tincion
con C12FDG. ElI C12FDG es un sustrato de la enzima [(-galactosidasa, y ha sido
modificado de forma tal que incluye un residuo lipofilico de 12 carbonos. Una vez dentro
de la célula, el sustrato es clivado por la enzima produciendo un producto fluorescente
que es bien retenido por las células, probablemente tras la incorporacién de la cola
lipofilica en la membrana citoplasmatica. El C12FDG es el principal componente del kit
que utilizamos.

Previo a la utilizacion de C12FDG, las células se trataron con cloroquina para
eliminar la actividad basal de $-gal que pueda haber en la célula.

Finalmente, se utilizé el reactivo PETG para inhibir la actividad B-gal y detener la
reaccion catalizada por la enzima.

Se utilizaron placas de 6 pocillos. Como control del experimento uno de los pocillos
fue tratado con vehiculo (DMSO). Para los controles simple marca necesarios para la
citometria de flujo uno de los pocillos no fue incubado con C12FDG, el cual se utilizé para
la marcacion simple con IP, y otro solo fue marcado con C12FDG sin colocar IP al

momento de procesar la muestra para la medicion en el equipo.

Protocolo de tincion con C12FDG.

1. Retirar el medio de las placas y colocar 1 mL de cloroquina (300 yM) por
pocillo, durante 30 minutos.

2. Retirar la cloroquina e incubar con la solucion de C12FDG (10 uM, 1mL por
pocillo) durante 30 minutos.

3. Descartar y levantar en PBS 1X con PETG 1 mM.

4. Agregar 1 pL de IP en control, simple marca y muestras.

Una vez realizado el procedimiento utilizamos el citdmetro AttuneNxT (Thermo

Fisher Scientific). Para el analisis de las muestras en el citdmetro se realizaron controles
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simple marca para cada una de las tinciones (IP y C12FDG), para, de ésta forma, definir
las diferentes poblaciones: la poblacién negativa para IP se corresponde con las células
viables, la poblacion C12FDG positiva constituye la poblacion con actividad -gal. La
adquisiciéon de los datos fue realizada con el programa AttuneNxT Software.

Mientras se realiz6 la adquisicion de los eventos, realizamos el grafico de
FSC/SSC donde observamos tamafio y granularidad de las células. Definimos nuestra
poblacién de interés descartando los detritos celulares mediante este grafico (ratio
FSC/SSC bajo). Luego realizamos el grafico de FSC-A/FSC-H para estudiar la relacion
entre la altura del pico de la sefnal (H) y el area debajo de tal pico (A), y descartar los
acumulos celulares. Cuando las células pasan como singulete existe una correlacion entre
el FSC-H y el FSC-A por lo que se observara como una recta. No obstante, cuando pasan
como dobletes esta proporcionalidad desaparece, por lo que estudiar mediante este
grafico nos permitira seleccionar solo las células que pasan como singulete.
Seguidamente, utilizamos los graficos para definir los limites de IP y C12FDG.
Seleccionamos las poblaciones negativas para ambos marcadores utilizando los controles
simple marca para ambas tinciones y a partir de ahi se definié la region para la marca
positiva.

Luego, analizamos las muestras. Primero, analizamos la muestra tratada con
vehiculo, que representa el control del experimento. A partir del mismo, se basaran las
futuras conclusiones respecto a los cambios que el TMZ tenga sobre los parametros a
estudiar. Por ultimo, pasamos nuestras muestras tratadas con TMZ bajo las distintas
condiciones experimentales.

El analisis tras la adquisicion de los datos, fue realizado con el programa FlowJo.
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4.3.2 Citoquimica.

La técnica de coloracion para B-gal se realizé sobre los multipocillos tratados con el
vehiculo y el TMZ 48 hs post tratamiento (dado que se observa la mayor proporciéon de
células B-gal por citometria de flujo). Se utilizé el kit Cell Signaling (#9860). Como
controles utilizamos las mismas células BV2 plaqueadas y mantenidas en las mismas
condiciones y tratadas con el vehiculo (DMSQO). A ambas condiciones se le realiz6 el
mismo protocolo para la tincion citoquimica.

En este caso la solucion de X-gal es el sustrato para la enzima (3-galactosidasa que
va a generar color, por lo que es el reactivo fundamental en este kit.

Protocolo.
1. Remover el medio de las placas y lavar una vez con PBS 1X.
2. Agregar 1 mL de la solucién de fijacion por pocillo de 35 mm y dejar 10-15 minutos

a temperatura ambiente.

3. Lavar 2 veces con PBS 1X.

4. Agregar 1 mL de la solucion de tincion por pocillo de 35 mm e incubar 24 hs en
estufa a 37 °C sin CO,. Observar en microscopio de campo claro para seguir el
desarrollo de color.

Solucién de tincién.

Por cada pocillo de 35 mm combinar:
e 930 uL de solucion de tincion 1X
e 10 pL de solucion A 100X
e 10 pL de solucion B 100X
e 50 pL de la solucion X-gal stock 20 mg/mL
4.4 Inmunocitoquimica células BV2.
La inmunomarcacion, en este caso para ceélulas de cultivo, es una técnica que se

basa en la interaccion antigeno-anticuerpo, que tiene como objetivo detectar un antigeno
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de interés (proteina o macromolécula especifica) dentro de un tejido o cultivo celular, que
nos permite luego visualizar la marca por microscopia. Se utiliza un anticuerpo primario
que es capaz de reconocer al antigeno de interés. En general, se utiliza un anticuerpo
secundario, conjugado a un fluoréforo, capaz de reconocer el anticuerpo primario. Este es

el caso de la inmunomarcacion indirecta utilizada en esta oportunidad (figura 7).
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Figura 7. Esquema del funcionamiento de la inmunomarcacion indirecta.
(Imagen adaptada de novusbio.com/applications/icc)

Se realiz6é una tinciéon por inmunocitoquimica de las células BV2 tratadas con TMZ
y vehiculo, utilizando anticuerpos para proteinas que son marcadores de senescencia
celular.
Protocolo.

1. Incubar las células con PFA 4% en PBS durante 20 minutos a 4 °C. Este paso se
utilizé para fijar a las células.

2. Bloquear las células fijadas con seroalbumina bovina (BSA) 5% en PBS 1X pH 7.4
durante una hora a temperatura ambiente. Este paso se realiza para evitar la union
inespecifica de los anticuerpos.

3. Incubar las células con los siguientes anticuerpos primarios: Ki67 (Abcam,

Ab11181, conejo, 1/200) o lamina B1 (conejo Abcam, Ab16048, 1/200), diluidos en
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BSA 1% en PBS 1X pH 7.4. Las placas de células se incuban durante toda la
noche a 4°C.

4. Lavar las placas 3 veces con PBS 1X.

5. Incubar las células con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a Alexa
Fluor 546 (Thermo Fisher Scientific, 1/1000) durante 2 hs a temperatura ambiente
en BSA 1% en PBS 1X. En este paso también se agrega DAPI como intercalante

de ADN, para observar los nucleos.

Las imagenes fueron adquiridas utilizando el microscopio confocal ZEISS LSM 800.
Se realizaron z-stacks de las células utilizando el objetivo 63x. Luego estas fueron
procesadas con el software Zen (black edition) y analizadas con el software ImageJ.

4.5 Animales.

Se utilizaron animales provenientes de la colonia transgénica de ratones que
sobreexpresan la hSOD1%%* Se utilizaron ratones transgénicos heterocigotas. Estos
animales se obtienen de la cruza de machos hSOD1%%** heterocigotas con hembras no
transgénicas. La progenie resultante esta constituida por 50% animales transgénicos y
50% no transgénicos. Para determinar cudles crias portaban el gen se realizd el
genotipado de las camadas utilizando como método la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de ADN gendmico extraido de la cola de los animales de 21
dias. Las inmunomarcaciones de las médulas espinales de raton se realizaron a partir de
animales transgénicos hSOD1°¢%* sintomaticos.

4.6 Inmunohistoquimica de médula espinal.

La médula espinal disecada fue puesta en sacarosa y luego congelada para ser
seccionada con el criostato Leica en cortes de 20 um de espesor.

El analisis de marcadores especificos mediante inmunohistoquimica de la médula

espinal de ratones hSOD1¢%*A y WT se realizd de la siguiente manera:
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Protocolo:

1. Los tejidos se permeabilizaron y bloquearon con BSA 5% —Triton X-100 0,5% en
PBS 1X pH 7.4. durante 1 h a temperatura ambiente.

2. Para los casos en que era necesario desenmascarar el antigeno se realizo, previo
a la permeabilizacién y bloqueo, el reclutamiento antigénico en buffer citrato de
sodio 10 mM pH 6 durante 5 minutos a 95°C con agitacion (350 rpm).

3. Los cortes se incubaron durante toda la noche con los diferentes anticuerpos (Tabla
1), en una solucion de BSA 1%- Tritdn X-100 0,5% en PBS 1X pH 7.4.

4. Luego de varios lavados con PBS 1X pH 7.4, las secciones fueron incubadas con
los anticuerpos secundarios conjugados a Alexa Fluor 488, 546 o 633 (Thermo

Fisher Scientific, 1/1000) durante 2 hs a temperatura ambiente.

Reconoce | Host [ Diluciéon | Identificacion
p16 ratbn | 1/100 Abcam
(Ab54210)
p21 conej | 1/1000 Abcam
o (Ab188224)
Iba1 conej | 1/400 wako (01919741)
o
Iba1 raton | 1/400 Milipore
(MABN92)
HMGB1 raton | 1/400 Abcam
(Ab79823)

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados para la inmunohistoquimica.
Las imagenes fueron adquiridas utilizando el microscopio confocal ZEISS LSM 800.
Se realizaron z-stacks de los cortes de médula con el objetivo 63x, 1,4 NA en aceite.
Luego estas fueron procesadas con el software Zen (black edition) y analizadas con el

software imagedJ.
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4.7 Microscopia confocal.

La microscopia confocal es una técnica de observacion microscopica que tiene
como ventajas, una mayor resolucidn y contraste debido a que elimina la luz procedente
de las zonas fueras de foco y permite tomar imagenes a diferente profundidad lo que

posibilita una reconstruccion tridimensional de la muestra (80).
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Figura 8. Esquema de los componentes y funcionamiento del microscopio confocal.
(Imagen adaptada de cellsignal.at/applications/flow-cytometry/flow-cytometry-overview)

espécimen

En la figura 8 observamos todos los componentes que integran un microscopio de
laser confocal. El sistema laser es la fuente de excitacién que pasa por una apertura que
se situa en un plano confocal, que tiene un punto de escaneo sobre la muestra. Una
segunda apertura se posiciona frente al detector (el tubo fotomultiplicador). A medida que

el laser es reflejado por el espejo dicroico, y la muestra es escaneada en un plano focal, la
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fluorescencia emitida secundariamente por los puntos de la muestra, pasa por el espejo
dicroico haciendo foco en lo que se denomina el foco confocal en la apertura del detector.

Ademas, la fluorescencia emitida que se da en puntos sobre y debajo del plano
focal del objetivo no es confocal a la apertura, de esta manera la mayoria de ésta no es
detectada por el fotomultiplicador, y no contribuye a la imagen resultante. El filtro del
espejo dicroico y el filtro de excitacion cumplen funciones similares a un microscopio de
epifluorescencia. Re-enfocar el objetivo cambia los puntos de emision y excitacion sobre
la muestra a otro plano que se vuelve el plano confocal con la apertura de la fuente de luz
y el detector.

4.8 Analisis cuantitativo de células microgliales en la médula espinal.

El conteo de células Iba1+, HMGB1+, p16+, p21+ se llevd a cabo cuantificando el
numero de células que expresan dichos marcadores en el asta ventral de la médula
espinal lumbar de los animales hSOD 1% y WT.

El conteo se realiz6 manualmente en al menos 8 secciones histolégicas de 20 ym,
por animal (n=5). Para hacer el conteo de los nucleos se utilizdé la herramienta “cell
counter” del software Imaged. Para identificar los nucleos p16+, p21+, HMGB1+, Iba1+, se
observo la colocalizacion con DAPI.

4.9 Analisis estadistico.

Los analisis estadisticos se realizaron con el software Graphpad. El test de dos
muestras (t-student) fue realizado entre grupos. Todos los resultados fueron expresados
como la media + el error estandar de la media (SEM), considerando p<0.01
estadisticamente significativo.

4.10 Consideraciones éticas.

Todos los estudios en animales fueron realizados en estricta conformidad con los

requerimientos de la Comisién de Etica en el Uso de Animales (CEUA) del Instituto

Pasteur de Montevideo; y bajo las actuales normas éticas de regulacion.
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5. Resultados

5.1 El tratamiento con TMZ es capaz de inducir la senescencia en un modelo de
células BV2.

Uno de nuestros objetivos era poner a punto un modelo de células microgliales
senescentes, que nos permitiera contar con una herramienta accesible para el estudio con
mayor profundidad de los cambios morfolégicos y estructurales, pero también en un futuro
moleculares, que cursan las células microgliales cuando estan en el proceso de volverse
células senescentes. En este proyecto trabajamos con una linea celular bien
caracterizada de microglia murina, como son las células BV2 (77).

Para obtener un cultivo de células microgliales senescentes, las células BV2 fueron
tratadas con TMZ. Este compuesto, alquilante del ADN, es capaz de provocar el arresto
celular en células cancerigenas (12).

Con el fin de optimizar las condiciones del cultivo y seleccionar las dosis

apropiadas de TMZ, se realizaron curvas dosis-respuesta, tratando las células con

concentraciones crecientes entre 100 y 500 pM. Se estudi6é la respuesta bajo dos

tratamientos diferentes, por un lado, las células fueron tratadas en 2 pulsos de 4 horas
cada uno, o 1 pulso por 24 horas. Luego se analizé por citometria de flujo los niveles de
actividad B-gal en la poblacién de células BV2 asi como también se evalud la viabilidad
celular a diferentes tiempos (24, 48 y 72 hs post tratamiento).

En la figura 9A se observa el andlisis cuantitativo de la variacion en viabilidad
celular y la actividad obtenida luego de los tratamientos con concentraciones crecientes
de TMZ. La linea roja observada en los graficos corresponde al tratamiento con TMZ en la
modalidad de 1 pulso durante 24 horas, mientras que la linea azul, corresponde al
tratamiento con 2 pulsos por 4 horas. En los paneles de la izquierda se observa la

viabilidad celular expresada como el porcentaje de células IP negativas (% células vivas).
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Se observo una relacion de la concentracion-muerte similar en ambas condiciones,
observandose una muerte celular significativa en las concentraciones mas elevadas (500

MM). Las graficas de la columna de la derecha muestran el analisis cuantitativo de

variacion en la actividad B-gal, representando el porcentaje de células senescentes
después de los diferentes tratamientos. El tratamiento con TMZ indujo un aumento en la
actividad B-gal de manera dosis dependiente, llegando a un maximo del 92.2% de las

células con actividad -gal positiva luego del tratamiento con 300 pM de TMZ. Para dosis

mas altas (400 y 500 pM) se observa una disminucion en el porcentaje de células

senescentes para ambos tratamientos, analizado tanto 24 cémo 48 horas
post-tratamiento. Esto puede explicarse por la alta toxicidad que presentan los
tratamientos con estas altas dosis del agente alquilante. Los porcentajes de células
senescentes alcanzados durante el tratamiento con 1 pulso por 24 horas, superan a los
alcanzados luego del tratamiento de 2 pulsos de 4 horas. Obtenidos estos resultados, se

concluye que dosis a partir del cual se obtiene mayor porcentaje de células senescentes

viables, es la de 300 pM de TMZ, dado en 1 pulso durante 24 horas, y estudiando el

cultivo luego de 48 horas post-tratamiento.

En la figura 9B se muestra el analisis por citometria de flujo de la viabilidad celular
y la actividad B-gal para el tratamiento elegido, 300 uM. En los paneles superiores
observamos graficos de punto representativos luego del analisis por citometria de flujo de
la marcacion con IP para la concentracién de 300 uM. Durante 24 horas, medido 48 horas
post tratamiento, en comparacion con células BV2 tratadas con el vehiculo (DMSO). Tanto
las células tratadas con el vehiculo como con TMZ, se observa una muerte celular de
entre el 15 y el 20%. Esta muerte celular responde a la alta tasa proliferativa que
presentan las células BV2, en donde generalmente la muerte celular basal es elevada. En

los paneles centrales e inferiores, se observa el analisis por citometria de flujo y

34



microscopia de campo claro, la actividad 3-gal y los cambios morfolégicos que sufren las
células con el tratamiento con TMZ, respectivamente. En los paneles inferiores se observa
que el tratamiento con 300 uM de TMZ, produjo una induccion de la actividad (3-gal en el
92.2% de las células analizadas. En comparacioén, en las células tratadas con el vehiculo,
solo se observa un 23% de las células BV2 que presentan actividad 3-gal. Las imagenes
de microscopia de la derecha muestran el andlisis de los cambios morfologicos en las
células BV2 tratadas con TMZ (imagen de paneles inferiores) en comparacién con las
células BV2 tratadas con el vehiculo. Por el contrario, en las células BV2 tratadas con 300
MM de TMZ, se observan cambios morfolégicos como el aumento del tamario celular, lo

que es concordante con la literatura respecto a la adquisiciéon de un fenotipo senescente

en cultivo.
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Figura 9. Caracterizacién de una linea de microglia senescente por dafo del ADN. Células
BV2, una linea de microglia murina, fueron expuestas a diferentes concentraciones y tiempos de
temozolomide (TMZ), un agente alquilante del ADN. A) Las graficas representan el analisis de
células BV2 viables (graficas de la izquierda) y senescentes (graficas de la derecha) expuestas a
diferentes concentraciones (eje x) y tiempos de exposicion con TMZ (lineas azules y rojas). Las
células fueron analizadas luego de 24 hs (graficas superiores), 48 hs (paneles centrales) o 72 hs
(paneles inferiores) luego de ser tratadas con TMZ. Las lineas rojas representan células tratadas
una sola vez y durante 24hs con TMZ. Las lineas azules muestran células tratadas en dos pulsos
de 4 hs cada uno, posterior a lo cual se removio el medio de cultivo y se sustituyd por medio sin
TMZ. B) Estudio de la expresion de B-gal por citometria de flujo. Los paneles superiores muestran
el analisis por citometria de flujo de células BV2 tratadas con 300 uM (concentracion elegida como
Optima para inducir senescencia) de TMZ (gréafica derecha) y células tratadas con vehiculo (DMSO
— grafica izquierda). Las células fueron marcadas con ioduro de propidio para evaluar la viabilidad
celular. Los andlisis posteriores se realizaron en las células viables, en donde se analiz6 la
expresion de B-gal mediante el kit C12FDG. En los paneles centrales se observa el analisis de
B-gal de células proliferantes tratadas con vehiculo. La figura de la derecha muestra una
microfotografia representativa de contraste de fase de las células analizadas. Los paneles
inferiores muestran el andlisis de citometria de flujo (graficas de la izquierda) y expresion de p-gal
(panel derecho).

5.2 La microglia senescente en cultivo presenta alteraciones en la morfologia
nuclear caracteristica en la senescencia celular.

Para el estudio del fenotipo celular en las células microgliales senescentes
inducidas con el tratamiento con TMZ, realizamos un ensayo colorimétrico para observar
la actividad B-gal y por otro lado, mediante técnicas de inmunocitoquimica y posterior
visualizacion por microscopia confocal, inmunomarcamos las células con Ki67 y lamina
B1. Ademas, la marcacién con DAPI nos permitié analizar la estructura de los nucleos.

En la figura 10A observamos por microscopia de campo claro, la tincidon
citoquimica para observar la actividad 3-gal. En el panel superior de la primera columna,
observamos que las células tratadas con el vehiculo no presentan cambios morfolégicos
de significancia y no presentan actividad (3-gal significativa. Por el contrario, como se
observa en el panel inferior, las células tratadas con 300 uM de TMZ mostraron un
aumento muy marcado de la actividad (3-gal, ademas de observarse cambios morfologicos
caracteristicos, como aumento del volumen celular, extension de procesos e hipertrofia de
los nucleos. Las figuras de la derecha son imagenes representativas de microscopia de
campo claro en donde se observa con mayor detalle los distintos fenotipos que adquieren

las células BV2 senescentes luego de ser expuestas al agente alquilante. Se observan
36



somas agrandados, activados, y multinucleados, elementos reportados para las células
senescentes en la literatura (31).

Para profundizar en la caracterizacion del fenotipo celular senescente de las
células BV2 expuestas a TMZ, realizamos una inmunomarcacion para Ki67, un marcador
tipico de células proliferantes, y lamina B1, un marcador de membrana nuclear que esta
reportado disminuye su expresion en células senescentes (49). En la figura 10B se
muestra la tincion nuclear con DAPI (azul) y la inmunomarcacion para Ki67 (rojo) y
Lamina B1 (amarillo), para células tratadas con el vehiculo y con 300 uM de TMZ. Se
observa una disminucion en el numero de células que expresan Ki67 en las células
tratadas con TMZ respecto al control, lo que indica que las células tratadas con el agente
alquilante estan en arresto celular. Por otra parte, en las células senescentes, se observa
un aumento en el tamafio de los nucleos y alteraciones en la lamina nuclear, con
invaginaciones y una discontinuidad en la distribucion espacial de la expresion de la
lamina B1. En la figura 10C se observa una caracterizacion de la morfologia nuclear a
mayor aumento mediante microscopia confocal en las células senescentes (los dos
paneles inferiores) en comparacion con las células tratadas con el vehiculo (panel
superior). Se observa que los nucleos de las células controles presentan una estructura
tipica, redondeados y con una expresion de lamina B1 caracteristica, y el contenido
genomico se encuentra totalmente comprendido dentro del nucleo. En comparacion, las

células tratadas con 300 pM de TMZ, se observan regiones con deformaciones de la

lamina que se condicen con protuberancias del contenido nuclear (flechas
blancas). También se observan invaginaciones de la lamina y roturas con escape del

material genético fuera del compartimento nuclear (flechas blancas).
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Figura 10. Caracterizacion morfolégica de microglia senescente por daino del ADN. Células
BV2, tratados con 300 uM por 24 hs con TMZ. A) Los paneles a la izquierda muestran imagenes
representativas de microscopia de campo claro, donde se observa la actividad B-gal en células
BV2 sin tratar (arriba) y tratadas (abajo). Las células senescentes se observan en celeste. En el
panel de la derecha se observan diferentes imagenes representativas de los fenotipos
senescentes observados luego de los tratamientos con TMZ 300 uM tefidos con el kit de
marcacion de la actividad B-gal. B) Se observa la marcacion por inmunocitoquimica de las células
BV2 con Ki67 (rojo), lamina B1 (amarillo), y DAPI (azul), en BV2 sin tratar (paneles superiores) y
BV2 tratadas (paneles inferiores). C) Se observan representaciones en 3D de la
inmunocitoquimica observada en B con el programa Zen (Black edition), para DAPI y lamina B1 de
las células sin tratar (fotos superiores) y tratadas (fotos inferiores). Se identifican con flechas
blancas en la marcacién con DAPI protuberancias del nucleo e invaginaciones; mientras que las
flechas en la lamina B1 muestran pérdida de la expresion de la misma.
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5.3 Las células microgliales senescentes en la médula espinal de ratones hSOD1¢%4
presentan una morfologia nuclear alterada

Para profundizar el estudio de las células microgliales senescentes en el contexto
de un modelo de neurodegeneracion, estudiamos mediante inmunohistoquimica vy
microscopia confocal, el fenotipo de la microglia senescente de la médula espinal en un
modelo murino de ELA, ratones hSOD1e=. Para la caracterizacion de la microglia
realizamos inmunomarcacion utilizando anticuerpos contra marcadores tipicos de
senescencia, como p16, p21, lamina B1, y HMGB1. (33, 34, 36, 81). El analisis estuvo
enfocado en el asta ventral de la médula espinal, en particular en el microambiente celular
neuroinflamatorio que rodea a las motoneuronas en degeneracion.

Primero, realizamos una caracterizacion de los marcadores de senescencia p16 y
p21 en la médula espinal de ratones hSOD1°%* En la imagen 11A se observan
microfotografias de microscopia confocal representativas, en donde se observa un
aumento significativo del numero de nucleos positivos p16 y p21, en comparaciéon con los
ratones no transgénicos. Para determinar la localizacion celular de estos marcadores de
células senescentes, realizamos una co-marcacion para p16 y p21, con DAPI.

En la figura 11B se observan las microfotografias de microscopia confocal
representativas con la co-marcacion p16/lba1l/DAPI (imagenes superiores) vy
p21/Iba1/DAPI (imagenes inferiores) (82). Se observa que la expresidén nuclear de p16 se
da principalmente en las células microgliales, visto mediante la colocalizacion con la
marcacion de Iba1 (rojo). Sin embargo, se observa que p21 nuclear no se expresa en la
microglia Iba1+. Las graficas de la derecha muestran el analisis cuantitativo de la
colocalizacion 1ba1/p16 e Iba1/p21. Finalmente, en la figura 11C se observan imagenes
representativas de microscopia confocal en donde se observo la estructura de los nucleos
de las células microgliales que expresan el marcador nuclear de senescencia p16. Se

observa que la estructura nuclear de la microglia que expresa p16 la médula espinal de
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ratones hSOD1%%* es anormal (paneles inferiores), en comparacion con los nucleos de la

microglia en ratones no transgénicos (paneles superiores), en los cuales no se observan

alteraciones de relevancia y no se detecta la expresidon de marcadores de senescencia.

En los animales hSOD1°¢%* se observan morfologias nucleares no redondeadas, roturas

de la envoltura nuclear con escape de material genético y diversas protuberancias.
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Figura 11. Caracterizacion del fenotipo y morfologia nuclear senescente de la médula
espinal de ratones hSOD1¢%A, Estudio por microscopia confocal del asta ventral de la médula
espinal de ratones hSOD1¢%* y ratones no transgénicos. A) Las imagenes superiores muestran la
expresion del marcador de senescencia p16 (verde) y DAPI (azul) en ratones no transgénicos
(izquierda) y ratones hSOD1%%** (derecha). En las imagenes inferiores se observa la marcacién
para p21 (en verde) y DAPI (azul). Los gréficos a la derecha de las imagenes muentran el analisis
cuantitativo de los marcadores de senescencia p16 y p21, se expresan como media * error
estandar de la media, donde *p<0.01 fue considerado significativo. B) En los paneles superiores
se observa la microglia senescente, marcada con p16 (en verde) e Iba1 (con rojo). Las fotos
superiores muestran en aumento el fenotipo de la microglia observada en las fotos inferiores. A la
derecha de los paneles se observan el anadlisis cuantitativo para ambas marcaciones y se
expresan como media * error estandar de la media, *p<0.01 fue considerado significativo. C) Se
observan imagenes en 3D de los nucleos de las células senescentes. En el panel superior se
observan imagenes de ratones no transgénicos con DAPI (azul). En los paneles inferiores
observamos fotos de nucleos de animales transgénicos marcados con p16 (arriba y en verde) y
DAPI. Se observan tres fenotipos nucleares senescentes para cada marcacion.

5.4 Las alteraciones nucleares en la microglia senescente en los ratones hSOD1¢9%A
esta acompainada de la baja expresion nuclear de HMGB1.

Para continuar con la caracterizacion de la microglia senescente en los ratones
hSOD1%%A, nos preguntamos lo que ocurria con la expresion de HMGB1 en las células
microgliales que expresan marcadores de senescencia en la médula espinal. La expresion
nuclear de HMGB1 esta asociada a la regulacion de la expresion de marcadores de
senescencia como p53 (54, 83). Pero también puede ser exportada fuera del nucleo y
actuar como una proteina con propiedades pro-inflamatorias en su forma acetilada(84).
Actualmente se desconoce cual es el rol de HMGB1 en las células gliales durante la
progresion de la ELA. Para investigar sobre su papel en el contexto de la
neuroinflamaciéon en la médula espinal de los ratones hSOD1%%A realizamos
inmunomarcaciones para lIba1, p16 y HMGB1. En la figura 12A se observan
microfotografias de microscopia confocal representativas, en donde se observa que
ocurre una disminucidn significativa en la expresion nuclear de la proteina HMGB1 (verde)
en la médula espinal de los ratones hSOD1°%* en comparacion a los ratones no
transgénicos. A su vez se observa como la expresion nuclear de p16 se correlaciona con
la disminucién de la expresion nuclear de HMGB1, y no se observa una colocalizacién de

ambos marcadores en nucleos. Las graficas de la derecha muestran el analisis
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cuantitativo de la expresion nuclear de HMGB1 y la colocalizacién de HMGB1 y p16. Para
estudiar la pérdida de expresion de HMGB1 en la microglia en animales hSOD16%,
realizamos una co-marcacion de HMGB1 con Iba1. En la figura 12B se observa una
disminucién significativa de la expresién de HMGB1 en la microglia Iba1+ en la médula
espinal de los ratones hSOD1¢% sintomaticos, en comparacion con los controles, en
donde casi totalidad de las células microgliales observadas presentan expresién de
HMGB1. La grafica de la derecha muestra el analisis cuantitativo del numero de células
que presentan ambos marcadores HMGB1 e Iba1. Finalmente, en la figura 12C se
muestran microfotografias de microscopia confocal representativas en donde se observa
la morfologia nuclear en aquellos nucleos de microglia que no presentaban expresion de
HMGB1. En la microglia de animales hSOD1°%%* se observan nucleos con ampollas
nucleares y escape de material genético, en comparacion con los animales no
transgénicos, en donde se observa expresion de HMGB1 en la microglia Ibal+ y no se

observan alteraciones significativas de la estructura nuclear.
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Figura 12. Caracterizacion del fenotipo senescente nuclear en microglias de la médula
espinal de ratones hSOD1%%A, Estudio por microscopia confocal del asta ventral de la médula
espinal de ratones hSOD1%%®** y ratones no transgénicos. A) Las imagenes de la izquierda
muestran células marcadas para la proteina HMGB1 (en verde) y p16 (en rojo). A la derecha se
muestran el andlisis cuantitativo de la expresion de HMGB1 nuclear (panel de la izquierda) y la
co-expresion de HMGB1 y p16 (panel de la derecha), los valores se expresan como media + error
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estandar de la media, *p<0.01 fue considerado significativo. B) Las imagenes de la izquierda
muestran células marcadas con HMGB1 (verde) e Iba1 (rojo) de ratones no transgénicos
(izquierda) y hSOD1¢%* (derecha). En el panel de la derecha se muestra la cuantificacion para la
expresion de HMGB1 nuclear en la microglia Iba1+, los valores se expresan como media + error
estandar de la media, *p<0.01 fue considerado significativo. C) Se observa imagenes
representativas de la morfologia nuclear en 3D para la inmunomarcacion de HMGB1 (en verde),
Iba1 (en rojo), y DAPI (azul) para ratones no transgénicos (fotos superiores) y ratones hSOD1¢%4
(fotos inferiores). La flecha blanca muestra una ampolla del material genético que escapa a la
estructura normal del nucleo.

6. Discusion.

En el presente trabajo, se puso a punto un protocolo novedoso con el fin de
obtener células microgliales senescentes a partir de un cultivo de células BV2 de ratén.
Por otra parte, se profundizé en la caracterizacion de la senescencia celular en un modelo
murino de ELA, una enfermedad neurodegenerativa sin tratamiento. En particular, la
segunda parte de este trabajo se centrd en la caracterizacion de la microglia senescente
en el contexto neuroinflamatorio caracteristico de la médula espinal en esta enfermedad.
Este trabajo estuvo apoyado por estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio,
en donde se reportd la emergencia de fenotipos senescentes de microglia y astrocitos en
el ambiente que rodea a las motoneuronas en degeneracion en un modelo murino de
ELA(69-74, 85).

6.1 Generacion del modelo de senescencia celular en BV2.

El objetivo de esta primera parte del trabajo, fue poner a punto un protocolo
novedoso para generar un modelo de microglia senescente. Este modelo permite contar
con una herramienta novedosa y accesible para estudiar con mayor profundidad los
cambios a nivel de morfologia y estructura que sufren las células microgliales en el
proceso de transformacién a células senescentes. Particularmente, en nuestro trabajo se
logro llevar a cabo un procedimiento original para obtener células senescentes a partir de
microglia BV2 luego del tratamiento con un compuesto alquilante del ADN, el TMZ. A
partir de este novedoso tratamiento aplicado a células BV2 logramos obtener un 92% de

células con elevada actividad [(3-gal sin presentar una muerte significativa. Estudios
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previos han utilizado esta estrategia alquilante para inducir la senescencia de otros tipos
celulares, lo que permite el estudio de los procesos moleculares y celulares que sufren las
células en la transicidn al fenotipo senescente e incluso a un fenotipo secretor (86).

Para poner a punto este protocolo, se realizaron dos tipos de tratamientos, el
primero incluia el tratamiento con 1 pulso de TMZ por 24 horas, y el segundo de 2 pulsos
del mismo compuesto, pero durante 4 horas cada uno, con 24 horas de diferencia entre
ambos. Ambos tratamientos se realizaron con diferentes concentraciones crecientes de
TMZ. Consistentemente, los tratamientos con 1 pulso de TMZ durante 24 horas
provocaron un mayor numero de células con actividad [3-gal, en iguales concentraciones
de TMZ, indicando una mayor capacidad del tratamiento de 24 horas para inducir dicha
caracteristica de las células senescentes. Esto podria deberse a que la adquisicion del
fenotipo senescente en las células no solo depende de una sefal inductora determinante,
en este caso el dafo del ADN, sino que también resulta clave que la sefial sea sostenida
en el tiempo (87). Esta senal sostenida, permitira que ocurran un numero suficiente de
cambios transcripcionales en la célula, que genere un arresto del ciclo celular que sea
irreversible y se refleje en un fenotipo senescente (27). Esto podria explicar la disminucion
de la actividad [3-gal en el tratamiento con 2 pulsos, ya que, en ausencia de la sefal, un
porcentaje de las células podrian ser capaces de revertir el dafio, y asi alejarse de la via
de arresto celular, mientras que esto no ocurre con un tratamiento sostenido durante 24
horas.

Luego caracterizamos parcialmente el fenotipo senescente obtenido tras el
tratamiento 6ptimo elegido en células BV2. Luego del tratamiento, se observaron diversos
cambios morfologicos caracteristicos de células senescentes. Se observo la emergencia
de células multinucleadas asi como también un aumento del tamafio celular. Esto podria
explicarse a una disminuciéon en la expresion de la lamina B1, una caracteristica

previamente reportada en las células senescentes (33), que debilitan la lamina nuclear y
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facilitan una reorganizacion de la cromatina (31). En esta misma linea, también se
observd en la microglia senescente, la presencia de aberraciones o alteraciones
nucleares, evidenciadas por la expresion alterada del marcador nuclear, lamina B1.
Diversos trabajos han descrito como las alteraciones en la forma nuclear en células
senescentes son dependientes de lamina B1 (31), al tiempo que evidencian una relacién
entre la disminucion en su expresion con una alteracion en el perfil transcriptomico y la
expresion génica (33). Finalmente, en las células BV2 senescentes, se observd una
disminucién en la proliferacién, analizada por la pérdida de la expresion de Ki67, un
marcador tipico de las células proliferantes (88). El arresto proliferativo es el principal
marcador de células senescentes (25), por lo que sumado a las otras caracteristicas
observadas en las células BV2 expuestas a TMZ, consideramos que contamos con un
buen modelo celular de glia senescente en cultivo. De todas maneras, se requeriran
estudios de mayor profundidad para continuar caracterizando el fenotipo microglial
adquirido por alquilacion del ADN caracteristica fundamental de la senescencia celular.

6.2 Caracterizacion del fenotipo microglial senescente en un contexto de ELA en
modelo hSOD16%4,

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por la muerte
selectiva de las neuronas motoras, dando lugar a una progresiva paralisis y posterior
muerte (67). En la fase sintomatica de la ELA se constituye el microambiente celular
neurodegenerativo formado por células gliales, en particular astrocitos y microglia, que se
activan hacia un fenotipo inflamatorio con funcion aberrante y neurotéxica (67). El analisis
de este ambiente degenerativo permitié postular mecanismos patogénicos que subyacen
a la progresion y paralisis progresiva en la ELA (67). Uno de los factores de riesgo mas
importantes para esta enfermedad es la vejez, por lo que la emergencia de células
senescentes y un potencial efecto toxico de estas podria contribuir a la constitucion de

este microambiente celular neurodegenerativo y la patogenia de la enfermedad.
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Recientemente nuestro grupo ha reportado la presencia de células senescentes en
la médula espinal de ratas SOD1°%**, observandose un aumento de células gliales p16 y
p53 positivas, asi como una disminucion en la expresion de lamina B1 y también un
aumento en factores proinflamatorios asociados a la senescencia, como IL-1j3, IL-6,
MMP1, en la microglia aislada de la médula espinal de ratas SOD1¢%** durante la fase
sintomatica de la enfermedad (72).

En este trabajo continuamos con la caracterizacion e identificacion de las
poblaciones senescentes en la médula espinal del modelo de raton hSOD1¢%* en la fase
sintomatica de la enfermedad. Previamente, la senescencia en el contexto de la ELA
habia sido estudiada en el modelo de rata SOD1¢% (72). Si bien se trata de un modelo
murino transgénico similar, existen diferencias significativas en lo que respecta a los
procesos inflamatorios y la progresion de la enfermedad (89). En este trabajo observamos
el aumento del numero de células con expresion de p16 en el asta ventral de la médula
espinal en ratones hSOD1%%*A  respecto a los ratones WT. La activacion de la via p16 es
esencial para la induccion de la senescencia en una variedad de tipos celulares (90). En
particular, observamos que la mayoria de las células que expresan p16, se corresponden
con células microgliales, caracterizadas por la doble marcacion p16/lba1, este resultado
sugiere que la emergencia de células senescentes en la médula espinal de los ratones
SOD1%%A ocurre principalmente en esta tipo celular, y no tanto en otras poblaciones
gliales como los astrocitos. Esto podria ocurrir como consecuencia de la gran activacion
inflamatoria que ocurre en la microglia durante la fase sintomatica de la ELA (91). En
condiciones inflamatorias, estas células gliales son las primeras en responder al dafio,
promoviendo y potenciando la inflamacién sostenida en el tiempo (91). La sobreactivacion
cronica de la microglia podria provocar acumulacion de danos en estas células, lo que
podria llevar a la adquisicion de un fenotipo senescente en el nicho neurodegenerativo

(56, 92, 93). Sorprendentemente, pudimos observar que la microglia SOD1%%* no

46



presenta marcacion nuclear para p21. Esto podria significar que la via de arresto celular
que induce el fenotipo senescente en una subpoblacién de células microgliales durante la
fase sintomatica avanzada en la ELA involucra a p16, y no a p21, diferente a lo que ocurre
en astrocitos en un modelo de rata, donde se observa un aumento en la expresion de p21
nuclear (72).

Por otra parte, comenzamos a caracterizar la morfologia nuclear de las células
microgliales senescentes que expresan p16 nuclear. Se observaron morfologias nucleares
no redondeadas, roturas de la envoltura nuclear con escape de material genético y
diversas protuberancias. Estas alteraciones de la morfologia nuclear, con potencial
escape del material genético al exterior del compartimento nuclear, podrian estar jugando
un significativo rol pro-inflamatorio (94). La liberacion de ADN al exterior puede ser
reconocido como un patron molecular asociado al dafio (DAMP, por su sigla en inglés) por
sensores de ADN presentes en microglias y astrocitos, y asi generar un efecto pro-
inflamatorio (95). Por otro lado, en aquellos nucleos donde no ocurre la rotura de la
envoltura nuclear, pero si una disminucién en la expresion de lamina B1, dando lugar a un
aumento en el tamafio nuclear o alteraciones en la morfologia, podria darse una
reorganizacion de la cromatina, potencialmente concordante con la adquisicion de un
perfil transcriptomico inflamatorio (31, 48). De esta manera, la emergencia de células
senescentes podria contribuir a la adquisicion de un fenotipo secretor. Estos fenotipos
senescentes contribuyen a la constitucion de un microambiente inflamatorio en diferentes
patologias cronicas (15, 22). Ademas, la persistencia de sefales que potencialmente
promuevan la aparicibn de nuevas células senescentes, podrian generar un ciclo
automantenido de inflamacion y toxicidad para las motoneuronas en la médula espinal y
asi contribuir a la progresion de la ELA (96).

En este trabajo comenzamos a identificar la expresion de una novedosa proteina

poco caracterizada en el contexto de la ELA, HMGB1. En condiciones normales, la
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expresion nuclear de HMGB1 es abundante y actua como una proteina de union al ADN,
estabilizando a los nucleosomas y permitiendo una flexibilidad de los mismos, facilitando
la transcripcion génica (97). Pero, por otro lado, HMGB1 puede considerarse un marcador
prominente del fenotipo secretor senescente, SASP, desempefiando un rol significativo en
procesos inflamatorios (51, 98). Asi es que HMGB1 puede ser exportada fuera del nucleo,
y en su forma acetilada, actuar como una proteina con propiedades pro-inflamatorias (54).
Esta proteina puede ser secretada por astrocitos, microglia, y neuronas, y su actividad
promueve la neuroinflamacion y la apoptosis neuronal cuando es acetilada y secretada
(84, 99, 100). En este sentido, un trabajo de Gaikward y colaboradores, muestra que en
pacientes con la enfermedad de Alzheimer, la secrecion de HMGB1 en células
senescentes es capaz de inducir la senescencia de astrocitos vecinos y que la inhibicion
de la secrecion de la esta proteina, logra disminuir tanto los niveles de expresion nuclear
de p16 en astrocitos, como la produccién de factores SASP (92).

En nuestro trabajo observamos que existe una correlacion entre el aumento en la
expresion nuclear de la proteina p16, y la pérdida de expresion nuclear de HMGB1. En
particular, la mayoria de las microglias en la médula espinal sintomatica que expresan
p16, no mostraron expresion HMGB1 en el nucleo.La pérdida de la proteina HMGB1 en
las microglias senescentes p16+, nos brinda una primera aproximacién al potencial
fenotipo SASP que estas células podrian estar adquiriendo en el microambiente celular
neurodegenerativo en la médula espinal de los ratones SOD1%%*A En este sentido la
pérdida nuclear podria correlacionarse con un aumento en la expresion de la proteina
fuera del compartimiento nuclear, con la posibilidad de que la misma sea finalmente
secretada (54). Una vez secretada, HMGB1 podria contribuir a la generacién de nuevas
células senescentes y a la con la constitucion del microambiente neuroinflamatorio
mediante su interaccion con los receptores RAGE y TLRs en células vecinas, receptores

clave en la regulacion de la inflamacion (84).
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Por ultimo también observamos como la pérdida de la expresion nuclear de
HMGB1 se correlaciona con la aparicion de una morfologia nuclear aberrante
caracterizada por la presencia de invaginaciones, ampollas y roturas nucleares, lo que
podria significar que la senescencia de estas células afecta la morfologia nuclear y ésta
podria llevar a la reorganizacion de la cromatina, y un cambio en el perfil transcripcional,

siendo HMGB1 potencialmente un gen afectado.

7. Conclusiones.
En este trabajo identificamos la capacidad de TMZ de actuar como inductor de la

senescencia en un modelo de microglia BV2, asimismo obtuvimos un protocolo de
induccion para la obtencion de un 90% de células con actividad [3-galactosidasa, arresto
celular y adquisicion de un fenotipo morfolégico caracteristico de la senescencia, con
invaginaciones, ampollas y rupturas de la lamina nuclear.

Por otra parte observamos que existe un aumento en un modelo de ELA de ratdn
de células con caracteristicas clasicas senescentes como el marcador p16 y p21, y que
este aumento esta asociado a la adquisicion de una morfologia nuclear alterada
caracteristica en la senescencia celular. Ademas identificamos una subpoblacion de estas
células como microglias y observamos que gran parte de la microglia perdia la expresion
nuclear de HMGB1 en la fase final de la enfermedad, a la vez que la morfologia nuclear
de éstas se ve alterada. Esta pérdida de HMGB1 podria coincidir con la adquisicién de un

fenotipo SASP con potencial inflamatorio.

8. Perspectivas.

Los tratamientos destinados a la eliminacion de las células senescentes con drogas
senoliticas han cobrado relevancia, en tanto buscan revertir o detener los efectos toxicos

de las mismas, buscando reducir el componente inflamatorio crénico que resulta téxico en
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los tejidos donde se acumulan. Los trabajos de Xu y colaboradores han realizado
tratamientos con una combinacion de drogas (Dasatinib+Quercetina) que actuan
sinérgicamente para matar especificamente células senescentes de progenitores de
células lipidicas, y células endoteliales y mesenquimales derivadas de la médula 6sea de
ratén (101). Complementariamente otro trabajo de Baker y colaboradores utiliza modelos
capaces de eliminar células que expresan p16 ante la accion de una droga, demuestran
que la eliminacidn de estas células retarda la aparicion de los fenotipos patolégicos en
tejidos clasicos donde estos se observan y atenua la progresion de enfermedades
relacionadas a ellos (102).

En ese sentido, futuros trabajos pueden valerse de la obtencién de este modelo
celular para el screening de posibles drogas senoliticas, que permitan la eliminacion de
células senescentes diferencialmente en particular en el sistema nervioso central. Esto
contribuira a la generacidon de nuevos tratamientos senoliticos para enfermedades
neurodegenerativas.

Por otra parte es importante continuar profundizando en la caracterizacién de la
senescencia celular de raton en un modelo de ELA:

e Estudiando las caracteristicas senescentes en otros tipos celulares:
astrocitos, neuronas, linfocitos, otras células inmunes.

e Ahondar en la caracterizacion del fenotipo senescente microglial, ampliando
el estudio de los marcadores SASP de la microglia: IL-6, IL-8, MMP 1,
Lamina B1.

e Estudiar otros tejidos involucrados en la ELA, como pueden ser las fibras
musculares que son inervadas por las neuronas motoras cuya muerte
ocurre.

e Profundizar en la patologia nuclear asociada a la senescencia en la ELA.
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