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Resumen

El envejecimiento es un proceso natural en la vida de los organismos en el que
disminuyen de manera gradual, sus capacidades fisicas y mentales, aumentando el
riesgo de padecer enfermedades crénicas y crénico-degenerativas. Un fenédmeno
asociado al envejecimiento es la acumulacion gradual de células senescentes en los
tejidos de los individuos. La senescencia celular consiste en un conjunto de cambios
que ocurren en una célula como producto de su exposicion a ciertos tipos de estrés o
a estimulos enddégenos. Una de las principales caracteristicas de las células
senescentes es el perfil de secrecién proinflamatorio conocido como Fenotipo Secretor
Asociado a la Senescencia (SASP, por sus siglas en inglés) el cual es el causante de
las actividades biologicas inducidas por las células senescentes. En el Sistema
Nervioso Central, se ha asociado la senescencia celular en astrocitos con
neurodegeneracion, sin embargo, poco se ha estudiado del SASP de astrocitos y su
similitud con otros tipos celulares. En este trabajo se analizd, de forma cuantitativa el
SASP de astrocitos de rata Wistar inducidos a senescencia por estrés oxidante (SIPS)
e inhibicion del proteosoma (PIIPS), empleando la tecnologia de inmunoensayo
Multiplex. EI SASP incluyé principalmente quimiocinas e IL-1a. Sin embargo, en el
SASP de astrocitos no se detecté la IL-6, que ha sido reportada en otros tipos
celulares, ni tuvo efecto en el potencial de membrana mitocondrial de neuronas

corticales expuestas a él.

Para evaluar la posibilidad de modificar la secrecion del SASP, se traté a los astrocitos

senescentes con tres farmacos: sulforafano, dehidroepiandrosterona y acido
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acetilsalicilico. Los dos primeros generaron una disminucion en la secrecion de varios
factores del SASP, en particular disminuyeron la secrecion de la IL-1a e incrementaron
la de IL-10, sugiriendo que estos farmacos podrian, potencialmente, ser utilizados para
reducir la inflamacion cronica provocada por los astrocitos senescentes en los cerebros
de organismos envejecidos. El acido acetilsalicilico no disminuyé la secrecion de las

citocinas proinflamatorias de los astrocitos senescentes.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, concluimos que los factores secretados
por las células senescentes pueden variar en funcion del tipo celular y de la forma en
qgue entraron en senescencia, ademas, demostramos que el perfil de secrecion de los
astrocitos senescentes puede ser modificado con el tratamiento de distintos farmacos

de accién antiinflamatoria.
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Abstract

Aging is a natural process of the living organisms in which their physical and mental
abilities gradually decrease and, as a consequence, the risk to suffer chronic and
chronic-degenerative diseases increase. The accumulation of senescent cells within
the tissues is an aging-related phenomenon. Cellular senescence consists in a set of
changes that occur in the cell as a product of its exposure to some kinds of stress or
by endogenous stimuli. One of the main hallmarks of cellular senescence is its
secretory profile called Senescence-Associated Secretory Phenotype (SASP), which is
the driver of the biology activities induced by senescent cells. In the Central Nervous
System, cellular senescence has been associated with neurodegeneration, however,
little is known about the composition of the SASP from astrocytes compared with other
cell types. In this study, a quantitative analysis of the SASP from senescent astrocytes
induced by oxidative stress or proteasome inhibition was carried out using the Multiplex
technology. The SASP mainly included chemokines and IL-1a. However, IL-6 that has
been reported in other cell types was not found, and the SASP did not have any effect

in the mitochondrial membrane potential of cortical neurons exposed to it.

To evaluate the possibility of modify the SASP secretion, senescent astrocytes were
treated with three anti-inflammatory drugs: sulforaphane, dehydroepiandrosterone and
acetylsalicylic acid. The first two, decreased the secretion of some SASP factors, in
particular IL-1a secretion, and increased the anti-inflammatory IL-10, suggesting that

both drugs could, potentially, be used to reduce the chronic inflammation provoked by



senescent astrocytes in the brain of aged organisms. Acetylsalicylic acid did not

decrease or change the SASP profile of senescent astrocytes.

Whit these results, we concluded that secreted factors by senescent cells can vary as
a function of the cell type and with the stimuli that induce senescence. Moreover, we
demonstrated that the secretion profile of senescent astrocytes can be modified with

anti-inflammatory drugs treatments.
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Inhibicién de la secrecion de citocinas proinflamatorias del SASP de astrocitos

de rata Wistar inducidos a senescencia prematura

Introduccion

Transicion demografica en México y el mundo

En 2004, el Consejo Nacional de Poblacion (CONAPOQO) publicé la primera edicién del
libro titulado “Envejecimiento de la Poblacion de México: Reto del siglo XXI”. En ese
libro se revisaban las estimaciones sobre uno de los fendmenos al que nos
enfrentaremos en este siglo: la transicion demografica (Figura 1). Este fendmeno se
refiere al cambio en las proporciones de distintos grupos de edad en nuestra sociedad.
Asi, si en el afo 2015 el grupo de adultos mayores (> 60 afos) representaron el 10%
de la poblacidon mexicana, se prevé que para 2050 dicho grupo de edad alcance el
21.5%, lo que significa que aproximadamente 1 de cada 5 mexicanos seran adultos
mayores (19). Este fendmeno no es exclusivo de nuestro pais o de nuestra regioén, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que para el afio 2050 el 16% de la
poblacion mundial tendra mas de 60 afios, aproximadamente 1,500 millones de adultos
mayores en el mundo. En 2010 la poblacién mundial de adultos mayores represento
un 8% de la poblacion mundial, lo que significa que en 40 afios la proporcion mundial
de adultos mayores se duplicara. Ademas, este fendmeno sera distinto en paises
desarrollados que en paises en via de desarrollo; los primeros experimentaran un
incremento del 71% de sus adultos mayores, mientras que los segundos un 250%.

Existen muchos factores que explican este fenémeno, pero el primordial es la
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Figura 1. Transicion demografica en México 1950-2050

Las piramides poblacionales muestran la proporcion de personas en la poblacion mexicana
con respecto a la edad que hubo en los afios 1950 y 2000. En el panel derecho se muestra la
proyeccion prevista para el afio 2050. Se observa que la proporcion de la poblacion joven
disminuira, mientras que la poblacion de adultos mayores aumentara. Las graficas estan
hechas con datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el Banco Mundial y la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU).

*Imagenes modificadas de https.//www.worldlifeexpectancy.com/country-health-profile/mexico

disminucién en las tasas de natalidad y el incremento en la esperanza de vida de la

poblacién (85).

La transicion demografica desencadenara cambios sociales, tanto en nuestro pais
como en el mundo, para los que debemos prepararnos con anticipacion. En México
alrededor del 65% de los hombres de entre 60 y 64 afios aun son econémicamente
activos y, aunque con la edad disminuye esta proporcion, a los 80 afos el 25% de los
varones aun trabajan. Por otro lado, solo el 10% de las mujeres mayores a 60 afios
mantienen alguna actividad econdmica. En el escenario de la transicion demografica,
si se mantiene el mismo sistema laboral y de pensiones, los adultos mayores jugaran

un papel de gran impacto en la productividad de nuestro pais en el afio 2050 (19).



En contraparte, el grupo de adultos mayores es el que representa una mayor tasa de
morbilidad. Las cinco causas principales de muerte en este grupo en el afio 2000
fueron, en este orden: enfermedades cardiovasculares, neoplasias malignas, diabetes
mellitus, enfermedades digestivas y enfermedades respiratorias (19). En el futuro, la
proporcion de pacientes con enfermedades crénico-degenerativas aumentara como
consecuencia de la transicion demografica. Los costos asociados al tratamiento de las
enfermedades cronico-degenerativas incrementaran notablemente debido a la
cronicidad e implican el uso de terapias basadas en tecnologias y medicamentos
costosos, ademas de que los pacientes requieren de largos periodos de
hospitalizaciéon. En resumen, si mantenemos la tendencia actual, tendremos una
sociedad en la que una quinta parte de la poblacién demandara atencién de los
sistemas de salud y al mismo tiempo participara en buena medida en la productividad

y economia de nuestro pais.

El envejecimiento es el primer factor de riesgo de padecer enfermedades cronicas y

cronico-degenerativas.

La OMS define el envejecimiento como “la consecuencia de la acumulaciéon de una
gran variedad de dafios moleculares y celulares a lo largo del tiempo, lo que lleva un
descenso gradual de las capacidades fisicas y mentales, un aumento del riesgo de
enfermedad, y finalmente a la muerte” (85). En 2013 Lépez-Otin y colaboradores
publicaron un trabajo de revisibn en el que sugirieron nueve marcadores del
envejecimiento a nivel molecular y celular (61): Inestabilidad gendmica, acortamiento

de los teldmeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, desregulacion en



los mecanismos de censado de los nutrientes, disfuncidon mitocondrial, senescencia
celular, agotamiento de las células troncales y comunicacion intercelular alterada.
Todos estos marcadores se encuentran presentes en el envejecimiento natural, pero,
por otro lado, pueden acelerar o retrasar el proceso de envejecimiento si se les induce

o inhibe, respectivamente.

Conforme los individuos envejecen, aumenta su probabilidad de padecer alguna
enfermedad croénica (15). Segun la OMS, las enfermedades cronicas se han convertido
en la principal causa de muerte a nivel mundial, provocando el 60% de las muertes en
2002 y se espera que para 2020 aumente la cifra al 73%. El 79% de las muertes
atribuidas a las enfermedades cronicas ocurren en paises en vias de desarrollo. Los 4
tipos de enfermedades crénicas mas frecuentes son: enfermedades cardiovasculares,
cancer, enfermedad pulmonar crénica obstructiva (COPD, por sus siglas en inglés) y
diabetes tipo 2 (85). La incidencia y muertes causadas por estas enfermedades
aumentan con la edad. En un estudio epidemiolégico publicado en este afo por
Aramillo Irizar y cols. se observa que a partir de los 25 afios las muertes causadas por
el cancer, las enfermedades cardiovasculares y la diabetes aumentan gradualmente
(Figura 2A). En el caso de la diabetes y el cancer, alcanzan un maximo alrededor de
los 65 afos, mientras que las muertes causadas por enfermedades cardiovasculares
continuan creciendo en la ultima etapa de la vida. Es importante notar que a partir de
los 65 afos se observa un aumento en las muertes causadas por otro tipo de
enfermedades crénicas, las neurodegenerativas. Interesantemente, el aumento en el

numero de muertes causadas por las enfermedades neurodegenerativas coincide con
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Figura 2. El enve[eclmlento es un factor de riesgo de padecer enfermedades crénico-
degenerativas

A. indice de mortalidad de algunas enfermedades crénico-degenerativas en funcién de la

edad. Se observa un aumento gradual en la incidencia de estas enfermedades en
funcion de la edad.

B. Incidencia de enfermedades cronico-degenerativas en distintos grupos de edad. La
grafica insertada muestra la incidencia en distintos tipos de cancer.

*Imagen modificada de (6).

el decremento de muertes causadas por cancer y diabetes. Por otro lado, al analizar
la incidencia de estos padecimientos se observa que existe un dramatico incremento
en las enfermedades neurodegenerativas que, a partir de los 80 afos, rebasa a la

incidencia de cancer hasta quintuplicarla después de los 90 afios (Figura 2B). De



hecho, a partir de los 85 afos, las enfermedades neurodegenerativas se convierten en
los padecimientos cronicos mas frecuentes (6). Por todo esto se ha establecido que el
envejecimiento, por si mismo, es un factor de riesgo de padecer este tipo de
enfermedades y se ha sugerido que prevenir o retrasar el envejecimiento podria

reducir su incidencia (15).

La OMS ha propuesto el término ‘envejecimiento saludable’, que consiste en mantener
las capacidades funcionales de los adultos mayores, tales que les permitan tener
bienestar en edades avanzadas. Las investigaciones, tanto de ciencia basica como
clinica, tienen como finalidad contribuir para lograr que cada vez mas adultos mayores

alcancen un envejecimiento saludable.
La senescencia celular

Como se menciond antes, uno de los marcadores del envejecimiento es la
Senescencia Celular (SC). Descrita por primera vez por Hayflick y Moorhead en 1961,
quienes descubrieron que el cultivo en serie de fibroblastos humanos alcanzaba un
limite de replicacion, conocido como “el limite de Hayflick” (47). Actualmente sabemos
que el fendémeno que observaron fue debido al acortamiento gradual de los telémeros
que ocurre de forma natural con cada ronda de duplicacion celular; este fendmeno es
conocido hoy como Senescencia Replicativa (SR). La SC se caracteriza
primordialmente por una detencion permanente del ciclo celular, sin embargo, las
células senescentes siguen siendo metabdlicamente activas y, gracias al perfil de
secrecion que desarrollan, pueden participar en procesos fisiolégicos como

remodelacion de tejidos durante el desarrollo embrionario o después de alguna lesion;



sin embargo, si se acumulan, lo que generalmente sucede durante el envejecimiento,
pueden contribuir a la pérdida del potencial regenerativo y funcional de los tejidos, a la
inflamacion crénica y tumorogénesis (50). Existen diversos estimulos que pueden
inducir senescencia de forma prematura, es decir, independientemente del nimero de
duplicaciones y por lo tanto del acortamiento de los telémeros, por ejemplo,

Hernandez-Segura y cols. reconocen los siguientes tipos de senescencia prematura:

a) Senescencia inducida por dano al ADN: el dafio irreparable al ADN puede inducir
tanto senescencia como apoptosis, dependiendo de la magnitud del dafno. Agentes
como la radiaciéon ionizante o diversos farmacos pueden inducir este tipo de
senescencia.

b) Senescencia inducida por oncogenes (OIS, Oncogene-Induced Senescence):
inducida por la activacion de oncogenes tales como Ras o BRAF, o la inactivacion
de supresores de tumores, como PTEN.

c) Senescencia inducida por estrés oxidante (SIPS, Stress-Induced Premature
Senescence): ocurre por la exposicion a agentes oxidantes, tales como el peréxido
de hidrégeno, H202, o bien hiperoxia. Aunque estos agentes pueden ejercer un
efecto directo sobre el ADN, otros procesos y componentes celulares también son
afectados.

d) Senescencia inducida por quimioterapia: se sabe que multiples farmacos
utilizados en tratamientos contra el cancer, tales como bleomicina o doxorrubicina,

inducen senescencia debido a que causan dafo al ADN. Otros agentes, como



abemaciclib y palbociclib, inducen senescencia al inhibir a las Cinasas
Dependientes de Ciclinas (CDKSs).

e) Senescencia asociada a disfuncion mitocondrial: se puede inducir al silenciar
los genes SIRT3 o SIRT5, que codifican para un tipo especial de desacetilasas
dependientes de NAD+ que controlan el metabolismo mitocondrial.
Interesantemente, este tipo de senescencia parece tener un perfil de secrecion
distinto a otros tipos de senescencia.

f) Senescencia inducida epigenéticamente: se ha reportado que algunos
inhibidores de metilasas de ADN, por ejemplo 5-asa-2’-desoxicitidina, o
desacetilasas de histona, como el acido hidroxamico suberoilanilida o butirato de
sodio, también inducen SC.

g) Senescencia paracrina: senescencia inducida por factores secretados por otras
células senescentes.

h) Senescencia inducida por inhibicion de proteostasis: ésta se genera debido a
que se pierde la proteostasis, particularmente al inhibir la autofagia o la actividad

del proteosoma.

A la fecha no existe un marcador universal de SC, por lo que al estudiar la senescencia
se evalua un conjunto de caracteristicas que definen el fenotipo senescente; sin
embargo, cabe hacer notar que en ocasiones algunas de estas caracteristicas no se
expresan en algunas células senescentes, dependiendo del tipo celular y del inductor
de senescencia (50). Ademas de la pérdida de la capacidad replicativa, en las células

senescentes ocurren cambios en la expresion génica, en la regulacion epigenética,



alteraciones en la homeostasis mitocondrial y el estado redox, disrupcion del
metabolismo energético y de los mecanismos de degradacion de macromoléculas,

ademas de multiples cambios en el metabolismo celular global (50,64,65).

Vias de senalizacion involucradas en la induccion de senescencia

La respuesta de dafio al ADN (DDR, por sus siglas en inglés, DNA Damage Response)
es una de las principales inductoras de la detencidn del ciclo celular en la senescencia.
En la SR una DDR sostenida se induce cuando la longitud de los teldmeros se reduce
llegando a una longitud critica. Sin embargo, algunas Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO) y Especies Reactivas de Nitrégeno (ERN), pueden generar aductos en las
bases nitrogenadas o entrecruzamientos entre proteinas y ADN, asi como
rompimientos de cadena sencilla (SSB, Single-Strand Breaks) o de doble cadena
(DSB, Double-Strand Breaks) del ADN (53,86). Durante el establecimiento dela SC
participan principalmente los DSB, y ocasionalmente los SSB, como los principales
activadores de la DDR. Cuando este tipo de rompimientos de la cadena de ADN se
detectan, una cinasa, ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), fosforila a una variante de
histona, la H2AX, en la serina 139 para obtener la variante conocida como yH2AX,
marcador muy utilizado para detectar dafio al ADN. La yH2AX activa al complejo
RAD50/NBS1/MRE11 que actua como un sensor; éste complejo vuelve a fosforilar la
proteina cinasa ATM y también a la ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3 related
protein). ATM y ATR son cinasas transductoras de la sefal cuyos blancos son las
cinasas CHK2 y CHK1, respectivamente. Al ser activadas, CHK2 y CHK1, activan a su

vez al factor de transcripcion y supresor de tumores p53, que induce la expresion de



p21, una de las principales proteinas reguladores del ciclo celular durante la

senescencia (29,82).

Otra proteina clave que controla la detencién de la proliferacion es la proteina del
retinoblastoma (pRB). Particularmente pRB y otros miembros de su familia, como p107
y p130, son represores transcripcionales de los factores de transcripcion miembros de
la familia E2F (33). Estos factores de transcripcion juegan un rol esencial en la
detencién de la proliferacién durante la SC. En células en proliferacién, las CDKs,
incluyendo CDK2, CDK4 y CDKG®6 junto con su ciclina asociada, principalmente Ciclina
D1, inducen la hiperfosforilacion de pRB, y consecuentemente un cambio
conformacional en ella, lo que rompe su unién con E2F, resultando en la transcripcion
de genes para iniciar la replicacion del ADN y la progresion del ciclo celular (11,33).
En las células senescentes, los complejos CDK-ciclinas son inactivados por inhibidores
de CDKs (CDKIs). Existen 2 clases de CDKIs: 1) Proteinas que interactuan con los
complejos CDK-ciclina (CIP/KIP, CDK-interacting protein/kinase inhibitory protein),
tales como p21/CDKN1A o p27/CDKN1B y p57/CDKN1C (referidos solamente como
p21, p27 y p57, respectivamente) y 2) la familia de inhibidores de la proteina cinasa 4
(INK4, Inhibitor of Kinase 4), tales como p16/CDKN2A, p15/CDKN2B, p18/CDKN2C y
p19/CDKN2D). Los miembros de la familia CIP/KIP pueden inhibir cualquier CDK,
mientras que los de la familia INK4A inhiben especificamente CDK4 y CDK6, que son
cruciales para la progresion de G1-S del ciclo celular (11,52). Por esta razoén, los
miembros de la familia INK4 son conocidos como inhibidores de la fase G1. Durante

la SC p21 y/o p16 aumentan considerablemente. p21 se sobreexpresa debido a la
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accion de su factor de transcripcion p53, como se mencion6 antes, mientras que p16
se puede sobreexpresar de forma independiente a p53. Tanto p21 como p16 pueden
actuar de forma sinérgica para inactivar a las CDKs y al mismo tiempo evitar la
fosforilacién de los miembros de la familia de pRB vy, asi, evitar la proliferacion celular.
Se ha demostrado que la inactivacion de p53 y pRB permite que las células reinicien
la replicacion del ADN; sin embargo, aun en este caso, las células senescentes son
incapaces de proliferar, sugiriendo una inhibicion adicional en las fases G2 o M del
ciclo celular (11). En este sentido, se ha reportado que la activacion de la via p16-pRB,
en conjunto con sefales mitogénicas, induce sobreproduccion de ERO, lo que podria
activar a un mediador rio abajo, PKCS3, cuya actividad de cinasa reduce los niveles de
WARTS, una cinasa involucrada en la citocinesis, bloqueandola de forma irreversible

(43).

Durante la OIS, se ha sugerido que la DDR se induce por una sefializacién oncogénica
sostenida. En un trabajo, Di Micco y cols. demostraron que células en fase S expuestas
a estrés oncogénico mostraban una cantidad significativamente alta de replicones, que
a su vez exhibian defectos en la progresion de la horquilla de replicacion, resultando

en la activacion a ATM y ATR (32).

Alternativamente, la via ERK/p38/MAPK puede controlar la detencion de la
proliferaciéon independientemente de las sefales provenientes de la DDR (105). Esta
induccién ocurre debido a la activacion de una cinasa regulada por sefal extracelular
(MEK-ERK, MEK-Extracellular signal-Regulated Kinase) y acumulacion de algunas

proteinas cinasas de la familia MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) tales como
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MAPK MKK3 y MKK6 que culminan en la activacion de p38/MAPK (referida como p38).
p38 tiene la capacidad de activar tanto a p53 como a p16. Este mecanismo de
detencion del ciclo celular se ha observado en OIS y SIPS, y es un mecanismo que
puede ser regulado por ERO. Dependiendo de la magnitud del inductor de senescencia
(p- €j. concentracion H20: o bien intensidad de la radiacion) la pérdida de la capacidad
proliferativa puede llevarse a cabo poco tiempo después del tratamiento. Esto puede
estar relacionado con una reduccién en la expresion de genes de respuesta temprana
como c-fos 0 genes relacionados a id; los productos de estos genes pueden alteran la
via ERK/MAPK e inducir la detencion de la proliferacién relacionada a la senescencia
(71). El declive en la expresion de dichos genes se ha relacionado a una disminucién
en la capacidad de union de sus respectivos factores de transcripcion, SRF y AP-1. En
2001 y 2003, el grupo de Cristofalo y cols. publicé 2 trabajos proponiendo un modelo
en el que, al reducir la actividad del proteosoma se conducia a la estabilizacion de
MPK-2, que es una fosfatasa implicada en la desfosforilacion y subsecuente
inactivacion de la p-ERK nuclear. El decremento de p-ERK nuclear disminuye la union
de SRF al promotor de c-fos y, en ultima instancia, provoca la detencién del ciclo
celular (94,96). Aunque la inhibicién total del proteosoma induce muerte celular por
apoptosis, su inhibicién parcial provoca una acumulacion subletal de proteinas
ubiquitinadas que no pueden ser degradadas y se desarrolla un fenotipo senescente
conocido como PIIPS, mencionado antes. También se ha reportado que los inhibidores
quimicos del proteosoma, como epoxomicina o lactacistina, provocan disfuncion
mitocondrial y generacién de ERO, que en ultima instancia provocarian la detencion

del ciclo celular por los mecanismos antes mencionados (95).
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Otra via que también se encuentra involucrada en la OIS es la via PIBK/AKT/mTOR.
Esta via se encuentra activada frecuentemente en diversos tipos de cancer y se activa
de manera constitutiva debido a una inactivacion genética o epigenética de la fosfatasa
PTEN, considerada un supresor de tumores. Asi como por mutaciones ganancia de
funcién de PI3K 'y sobreexpresion de AKT (38). En estudios recientes se ha reportado
que la activacion sostenida de esta via puede inducir OIS; por ejemplo, una forma
miristilada de AKT, que lo mantiene activo de forma constitutiva indujo OIS en cultivos
primarios de fibroblastos murinos y en células endoteliales humanas por medio de la
via p53/p21(68). Al parecer este evento es mediado por la regulacion negativa del
factor de transcripcion FOXO3a, que es un sustrato rio debajo de AKT. FOXO3a
aumenta la transcripcion de genes que amortiguan a las ERO, tales como la MnSOD.
La activacién constitutiva de AKT inhibe la actividad transcripcional de FOXO3a y por
lo tanto disminuye la expresion de la MnSOD, conduciendo a un incremento en las
ERO, lo que induce la activacion de la via p53/p21 y en ultima instancia la senescencia

celular (105).

Adicionalmente, la pérdida de PTEN también indujo OIS dependiente de p53 en
cultivos primarios de fibroblastos de ratén. Una pérdida completa de la actividad de
PTEN induce la expresion de p19, que también funciona como inhibidor de la ubiquitina
ligasa tipo E3 MDM2, |a cual tiene como blanco especifico a p53. La sobreexpresion
de p19 provoca que p53 se mantenga estable en la célula y por lo tanto se mantiene
también la expresion de p21, conduciendo a senescencia (26). Efectos similares se

han observado In Vivo al depletar a PTEN en lesiones premalignas en epitelio
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prostatico de raton, lo cual apoya el mecanismo supresor de tumores de la

senescencia en el caso de la OIS (105).

Por otro lado, se ha sugerido un papel de mTOR en la OIS en fibroblastos humanos.
La inhibicién del complejo 1 de mTOR (mTORCH1) por rapamicina o bien por shRNAs
contra mTOR o Raptor, retrasa la entrada a SR y a OIS, mientras que la inhibicién del
complejo 2 (MTORC2) no mostrd ningun efecto. Sin embargo, aun falta mucho por
investigar para desentranar el mecanismo por el cual mTOR podria inducir

senescencia (7,56).

El fenotipo secretor asociado a la senescencia y su regulacion

Una de las caracteristicas mas complejas e interesantes de la SC es su fenotipo
secretor (SASP, Senescence Associated Secretory Phenotype) que incluye una
variedad de citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, melaloproteinasas y ERO.
Los componentes del SASP pueden modular respuestas paracrinas y autocrinas. A la
fecha se han reportado entre 40-80 factores secretados por las células senescentes
en distintos tipos celulares de distintas especies, principalmente en fibroblastos y
células epiteliales, y aunque los componentes del SASP pueden diferir segun el tipo
celular, o la forma de induccion de senescencia, siempre parecen expresar un perfil
proinflamatorio (20,22,64). Entre los principales factores presentes en el SASP se
encuentran las Interleucinas 1a, 6, 7y 8 (IL-1a, IL-6, IL-7 e IL-8), las quimiocinas MCP-
2 y MIP-3a, los factores de crecimiento GROo, HGF, metaloproteinasas de matriz
(MMPs) y proteinas de union al factor de crecimiento tipo insulina (IGFPs). Debido a

la variedad de los factores secretados, el SASP se ha asociado tanto con efectos
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benéficos como con efectos deletéreos (22). Los efectos benéficos incluyen
cicatrizacion y regeneracion de tejidos después de un dafio, remodelacién de tejidos
embrionarios y activacion del sistema inmune. En contraparte, los efectos deletéreos
del SASP incluyen su contribucién al fenotipo envejecido, cancer, enfermedades
neurodegenerativas, disrupcion y disfuncion de tejidos, proliferacion y aceleracién en
el crecimiento de tumores, angiogénesis, diferenciacién y transicién epitelio-
mesénquima. Estos efectos pleiotropicos del SASP dependen del tipo celular que esta
sometido al SASP, al contexto biolégico que se esté estudiando e incluso a la edad del

organismo (17,27,48).

El SASP se empieza a detectar varios dias después de inducir la senescencia, sin
embargo, la sefializacién que lo controla inicia de forma simultanea con la de la
detencidn del ciclo celular y, ademas, es un evento que cuenta con varios pasos y con
distintos puntos de control (64). En algunos tipos celulares, el SASP requiere hasta 10
dias para madurar y ser detectable. Se ha hipotetizado que durante la DDR que induce
la detencion del ciclo celular, ocurre una fase rapida de secrecién con funciones
autocrinas que refuerza la detencion del ciclo celular de forma que la célula pueda
distinguir entre otros eventos que incluyen una detencidn transitoria del ciclo celular,
como una completa reparacion del ADN, o la misma apoptosis. Aunque esta secrecion
temprana aun no ha sido detectada, la reduccion de proteinas de la DDR, tales como
ATM, CHK2, NBS1 y H2AX, que como se dijo antes, inducen la detencién del ciclo
celular, lo cual es suficiente para prevenir la secrecion de diversos factores del SASP,

incluyendo IL-6, IL-8 y varios miembros de la familia GRO; ademas en algunos trabajos
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se ha reportado que las células senescentes que no presentan dano al ADN ni DDR
no desarrollan el SASP (63,64,87). Por otro lado, la DDR por si misma no es la
condicion unica y suficiente para desarrollar el SASP, de ser asi, el SASP seria
detectable a niveles considerables pocas horas después de inducir la senescencia,
ademas de que al tiempo que el SASP es detectable (~10 dias) la cantidad de ATM
activado es muy baja y no se encuentra focalizado en los sitios de lesion del ADN (74).
Por esto, se ha hipotetizado que esta secrecidén temprana podria ocurrir dentro de las
primeras 36 horas después de inducir la senescencia. Posterior a este periodo de
tiempo, comienzan a ser detectables, aunque en muy bajos niveles, algunos de los
componentes clasicos del SAPS, principalmente la IL-1a, que también puede tener
efectos autocrinos que le permitan a la célula auto-amplificar la producciéon de otros
factores de una forma gradual y controlada. La autoregulacién de la IL-1a involucra la
activacion de NF-xB y es un proceso dependiente del estado redox. McCarthy y cols.
mostraron que los niveles de H2O2 incrementan la expresién de IL-1a a nivel
transcripcional y que el procesamiento de IL-1a para obtener su forma activa, se lleva
a cabo por la proteasa calpaina, que es dependiente de Ca?*. El estado redox celular
puede influenciar directamente un procesamiento diferencial de la IL-1a, ya que las
alteraciones en el estado redox estan acopladas a la homeostasis del Ca?*. Ademas
de su autoregulacion, la IL-1a activa la via PI3K/Akt que activa al NF-kB, el cual induce
la expresion de varias citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-8, TNF y MMPs, entre

otras (66). Esta segunda etapa dura entre 4 y 10 dias, cuando la produccion de
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citocinas alcanza eventualmente un estado maduro, que es el perfil del SASP el cual

ha sido ampliamente estudiado.

Debido a que el SASP maduro es detectable entre 10 y 12 dias después de la
induccion de la senescencia, y que la DDR no es suficiente para controlar este proceso,
deben existir otras vias de senalizacion que controlen la expresion de los componentes
del SASP. Un candidato para inducir la secrecion del SASP es una proteina miembro
de la familia de las MAPK, p38. Al igual que otros miembros de la familia MAPK, p38

se activa por fosforilacién generalmente pocos minutos después de un estrés agudo y
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Figura 3. La senescencia celular induce diversas actividades fisiologicas en células con
las que comparte el microambiente

Las actividades fisiolégicas en las que participan las células senescentes son muy diversas y
dependen de muchos factores, como el estimulo inductor de senescencia, el tipo celular que
se vuelve senescente, el tipo celular que es expuesto al SASP de las células senescentes,
etc. Sin embargo, se han elucidado diversos patrones moleculares entre las células
senescentes y las células adyacentes para inducir, por ejemplo: senescencia, apoptosis o
hiperproliferacion en las células adyacentes.

17



su activacidén es mantenida durante algunas horas. Ademas, como se menciono arriba,
p38 es importante para mantener la detencion del ciclo celular al activar las vias de
p53 y p16/pRb, incluso la inhibicion de p38 retrasa la entrada a senescencia replicativa.
Se sabe también que p38 regula positivamente la expresion de citocinas especificas,
tales como IL-6, IL-8 y TNF-a en diversos contextos bioldgicos, aunque generalmente

esto ocurre bajo un estrés agudo (39).

En 2011, Freund y colaboradores publicaron un trabajo mostrando el papel de la
p38MAPK en la secrecion del SASP en una forma independiente a la DDR.
Encontraron que en las células senescentes inducidas por estrés genotéxico (con
radiacion X) y en OIS existe una activacién gradual y tardia de p38 que tiene su
maximo entre 8 y 10 dias después de la induccion de senescencia en fibroblastos
humanos HCAZ2. Al inhibir la actividad de p38 con el inhibidor quimico SB203580 se
observd una disminucidn en la secrecidon de 25 factores del SASP en senescencia
inducida por estrés genotoxico y de 34 factores en OIS. Entre los factores controlados
por p38 destacan IL-1qa, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1, MCP-2, MCP-3, GRO, GM-CSF,
TNFa y TNFB, por otro lado, componentes caracteristicos del SASP tales como MMPs
no se vieron afectados significativamente al inhibir a p38. La proteina p38 regula la
actividad de diversos factores de transcripcidon; en el caso de la expresion de los
factores del SASP, se observé que se lleva a cabo por medio de la activacion del
miembro Rel-A de la familia de NF-kB; esta subunidad es bien conocida por su funcion
en la transcripcion de genes asociados a citocinas proinflamatorias (40). La

importancia de la proteina p38 en la secrecion del SASP ha sido probada
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recientemente, ya que al utilizar inhibidores quimicos de p38, se consigue suprimir el

SASP (3).

Estudios recientes han demostrado el papel de otras moléculas en el control del SASP.
En 2013, Alexander y colaboradores, encontraron que un inhibidor poco comun de
NF«B, 1kBC, juega un papel importante en el control del SASP. IxB{ puede actuar como
un represor, pero también se ha reportado que puede actuar como un activador de un
conjunto de genes blanco de NF«B. Por si mismo, IkB{ es un producto de respuesta
primaria y, en asociacion con la subunidad p50 de NF«B, ejerce su actividad de mejorar
la transcripcion de genes de respuesta secundaria principalmente a nivel de
remodelacion de la cromatina. En este estudio se encontré que IkB{ aumenta su
expresion en diversos modelos de senescencia, ademas de que es requerido para la
expresion de IL-6, IL-8, IL-15, MCP-1, MCP-2, TIMP1, TIMP2 y fibronectina, entre
otros, en senescencia inducida por dafio al ADN y en OIS (2). Se ha observado que al
inhibir la expresion de IL-1a 0 de su receptor, se disminuye también la expresion de
IL-6 e IL-8. También al inhibir la sefalizacion de IL-1a disminuye la actividad

transcripcional tanto de NF-xB como de C/EBP (39).

Por otro lado, se ha reportado recientemente que la inhibiciéon de la via JAK/STAT
disminuye también la secrecion de algunos factores del SASP, sugiriendo que esta via

de senalizacion puede contribuir también a la secrecion del SASP (104).
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La Senescencia Celular es un proceso comun a lo largo de la vida de los individuos.

Cuando se descubrié la senescencia en la década de 1960, se le asocié principalmente
al proceso de envejecimiento del individuo. Sin embargo, las investigaciones
realizadas, durante ya mas de medio siglo, han demostrado que la SC ocurre en

distintos contextos bioldgicos y en distintas etapas de la vida.

En 2013, Muhoz-Espin y cols. y por otro lado Storer y cols. publicaron de manera
independiente dos trabajos en los que demostraban la presencia de células
senescentes durante etapas especificas del desarrollo embrionario de ratones (72,93).
Los autores de ambos trabajos sugieren que la SC que ocurre en el desarrollo
embrionario es un evento programado y tiene como principal funcién contribuir con la
remodelacion de tejidos, ademas de promover la proliferacion de las células
adyacentes en momentos especificos, para contribuir, por ejemplo, con el crecimiento
y desarrollo de las extremidades (93), de los mesonefros y el saco endolinfatico (72).
La senescencia embrionaria es orquestada por p21 de un modo independiente a p53.
Interesantemente, las células senescentes detectadas en estos trabajos se encuentran
en sitios especificos del embrion y aparecen durante ciertos periodos del desarrollo
siendo eliminados por macréfagos también durante momentos especificos del
desarrollo. Ademas, los autores sugieren que la senescencia programada durante el

desarrollo embrionario podria ser el origen evolutivo de la OIS.

En ratones jovenes y adultos se ha observado la presencia de células senescentes en
distintos contextos. Por ejemplo, en ratones, después de sufrir una herida cutanea los

fibroblastos y células endoteliales adyacentes a la herida se vuelven senescentes y
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contribuyen a la cicatrizacion a través de la secrecion del factor de crecimiento
derivado de plaquetas AA (PDGF-AA) (30). En otro trabajo, se observo que en células
madre mesenquimales de la espongiosa primaria de huesos largos de ratén ocurre
una senescencia programada que regula el crecimiento de los huesos durante la
pubertad tardia (58). Ademas, existe evidencia de que células T PD-1*y CD153*%y
CD442'"° presentan marcadores de senescencia como resultado de una divisién celular
exhaustiva durante la involucién del timo de ratones CD45.2 C57BL/6 (89). Finalmente,
existe evidencia de que las células senescentes pueden ser eliminadas por accion del
sistema inmunoldgico en distintos contextos (55,106). Estos trabajos dan evidencias

de que la SC es un proceso fisioldégico importante durante la vida de los organismos.

Algunos de los estresores que inducen SC son también potenciales inductores de
cancer. Por esta razon, la SC fue inicialmente entendida como un mecanismo supresor
de tumores natural. Ahora se sabe que la senescencia puede poseer un papel dual en
la vida de los organismos. En etapas tempranas es benéfica, ya que al detener el ciclo
celular de las células dafiadas evita que se perpetue dicho dafio, por lo que funciona
como un mecanismo supresor de tumores; sin embargo, a largo plazo, la acumulacion
de las células senescentes contribuye al deterioro asociado al envejecimiento, que
también puede ser identificado como generador o inductor de varias enfermedades
degenerativas, entre ellas el mismo cancer, debido a que, a través del SASP, las
células senescentes pueden contribuir a la malignizacion de las células vecinas (73).
Ciertos factores del SASP estimulan fenotipos asociados con células de cancer

agresivas, como fibroblastos senescentes que secretan anfirregulina y GROa, que en
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cultivo estimulan la proliferacion de células epiteliales premalignas, ola IL-6 e IL-8, que
estimulan a las células epiteliales malignas y premalignas para que invadan la
membrana basal. Otro factor presente en el SASP es VEGF, que estimula la
angiogeénesis y por lo tanto favorece la invasion y migracion de células endoteliales

(21).

En 2016, Loaiza y Demaria reportaron que la secrecion cronica del SASP, la
disminucién de las funciones inmunes y la inestabilidad gendmica, en conjunto,
favorecerian la progresion del cancer (60). En contraparte, el SASP también puede
evitar el desarrollo del cancer en algunos contextos. Por ejemplo, se ha reportado que
queratinocitos senescentes secretan el factor antiangiogénico maspina (76). Ademas,
se sabe que los melanocitos senescentes de humanos secretan IGFBP7 que induce
senescencia en melanocitos no senescentes y apoptosis en algunas lineas celulares

de melanoma (97).

Por otro lado, existe una relacion exponencial entre el incremento de los marcadores
de senescencia y la edad del individuo (48) que se ha asociado no solamente al
incremento de su expresion, sino principalmente al numero de células positivas a
estos, lo cual correlacionaria con la cantidad de células senescentes presentes en los
tejidos (49,98). Se ha hipotetizado que esta acumulacion es debida al declive del

sistema inmunoldgico (73).
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Mecanismos de intervencion sobre las células senescentes

Como se ha mencionado antes, la acumulacion de las células senescentes en los
organismos en funcion de la edad favorece procesos deletéreos, como la progresion
de tumores, la disrupcién de tejidos y el envejecimiento. Por tal motivo, se hipotetizd
durante anos que eliminar a las células senescentes o bien, controlar o eliminar la
secrecion cronica del SASP podria revertir estos efectos. En 2011, Baker y cols.
reportaron el disefio de un raton transgén, INK-ATTAC, para la eliminacion inducible
de células positivas a p16 (10). Para el disefio de este transgén, los autores de dicho
trabajo se basaron en un modelo previo en el que adipocitos son eliminados de forma
selectiva por apoptosis luego de la administracion de AP20187, que es un farmaco
sintético que induce la dimerizacion de FKBP-Caspasa8 expresado especificamente
en adipocitos via el promotor de FABP4. Los autores remplazaron el promotor de
FABP4 con un fragmento de 2,617 pares de bases (pb) del gen promotor de P16 que
esta transcripcionalmente activo en células senescentes, pero no en células no
senescentes (101). El transgén INK-ATTAC fue utilizado en un modelo de ratdn
progeroide (BubR1) y al administrar el farmaco se consiguio la eliminacion de células
positivas a p16 en tejido adiposo, musculo esquelético y ojos, lo que conllevé a un
retraso en el deterioro de estos tejidos en funcién de la edad (10). Al utilizar este mismo
transgén en ratones que envejecen de forma natural, se alcanzé un incremento de mas
del 18% tanto de la esperanza de vida como del lapso se vida saludable (9). Ademas,
como se mencionara mas adelante, se ha utilizado también para la eliminacion de

células senescentes en el SNC
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Debido al hecho que la eliminacidn de las células senescentes mejora la expectativa
de un envejecimiento saludable, se ha emprendido la busqueda de compuestos que
puedan eliminarlas de forma selectiva. En las células senescentes se ha observado
que algunas proteinas de sefializacidon que confieren supervivencia a la célula se
encuentran activadas, dentro de estas destacan PI3K/AKT, p53/p21/serpinas, tirosina-
cinasas dependientes de receptor, BCL-2/BCL-XL, FOXO4, entre otras (8,107,108).
Los farmacos que actuan sobre estas vias de sefalizacion y provocan que las células
senescentes mueran por apoptosis intrinseca se conocen como senoliticos. Estos
compuestos han despertado el interés de muchos investigadores para su estudio y
posible uso clinico con la finalidad de eliminar a las células senescentes en distintos

contextos y evitar su contribucion en procesos deletéreos (54,108).

Otra via alternativa dentro del campo de la senescencia ha sugerido no eliminar a las
células senescentes, en vez de ellos se han hecho investigaciones en la busqueda de
compuestos que puedan inhibir o modular la secrecion de factores del SASP y evitar
asi los efectos deletéreos de la SC. Uno de los primeros trabajos en este tenor fue
publicado en 2012, en el que se observo que los glucocorticoides corticosterona vy
cortisol suprimieron la expresion de IL-6, IL-8, GM-CSF, MCP-2 y VEGF interfiriendo
en la actividad transcripcional del NF-kB en fibroblastos humanos (57). En 2013, se
demostré que la metformina, farmaco utilizado en el tratamiento contra la diabetes,
tenia un efecto similar en la inhibicién de factores del SASP (69). Otras moléculas que
han logrado inhibir la secrecién de factores del SASP son la rapamicina (99,100) y los

inhibidores de p38 MAPK SB203580, UR-13756 y BIRB 796 (3). El hecho de que
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algunas moléculas puedan inhibir solamente algunos factores del SASP (dependiendo
de su modo accidén) abre la puerta a la posibilidad de poder modular solamente algunos
de los efectos del SASP (los deletéreos) sin alterar los aspectos benéficos en los que
la SC se encuentra implicada, aunque, para conseguirlo se requiere profundizar aun
mas en los mecanismos de control del SASP y en las condiciones bajo las cuales la
SC celular es benéfica o dafina para los individuos. Tanto en las intervenciones que
buscan eliminar a las células senescentes como en las que buscan controlar el SASP
se requieren estudios que nos permitan conocer en qué momentos, con qué frecuencia

y en qué contextos se pueden realizar sin alterar los aspectos benéficos de la SC.

ANTECEDENTES

En el SNC, los astrocitos son las células mas abundantes. Dentro de sus funciones se
encuentran el mantenimiento de la homeostasis de iones, agua y neurotransmisores;
ademas de participar en la formacion y mantenimiento de la barrera hematoencefalica

(91).

En anos recientes se han publicado algunos trabajos en los que se ha evidenciado la
presencia de células senescentes en el SNC. Uno de los primeros trabajos mostré que
los astrocitos provenientes de ratas de 2 meses de edad eran positivos a la tincién de
B-galactosidasa después de 90 dias in vitro (DIV). Estos astrocitos mostraban también
cambios en su actividad mitocondrial, incremento en la produccion de ERO y NO,
aumento en el consumo de glutamato y decremento en la capacidad neuroprotectora
(80). En otro trabajo, Bitto y cols. demostraron que astrocitos humanos y de roedores

pueden serinducidos a senescencia prematura por estrés oxidante o por inhibicién del
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proteosoma, ademas de que pueden alcanzar la senescencia replicativa alrededor de
las 15 duplicaciones poblacionales (13). En 2012, Bhat y cols. publicaron un trabajo en
el que se evidencié la acumulacion de astrocitos senescentes en el cerebro en funcion
de la edad. Ademas, se observd también una mayor cantidad de astrocitos
senescentes en el cerebro de pacientes con Alzheimer y, en un experimento in vitro,
se demostré que la exposicion al péptido p-Amiloides-42 (AB1-42) induce senescencia
prematura en astrocitos (12). Otros inductores de senescencia que se han reportado
en astrocitos son el 2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) (77) y el amoniaco
(45); en ambos casos, los tratamientos produjeron ERO. Interesantemente, la
senescencia inducida por TCDD fue regulada por la via WNT-B-catenina, mientras que

la inducida por amoniaco fue dependiente de la activacion de p38MAPK y p53.

Existen pocos trabajos en los que se haya estudiado el SASP de astrocitos
senescentes, en el trabajo realizado por Bhat y cols mencionado arriba, se analiz6 el
SASP de astrocitos inducidos a senescencia prematura por exposicion al péptido AB+-
42’y se encontrd un incremento significativo en la secrecién de IL-6, IL-8, ICAM-1, GM-

CSF y RANTES, principalmente (12).

En 2016, Crowe y cols. publicaron un trabajo sobre los cambios transcripcionales en
astrocitos humanos fetales al ser inducidos a SIPS. Genes relacionados a la
inflamacion, modificacion de la matriz extracelular y de resistencia a la apoptosis se
vieron sobreexpresados, sugiriendo que los cambios relacionados a la senescencia
pueden tener un impacto en las enfermedades neurodegenerativas asociadas a la

edad (24).
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En este afio, Chinta y cols. publicaron un trabajo en el que observaron que en tejido
nervioso obtenido Post Mortem de pacientes con la enfermedad de Parkinson se
encontraban sobreexpresados algunos marcadores de senescencia, como p16, y
algunos componentes del SASP (IL-6, IL-1a, IL-8 y MMP-3) a nivel del ARNm. Al
analizar los tejidos observaron que estos marcadores eran mas frecuentes en
astrocitos que en otras células gliales. En un experimento in vitro, observaron que el
tratamiento con el herbicida dicloruro de 1-1’dimetil-4-4-bipiridilo (Paraquat, PQ)
induce SC en astrocitos humanos y que el SASP producido por los astrocitos
senescentes tenian efectos adversos en células progenitoras neurales tales como

disminucién en la proliferacién y en su capacidad de migracion (28).

Por otro lado, en un raton modelo de enfermedad neurodegenerativa dependiente de
la proteina Tau, el MAPTP30'SPS19, se observd la presencia de astrocitos y microglia
senescentes. En crias obtenidas al cruzar estos ratones con los transgénicos INK-
ATTAC, en las que se puede eliminar las células senescentes, se previno la gliosis, la
hiperfosforilacion de la proteina tau, soluble e insoluble, y la degeneracion de neuronas
corticales y de hipocampo. Esto mantuvo las funciones cognitivas de los ratones. En
ese mismo trabajo trataron los ratones MAPTP3'SPS19 con un senolitico de primera
generacion para eliminar a los astrocitos senescentes; esto evitoé la agregacion de la

proteina tau y mejord la salud de los ratones (16).

Con la finalidad de contribuir con el conocimiento relacionado al SASP y a su posible

regulacion, en este proyecto se evalud el efecto de tres moléculas con efectos
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antiinflamatorios en la secrecion del SASP en astrocitos: el sulforafano (SFN), la

dehidroepiandrosterona (DHEA) y el acido acetilsalicilico (ASA):

El SFN es un inductor de la respuesta antioxidante modulada por el factor de
transcripcion Nrf2, que induce la expresion de enzimas antioxidantes tales como la
Hemo-Oxigenasa-1 (HO-1), la NADPH-quinona oxidorreductasa-1 (NQO1) y la y-
glumatilcisteina sintetasa (y-GCS), quienes regulan el estado redox intracelular (92).
Existe evidencia de que la produccién de IL-1a es inducida por un incremento
intracelular de H202 (66), y ya que la IL-1a es por si misma una citocina que induce la
expresion de otros factores del SASP, hipotetizamos que inducir una respuesta
antioxidante en las células senescentes puede disminuir la secrecion de algunos
factores del SASP.

La DHEA es una hormona esteroidea que se sintetiza en la zona reticular de la corteza
suprarrenal. En la actualidad es comercializada como una “super-hormona” con
efectos anti-vejez, aunque existe controversia sobre los efectos reales que ésta
molécula produce (88). Hay estudios en los que se ha observado que el tratamiento
con DHEA en diversas lineas celulares disminuye la produccion de citocinas tales
como IL-6, IL-8, MDC, MCP-1 y TARC. Este efecto ocurre por un bloqueo de vias de
sefalizacion asociadas a la inflamacién, tal como la controlada por p38MAPK, ademas
de que el tratamiento con DHEA evita la translocacion al nucleo del factor de
transcripcion del NFxB (25).

En cuanto al ASA, componente activo de la aspirina, es un antiinflamatorio no

esteroideo. A concentraciones altas, el ASA inhibe la actividad de diversas cinasas,
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incluyendo a la familia de MAPK, cuya sefalizacion desencadena la respuesta
inflamatoria. Algunos factores de transcripcion que estan rio abajo en la sefalizacion
de las MAPK se encuentran inactivos en modelos de estudio tratados con ASA, entre
ellos destacan el NF-kB y AP-1 que regulan la transcripcion de genes asociados a la
respuesta inflamatoria (4).

Justificacion

De acuerdo a las estimaciones realizadas por el Consejo Nacional de Poblacion
(CONAPO), el porcentaje de adultos mayores en la poblacién mexicana aumentara de
un 6.2% en 2010 a un 22.6% en 2050 (CONAPO, 2002). El aumento en la proporcion
de adultos mayores en nuestra poblacién provocara una incidencia mayor de
enfermedades relacionadas con Ila edad, tales como enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares y cancer, entre otras; por lo que este aumento
en la proporcion de adultos mayores puede representar, a corto plazo, no sélo un
fendmeno social, sino también un problema de salud publica que debera ser atendido.
El estudio del envejecimiento a nivel celular, estudiando la senescencia en astrocitos,
particularmente el SASP, es importante para entender la relacion que existe entre el
envejecimiento y las enfermedades relacionadas con la edad, particularmente las
neurodegenerativas. La investigacion realizada para este trabajo contribuira en la
generacion de conocimiento basico relacionado a la senescencia, la secrecion del
SASP y su posible regulaciéon. Dicho conocimiento podra ser utilizado a futuro para
plantear y desarrollar nuevos proyectos que puedan verificar in vivo las conclusiones

a las que llegamos aqui.
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Hipoétesis

Debido a que el SASP es una caracteristica de las células senescentes que ocurre
una vez establecida la detencion de la proliferacion, el uso de farmacos con accién
antiinflamatoria permitira modificar la secrecién de citocinas del SASP sin afectar otras
caracteristicas de las células senescentes. Particularmente, el acido acetilsalicilico, la
dehidroepiandrosterona y el sulforafano han mostrado actividad antiinflamatoria por lo

que se espera que puedan reducir el perfil proinflamatorio del SASP de astrocitos

senescentes.

Objetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento con acido acetilsalicilico, dehidroepiandrosterona y
sulforafano en la modificacién de los componentes el SASP en astrocitos inducidos a

senescencia celular prematura mediante distintos estimulos.

Objetivos particulares

1. Caracterizar la senescencia celular prematura inducida por estrés oxidante y por
inhibicion del proteosoma en astrocitos primarios de rata Wistar.

2. Comparar el perfil del SASP de los astrocitos primarios de rata inducidos a
senescencia por diferentes estimulos (SIPS vs PIIPS).

3. Evaluar el efecto del tratamiento con acido acetilsalicilico, dehidroepiandrosterona

y sulforafano en los componentes del SASP de astrocitos primarios de rata.
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4. Determinar si el SASP obtenido de los astrocitos tratados con los moduladores
tiene algun efecto sobre el potencial de membrana mitocondrial de neuronas

corticales primarias de rata.

Material y Métodos

Reactivos

Todos los reactivos, a menos que se indique lo contrario, fueron adquiridos de Sigma-

Aldrich ® y fueron de grado analitico.

Animales

En este trabajo se utilizaron ratas neonatas de la cepa Wistar de entre 3 y 7 dias de
nacidas tanto para el cultivo primario de astrocitos y como para el de fibroblastos. Los
animales provinieron de la colonia del bioterio de la Universidad Auténoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I). Para el cultivo primario de neuronas se
utilizaron embriones de rata Wistar de 17 6 18 dias de gestacion; las ratas prefiadas
de las que se obtuvieron los embriones provinieron de la colonia del bioterio del
Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM). Todos los procedimientos realizados con animales fueron llevados a cabo
siguiendo las recomendaciones éticas de la guia de los Institutos Nacionales de Salud
(NIH, por sus siglas en inglés) para el Cuidado y uso de los Animales de Laboratorio y

los principios de la Norma Oficial Mexicana NOM 062-Z0O0-1999.
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Cultivo primario de astrocitos

Los astrocitos se aislaron utilizando la técnica descrita por McCarthy y cols. en 1980
(67). Todo el material empleado para el cultivo de astrocitos fue previamente
esterilizado. Los cerebros disectados fueron sumergidos en PBS estéril frio (4°C) con
2% de antibiotico-antimicético (Ab-Am). ElI material biolégico fue llevado al interior de
una campana de flujo laminar para mantener las condiciones de esterilidad. Los
cerebros fueron depositados en una caja de Petri, una por cada cerebro, lavados 3
veces con PBS estéril con 2% de Ab-Am y cortados en pequefios fragmentos con un
bisturi. Posteriormente, se afiadieron 5 mL de PBS estéril con 2% de Ab-Am en cada
caja de Petri para re-suspender el tejido. La suspension se resuspendio fuertemente
15 veces para disgregar el tejido y separar las células. La suspension fue entonces
centrifugada por 10 min a 3500 rpm a 4°C. El sobrenadante fue desechado y el botdn
se resuspendid en 8 mL de Medio de Cultivo de Astrocitos (MCA, Medio Esencial
Minimo suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino, SFB, 1% de Ab-Am, 1.1% de
Glutamina y 1.5% de Glucosa). La suspension se filtré en un separador de células (con
poros de 100 um de didametro) y se deposité en cajas de Petri P100, una por cada
cerebro. Las células se incubaron a 37°C con 5% de COg, por 24 h. Pasado ese tiempo,
las células se lavaron con PBS estéril a 4°C para eliminar otras células gliales y
neuronas, y se afadieron 8mL de MCA fresco a cada caja, la cual se volvié a incubar
en las mismas condiciones. A partir de ese momento, cada tercer dia se retir6 el MCA
y se sustituyé por MCA fresco. Los astrocitos comenzaron a adoptar una forma

extendida una semana y media después del aislamiento. Cuando los cultivos
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alcanzaron mas del 75% de confluencia, se despegaron las células con tripsina 0.1%
y se resembraron en nuevas cajas de Petri a una densidad de 10* células/cm?
(Densidad normal). En cada ronda de resembrado se calcularon las Duplicaciones

Poblacionales (PD, por sus siglas en inglés) utilizando la ecuacion:

pp =losWI/ND (1)
log 2

Donde:

PD = Duplicaciones Poblacionales

Nr=Numero de células contadas al despegarlas

Ni=Numero de células sembradas

Cultivo primario de neuronas corticales

Para el cultivo primario de neuronas corticales se utilizaron las siguientes soluciones:

- Solucion stock KRB 10X: NaCl 7%, KCI 0.3%, KoHPO4 0.16%, NaHCO3 2.14%,
Glucosa 2.57%, Rojo Fenol 0.015% en agua desionizada.

- Solucién 1: Albumina Sérica Bovina (BSA, por sus siglas en inglés) 0.1%, Mg?*
0.03% en KRB 1X.

- Solucién 2: Tripsina-EDTA 1X en solucion 1, la tripsina se afiade en el momento del
uso.

- Solucion 3: DNAasa 0.08 mg/mL, inhibidor de tripsina SBT 0.52 mg/mL, Mg?* 0.04%
en solucion 1.

- Solucién 4: 10.5 mL de solucién 1 + 2 mL de solucion 3.
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- Solucién 5: CaCl20.0015%, Mg?* 0.04% en solucion 1.

Todas las soluciones fueron esterilizadas por filtracion usando membranas de 0.22 uM

de diametro de poro y calentadas a 37°C antes de la diseccion de los cerebros.

Las neuronas corticales fueron aisladas como se describié previamente por Brewer y
colaboradores (14). Los embriones de 17 6 18 dias de gestacién fueron disectados
con la placenta y depositados en una caja de Petri con 10 mL de solucién 1, los
siguientes pasos se llevaron a cabo dentro en condiciones de esterilidad, en una
campana de flujo laminar. Cada embrién fue sacado de la placenta y depositado en
una segunda caja de Petri con 10 mL de solucién 1. Luego, los cerebros de cada
embrién fueron disectados y depositados en una tercera caja de Petri con 10 mL de
solucion 1. Las cortezas de cada cerebro fueron disectadas observando bajo un
microscopio estereoscopico y depositadas en una cuarta caja de Petri con 10 mL de
solucion 1. Las cortezas fueron cortadas en trozos pequefios con un bisturi y la
suspension se depositd en un tubo de 10 mL y se centrifugd a 3000 rpm durante 3 min.
El sobrenadante se desecho y el boton se resuspendié en 7 mL de solucion 2, se agitd
vigorosamente, se afiadieron 7 mL de solucion 4 y se agitdé vigorosamente de nuevo.
La suspensién se centrifugd a 3000 rpm por 3 min. El sobrenadante se descartd y el
botdn se resuspendié en 5 mL de solucién 5. La suspensién se filtrd varias veces en
un separador celular, el filtrado fue depositado en otro tubo con 5 mL de solucién 5y
centrifugado a 3000 rpm por 3 min. El sobrenadante se descarté y el boton fue
resuspendido en medio Neurobasal suplementado con 0.5 mM de L-Glutamina, 1% de

suplemento B27 completo, 1% de suplemento B27 sin antioxidantes y 20 ug/ml de
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gentamicina. Las neuronas se sembraron en cubreobjetos circulares, pretratados con
Poli-L-Lisina durante al menos 2 h, a una densidad de 70 x 103 células por
cubreobjetos. Los cubreobjetos se depositaron en cajas de 12 pozos y las células se
incubaron a 37°C con 5% de CO2 con 1 mL de medio de cultivo por pozo. Cada 4 dias
después de la primera siembra, 300 uL del medio de cultivo fue reemplazado por medio

fresco.
Cultivo primario de fibroblastos de pulmon

Los pulmones fueron disectados y colocados en una caja Petri y lavados 3 veces con
PBS estéril con 2% de Ab-Am. Posteriormente, los pulmones se cortaron con bisturi
en fragmentos de aproximadamente 1 mm3y se incubaron en 5 mL de solucion de
colagenasa tipo IA 3 mg/mL en PBS a 37 °C durante 45 min. La suspension fue
recolectada en un tubo de 15 mL y centrifugada a 3,500 rpm para eliminar la
colagenasa. El sobrenadante se desecho y el botdon se resuspendiéo en medio de
cultivo minimo esencial (MEM), suplementado con 10% de SFB y 1% de Ab-Am. El
homogenado se filtré usando un separador de células para retirar los restos de tejido
y el resto se colocd en 3 cajas de Petri. Cada 48 h se retiré el medio de cultivo, se

lavaron las células con PBS estéril y se afladié medio de cultivo fresco.
Caracterizacion celular

Los astrocitos fueron caracterizados e identificados mediante la expresion del
marcador glial GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) y las neuronas fueron identificadas

por la expresion del marcador neuronal Tubulina-Blll. Ambas proteinas fueron
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identificadas por inmunocitoquimica siguiendo el protocolo que se describe mas

adelante.

Induccion de senescencia prematura en astrocitos

La induccidon de senescencia prematura se llevo a cabo en astrocitos con menos de 5
PD para evitar la posibilidad de que algunas células alcanzaran la SR. Los astrocitos
fueron despegados de la caja de Petri con tripsina 0.1% y sembrados a densidad
normal en cajas de 24 pozos. Después de 72 h, las células se trataron con H2O> para
inducir SIPS o bien con el inhibidor del proteosoma (epoxomicina) para inducir PIIPS.
Para determinar las condiciones éptimas de concentracion y tiempo de exposicion a
los tratamientos tales que indujeran senescencia en los astrocitos primarios, se

disenaron los siguientes esquemas de tratamiento:

- Senescencia Prematura Inducida por Estrés (SIPS). Las células fueron incubadas
por 16 2 h con 75 6 150 uM de H202 disuelto en MCA, a 37°C con 5% de COo..
Pasando el tiempo establecido, el medio de cultivo se retird, las células se lavaron
con PBS estéril y se afiadio MCA fresco. Posteriormente, se incubaron las células
por 48 h para los siguientes experimentos.

- Senescencia Prematura Inducida por Inhibicion del Proteosoma (PIIPS): Las células
se incubaron con 1, 5 6 10 nM de epoxomicina disuelta en el MCA a partir de una
solucion stock de epoxomicina en DMSO. En cada cambio de medio de cultivo (cada
48 h), una nueva dosis de epoxomicina fue aplicada a las células como se describiod

previamente para inducir este tipo de senescencia (13,62,95).
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Para determinar bajo qué tratamientos se obtenia el mayor porcentaje de células
senescentes se llevo a cabo la tincion de Actividad de -galactosidasa Asociada a la

Senescencia (SA-BGal).
Tincion de actividad de p-galactosidasa asociada a la senescencia

Se siguio el protocolo propuesto por Dimri y colaboradores (34). Las células se fijaron
con una solucién de formaldehido al 3% en PBS, incubandolas a 37°C con 5% de
oxigeno durante 15 min. Después, las células fijadas se lavaron 3 veces con PBS y se
cubrieron con la solucion de ensayo (5mM de Ks3[Fe(CN)s], 0.5 mM de Ka[Fe(CN)g],
150 mM de NaCl, 2mM de MgCl.en 40mM de buffer Acido Citrico/HsPOsa pH 6, y
0.1% del sustrato X-Gal). Las cajas se sellaron con parafilm para evitar la entrada de
CO2, que inhibe a la enzima p-galactosidasa, e incubadas por 24 h a 37°C.
Posteriormente se observaron las células al microscopio y se contaron al menos 100
células por pozo de campos aleatorios para representar el porcentaje de células

positivas a la tincion.

Inmunocitoquimica

Las células fueron sembradas en cubreobjetos a densidad normal y se indujo
senescencia 48 6 72 h después de la siembra como se describioé anteriormente. El dia
correspondiente a las determinaciones, las células se fijaron en formaldehido al 3%
como se describe en el apartado anterior. Una vez fijadas las células, los cubreobjetos

se lavaron dos veces con Tween al 20% en PBS (PBS-Tween) y se incubaron con
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200uL de bloqueador universal de proteinas por 10 min. Los anticuerpos utilizados

para todas las determinaciones por inmunocitoquimica fueron los siguientes:

Anti-GFAP (Santa Cruz ®), para caracterizacion e identificacion de astrocitos, se
utilizé a dilucion 1:200. Anticuerpo secundario Alexa Fluor ® 488 en dilucidon 1:500.
Anti-Tubulina B-Ill (Abcam ®), para caracterizacion de identificacion de neuronas,
se utilizé a dilucién 1:1000. Anticuerpo secundario Alexa Fluor ® 488 en dilucion
1:500.

Anti-p16 (Santa Cruz ®), como marcador de senescencia en astrocitos, se utilizé en
dilucion 1:200. Anticuerpo secundario Alexa Fluor ® 488 en dilucién 1:500.
Anti-B—galactosidasa (Abcam ®), como marcador de senescencia en astrocitos, se
utilizé en dilucion 1:1000, en las mismas muestras que fueron marcadas con p16.
El anticuerpo secundario utilizado fue Alexa Fluor ® 594 en dilucion 1:500.
Anti-yH2AX (Abcam ®), como marcador de dano al ADN en astrocitos senescentes,
se utilizé en diucion 1:1000. Anticuerpo secundario Alexa Fluor ® 488 en dilucién

1:500.

Cada anticuerpo se incub6 durante 1 h y se realizaron 3 lavados con 2 mL de PBS-

tween entre la incubacion con un anticuerpo y otro. Después de la ultima incubacion

con el anticuerpo secundario correspondiente, todas las preparaciones fueron lavadas

3 veces con PBS-tween y montadas con 0.01% de DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol) en

solucion de montaje (DakoCytomation ®) sobre sendos portaobjetos. Las imagenes

fueron obtenidas en un microscopio de epifluorescencia y analizadas utilizando el

software ImageJ.
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Tratamiento de los astrocitos con los posibles inhibidores del SASP

El acido acetilsalicilico (ASA), la dehidroepiandrosterona (DHEA) y el sulforafano
(SFN) se disolvieron en DMSO a 100mM, 10mM y 1mM, respectivamente y se
mantuvieron a -20°C hasta su uso. Las alicuotas de las soluciones stock se diluyeron
en el MCA a las concentraciones deseadas y la solucion resultante se anadio a los
astrocitos en cultivo. Para los astrocitos inducidos a SIPS y el grupo control, los
posibles moduladores fueron anadidos a las células en el MCA cada 48 h. Debido a
que la epoxomicina debe estar presente en el medio de cultivo durante todo el
experimento, para los astrocitos inducidos a PIIPS, el MCA con los posibles
moduladores disueltos se afadié durante 1 h antes de afiadir el MCA con epoxomicina.

Este proceso se repitié cada 48 h.

Viabilidad y proliferacion de astrocitos tratados con los posibles inhibidores del

SASP

La Viabilidad y proliferacion de los astrocitos se evalu6é por un método colorimétrico
utilizando el kit comercial CCK8 (Cell Counting Kit 8) Dojingo ®. Se siguieron las
instrucciones del fabricante y las determinaciones colorimétricas se obtuvieron en un

lector de ELISA H-Reader 1 (HLAB ®).

Determinacion del SASP en los medios condicionados de astrocitos

senescentes

Para evaluar el SASP se utilizé el medio de cultivo MCDB105 suplementado con 1%

de SFB, 1.1% de L-Glutamina, 1.5% de Glucosa y 1% de Ab-Am. Este medio se afnadio
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al dia 6 o al dia 12 después de inducir la senescencia, para SIPS y PIIPS, 0 6y 12
dias después de sembrar las células para el grupo control. Cuarenta y ocho horas
después, el medio condicionado (MC) fue recolectado y centrifugado a 3400 rfc para
descartar restos celulares. El MC se concentré 10 veces utilizando tubos con filtro
concentrador Millipore ® Amicon® (Tamaro de poro 3kDa) y fue congelado a -80°C

hasta su uso.

Se evaluaron 14 citocinas y 8 quimiocinas por medio de un inmunoensayo de Multiplex
ProcartaPex®. El ensayo se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del manual
incluido en el Kit. Los datos fueron obtenidos en un equipo Luminex y la concentracion
de los analitos se determind siguiendo las recomendaciones e instrucciones del

fabricante.

Cuantificacion de IL-6

La IL-6 fue medida en el medio condicionado, tanto de astrocitos como de fibroblastos
de pulmén, utilizando la técnica de ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) con
un kit comercial fabricado por BioLegend ®. El ensayo se llevd a cabo siguiendo las
instrucciones del manual incluido en el Kit. Los datos fueron obtenidos leyendo la

absorbancia de las muestras a 450 nm en un lector de ELISA H-Reader 1 (HLAB ®).

Exposicion de neuronas el medio condicionado de astrocitos senescentes

El MC de astrocitos no senescentes y senescentes, asi como tratados o no tratados
con los posibles moduladores fue mantenido a -80°C hasta su uso. Cuando las

neuronas cumplieron 6 dias en cultivo, se les retir6 300ul de su medio de cultivo que
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fue reemplazado por 150 ul de medio neurobasal fresco y 150 ul de MC. Tres dias
después se repitio el procedimiento (Dia 9 en cultivo) y a los 10 dias en cultivo se

llevaron a cabo las determinaciones del potencial de membrana mitocondrial.

Potencial de membrana mitocondrial

Para evaluar el potencial de membrana mitocondrial se afadiéo 1uL del colorante
cationico JC-1 a una concentracién de 1mg/ml en cada pozo que contenia 1mL de
medio de cultivo y las neuronas fueron incubadas por 30 min a 37°C. Después, cada
cubreobjetos fue inmerso en soluciéon Lockey (NaCl 154 mM, KCI 5.6mM, NaHCO3 3.6
mM, CaCl, 2.6mM, HEPES 5mM, Glucosa 5.6mM a pH 7.4). La preparacion se
observo en un microscopio confocal Leica TCS-SPS con un objetivo de inmersion. Se
utilizé una longitud de onda de excitacion de 488nm. La sefal de las mitocondrias
polarizadas fue detectada a una emision de 590 nm y la de las mitocondrias
despolarizadas a 525 nm. Ambas sefales fueron cuantificadas utilizando el software

Imageld.

Analisis estadistico

Los datos presentados estan reportados como la media aritmética + desviacion
estandar de al menos 3 experimentos independientes por triplicado utilizando células
de distintos especimenes. Se realizé un analisis de variana (ANOVA) con los datos,
seguido de una prueba de Tukey-Kramer o t-Student pariada para comparar los datos.

Se utilizé el valor p<0.05 como nivel de significancia.
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Para todos los experimentos en que se analizé el SASP, se llevd a cabo una

normalizacion llevando los datos de las cuantificaciones a una escala que corresponde

1—e™*

a una funcion del tipo f(x) = que es de tipo sigmoidal. Los datos normalizados

14+e™*

fueron promediados, para cada analito, para obtener una linea base y se calculo la
diferencia de cada dato con respecto a la linea base. Esos valores se utilizaron para
construir los mapas de calor que se muestran como el perfil global de secrecién.
Posteriormente se realizé un analisis de componentes principales para obtener las

matrices de correlacién entre los perfiles de secrecion.
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Resultados

Caracterizacion del cultivo primario de astrocitos de rata

La pureza del cultivo de astrocitos fue evaluada mediante inmunocitoquimica para la

proteina acida fibrilar glial (GFAP, Glial Fibrillary Acidic Protein); La Figura 4A muestra
una imagen representativa de microscopia de epifluorescencia para dicho marcador.
Mas del 95% de las células fueron positivas al marcador, confirmando que las células
obtenidas fueron astrocitos. Por otro lado, se permitié el crecimiento del cultivo de
astrocitos resembrando las células cada vez que alcanzaban una confluencia por
arriba del 80%; en cada resiembra se calculd6 el numero de duplicaciones
poblacionales (PD, Population Doublings). La Figura 4B muestra una grafica de
proliferacion de las CDP en funcidén de los dias en cultivo. Cabe destacar que los
astrocitos no detuvieron su proliferacién en el tiempo evaluado, 80 dias, sugiriendo que

no alcanzan la SR, al menos dentro de este periodo de tiempo.

El estrés oxidante y la inhibicion del proteosoma inducen senescencia

prematura

Los astrocitos de rata fueron expuestos a distintos tratamientos de H2O2y el inhibidor
del proteosoma epoxomicina y se llevd a cabo la tincion SA-B-galactosidasa 4 dias
después de iniciar los tratamientos para evaluar la induccion de senescencia

prematura (Figura 5). En el caso del H202, se evaluaron cuatro esquemas distintosde
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Figura 4. Caracterizacion del cultivo primario de astrocitos de rata Wistar

A. Expresion de la proteina astroglial GFAP. Los astrocitos fueron incubados con el anticuerpo
contra GFAP como se describe en materiales y métodos y su expresion fue evidenciada
mediante inmunocitoquimica. Mas del 95% de las células fueron positivas almarcador.

B. Curva de proliferacion de astrocitos. Las PD se calcularon como se describe en materiales
y métodos. La curva de astrocitos no alcanzé la meseta tipica de un cultivo que experimenta
Senescencia Replicativa. Cada punto representa la media + desviacion estandar (DE) de
tres experimentos distintos realizados por triplicado.

tratamiento: 1) 75 uM por 1 h, 2) 75 uM por 2 h, 3) 150 uM por 1 h'y 3) 150 uM por 2
h. La Figura 5A muestra micrografias representativas de todos los tratamientos;

comparado con el control, el H2O2 produjo un incremento en la cantidad de células
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Figura 5. H202 y epoxomicina inducen SA-f—galactosidasa en funcion de la
concentracion en el cultivo primario de astrocitos

A. Micrografias representativas de los astrocitos tratados con H20: 0 epoxomicina a

distintas bajo distintos esquemas de tratamiento. Para el caso del H-O:, el tiempo de
exposicion fue de 1 o 2 horas y el ensayo de SA-f—galactosidasa se realizé6 72 horas
después del tratamiento con H20-. Para el tratamiento con epoxomicina, las células
fueron expuestas al inhibidor del proteosoma durante 96 horas, cambiando el medio
de cultivo por medio fresco con epoxomicina a las 48 horas. El ensayo de SA-
p—galactosidasa se llevo a cabo inmediatamente después de pasadas las 96 horas.
Senala con flechas en el control un ejemplo de célula positiva a SA-Bgal, de las que te
dan un 20% que muestras en la grafica.

. Porcentaje de células positivas al ensayo de SA-f—galactosidasa, cada barra
representa el promedio + desviacion estandar de 3 experimentos independientes
realizados por triplicado. *p<0.05 con respecto al control por la prueba de Tukey-
Cramer.

observar por la baja densidad de las micrografias, lo que impidié que fuese un

10aM

positivas a esta tincién (Figura 5B), sin embargo, en los tratamientos con 150 uM de

H20:2 la cantidad de células que sobrevivié al tratamiento fue muy baja, como se puede
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tratamiento viable para evaluar otros parametros de la senescencia prematura. El
tratamiento con 75 uM de H2O2 por 2 h produjo alrededor de 75% de células positivas
al ensayo y no redujo significativamente la confluencia en el cultivo por lo que se eligio
este tratamiento para evaluar este tipo de senescencia prematura, SIPS (Stress-

Induced Premature Senescence).
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Figura 6. H:0:y epoxomicina inducen fenotipo senescente en astrocitos de rata

Se eligieron los tratamientos de H-0- 75uM por 2 horas y de epoxomicina 5nM para inducir
SIPS y PIIPS, respectivamente y estudiar con mas detalle la senescencia prematura inducida.

A. Los astrocitos detienen su proliferacion desde el inicio del tratamiento tanto con H-O- como
con epoxomicina.

B. El tratamiento con H20: y epoxomicina induce cambios morfolégicos en los astrocitos que
son evidentes en las zonas de menor confluencia del cultivo. Los astrocitos inducidos a
SIPS adoptaron una forma aplanada, mientras que los inducidos a SIPS, una forma
estelar. Indica con flecha la morfologia que describes. Los astrocitos en proliferacion
mostraron una forma alargada en cultivo.

C. Micrografias representativas del ensayo SA-B—galactosidasa

D. Porcentaje de células positivas al ensayo SA-f—galactosidasa.

Los datos representan la media + desviacion estandar, n = e, “p<0.05 con respecto al control
por la prueba de Tukey-Cramer
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Figura 7. Los astrocitos inducidos tanto a SIPS como a PIIPS son positivos al marcador
de senescencia p16

A. (En la pagina anterior) Imagenes representativas de inmunocitoquimicas para p16 y [-
galactosidasa. Se observa que tanto los astrocitos inducidos a SIPS como los
inducidos a PIIPS incrementan la expresion del marcador p16 nuclear (Canal verde).

La expresion de p-galactosidasa se observa ligeramente incrementada en SIPS y
PIIPS (Senales en forma de puntos en el canal Rojo). Las flechas blancas indican
ejemplos de células que fueron consideradas como positivas a p16. Las flechas rojas
indican ejemplos de células que fueron consideradas como negativas a p16.

B. Expresion relativa total de p16. Se cuantifico la intensidad de la senal debida a p16
utilizando el software Imaged.

C. Porcentaje de células con p16 nuclear. Se contaron células de 5 campos aleatorios de

cada muestra y se obtuvo la proporcion de células con p16 en el nucleo, las cuales
fueron consideradas como senescentes.

Los datos muestran el promedio =+ desviacion estandar, n = 3 experimentos
independientes por triplicado. p<0.05 con respecto al control por la prueba de Tukey-
Cramer.

En el caso de la epoxomicina, se evaluaron tres concentraciones distintas, 1nM, 5nM
y 10nM. Los tres tratamientos mostraron un aumento en la cantidad de células
positivas a la tincion SA-B-galactosidasa (Figura 5A), y al realizar el conteo de células
positivas a la tincion observamos un mayor porcentaje (~75%) de células positivas en

el tratamiento con 5nM del inhibidor del proteosoma (Figura 5B). Asi, decidimos utilizar
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el tratamiento con 5nM para inducir la Senescencia Prematura Inducida por Inhibicién

del Proteosoma, PIIPS (Proteasome Inhibition Induced Premature Senescence).

Con los tratamientos elegidos para inducir la SIPS y la PIIPS se evaluaron otros
marcadores de senescencia: detencidn de la proliferacién, cambios morfoldgicos,
aumento en la expresidon de p16 y presencia de la yH2AX. En la Figura 6A se observa
que desde el inicio de los tratamientos con H2>02 0 con epoxomicina los astrocitos
detienen su proliferacién, teniendo una cantidad de células significativamente mas baja
que el control a partir del segundo dia después del tratamiento para la SIPS y a partir
del cuarto dia para el caso de la PIIPS. De manera interesante, se observaron
diferencias morfolégicas entre los astrocitos inducidos a SIPS, que adquirieron una
forma aplanada y alargada, y los inducidos a PIIPS, que adoptaron una forma estelar,
y los astrocitos no senescentes (Figura 6B). Bajo estas condiciones de induccion de
senescencia, se realizé otro ensayo de tincién de actividad de SA-B-galactosidasa
(Figura 6C), obteniéndose valores similares de células positivas a la tincién de las que
se habian obtenido con diferentes esquemas de tratamiento (Figura 6D).
Posteriormente, se evalud la expresion y localizacion del inhibidor del ciclo celular p16
y de la enzima (-galactosidasa por inmunocitoquimica; en la Figura 7A se observan
las imagenes representativas de microscopia confocal de este experimento. La senal
correspondiente a p16 (verde) mostré un incremento en la intensidad en los astrocitos
inducidos a SIPS y PIIPS que co-localiza con la senal del marcador nuclear 4’,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI, por sus siglas en inglés). En la Figura 7B se presenta una

grafica que muestra la cuantificacion de la sefial de p16 obtenida en las imagenes
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analizadas, en la cual se observa que la intensidad de la sefial aumento casi 4 veces
en los astrocitos inducidos a SIPS y alrededor de 2.5 veces en los inducidos a PIIPS,
lo cual sugiere un incremento en la expresion de p16. Ademas, en la Figura 7C se
muestra una grafica con el porcentaje de células con p16 localizado en el nucleo,
observandose alrededor del 90% de células con p16 nuclear en los astrocitos
inducidos a SIPS vy alrededor del 80% en los inducidos a PIIPS. Para el caso de la
enzima B—galactosidasa se observa una sehal muy baja en el grupo control y un
incremento de la sefal en los astrocitos inducidos a senescencia, para esta enzima no
se realiz6 cuantificacion de la sefial, debido a que el incremento de la actividad de

B—galactosidasa evaluado mediante la tincion SA-p—galactosidasa, y no un aumento

en su expresion, es lo que se asocia con el fendmeno de senescencia celular (Figura

6C-D).

Ya que la senescencia celular se caracteriza por una respuesta sostenida de dafo al
ADN, particularmente de la sefalizacion debida a rupturas de doble cadena, se evalud
la presencia de la histona modificada yH2AX por inmunocitoquimica. La Figura 8A
muestra imagenes representativas de este ensayo, en las que se observan algunas
células con foci de YH2AX en los astrocitos inducidos a SIPS y a PIIPS. Entre el 10 y
el 15% de las células inducidas a senescencia prematura contenian mas de 5 foci de
YH2AX, comparado con el 2% de las células control (Figura 8B). En las gréficas de la
derecha de la Figura 8B se muestra la distribucién del porcentaje de células con
determinados numeros de foci de yH2AX encontrados en cada grupo y puede

observarse que en los astrocitos inducidos a senescencia prematura el numero de foci
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presentes aumenta, sugiriendo rompimientos de doble cadena en el ADN y su

consecuente sefalizacion para detener el ciclo celular.

Con estos resultados se demuestra que los tratamientos con H202 y epoxomicina
elegidos inducen senescencia prematura en los astrocitos provenientes de ratas

neonatas bajo los esquemas de tratamiento elegidos.
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Figura 8. Los astrocitos inducidos a SIPS y PIIPS son positivos al marcador de dano al
ADN, yH2AX

A. (Pagina siguiente). Imagenes representativas de inmunocitoquimicas para el marcador de

dano al ADN, yH2AX. Se observa que las células inducidas a SIPS y a PIIPS presentanun
incremento en el numero de marcas nucleares de la histona.

B. Porcentaje de células con mas de 5 marcas de yH2AX a partir del conteo de 5 campos
aleatorios de cada muestra. En las graficas insertadas se observan histogramas con el
promedio de marcas encontradas por célula y el porcentaje total tanto para < 5 marcas
como > 5 marcas.

Los datos representan el promedio + desviacion estandar, n = 3, "p<0.05 con respecto al
control por la prueba de Tukey-Cramer.
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El Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia de astrocitos difiere del perfil

clasico de secrecion

Una vez evaluados los marcadores de senescencia que ocurren a tiempos cortos, se
realizé un analisis del SASP de astrocitos. Como el SASP es una caracteristica que
varia en funcion del tiempo y que tarda varios dias en establecerse (64), decidimos
evaluarlo a 2 tiempos distintos: 6 y 12 dias después de la induccion de senescencia.
En total fueron evaluados 22 analitos, 14 citocinas y 8 quimiocinas, utilizando un kit de
Multiplex. La Figura 9A muestra en forma de mapas de calor, el perfil de secrecion de
astrocitos no senescentes y de astrocitos inducidos a SIPS o PIIPS luego de 6 6 12
dias de la induccion de senescencia. Inesperadamente, fueron pocas las citocinas que
aumentaron o cambiaron sus niveles de secrecion en los astrocitos senescentes,
incluso al dia 12. Las citocinas que aumentaron su secrecion fueron el factor de
crecimiento G-CSF (CSF3), la citocina proinflamatoria IL-1a y las quimiocinas GRO-a
e IP-10, tanto para SIPS como para PIIPS, y MCP-1, MIP-1 y RANTES solamente para
PIIPS. Algunas citocinas cambiaron su secrecion dentro del mismo grupo de
senescencia, pero comparando los dias en que se evaluo, por ejemplo, GRO-a, IP-10,
MCP-1 y RANTES aumentaron su secrecion en PIIPS al dia 6, pero al dia 12 su
secrecion fue similar al de las no senescentes, lo cual refuerza la idea de cambios en

el perfil de secrecion de las células senescentes en funcion del tiempo.

Para analizar los perfiles de secrecion se realizé una matriz de correlaciéon entre los

distintos grupos (Tabla 1); los coeficientes de correlacién obtenidos para SIPS al dia 6
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Figura 9. Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia de astrocitos inducidos a SIPS
y a PIIPS

A. Perfil de secrecion global de astrocitos no senescentes e inducidos a SIPS y PIIPS. Los
valores cuantitativos obtenidos del analisis fueron promediados para obtener una linea
base y posteriormente normalizados utilizando una funcion sigmoidal (ver material y
método para mas detalle). La escala de -2 a +2 es una escala relativa arbitraria de la
secrecion de cada citocina.

B. Analisis cuantitativo de citocinas seleccionadas del panel A. Las citocinas mostradas fueron
en las que se observaron cambios significativos en su secrecién con respecto al control (no
senescentes).

Los datos representan el promedio + desviacion estandar, n = 3, *p<0.05 con respecto al
control por la prueba de Tukey-Cramer.

y al dia 12 con respecto al grupo de no senescentes fueron r = 0.31 y r = 0.11,
respectivamente, lo cual sugiere que el perfil del SASP de los astrocitos inducidos a

SIPS se diferencia mas del perfil de secrecion de los astrocitos no senescentes
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conforme va pasando el tiempo. Para PIIPS, el coeficiente de correlacion con respecto
a los astrocitos no senescentes fue de r = -0.18 al dia 6 y r = 0.15 al dia 12, indicando
que para PIIPS, desde el dia 6 se diferencia el perfil del SASP con respecto a los
astrocitos no senescentes; el valor negativo de r al dia 6 indica que los valores de los
2 grupos comparados se encuentran en lados opuestos de la linea base.
Interesantemente, los coeficientes de correlacion entre SIPS al dia 6 y al dia 12 fue r
= 0.65, indicando una variacién pequefa en el perfil de secrecion del SASP en funcion
del tiempo cuando la senescencia es inducida por estrés oxidante. En contraste, el
coeficiente de correlacion entre PIIPS al dia 6 y al dia 12 fue de r = 0.23, indicando
una mayor variacion en el perfil de secrecidon con respecto al tiempo cuando la
senescencia es inducida por inhibicién del proteosoma con epoxomicina. Al comparar
los perfiles del SASP entre SIPS y PIIPS al dia 6, el coeficiente de correlacién fue r =
-0.21, indicando que los perfiles de secrecion se encuentran alejados entre si, pero al
dia 12 el coeficiente de relacién obtenido entre los 2 grupos de astrocitos senescentes
fue de r = 0.37, lo cual implica que los perfiles de secrecion al dia 12 tienen algunos
componentes compartidos. Tomando estos datos en conjunto, nuestro analisis sugiere
que conforme pasa el tiempo el perfil del SASP de las células senescentes se aleja

Tabla 1. Matriz de correlacion del perfil de secrecion de astrocitos no senescentes vs
astrocitos inducidos a SIPS y PIIPS

‘No Senescente SIPS D6 SIPS D12 PIIPS D6 PIIPS D12
No senescente 1
SIPS D6 0.31592692 1
SIPS D12 0.113301772  0.656605645 1
PIIPS D6 -0.187768622 -0.21058917 -0.017219075 1
PIIPS D12 | 0.157920547  0.1302669  0.374024879  0.234201628 1
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progresivamente del perfil de secrecidn de las células no senescentes, ademas, que
el perfil de secrecion de los 2 tipos de senescencia estudiados, SIPS y PIIPS,

convergen hacia un mismo perfil varios dias después de inducir la senescencia.

En la figura 9B se muestra el analisis cuantitativo de las citocinas en las que se observo
un mayor cambio en el perfil de secrecion en las células senescentes. En primer lugar,
cabe destacar la diferencia en los 6rdenes de magnitud de las concentraciones
detectadas de las citocinas y las quimiocinas, mientras que las primeras fueron
detectadas en ordenes de 10-'a 10 pg/mL, las quimiocinas se detectaron en ordenes
de 10 a 103 pg/mL, sugiriendo que las quimiocinas podrian jugar un rol importante en
el papel fisiolégico del SASP. Una de las citocinas mas conservadas en el SASP es la
IL-1a, la cual incrementd, tanto al dia 6 como al 12, alrededor de 4 veces su secrecidn
en los modelos de senescencia aqui estudiados en comparacién con la secrecion de
los astrocitos no senescentes. El factor de crecimiento G-CSF (CSF3) se incrementd
significativamente al dia 6 en ambos tipos de senescencia, pero s6lo se mantuvo en
niveles significativamente mayores en la SIPS al dia 12. GRO-a aumentd
significativamente sdlo en la PIIPS en los dos dias analizados. Para IP-10 se observo
un incremento significativo en ambos tipos de senescencia, pero unicamente al dia 6,

mientras que al dia 12 decrecio significativamente en el caso de la PIIPS.
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Figura 10. El SASP de astrocitos inducidos a SIPS o a PIIPS no incluye a la IL-6 como
factor principal.

La presencia de IL-6 no fue detectada en el medio condicionado de astrocitos inducidos a
SIPS o a PIIPS (panel izquierdo), pero si en fibroblastos de pulmon senescentes (panel
derecho), en un ensayo de ELISA.

Las barras muestran el promedio + desviacion estandar, n = 3, *p<0.05 con respecto al control
por la prueba de Tukey-Cramer.

Sorprendentemente, la citocina mas conservada en el SASP, la IL-6, no mostré
incremento en su secrecion en nuestros modelos de senescencia, inclusive, la IL-6 no
fue detectada en varias de las muestras analizadas. Para confirmar este dato
inesperado, disefiamos un experimento en el que comparamos la secrecion de |IL-6 de

los astrocitos senescentes y de fibroblastos de pulmdén de rata inducidos a senescencia
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por medio de un kit de ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay). En la Figura 10
se muestra la grafica de dicho experimento, en la que se puede observar que los
fibroblastos secretan mas IL-6 que los astrocitos, incluso cuando no han sido inducidos
a senescencia, ~10 pg/mL y ~20pg/mL para astrocitos y fibroblastos, respectivamente.
En el caso de los astrocitos, la secrecion de IL-6 incluso disminuyé al dia 12, cuando
fueron inducidos a SIPS, los otros grupos de senescencia mantuvieron una secrecion
de IL-6 similar al grupo de no senescentes. En los fibroblastos senescentes (evaluado
unicamente al dia 12) la secrecidén de IL-6 aumento 4 veces en SIPS y 3 veces en
PIIPS (~80 pg/mL y ~60 pg/mL, respectivamente). Esto confirma que en nuestro
modelo de astrocitos senescentes la IL-6 no es un componente principal del SASP,

como si lo es para otros modelos celulares, como los fibroblastos.

Tomando en conjunto todos estos datos, nuestros resultados sugieren que el SASP
de astrocitos de rata Wistar tiene menos componentes que el SASP de otros tipos
celulares, ademas, la IL-1a, pero no la IL-6, es el marcador principal del SASP. Por
otro lado, las quimiocinas parecen jugar un rol mas importante que las citocinas en
este modelo de senescencia. Aun asi, el SASP de los astrocitos mantiene un perfil
proinflamatorio, tomando en cuenta los factores que se vieron aumentados en la

senescencia (G-CSF (CSF3), IL-1a, GRO-a, MCP-1, MIP-1a, MIP-2 y RANTES.

Efecto de los posibles moduladores en la secrecion del SASP

Se ha sugerido que el perfil proinflamatorio del SASP, cuando ocurre de forma crénica
por acumulacion de las células senescentes, puede promover fendmenos bioldgicos

como la proliferaciéon de células transformadas, la angiogénesis y la disfuncion de los
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tejidos; particularmente, en el sistema nervioso central se ha asociado con
neuroinflamacién y con enfermedades asociadas a la edad, particularmente el
Alzheimer (12). Por esta razén decidimos evaluar si 3 farmacos con actividad
antiinflamatoria, el acido acetilsalicilico (ASA), componente activo de la aspirina, el
sulforafano (SFN), activador de la respuesta antioxidante mediada por Nrf2, y la
hormona dehidroepiandrosterona (DHEA), podrian cambiar el perfil de secrecion del

SASP de astrocitos senescentes.
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Figura 11. Dosis-respuesta de los posibles moduladores del SASP, acido
acetilsalicilico, sulforafano y dehidroepiandrosterona

A. Porcentaje de viabilidad de los astrocitos al ser tratados con distintas concentraciones de
los posibles moduladores. Las determinaciones se llevaron a cabo después de 48 horas
de exposicion a los farmacos.

B. Curvas de proliferacion de astrocitos tratados con las dosis elegidas de los posibles

moduladores, 100, 10 y 1 uM para acido acetil salicilico, dehidroepiandrosterona y
Sulforafano, respectivamente

Los datos muestran el promedio + desviacion estandar, n = 3, *p<0.05 con respecto al
control por la prueba de Tukey-Cramer.
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Para tal fin, primero evaluamos distintas concentraciones de cada uno de los farmacos,
considerando rangos de concentraciones farmacologicas y fisioldégicas segun lo
reportado previamente para su uso a nivel celular (4,35,88). La Figura 11A muestra el
efecto del tratamiento con distintas concentraciones de los farmacos a probar en |la
viabilidad celular con 48 h de exposicién al farmaco. En el caso del ASA se utilizaron
concentraciones de 10, 100 y 200 uM, los tratamientos con 10 y 100 uM mantuvieron
la viabilidad celular en valores similares al control. En el caso del SFN, se probaron las
concentraciones de 1, 10 y 100 uM y solamente en el tratamiento con 1uM se mantuvo
la viabilidad celular. En caso de la DHEA, se probaron concentraciones de 10, 100 y

200 uM y unicamente la de 10uM mantuvo la viabilidad celular. Utilizando las
concentraciones mas altas que mantuvieron la viabilidad celular, 100 uM (ASA), 1 uM
(SFN)y 10 uM (DHEA), se verificé que la viabilidad celular no se viera afectada durante
12 dias de exposicién a los tratamientos (con dosis repetidas cada 48 h), ni que se
indujera o retrasara la entrada a la senescencia. En la Figura 11B se observa que la
proliferacién celular se mantuvo igual que las células control durante este periodo de
tiempo; por consiguiente, estas concentraciones de los farmacos fueron utilizadas para

evaluar su efecto en la secreciéon del SASP.

En la Figura 12 se muestran los mapas de calor con el perfil de secrecién de los
astrocitos no senescentes, inducidos a SIPS y a PIIPS y posteriormente tratados con
ASA, SFN o DHEA. En los astrocitos no senescentes (Figura 12A, Tabla 2), el ASA
redujo la secrecion basal de IFNy e IL-12, inesperadamente, este farmaco incremento

la secrecion de GM-CSF, IL-1pB, IL-13, IL-12, IL-4, TNFa y RANTES, especialmente al
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dia 12 en el que se observa un perfil mas proinflamatorio. La idea de que el ASA
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Figura 12. Efecto del acido acetilsalicilico, dehidroepiandrosterona y sulforafano en el
perfil de secrecion de astrocitos senescente.

A. (Pagina anterior) Perfil global de secrecion de astrocitos no senescentes tratados con ASA,
DHEA 6 SFN durante 6 6 12 dias.
B. (Pagina anterior) Perfil global de secrecion de astrocitos inducidos a SIPS y tratados con

ASA, DHEA 6 SFN durante 6 ¢ 12 dias.

C. (Pagina anterior) Perfil global de secrecion de astrocitos inducidos a PIIPS y tratados con

ASA, DHEA 6 SFN durante 6 ¢ 12 dias.

D. (Arriba) Analisis cuantitativo de citocinas seleccionadas de astrocitos inducidos a SIPS o
PIIPS y tratados con ASA, DHEA o SFN durante 6 6 12 dias. Se muestran las citocinas en
las que se encontraron diferencias significativas en su secrecion con respecto al control.

Los datos representan el promedio + desviacion estandar, n = 3, *p<0.05 con respecto al

control por la prueba de Tukey-Cramer.

cambio el perfil de secrecién de los astrocitos senescentes se sustenta con los bajos

valores en los coeficientes de correlacion encontrados entre la secrecion basal de los

astrocitos no senescentes y los tratados con ASA, r=0.18 aldia6y r=0.19 al dia 12.
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El SFN también cambio el perfil de secrecion de los astrocitos no senescentes al dia
12, con un coeficiente de correlacién de r = -0.10, con respecto a los astrocitos no
senescentes sin tratamiento, reduciendo la secrecién de IFNy, IL-12 e IL-6, pero
incrementando la secrecién de IL-1a, eotaxina, IP-10 y RANTES. Sin embargo, al dia
12 el coeficiente de correlacidon con astrocitos no tratados incremento ar = 0.37, lo cual
sugiere que el efecto del SFN en astrocitos no senescentes se observa principalmente
a tiempos cortos. Para el caso de la DHEA, el coeficiente de correlacion con los
astrocitos no senescentes sin tratamiento se mantuvo en ambos dias, r= 0.34 al dia 6
y r=0.36 al dia 12. La DHEA redujo la secrecion basal de GM CSF, 1I-12, IL-5 e IL-6
e incremento unicamente la secrecion de G-CSF (CSF3) al dia 6. Juntos, estos datos
indican que el ASA tiene un mayor impacto que el SFN y la DHEA en la secrecién

basal de los astrocitos no senescentes.

Por otro lado, los tres farmacos evaluados tuvieron un coeficiente de correlacion
negativo con respecto a la secrecion de astrocitos inducidos a SIPS al dia 12 (Figura
12B, Tabla 3) con r = -0.20, r = -0.25 y r = -0-07 para ASA, SFN y DHEA,

respectivamente. Estos valores negativos del coeficiente de correlaciéon, aunque son

Tabla 2. Matriz de correlacion del perfil de secrecion de astrocitos no senescentes vs
astrocitos no senescentes tratados con ASA, SFN o DHEA por 6 o 12 dias

No senescentes NS ASA DB NS ASA D12 NS SFN D6 NS SFN D12 NS DHEA D6 NS DHEA D12
No senescentes 1

NS ASA D6 0.185269628 1

NS ASAD12 0.198924584 -0.166561883 1

NS SFN D6 -0.105634209 0454409124 0.060010569 1

NS SFN D12 0.374650124 0.041457151 0.385894037 -0.194006919 1

NS DHEA D& 0.348116507 0.050519733 0.229425852 0.139002454 0.328447441 1

NS DHEA D12 0.369867579 0.133895881 0.387947032 -0.123316163 0.68499336 0.58095432 1
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Tabla 3. Matriz de correlacion del perfil de secrecion de astrocitos no senescentes vs
astrocitos inducidos a SIPS tratados con ASA, SFN o DHEA por 6 o 12 dias

SIPS D8 SIPS D12 SIPSASADE SIPSASAD1I2Z SIPSSFNDS SPSSFND12 SIPS DHEA DG SIPS DHEA D12
1
0.656605645 1
0.097014608 02032425 1
0.245490597 0208 6 0.342852765 1
0117241834 0. 3666 7 0.370861025 &2

7
0.208018458 0255664682  0.085385942 §
S 0.185832177 0021069663 0086823918 0412302784 0.34 007 0.130234469 1

SIPS DHEAD1Z | 0.0 51| 0.204219788  -0.078470471  -0.242133474  -0.147401604 0.10298145 0670158587  -0.130413391 1

bajos, indican comportamientos opuestos de algunos componentes del SASP; en de

un contexto bioldgico, esto significa que mientras algunos componentes del SASP se
encuentran incrementados en astrocitos inducidos a SIPS, decrecen después del

tratamiento con los farmacos, y viceversa.

Interesantemente, la secrecion de la citocina proinflamatoria IL-1a disminuyd con los
tres tratamientos, mientras que la IL-10, una citocina antiinflamatoria, aumenté su
secrecion con SFN y DHEA, pero no con ASA. Este dato es importante, ya que la IL-
10 es una de las principales reguladoras negativas de las citocinas proinflamatorias.
De la misma manera, los tres tratamientos provocaron una disminucion en la secrecion
de diversas quimiocinas, incluyendo la eotaxina, GRO-a, MCP-1, MCP-3, MIP-1a,
MIP-2 y RANTES, en al menos uno de los dos tiempos evaluados. Los coeficientes de
correlacién entre los astrocitos no senescentes y los astrocitos inducidos a SIPS, pero

tratados con los farmacos tienen valores muy pequenos e incluso negativos (excepto

Tabla 4. Matriz de correlacion del perfil de secrecion de astrocitos no senescentes vs
astrocitos inducidos a PIIPS tratados con ASA, SFN o DHEA por 6 o 12 dias

Non-senescent PIPS D6 PIPS D12 PIPS ASADE  PIPSASADI2 PIPSSFNDS  PIPS SFND12 PIPS DHEADE PIPS DHEA D12
Non.sensscent 1

PIPS D6 1
PIFS D12 D 234201628 1
3 0.560473308
0440674865 0.214875486 1
0.227184982 00 12 0.377932187 0274427975 1
PIFPS SFN D12 -0 226130041 0.162990317 -0 449556539 0128238172 0. 376884487 1
PIFS DHEA DB -0.194826783 D.738741045 0057088573 0.456434528 -0 330890727 028858165 -0.804842520 1
PIPS DHEA D12 | -0.255850565 0082239873 0. 189242839 -0.291307732 0015204331 0.047404812 0.139178841 0.1226561520 1
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para ASA al dia 6) indicando que los farmacos cambian el perfil de secrecién de los
astrocitos inducidos a SIPS, pero no lo dirigen hacia el perfil basal de los astrocitos no

senescentes.

En el caso de los astrocitos inducidos a PIIPS (Figura 12C, Tabla 4), se obtuvieron
coeficientes de correlacion altos al dia 6, r = 0.56 para ASA y r = 0.73 para DHEA,
comparados con los astrocitos inducidos a PIIPS. Esto sugiere que los farmacos
posiblemente no tienen efecto en la secrecion de los astrocitos inducidos a PIIPS a
tiempos cortos. Por otro lado, el SFN tuvo un coeficiente de correlacion bajo con su
contraparte no tratada al dia 6, r = 0.22, sugiriendo algunos cambios sutiles con
respecto a la secrecion de los astrocitos inducidos a PIIPS a tiempos cortos. En
contraste, al dia 12, los tres tratamientos tuvieron coeficientes de correlacion bajos,
incluso negativos, r = 0.07, r = 0.16 y r = -0.18 para ASA, SFN y DHEA,
respectivamente, lo cual sugiere que los tres farmacos tuvieron un efecto en el perfil
de secrecion de los astrocitos inducidos a PIIPS. Al analizar citocinas particulares, se
observa que la secrecion de la IL-1a decrecio con los 3 tratamientos, especialmente al
dia 12. Ademas, la IL-10 incremento solamente con el tratamiento con DHEA al dia 12.
Nuevamente, los tratamientos con los farmacos no restauraron el perfil basal de
secrecion de los astrocitos no senescentes como lo indican los coeficientes de
correlacién negativos entre el perfil de los astrocitos no senescentes y los astrocitos
inducidos a PIIPS y tratados con los farmacos, a excepcién del tratamiento con SFN

al dia 12, que tuvo un coeficiente de correlaciéon de r = 0.30.
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El andlisis cuantitativo de citocinas especificas y quimiocinas después del tratamiento
con ASA, SFN y DHEA en los astrocitos inducidos a SIPS y PIIPS confirma las
observaciones previas. La Figura 12D muestra las graficas con las citocinas en las que
se observaron los principales cambios con los tratamientos de los farmacos. El efecto
mas evidente fue el decremento en la secrecion de IL-1a con 12 dias de tratamiento y
el incremento de la IL-10, también a los 12 dias del tratamiento con los farmacos
evaluados, lo cual sugiere un cambio en el perfil de secrecién, de uno proinflamatorio
hacia uno anti-inflamatorio. Algunos otros cambios importantes que se encontraron fue
el decremento de la secrecién de G-CSF (CSF-3) al dia 6 con ASA en ambos tipos de
senescencia y el decremento de GRO-a, MCP-1 y MIP2 al dia 12 con los tratamientos

con SFN y DHEA.

Juntos, estos datos indican que el ASA, el SFN y la DHEA modifican el SASP
secretado por astrocitos inducidos a SIPS o PIIPS, pero estos farmacos no son
capaces de restaurar los niveles basales de secrecion producidos por los astrocitos no
senescentes. Ademas, los tres farmacos evaluados tienen también efectos en la

secrecion de astrocitos no senescentes.

Efecto del SASP de Astrocitos en el potencial de membrana mitocondrial de

neuronas corticales

A pesar de que el SASP encontrado en los astrocitos senescentes fue menos complejo

que el SASP clasico reportado en otros modelos, éste conservo su caracter
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DAPI BIN-Tubulina Merge

Figura 13. Caracterizacion del cultivo primario de neuronas corticales

Imagenes representativas de inmunocitoquimicas contra el marcador neuronal p-11l Tubulina.
Se puede observar que las células fueron positivas al marcador. La marca amarilla

corresponde a 100um

proinflamatorio, el cual disminuyd con algunos de los tratamientos farmacoldgicos

experimentados. Por lo que decidimos evaluar el efecto que esta secrecién podria

ejercer sobre un cultivo primario de neuronas corticales. Las neuronas se obtuvieron
de embriones de rata Wistar de 17-18 dias de gestacion. El cultivo primario de
neuronas fue caracterizado por inmunocitoquimica utilizando el marcador neuronal
Tubulina B-lll, la Figura 13 muestra imagenes representativas de dichas
inmunocitoquimicas, mas del 95% de las células cultivadas fueron positivas al
marcador Tubulina B-lll, por lo que podemos considerar que el cultivo tuvo un alto
grado de pureza. El cultivo primario de neuronas corticales fue tratado con Medio
Condicionado (MC) obtenido de astrocitos senescentes 0 no senescentes que habian
sido tratados o no con ASA, SFN o DHEA. EI MC provenia de astrocitos con 12 dias
de cultivo después de la induccién de senescencia. Cada 48 horas se reemplazé un
volumen de 150ml del medio neurobasal por 150 ml de MC durante 6 dias, (tres

reemplazos). El potencial de membrana mitocondrial fue evaluado utilizando el
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colorante catiénico JC-1, este potencial suele evaluarse mediante los agregados que
forma el colorante en las mitocondrias polarizadas emitiendo una sefial a 590nm. En
neuronas despolarizadas el colorante no se incorpora a la mitocondria y emite una
sefial a 535nm. La figura 14A muestra micrografias representativas de las neuronas
tratadas y expuestas a JC-1, con rojo se muestra la sefal emitida por los agregados
que fueron incorporados por las mitocondrias polarizadas y en verde la sefial debida
al colorante que no fue incorporado. Para conocer la proporcion entre las mitocondrias
polarizadas y despolarizadas se realizé un cociente entre la intensidad de las sefiales
obtenidas a 590nm y 535 nm (Figura 14B). Interesantemente, no se obtuvieron
diferencias significativas en el potencial de neuronas tratadas con el MC proveniente
de astrocitos inducidos a SIPS o PIIPS, comparado con el potencial del grupo control
(neuronas no expuestas al MC). Esto sugiere que la exposicion al SASP de astrocitos
en tiempos cortos no produce un efecto inmediato en el potencial de membrana
mitocondrial de las neuronas y por lo tanto éstas estarian llevar a cabo sus funciones
energéticas de manera normal. Interesantemente, las neuronas que fueron expuestas
al MC de astrocitos senescentes, pero tratados con ASA, mostraron un decremento en
el cociente 590nm/535nm, indicando una reduccion en el potencial de membrana
mitocondrial, este efecto debe ser producto de los cambios que produce el ASA en el
perfil de secrecion de los astrocitos, pero no del SASP en si mismo. Por otro lado, el
MC de astrocitos senescentes tratados con SFN o DHEA mantuvo el potencial de

membrana en los mismos valores que el grupo control.
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Figura 14. Efecto del SASP de astrocitos senescentes sobre el potencial de membrana
de mitocondrias neuronales.

A. Imagenes representativas de inmunocitoquimicas del ensayo de potencial de membrana
mitocondrial neuronal sobre neuronas corticales expuestas al medio condicionado de
astrocitos senescentes. El canal rojo muestra la sefial a 590 nm emitida por el colorante
cationico y corresponde a las mitocondrias polarizadas. El canal verde muestra la sefial a
525 nm y corresponde al colorante que no fue incorporado por las mitocondrias y se asocia
a la despolarizacién mitocondrial.

B. Cociente de la sefial a 590nm y a 525nm del colorante cationico JC1.

Las barras representan el promedio + desviacion estandar, n = 3, *p<0.05 con respecto al

control por la prueba de Tukey-Cramer.
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Discusidn

La SC es reconocida como un marcador importante en el envejecimiento, la
acumulacion de células senescentes en organismos envejecidos es un hecho que ha
sido demostrado en diversos trabajos. La SC puede ser inducida por diversos
estimulos y en diversos tipos celulares. En este trabajo de investigacion, nosotros
indujimos senescencia prematura al exponer a un cultivo primario de astrocitos de rata
a una dosis subletal de H2O2 para inducir SIPS y al inhibir de manera parcial al
proteosoma utilizando el inhibidor quimico epoxomicina para inducir PIIPS. Estos dos
modelos de senescencia prematura ya han sido estudiados con anterioridad en
fibroblastos (62,95) y astrocitos (13) de diferentes especies. Aun cuando los astrocitos
inducidos a SIPS o PIIPS comparten la mayoria de los marcadores clasicos de
senescencia (Figuras 5-8): Detencion de la proliferacion, tincion de SA-B-
galactosidasa, sobreexpresion de p16 y presencia de foci de YH2AX, se observé una
notoria diferencia en la morfologia de los astrocitos inducidos a SIPS o PIIPS, mientras
que los astrocitos inducidos a SIPS adoptaron una forma aplanada y alargada, los
astrocitos inducidos a PIIPS mostraron una forma estelar (Figura 6B). Resultados
similares han sido reportados en otros estudios en los que se ha comparado la SIPS y
la PIIPS (13,95), en los que tanto fibroblastos como astrocitos inducidos a senescencia
por inhibicion del proteosoma no adoptan la clasica morfologia aplanada de una célula
inducida a senescencia por estrés oxidante. Aunque son pocos los estudios
concernientes a la PIIPS, estos datos sugieren que estos dos tipos de senescencia

prematura deben tener distintos mecanismos para establecer la senescencia celulary,
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como consecuencia, distintos mecanismos de comunicacion celular a través del SASP

como nosotros reportamos en un trabajo previo (62).

La secrecion del SASP ha sido propuesta como un mecanismo por el cual las células
senescentes promueven distintos procesos bioldgicos en diversos estados de la vida
de un organismo. EI SASP exhibe efectos benéficos tales como remodelacion de
tejidos, cicatrizacion, atraccion de células del sistema inmune y supresién de cancer a
través del reforzamiento de la senescencia. En contraparte, estos mismos efectos
pueden considerarse deletéreos dependiendo del contexto, por ejemplo, se ha
observado que el SASP también puede inducir proliferacién en células cancerosas,
angiogénesis en tumores y contribuye al deterioro de los tejidos en el proceso de
envejecimiento (64). Aun cuando el SASP mantiene un perfil proinflamatorio, la
secrecion de componentes individuales puede variar dependiendo de diversos
factores: el tipo de induccion de senescencia (62,102), el tiempo en que se evalue
después de haber inducido la senescencia (22) e incluso la presencia o ausencia de
algun otro marcador de senescencia (23); esto hace al SASP una caracteristica
sumamente compleja. Aqui, nosotros encontramos que el SASP de astrocitos de rata
Wistar contrasta con el perfil tipico encontrado en fibroblastos y células epiteliales. Uno
de nuestros resultados mas interesantes fue la baja concentracion de IL-6 encontrada
en el SASP, debido a que esta citocina es uno de los componentes mas conservados
en el SASP y esta asociada a inflamacion. En nuestro trabajo, la IL-6 fue secretada en
concentraciones similares tanto en células no senescentes como en células

senescentes (Figuras 9 y 10). Sin embargo, cuando comparamos la secrecion de IL-6
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entre astrocitos y fibroblastos senescentes, estos ultimos tuvieron niveles de secrecion
8 veces mas alto, confirmando que los astrocitos senescentes de rata Wistar no
incrementan la secrecidon de esta citocina. Aunque se esperaba que la IL-6 fuese un
componente importante en el SASP de nuestros astrocitos, como se ha observado
anteriormente (12), ha habido otros trabajos en los cuales la IL-6 no ha incrementado
significativamente tanto en astrocitos (18) como en otros tipos celulares (44). Incluso,
Purcell y cols. compararon los perfiles de expresion en fibroblastos de un paciente con
el Sindrome Li-Fraumeni inducidos a distintos tipos de senescencia: Senescencia
replicativa, senescencia inducida por Adriamicina, por estrés oxidante y por 5-aza-2-
desoxicitidina y no encontraron una sobreexpresion homogénea de IL-6 en todos los
grupos (84). Por consiguiente, la IL-6 puede estar presente en el SASP de algunas
células senescentes, pero no de otras; este es un punto importante porque la
sobreexpresion de esta citocina podria depender el tipo celular o de la forma en que
se induzca la senescencia. Consideramos que se requieren mas estudios sobre los
mecanismos moleculares que controlan el SASP para determinar en qué condiciones

el SASP incluye o no a la IL-6.

En contraste, la IL-1a fue altamente secretada en los astrocitos senescentes. En otros
estudios se ha observado que esta citocina es un componente importante del SASP
en distintos tipos de senescencia celular: senescencia replicativa (51), senescencia
inducida por oncogenes (OIS) (1) o senescencia inducida por agentes quimicos, como
la bleomicina (79), H2O2 0 adriamicina (84) y farmacos de terapia retroviral contra el

VIH (18). Es bien sabido que esta citocina es secretada poco tiempo después de que
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se induce senescencia y una de sus funciones es inducir la expresién de otros
componentes del SASP en un mecanismo redox-dependiente (66). Con esto, nosotros
proponemos a la IL-1o como uno de los componentes principales y marcador del SASP

de astrocitos de rata, en lugar de la IL-6.

Interesantemente, uno de los factores de crecimiento que incrementé en el SASP fue
G-CSF (CSF-3) (Figuras 9A y 9B). En el SNC, se ha reportado que G-CSF (CSF-3)
actuia como un factor neurotréfico al inducir neurogénesis, incrementar la
neuroplasticidad y contrarrestar la apoptosis (81,90). El hecho de que este factor se
encuentre aumentado en el SASP de astrocitos podria sugerir una accion protectora

para las neuronas.

Por otro lado, el SASP de los astrocitos incluy6 principalmente las quimiocinas GROaq,
IP-10, MCP-1a, MIP-2 y RANTES (Figuras 9A y 9B). Las quimiocinas son moléculas
cuya funcidén es atraer a las células del sistema inmune para eliminar patdégenos o
células dafadas. GROa ha sido reportado como un factor atrayente de
oligodendrocitos en el SNC (78), IP-10 atrae monocitos, macrofagos, células T, NK'y
dendriticas; ademas se ha reportado que puede tener actividad antitumoral e
inhibitoria de angiogénesis (5,36). MCP-1 regula la migracion e infiltracién de
monocitos teniendo una accién redundante con IP-10. Adicionalmente, la secrecion de
MCP-1 se ha asociado con algunas enfermedades tales como esclerosis multiple,
cancer o enfermedades cardiovasculares (31). Del mismo modo, aunque MIP-1a, MIP-
2 y RANTES son potentes quimio- atrayentes, también se han asociado con

enfermedades e inflamacion crénica (41), y, en contraparte, que pueden suprimir la
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actividad del VIH (42,103). Los resultados obtenidos y lo reportado en la literatura
acerca de las actividades que llevan a cabo las citocinas aqui analizadas nos sugieren
que el SASP de astrocitos podria tener como principal funcion la atraccion de células
fagociticas, como macrofagos y microglia, para eliminar células senescentes, como se
ha hipotetizado por otros autores, y que los posibles efectos deletéreos del SASP
dependerian de la capacidad del sistema inmune de eliminar o no a las células

senescentes.

En un trabajo previo, nuestro grupo de trabajo reportd que fibroblastos inducidos a
SIPS, PIIPS o SR producen un perfil del SASP distinto (62). Los fibroblastos inducidos
a PIIPS produjeron un SASP menos robusto que los inducidos a SIPS o SR; sin
embargo, esas mediciones se realizaron unicamente 6 dias después de inducir
senescencia prematura. Aqui, nosotros encontramos diferencias en el perfil de
secrecion del SASP de astrocitos entre SIPS y PIIPS a los dias 6 y 12. EI SASP de los
astrocitos inducidos a PIIPS incluydé quimiocinas como GROa, MIP-1a, MIP-2 y
RANTES, mientras que estas quimiocinas estuvieron ausentes en el SASP de
astrocitos inducidos a SIPS, al menos al dia 6 de estudio. Sin embargo, al dia 12 los
perfiles de secrecion entre SIPS y PIIPS fueron mas parecidos entre si, como se
observa en la matriz de correlaciéon de la Tabla 1. Asi, es posible que las diferencias
en el perfil del SASP entre distintos tipos de senescencia puedan ser mas evidentes a
tiempos cortos después de la induccién, dependiendo de las vias de senalizacion que
se activen de manera particular en cada tipo de senescencia, pero, cuando la

senescencia celular esta totalmente establecida, las vias de sefalizacion que controlan
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el SASP podrian hacerlo converger hacia un perfil comun. La variacién dependiente
del tiempo del SASP ha sido discutida por el grupo de Rodier (64), pero las variaciones
en el SASP en funcién de los estimulos que induzcan senescencia han sido poco

estudiadas hasta ahora.

Uno de los principales retos en el campo de la senescencia es suprimir o eliminar los
efectos deletéreos causados por el SASP (64). Este objetivo se ha enfocado en dos
lineas principales: 1) Eliminando a las células senescentes o 2) inhibiendo (o
reduciendo) o modulando la secrecion del SASP sin eliminar a las células senescentes.
Ambas lineas han logrado resultados prometedores, sin embargo, la ausencia de un
marcador unico y universal de senescencia limita estos hallazgos y sus aplicaciones.
Mas aun, no esta aun claro en qué momento de la vida de un organismo es mas seguro
o recomendable realizar estas intervenciones. En este trabajo, nosotros evaluamos
tres farmacos, ASA, SFN y DHEA, que en la actualidad son consumidos por las
personas sin control o prescripcion médica y que han sido asociados con efectos anti-
inflamatorios o anti-vejez. De manera interesante, estos farmacos tuvieron efecto en
el perfil de secrecion tanto de células senescentes como de no senescentes (Figura
12). El SFN y la DHEA redujeron la secreciéon de algunas citocinas proinflamatorias
que se secretaban en células no senescentes, mientras que el ASA aumento dicha
secrecion. Por otro lado, tanto en SIPS como en PIIPS, el SFN y la DHEA
incrementaron la secrecion de la citocina anti-inflamatoria IL-10, efecto que no fue
observado con el ASA. El ASA mostréo un efecto inesperado en las células no

senescentes, incrementando la secrecion de las quimiocinas eotaxina y RANTES al
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dia 6 y también la de las citocinas IL-1a, IL-1B, IL-13, IL-2, IL-4 y TNF-a al dia 12. El
ASA tuvo también un efecto distinto en la secrecion de las células inducidas a SIPS,
comparadas con las inducidas a PIIPS; por ejemplo, el SASP de las células inducidas
a SIPS y tratadas con ASA secretaron menos IL-1a, pero las inducidas a PIIPS no,
sugiriendo una respuesta distinta al tratamiento en ambos tipos de senescencia. Se
sabe que el efecto anti-inflamatorio del ASA depende de la inhibicidon de la enzima
COX2, la cual previene la expresion de prostaglandinas. En astrocitos, la expresion de
COX2 no es homogénea y puede ser modulada por TGF- (46) e IL-1B (70), por lo que
una posible explicacion es que los astrocitos senescentes podrian no estar expresando
COX2 de forma constitutiva y como consecuencia el ASA no seria capaz de inducir su
efecto anti-inflamatorio. Al mismo tiempo, podria ser posible que alguna otra via
proinflamatoria, como las reguladas por p38MAPK o NF«B podrian estar activadas
para producir las citocinas proinflamatorias en los astrocitos senescentes y que el ASA

no tenga un efecto sobre éstas.

En contraparte, el SFN y la DHEA redujeron la secrecidén de las citocinas que se
secretaron mayoritariamente en los astrocitos no senescentes, GM-CSF, IL-12, IL-5,
IL-6 y MCP-3, especialmente al dia 12, promoviendo un perfil antinflamatorio.
Interesantemente, en los astrocitos inducidos a SIPS y a PIIPS el SFN y la DHEA
incrementaron la secrecion de la IL-10 al tiempo que redujeron la de IL-1a cambiando
el perfil del SASP hacia un perfil menos inflamatorio. Sin embargo, tanto el SFN como

la DHEA incrementaron la secrecidon de otras quimiocinas, tales como eotaxina, GRO-
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a, MIP-1a y RANTES, reforzando las sefales para atraer a las células del sistema

inmune.

Se ha reportado que la produccion del SASP esta mediada por la accién de la IL-1a
en un mecanismo redox dependiente (66) y ya que el SFN es capaz de modifica el
estado redox (75), esta molécula podria ser capaz de prevenir la secrecidon de los
componentes del SASP dependientes de IL1a. Ademas, la accién del SFN podria tener
un impacto en otras vias de sefalizacién, también moduladas por el estado redox,
involucradas en la produccién de citocinas, tales como la via de NF-xB y NLRP3, las
cuales estan directamente involucradas en la produccion de IL-1a (35). Por otro lado,
se ha reportado un efecto anti-inflamatorio de la DHEA en distintos modelos y
condiciones (88). Por ejemplo, la DHEA puede controlar el balance entre las
poblaciones de linfocitos Th1 y Th2 (83), modular la inflamacion inducida en un modelo
de fractura bilateral del eje femoral (59) y regular la produccion de IL-2, IL-10, IL-1,
IL-6 y TNFa (59), sin embargo el mecanismo de acciéon por el que actuaria ha sido
poco estudiado y no se sabe si es la DHEA la que tiene este efecto o alguno de sus
metabolitos (37). Independientemente del metabolito que lleve a cabo la accién anti-
inflamatoria, existe consenso de que el tratamiento con la DHEA reduce las citocinas
reguladas por p38MAPK y NF«B tales como la IL-6 y la IL-8 (88). Asi pues, es posible
que la DHEA ejerza su efecto anti-inflamatorio inhibiendo p38MAPK y NF«B. Es
importante notar que en las células senescentes ni el SFN ni la DHEA restauraron el
perfil de secrecion original de los astrocitos no senescentes, pero si consiguieron

cambiar el perfil hacia uno menos inflamatorio, principalmente al disminuir la secrecion
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de la IL-1a e incrementar el de la IL-10. Este efecto podria tener un efecto fisiolégico
importante al disminuir los efectos proinflamatorios del SASP, del cual se ha
hipotetizado que contribuye a la neurodegeneracion (12). Ademas, la produccion de
quimiocinas se conservo en los astrocitos senescentes tratados con SFN o DHEA,
extrapolando este resultado al nivel fisiolégico, los astrocitos senescentes podrian
mantener la funcién de promover la infiltracion de células del sistema inmune aun con

el SASP modulado.

La mayoria de los estudios disenados para evaluar el efecto del SASP en células del
mismo microambiente se han disefiado en fibroblastos o células endoteliales, por lo
que los ensayos mas comunes estan enfocados en evaluar si inducen la proliferacion
celular, migracién o induccion de senescencia. Sin embargo, al evaluar el efecto sobre
las neuronas algunos de estos parametros resultan irrelevantes. Nosotros decidimos
evaluar la funcion mitocondrial, particularmente el potencial de membrana
mitocondrial, como un primer acercamiento a la fisiologia de la neurona al ser expuesta
al SASP de astrocitos senescentes (Figura 14). En nuestros experimentos no
encontramos diferencias significativas en ninguno de los grupos estudiados, a
excepcion de los grupos tratados con ASA, donde el potencial de membrana decrecio.
Como se menciond antes, el ASA incrementd la produccién de factores
proinflamatorios cuando se compararon con el control y el resto de los tratamientos,
sugiriendo que los cambios en el SASP inducidos por el ASA pudieron haber tenido un
efecto en la funcion mitocondrial de las neuronas. El hecho de que el SASP de

astrocitos senescentes no haya tenido efectos sobre el potencial de membrana no
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descarta que pueda jugar un papel deletéreo in vivo, ya que los experimentos aqui
disefiados abarcan solamente una ventana de tiempo corta (6 dias de exposicion al
SASP) y es posible que, por la acumulacion de células senescentes en el
envejecimiento, el SASP de los astrocitos puedan tener un efecto deletéreo sobre las
neuronas al exponerlas de forma cronica a éste. Ademas, es importante que a futuro
se disefien experimentos que puedan evaluar otros parametros fisiolégicos que
puedan ser afectados por el SASP sobre las neuronas, tales como generacién de ERO,
la respuesta excitatoria de las neuronas o su metabolismo; ademas de disefar
experimentos en co-cultivo para someter a las neuronas a una exposicion constante al

SASP de astrocitos.

Conclusiones y perspectivas

Desde su descubrimiento, en la década de los 1960’s, el estudio de la senescencia
celular ha ido cobrando relevancia como un tema central relacionado tanto al
envejecimiento como a las enfermedades asociadas a la edad. Hoy en dia, sabemos
sobre su contribucién a enfermedades asociadas a la edad y al proceso de
envejecimiento en si mismo. En este trabajo, obtuvimos 2 resultados importantes: 1)
Demostramos que el perfil de secrecion de astrocitos senescentes es distinto al perfil
clasico que se ha estudiado en otros tipos celulares y 2) aportamos datos sobre el
efecto que pueden tener 3 farmacos, que hoy en dia se comercializan, sobre el perfil
de secrecion de astrocitos senescentes. Estos datos sugieren, que cada tipo celular

podria tener un perfil de secrecidén que pueda inducir actividades acordes a su
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microambiente y que ese perfil de secrecién podria ser manipulado, inhibido o

modulado para reducir las actividades deletéreas inducidas por el SASP.

Aunque existe gran evidencia de que la eliminacion de las células senescentes retrasa
el envejecimiento y la apariciéon de enfermedades cronicas, consideramos que es
importante entender mejor el papel fisiolégico que juegan las células senescentes
dentro del organismo para poder elegir el momento idéneo en el que se pueda realizar
una intervencién de eliminacién o control de la secrecién de las células senescentes
sin afectar los aspectos benéficos de la senescencia. Un aspecto importante a estudiar
debe ser el descubrir la razon por la que el sistema inmunolégico deja de eliminar a
las células senescentes, el hecho de entender si es el sistema inmune quien se vuelve
incapaz de reconocer y eliminar a las células senescentes o, en contraparte, son las
células senescentes las que sufren cambios en las proteinas que expresan en su
membrana que imposibilita al sistema inmunoldgico a eliminarlas, ¢a partir de qué
momento ocurriria?, s ocurre al mismo tiempo en todas los tejidos?, en algun tejido
comienzan a acumularse las células senescentes antes que en otros?. Diversos
investigadores estan hoy en dia estudiando algunos de estos aspectos, por lo que
estos nuevos conocimientos que se generen en un futuro junto con los concernientes
a otros aspectos importantes sobre el envejecimiento contribuiran en un futuro,

esperemos que no muy lejano, a alcanzar un envejecimiento mas saludable.
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Abstract In the central nervous system (CNS)
senescent astrocytes have been associated with neu-
rodegeneration. Senescent cells secrete a complex
mixture of pro-inflammatory factors, which are col-
lectively called Senescence Associated Secretory
Phenotype (SASP). The SASP components can vary
depending on the cell type. senescence inducer and
time. The SASP has been mainly studied in fibroblasts
and epithelial cells, but little is known in the contextof
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Introduction

Cellular senescence (CS) is considered one of the
aging hallmarks (Lopez-Otin et al. 2013). which can
be induced by different stimuli, such as proliferation
exhaustion like in replicative senescence (RS) or
prematurely, in response to different types of stressors,
The most studied induced-premature senescence are
Oncogene Induced Senescence (OIS) (Courtois-Cox
et al. 2008), Stress Induced Premature Senescence
(SIPS) (Triuna-Martinez et al. 2014) and Proteasome
Inhibition-Induced Premature Senescence (PIIPS)
(Torres et al. 2006), and in vivo significance has been
proposed for both RS and premature senescence (de
Magalhaes and Passos 2018; Toussaint et al. 2002).
Several time-dependent features characlerize senes-
centcells, incliding proliferative arrest. sugmented f-
Galactosidase activity, DNA-SCARS (Segments with
Chromatin  Alterations Reinforcing  Senescence),
Senescence Associaled Heterochromatin Segments
(SAHF). that occur between few hours or some days
after the senescence induction, and the Senescence
Associated Secretory Phenotype (SASP) (Rodier and
Campisi 2011: Triana-Martinez et al. 2016). The
SASP is u complex set of cytokines. chemokines,
proteases, and growth factors that senescent cells
release (o their microenvironment (Coppe et al. 2008).
Interestingly, the SASP is a time dependent feature
that acquires its proinflammatory sign af longer times
after the senescent insult, The SASP has been
measured 6-12 days after the senescence induction
{Malaquin et al. 2016). The SASP is known to induce
many biological effects in adjacent cells such as
proliferation. senescence reinforcing, immune system
activation, and migration (Malaquin et al. 2016).
Depending on the context, the SASP might drive
important events, both bereficial or detrimental, as
tissue remodeling during puberty (Li et al. 2017) and
embryonic development (Munoz-Espin et al, 2013;
Storer et al. 2013). wound healing (Demaria et al.

2014), wmer suppression (Collado and Serrano 2010).,
as well as tumor promotion (Kriolica et al. 2001),

The SASP components can vary depending on the
cell type. the senescence inducer. and time (Coppe
et al 2010; Maciel-Baron et al. 2016: Wu et al. 2015).
The pro-inflammatory profile is normally maintained
due to several conserved factors, like TL-6. IL-lo
TNFa, MMP-1. and IFNy (Freund et al. 2010). The
modulation of the secretion of pro-inflammatory
SASP components represents an interesting approach
1o intervene the harmful effects of the SASP in the
context of illness and aging (Maciel-Baron etal 2017:
Tchkonia et al. 2013).

Recently, astrocyies have been recognized as an
important cell type thatis able (o senesce in vivo (Bhat
et al. 2012: Chinta et al. 2015: Maciel-Baron et al.
2017 Bhat et al. 2012; Chinta et al. 2015: Maciel-
Baron et al. 2017) since astrocytes expressing senes-
cent markers have been found in post-mortem histo-
logical sections of patients with amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) (Turnquist et al. 2016), and neurode-
generative diseases. such as Alzheimer’s (Bhat et al.
2012) and Parkinson’s (Chinta et al. 2013). Astrocytes
senescence in vitro can also be induced with diverse
drugs like paraquat (Chinta et al. 2018) or antiretro-
viral therapies during HIV treatments (Cohen et al,
2017 Yuet al. 2017). However. the contribution of the
SASP to the age-related neuroinflam mation is not well
understood. and itis still being studied.

Hence. the aim of this work was to analyze the
SASP components secreted by astrocytes induced to
two types of premature senescence, SIPS und PIIPS,
and the ability of two drugs with anti-inflammatory
potential to modulate them. The chosen drugs were
Dehydroepiandrosterone (DHEA) and Sulforaphane
(SFN). DHEA is a steroid hormone with anti-aging
properties (Rutkowski et al. 2014), which has shown 1o
modulate chemokine und Th2 cytokines release in
mice. contributing, thus, to inflammation reduction
(Liou and Huang 2011). Meanwhile, SFN is a Nrf2
response activator that counteracts oxidative stress
(Greaney et al, 2016). The redox siate is important in
the regulation of IL-la expression, that in turn,
induces the expression of important SASP compo-
nents, such as IL-6 und TL-8 (McCarthy et al. 2013).

Our results showed that, at day 6, the SASP profiles
from SIPS and PIIPS astrocytes are different from
each other. but they become more alike over time. and
they might even converge to produce a unique SASP
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profile. IL-6 is not a principal component within the
astrocytes SASP, while IL1a, together with several
chemokines, might be imponant participants in the
SASP. The treatment with either SFN or DHEA was
not able 0 rewrn the SASP profile from SIPS and
PIIPS ustrocytes Lo their basal lewels, but instead they
turned it less pro-inflammatory by increasing IL-10
secretion, and at the same time decreasing IL-la
secretion. When primary neurons were subjected to
the conditioned media (CM) obtained from SFN or
DHEA treated or non-treated senescent astrocyles.
their mitochondrial membrane potential did not show
noforious changes. This encourages (o further study
the effect of senescent astrocytes on neurons and other
brain cellular types.

Materials and methods
Chemicals

All chemicals and reagents were of the highest
analytical grade and. unless otherwise siated, the
majority was purchased from Sigma (St. Louis MO).

Animals

The primary astrocytes were obtained from neonatal
(3-7 days old) Wistar rats, while the primary neurons
were isolated from embryonic Wistar rats (17-18 days
of gestation). The animals were provided by the
closely breeding colony of the Universidad Auténoma
Metropolitana-Tztapalapa (UAM-I). All procedures
with animals were strictly carried out according 1o
the National Insttutes of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals, and the Principles of
the Mexican Official Ethics Standard 062-Z00-1999.

Astrocytes culture

Astrocytes were isolated as described previously
(McCarthy and de Vellis 1980). Briefly, dissected
brains were submerged in cold-sierile-PBS with 2% of
antibiotic—antimycotic {Ab-Am). hrought 1o the lam-
inar hood und decanted in a Petri dish. Then, the brains
were washed 3 times with sterile-PBS, cut in small
fragments and re-suspended in § mL of sterile-PBS in
4 15 mL-tabe. Witha 5 mL-micropipette, the suspen-
sion was strongly re-suspended 15 times 1o separate

the cells from the tissue. The suspension was cen-
trifuged for 10 min at 4 °C and 3500 mpm. The pellet
was recovered and re-suspended in 8 mL of Astrocyte
Culture Media (ACM. Minimum Essential Medium/
10% FBS/1% Ab-Am/1.1% Gluamine/L5% Glu-
cose). The suspension was filtered in 2 cell striner
(pore 100 pm) and incubated for 24 h at 37 *C-5%
CO,. Finally, the cells were washed with cold-sterile-
PBS to eliminate other cell types. Astrocyles were
observable by optical microscope 1 or 2 weeks after
the isolation. The ACM was changed twice a week:
when cultures exceed > 75% of confluence, cells
were trypsinized and reseeded at normal density (10°
cells/em™). Populations Doublings (PD) were calcu-
lated using the equation PD = log(N/Nog2 ineach
reseeded process.

Cortical neuron culture

For the newron culture, the following solutions were
used: J0x KRB stock NaQ 7%/KCl 0.3%/KH,PO.
0.16%/NaHCO4 2.14%/Glucose 257%/Phenol red
0.015% in water. Sol 1 0.3% BSA/0.03% Mg*! in
KRB 1x. Sol 2 Trypsin-EDTA 1x in sol 1. Sol 3
0.08 mg/ml. DNAase/0.52 mg/mL trypsin inhibitor
SBT, 0.04% Mg*" in Sol 1. Sol 4 105 mL Sol
1 + 2 mL Sol 3. 501 50,0015% CaCl0.04% Mg in
Sol 1. The solutions were filtered (0.22 pM pore) and
heated at 37 °C before the brain dissection. Cortical
neurons were isolated as described by Brewer et al.
(Brewer et al. 1993). Briefly. 17-18 gestational-days
embryos were dissected with the placenta and placed
in a Petri dish with 10 mL of Sol were resuspended in
5 mL of Sol 5. The suspension was filtered through a
cell separator several times and the cells were placed
in other tube with 5 mL of Sol 5 and centrifuged at
3000 rpm for 3 min, The pellets were then resus-
pended in 10 mL of Neurobasal medium with 0.5 mM
of L-glutamine. 1% supplement B27 complete, 1%
supplement B27 without antioxidants and 20 pg/mL
of gentamicin, The neurons were seeded in circular
coverslips previously pre-treated with poly-1-lysine
(2h) at a cellular density of 70 x 10* cells per
coverslip. The coverslips were placed into 12-wells
dish and incubated for 24 h wt 37 °C-5% CO, with
I mL of supplemented neurobasal medium per well.
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Senescence induction

For senescence induction non-senescent astrocyles
were used at early PD (PD < 35) 1o avoid RS.
Astrocyies were trypsinized and seeded at normal
density on a 24-well multi-chamber (Coming. Acton
MA, USA). After 72 h in culture, two different
stressors were wed o induce senescence, H,04
(Sigma, St. Louis MO) for SIPS, and epoxomicin
(Sigma. St. Louis MO) for PIIPS. To determine the
optimal concentration and time 10 induce senescence
the experiments were perfonmed as follow:

Stress Induced Premature Senescence (SIPS)

The cells were incubated for | or 2 h with 75 or
150 pM H, 0, dissolved in the ACM, a1 37°C and 5%
CO,. H.0, was removed by changing the medium,
und the cells were allowed 1o recover in fresh ACM for
48 h before further measurements.

Proteasome Intubition Induced Premature Sene scence
(PLIPS)

The cells were incubated with 1. 5 o 10 nM of
epoxomicin from a stock solution in DMSO. Epox-
omicin was added 1o the ACM throughout subsequent
medium changes. as previously described (Bitto et al.
2010; Torres et al. 2006). SA-B-Gal Activity was
determined 1o evaluate the best treatment fo induce
CS.

Senescence Associated-B-Galactosidase Staining
(SA-B-Gal)

SA-B-Gal activity was determined as previowsly
described (Dimri et al. 1995). The cells were fixed
with 3% formaldehyde. Three wells were stained
4 days after the senescence induction, and the number
of SA-B-Gal-positive cells was determined by count-
ing at least 100 cells per well under a microscope. The
number of cells positive for SA-B-Gal activity is
reporied as the percentage of the 1otal scored cells.

Immunocytochemistry anal ysis
The cells were seeded on coverslips at regular density

and sepescence was induced 48-72 h after cell
seeding. as described above. The cells were fixed in
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3% formaldehyde/PBS for 15 min and washed twice
with 2% PBS-Tween 20 (PBST), incubated with 200
pL of protein blocker for 10 min. and washed again.
Astrocyles were identified by incubation with anti-
GFAP primary antibody (dilution 1:200, Company,
City. State) for 1 h. Then the cells were washed three
times with PBST and incubated for 1 h with the
secondary antibody (1:500: Alexa Fluor™ 488, Com-
pany, City, State). For pl6 and B-Galactosidase
analysis. the cells were incubated for 1 h with anti-
pl6 (dilution 1:200, Company, City, State). the cells
were washed twice with PBST. and incubated for 1 h
with anti-f-Galactosidase ( 1:200: Abcam, Cambridge,
MA). After three extra washes with PBST. the cells
were incubated for I h with anti-rabbit secondary
antibody (1:500: Alexa Flour® 488, Company, City.
State), washed twice with PBST. and incubated for 1 h
with anti-mouse secondary antibody (1:500:; Alexa
Fluor® 594). Afier the last incubation with the
secondary antibody. all preparations were washed
three times with PBST. and mounted with 2 fluores-
cent mounting medium (DakoCvtomation, Glostrup
Denmark) and 0.01% DAPI (4.6-diamino-2-fenilin-
dol} on glass slides. Images were obtained from an
epifluorescence microscope and the relative intensity
for p16 signal was measured using Imagel software,

Astrocyies treatment by the two SASP-modulators

Dehydroepiandrosierone (DHEA) and Sulforaphane
(SFN) were diluted in DMSO to 10 mM and | mM
respectively, and maintwined w — 4 °C until use.
Aliquots from the stock solutions were diluted in
Astrocyte Culture Media (ACM) to the desired
concentration and added 10 the cells. For the SIPS
and control groups, modulators were added 10 the cells
in the ACM each 48 h Since epoxomicin must be in
the media in order to sustain the senescent phenotype,
for the PIIPS groups, the modulators were added to the
cells 1h prior 10 the ACM supplemented with
epoxomicin. This process was repeated every 48 h.

Conditioned media collecting for SASP
determinations

The conditioned media used to evaluate the SASP was
collected 6 or 12 days after senescence induction in
treated and non-treated astrocytes. Forty-eight hours
before collecting the conditioned media. the cells were
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washed and incubated with MCDB 105 media supple-
mented with 1.1% glutamine. 1.5% glucose with low
serum (1% SFB). Afier that time, the conditioned
media (CM) was recowred and centrifuged o
3500 rpm. to discard cell debris. The CM was 10-fold
concentrated using Millipore® Amicon™ Ultra Cen-
trifuge Filters Concentrators following the manufac-
turer’s instructions, and frozen at — 80 °C until use.

SASP unalysis

A towl of 14 cviokines and 8 chemokines were
measured  using  a ProcartaPlex™ Multiplex
Immunoassay. The assay was performed following
the manufacturer’s instructions. Data were obained in
a Luminex Instrument and the amlytes concentration
wis  measured  following the munufacturer’s
recommendations.

IL-6 quantification

IL-6 was measured using Emyme Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) Legend Max™ kit
manufactured by BioLegend®. The assay was carried
out following the manufacturer’s instructions, Data
were obtained reading the absorbance at 450 nm ina
H-Reader | ELISA Reader (HLAB¥).

Neurons exposure 1o CM obtained from astrocyles
treated with the two possible SASP modulators

The CM was obtained from senescent (SA) or non-
senescent astrocyles (NSA), that had been treated or
not with SFN or DHEA, 12 days after senescence
induction and was kept at ~ 80 “C until used, Neurons
were isolated as described above. und 6 days after that
they were exposed (o the CM as follows: 300 pL of
neurobasal medium was replaced with 150 pl. of fresh
neurobasal medium plus 150 pL of the CM obtained
from SA and NSA treated or not with SFN or DHEA.
The neurons’ exposure (o the CM was repeated after
3 days, i.e. 9 days afier their isolation.

Mitochondrial membrane potential sssay

One day after the last neuronal treatment, i.e. 10 days
after their isolation. the mitochondrial membrane
potential was assayed using the cationic colorant JC-
1. Briefly, 1 pL of 1 mg/mL JC-1 solution was added

to each well containing | mL of medium and the
neurons were incubated for 30 min at 37 “C. After
that. each coverslip was immersed into Lockey
solution (NaCl 154 mM/KCl 5.6 mM/NuHCO,
3.6 mM  CaCl2 26 mM/HEPES 5 mM/Glucose
5.6 mM, pH 7.4) and observed in a confocal micro-
scope (Leica TCS-SPS) with an immersion objective
(488 nm excitation wavelength). The signals obtained
at 590 nm for polarized mitochondrion, and a1 525 nm
for depolarized mitochondrion were quantified with
the TmageJ software,

Statistical analysis

Data are reported as the mean = SD for at least three
independent experiments using cells from different
donor animals. The ANOVA test was followed by the
Tukey—Kramer variance anal ysis and paired Student's
test was used to compare the data. A p < 0,05 levelof
probability was used as minimum criterion of signif-
icance. For SASP analysis, a Principal Components
Analysis was carried out 1o obtain the matrixes of
correlation.

Resulis

H,0., and epoxomicin induce premature
senescence in ral astrocyles

Astrocyies were obtained from the neonatal rat brains
and the puarity of the cultures was confirmed by
positive staining for the glial marker GFAP (> 95% of
positive cells) (Fig. S1A). After following the astro-
cytes proliferation, a platean was not observed at CDP
10-15 us previously reported for other cultured
astrocytes models (Bitto et al, 2010) (Fig. SIB). For
that reason, we decided only to study premature
senescence. which was induced atearly CPD (~ 5) by
oxidative stress (SIPS) or proteasome inhibition
(POPS).

To induce SIPS. two different H,0, concentrations
(75 and 150 pM) were tested, both for 1 or 2 h, While,
1o induce PITPS, three different epoxomicin concen-
trations (1, 5 and 10 nM) were assessed. Epoxomicin
was added into fresh culture media every 48 h.
Astrocyles were positive 1o the SA-fB-Gal assay for
both treatments (Figs. S2A. S2B): the first approach
was (0 choose the treatment where the highest
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«Fig. 1 H,0, and epoxomicin weatments induce premamre
senescence in primary ratastrocytes. Primary rat astrocytes were
treated with H/ 0, 75 uM for 2 b or epoxomicin 5 nM (every
48h) to induce premature senescence, SIPS and PIIPS
respectively. & Proliferstion curves show that HaOp and
epoxomicin cause proliferation amest since the beginning of
the treatments. b SIPS-indeced astrocytes show a flattened and
enlarged shape, while PIIPS-inducedastrocytes adopted a gellar
shape. ¢ Both, SIPS and PIIPS induced astrocytes were positive
10 SA-[1-Gal wssay, percentages of positive cells are shown on
the right graph. d Representative Imnunoc ytochemistry images
showed overexpression of -Galactosidase and pl6, and nuclear
localization of pl6. e Quantification of de pl6 signal from the
immunocytochemistry images. f Quantification of the nuclear
P16 positive astrocytes. g Representative immunoc ytoche mistry
images of YH2AX nuclear foci showed DNA damage in SIPS
and PIIPS induced astrocytes h Percentages of cells with = §
yH2AX foci and histograms showing the distribution of the
number or YH2AX foci. *Significant differences compared to
non-senescent cells as tested by ANOVA and Tukey—Kramer
test with p < 005, n = 3 for each group

percentage of SA-f-Gal positive cells was scored
(Fig. S2C): however, although H,0, 150 yM pro-
duced the highest number of SA-B-Gal positive cells,
that reatment was discarded due to apparent cellular
damage. The chosen treatments to induce premature
senescence were: 75 pM H, 0, for 2 h 1o induce SIPS,
and 5 nM epoxomicin for PTIPS.

To better characterize our madel, additional senes-
cence halimarks were evaluated. Astrocytes lost their
proliferative capacity afier SIPS and PTIPS treatments
and stopped proliferating 4 days afier the treatment
started (Fig. 1a), Interestingly, SIPS and PIIPS-in-
duced cells showed a different morphology: while
SIPS-induced cells adopled a flatiened and enlarged
form, PIIPS-induced cells showed a stellar shape
(Fig. 1b). Both. H,O, and epoxomicin treatments
induced CS in the primary astrocytes. The cultures
showed almost 80% of positive cells to the SA-f-Gal
assay (Fig. ). Treated astrocyies increased pl6 and
[-Galactosidase expression evaluated by immunocy-
tochemistry 4 days afler the heginning of the treat-
ment (Fig. 1d-), although pl6 was expressed in non-
senescent astrocyies, co-localization with the nucleus
and a highly increased signal was observed only in
senescent  astrocyies. Moreover. SIPS and PIIPS
induced astrocytes showed more YH2AX -foci positive
cells than non-senescent astrocytes (Fig. 1g. h). Alto-
gether, these data confirmed that Wisiar primary
astrocytes are able to achieve premature senescence
and are. therefore. a suilable model 0 sudy this
feature.

The SASP from senescent astrocyies differs
from the classical SASP-profile

Fourteen cytokines and eight chemokines were first
quantified 2. 4 and 6 days after senescence indoction,
in order 10 analyze SASP-dependence at short times.
Since most of the cytokines were not detected at those
days (data not shown). we decided to compare the
secretion at 6 and 12 days after senescence induction.
The heat-map in Fig 2a shows the SASP profile.
Unexpectedly, only a few cyiokines modified their
secretion profile in SIPS und PIIPS ustrocytes com-
pared with non-senescent cells even at day 12, The
cytokines that augmented their secretion levels were
the growth factor G-CSF (CSF3). the pro-inflammu-
tory IL-1o and the chemokines GRO-2 and IP-10, for
both SIPS and PTIPS. and MCP-1 MIP-2 and RANTES
only for PITPS. Interestingly. some molecules chunged
their secretion prolife at different days. For example,
GRO-a. TP-10, MCP-1 and RANTES were promi-
nently found in PITPS at day 6, but not at day 12,
supporting the idea that SASP changes along time. The
correlation analysis in Table 1 shows that SASP
secretion from SIPS astrocytes becomes increasingly
different from non-senescenl  astrocyles as  time
passes. These data are corroborated by the multiple
correlution coefficient variations, r = 0.31 tor = 0.11
at day 6 and 12, respectively. The multiple correlation
coefficient (from here on referred as correlation
coeflicient) determined for the SASP secreted by
PIIPS astrocytes was negative at day 6, r = — 0,18,
and positive but low at day 12, r = 0.15, pointing
towards a greater difference. Interestingly, the corre-
lation coefficient obtained for the SASP secretion of
SIPS astrocytes at days 6 and 12 was r= 0.65.
indicating very few variations in the SAPS profile of
SIPS astrocytes along time, In contrast, the correlation
coefficient for the SASP secretion during PIIPS at days
6 and 12 was 0.23, denoting some variation in the
SASP profile of PIIPS astrocvies during time, When
comparing the SASP profile of SIPS and PIIPS
astrocytes at day 6. the correlation coefficient obtained
was r = — (L.21, suggesting a small negative comela-
tion between their secretions: but af day 12, the
correlation coefficient value was high (r = 0.379).
implying that their secretion profiles contained more
shared components. Together, these analyses suggest
that as time passes. the SASP secreted by senescent
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Fig. 2 Senescemt amstrocytes display a non-classical SASP.
Conditioned media form senescent and non-senescent agrocytes
was subjected to cytokine and chemokine multiplex assay to
evaluate the SASP, Fourteen cytokines and eight chemokines
were quantified. a Global secretory profile is showed as a
heatmap (sec Table | for correlation coefficients between

groups). b Quantitative analysis of selected cytokines and
chemokines. SASP determinations were performed (2 days
after the senescence induction since it is an aaribute of sepescem
cells that is developed at long times. *Significant differences
compared with non-senescent cells as tested by ANOVA and
Tukey-Kramer test with p < 0.05. n = 3 for each group

Table 1 Correlation matrix
of the seeretion profile of

Non-senescent

SIPS D6 SIPS DI2 PIIPS D& PIPS DI2

non-senescent, SIPS and Non-senescent |

FHPS astrocyie SIPS D6 031592692
SIPSDI2  0.113301772
PIIPS D6 —~ 0.187768622
PIPS D12 0.157920547

1

0656605645 1

— 021058917 — 0017219075 1

0.1302669 0.374024879 0.234201628 |

cells (SIPS and PIIPS) becomes progressively differ-
ent from the non-senescent astrocyles,

Remarkubly, when the previous data were quanti-
Latively anal yzed (Fig. 2b), chemokines

concentrations levels were much higher than the
cytokines ones. Cytokines were detected from 1077
to 10 pg/mL. while chemokines from 10" 10 107 pg/
mL, suggesting a major role of the chemokines in the
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«Fig. 3 Sulforaphane (SFN) and Dehydroepiandrosterone
(DHEA) modify the SASP profile. SIPS and POPS induced
agrocytes were treated with SEN | pM or DHEA 10 pM every
48 hstaning 2 days after the senescence induction and finishing
12 days after the senescence induction. (M was collected and
subjected to cytokine and chemokine multiplex assay. The
image the effect of SEN and DHEA on the secretory profile with
heatmaps in a Non-senescent astrocytes b SIPS astrocytes and
¢ PIPS strocywes. See Tables 2, 3 and 4 for comelation
coefficients between groups. d Quantitatve analysis of selected
cytokines and chemokines, *Significant differences compared
with nonsencscent cells as tested by ANOVA and Tukey—
Kramer ®stwith p < 005, n = 3 for each group

SASP secreted from senescent astrocytes. Itis impor-
tant to notice that IL- 1o was conserved in both typesof
senescent cells and its secretion was 4-fold higher than
in non-senescent astrocyles in both time points
determined. 6 and 12 days. This suggests that IL-1x
is & mujor component within the senescent ustrocyles
SASP.

Surprisingly. IL-6, the main SASP murker com-
monly reported in other senescent models, did not
increase in our senescent astrocyles. Moreover, IL-6
was barely detected (data not shown). To confirm this
unexpected data, TL-6 secretion was assessed using an
ELISA and was compared with the secretion of
senescent lung fibroblasts, a senescence well-known
model (Fig. S3). As expected. senescent fibroblasts
secreted higher levels of IL-6. compared 1o non-
senescent counterparts; but thar was not the case for
senescent astrocytes. This confirmed that TL-6 18 not a
principal component within the astrocytes SASP.
Altogether, these data suggest that SASP from senes-
cent Wistar astrocytes is different from the classical
SASP found in other senescent models having TL-1x
as a principal marker, and that. in this model. the
chemokines might be playing an important role.

Effect of the possible modulators in SASP
secretion

Considering that all cells secrete molecules to com-
municate, and that adding exogenous agents will
surely change both senescent and non-senescent cells
secretions, before adding the malecules o be used as
SASP modulators we wanted to be sure that they
would not modify the senescent state, That is, that the
concentrations used wouldn’t not modify cellular
proliferation (by increasing it or decreasing it),

wauldn't have an effect on cellular survival. nor
induce or delay senescence induction. This was done
1o try to ensure that the effects of the drugs would be
on the SASP and not on the senescence induction.
Hence, we explored reported physiological concen-
trations (Dong et al, 2016; Rutkowski et al. 2014), in
order to determine the optimal concentrafions 10 use.
A dose—response curve wis performed in control-
proliferating astrocyies (Fig. S4A). Three different
concentrations were tested for each drug, and the one
that had no effect on cellular survival after 48 h was
chosen: | pM for SFN and 10 pM for DHEA. As
control, the effect of DMSO alone was also checked
(data not shown). Subsequently. the effect on cellular
proliferation rate and on senescence induction of each
drug at the chosen concentration was determined for
12 days. No effect was observed (Fig. S4B). There-
fore, those concentrations were used to evaluate their
effect on SASP secreted components,

Figure 3 shows the effect of SFN and DHEA in the
secretion profile of non-senescent, SIPS and PIIPS
astrocyies, In the case of non-senescent cells (Fig. 3a,
Table 2). SFN changed the secretion profile of non-
senescent astrocyies al day 6 (r = — 0.10). reducing
the secretion of IFNy, IL-12, IL5 and IL-6 and
increasing the secretion of IL-1a Eotaxin, IP-10 and
RANTES. Nevertheless. wt day 12 the correlation
coefficient with non-treated astrocytes increased,
r = 0.37. implying that SFN effects on non-senescent
astrocytes secretion was observed mainly at short
times. In the case of DHEA, the correlation coeffi-
cients were high at 6 and 12 days (r= 0.34 and
r = 0.36. respectively). DHEA redoced the basal
senescent astrocyles secretion of GM CSF. IL-12,
ILS and IL6, and increased only G-CSF (CSF3)
secretion at day 6.

The two tested modulators had a negative comela-
tion coefficient with the SASP secretion of SIPS
untreated astrocytes at day 12 (Fig. 3b, Table 3),
r=~02 wd r=- 007 for SFN und DHEA,
respectively. These negative correlation coefficients,
even being low, indicate opposite behaviors of some
SASP components. In a biological context. this might
mean that, while some SASP components are hi gher in
the SAPS from SIPS-unireated astrocyies. they
decreased afier the drug treatment, wnd vice versa,
Interestingly, the pro-inflammatory cyviokine IL-1a,
that was highly secreted by senescent astrocyles,
decreased after the modulators treatments. On the
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Table 2 Correlation matrix of e secretion profile of non-senescent astrocytes and non-senescent astrocytes treated with SFN and

DHEA
Non-zenescent NS SFN D6 NS SFN D12 NS DHEA D6 NS DHEA DI2
Non-senescent 1
NS SFN D6 — 0.105634209 |
NS SEN DI2 0374650124 — 0.194006919 1
NS DHEA D6 0348116507 0139902454 0.329447441 1
NS DHEA D12 0369867579 — 0.123316163 0.68499336 0.59095432 1

Table 3 Correlation matrix of the secretion profike of SIPS-induced strocytes and SIPS-induced astrocytes treated with SFN and

DHEA
Non-senescent  SIPS D6 SIPS D12 SIPS SFN D6 SIPS SFN DI2  SIPS DHEA SIPS
D6 DHEA
DI2
Non- 1
senescent
SIPSD6 031592692 1
SIPSDI12 0113301772 0656605645 1
SIPSSFN  0.134852423 0117241834 Q366650707 I
D6
SIPSSFN 00573953 0200018458 — 0255664682 — 0117564888 |
D12
SIPS — 0.573557564  — 0195932177 — 0021099663 0341778007 — 0.130234469 |
DHEA
D6
SIPS 0005025371 0204219788 — 007470471 0.10299145 0670158587 — 0130413391 1
DHEA
D12

opposite, TL-10 secretion augmented after SFN and
DHEA treatments. This result is very motivating
because IL-10 is one of the major pro-inflummatory
cytokines negative regulators. Likewise, both wreal-
ments increased the secretion of several chemokines,
including Eotaxin, GRO-2, MCP-1, MCP-3. MIP-14.
MIP-2 and RANTES, in at least one of the two
eveluated time points. The correlation coefficients
between non-senescent and SIPS astrocytes treated
with the possible modulators are very low, or even
negative, indicating that the used drugs changed the
secretion profile of SIPS-astrocytes. but they did not
restore the basal secretion of non-senescent cells.
For PIPS-astrocytes (Fig. 3¢, Table 4), the corre-
lation coefficients showed higher values al day 6,
r= 073 for DHEA, suggesting that this drug had no
effect in the secretion of PIIPS-astrocyies al short
time. On the other hand, SFN had a low correlation
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coefficient at day 6.1 = 0.22, suggesting af least subtle
changes with the basal secretion of PIIPS untreated
astroeytes at short time. In contrast, at day 12, the two
reatments had low correlation coefficients. r = 0.16
and r= ~ 0.18 for SFN and DHEA. respectively.
implying an effect on the SASP from PIIPS-astro-
cytes. When analyzing particular cytokines, TLI-x
secretion decreased again after the treatments, espe-
cially at day 12, and the anti-inflammatory IL-10
increased only with DHEA treatment at day 12. Again,
drug treatments did not restore the basal astrocytes
secretion as confimned by the negative correlation
coeflicients between non-senescent and PIIPS astro-
cytes treated with the possible modulators, except for
SFN-treatment at day 12, when r = 0.30.

The quantitative analysis of specific cytokines and
chemokines after the assessed modulators treatments
(Fig. 3d) confirms the previous observations. The
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Table 4 Correlation matrix of the secretion profile of PIIPS-induced aswocytes and PIIPS-indoced aswocytes treated with SFN and

DHEA
Non-senescent  PIIPS D6 PIIPS D12 POPS SFN D6 PHOPS SFN D12 PHOPS PIIPS
DHEA D6 DHEA
DI2
Non- 1
senescent
POPS D6 — O.IRTT68622 |
PIPS D12 0.157920547 0.234201628 1
PIIPS SFN — 0812547168 0.227184982 0.01693312 i
D6
PIIPS SFN 0307740582 — 0226130041 0.162990317 — 0376884487 |
D12
PIPS — 0194926783 (.739741045 — 0D0STOR8573  0.26869165 — 0504942526 1
DHEA
D6
PIPS — 0255850565 — 0082239973 — (L189243839 — 0047404612 0.139178641 0.122951529 |
DHEA
D12

most evident effect was the decrease in IL-1a secre-
tion in senescent astrocytes (SIPS and PIIPS) treated
with the modulators., and the increase in IL-10
secretion. Together, these data indicate that SFN and
DHEA maodify the SASP secreted by SIPS and PIIPS-
astrocytes, but they are not able to completely restore
the basal secretion produced by non-senescent astro-
cytes. Moreover, as expected for cells treated with any
kind of drugs, the modulators also had an effectin non-
senescent cells secretion. However. SFN and DHEA
treatment did not turn their SASP pro-inflammatory.

Effect of the astrocyte’s SASP on neuronal
mitochondrial membrane potential

Primary newons, characterized by the neuronal
marker Class TIT §-Tubulin (Fig. S5). were treated
with the CM obtained from senescentor non-senescent
astrocytes, that had been treated or not with SFN or
DHEA. The mitochondrial membrane potential was
evaluated using the cationic dye JC-1. Figure 4a
shows representative micrographies of the treated
neurons. JC-1 used o evaluate the mitochondrial
membrane potential forms aggregates in the polarized
mitochondria emitting 2 red signal at 590 nm, but in
depolarized mitochondria due to not incorporated JC-
1 aggregates, & green emission at 535 nm is detected.
Figure 4b shows the 590/535 nm ratio obtained 10
evaluate the mitochondrial membrane potential in

neurons. Unexpectedly, no significant differences
were observed in the neurons treated with the SIPS
or PIIPS CM compared to controls. Moreover, neurons
exposed 10 CM from astrocytes pretreated with SFN
and DHEA maintained the membrane potential in the
same values that the control group. Suggesting that
this short-term exposure did not produce an immediate
effect on their mitochondrial membrane potential,

Discussion

CS is recognized as a central hallmark of aging. This
state can be achieved by multiple and diverse stimuli.
Here. we induced premature senescence by exposing
primary rat astrocyles to sub lethal oxidative siress
with H,O, (SIPS), and by inhibiting the proteasome
activity using epoxomicin (PTIPS). These two models
of premature senescence have been studied in fibrob-
lasts by our group and others Maciel-Baron et al
2016 Torres et al. 2006). and in astrocytes (Bitto et al.
2010) from different species. Even though SIPS and
PIIPS share the classical senescence trademarks
(Figs. 1. S2). such as proliferation arrest. SA-B-Gal
staining, pl6 overexpression. and the presence of
YH2AX foci, & notorious different morphology was
observed; while STPS-induced astrocvies adopted an
enlarged and flattened morphology. PIIPS-induced
astrocytes adopled a siellate shape (Fig. 1b). Similar
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«Fig. 4 Conditionaed mediumfrom senescent astrocytes does not
affect neuron membrane potential, CM from senescent astro-
cykes treated or not with SFN or DHEA was diluted in
newrobasal media and cultured primary neuwrons were exposed
to it. The mitochondrial membrane potential was evaluated
using te cationic colorant JC-1, a Representative micrographs
of newrons and the fluorescence of the colorant JC-1 at 590 nm
(green) and 525 nm (red). b Quantification of the SXV525 nm
ratio of the signals. Control (Cord) refersto the neurons that were
not exposed to CM, and “non-senescens™ ate neurons that were
expoied © the OM obtained from non-senescent astrocytes. No
statistical differences were found in this experiment, n = 3.
Scale bar represents 100 pm

results have been seen in other studies comparing SIPS
and PIIPS (Bitto et al. 2010: Torres et al. 2006). in
which PITPS-induced fibroblasts or astrocyles do not
have the classical flattened morphology that do SIPS-
induced cells. Although litle has been studied con-
cerning PIIPS, these data suggest that SIPS and PITPS
might have different mechanisms o estblish senes-
cence, and, as a consequence, different mechanism of
cell communication through SASP, confirming what
we reported previously (Maciel-Baron et al, 2016).
The SASP secretion has been proposed as a
mechanism by which senescent cells drive different
biological processes in diverse states of the organism
life. The SASP displays beneficial effects. such as
tissue patterning, wound healing, immune cell attrac-
tion, and cancer suppression, and also deleterious
effects, as angiogenesis (although, angiogenesis is not
always deleterious). and cancer promotion. by induc-
ing prolifemtion. as well as contributing to the aging
deterioration (Malaquin et al. 2016). Even though the
SASP mainiains a pro-inflammatory profile, the
secretion of individual factors can vary depending on
the senescence inducer (Maciel-Baron et al. 2016:
Wiley et al. 2016). the time after sénescence induction
(Coppe et al. 2008). and even the presence of some
senescent markers (Coppe et al. 2011), which makes
the SASP a very complex attribute of senescent cells,
Here. we found that the SASP from Wistar senescent
astrocytes, contrasts with the typical profile commonly
found in fibroblasts and epithelial senescent cells. One
of the interesting results was the low concentration of
IL-6. since this cytokine is one of the most conserved
SASP factors. and it is associated with inflammation,
In our swdy. IL-6 was similarly released in non-
senescent and senescent astrocyies (Figs. 2, S3).
However, when the TL6 secretion was compared

between senescent astrocytes and fibroblasts, IL-6
secretion by the senescent fibroblasts was almost
8-fold higher than the one detemmined for senescent
astrocytes, confirming that Wistar senescent astro-
cytes do not increase that interleukin secretion. There
have been other reponts in which IL-6 did not increase
in senescent cells, both in astrocyies (Cohen et al
2017) and in other cell types (Gonzalez-Meljem et al.
2017). Moreover. Purcell and coworkers performed
gene expression profiling through RNA-seq in fibrob-
lasts from a patient with Li-Fraumeni Syndrome in
different tvpes of senescent cells: RS, Adriamycin-
induced senescence, HyOrinduced senescence, and
5-aza-2-deoxyeytidine-induced senescence, and did
not find an equal IL-6 upregulation in all of them
(Purcell et al. 2014), Hence, IL-6 might be present in
the SASP of some cells und not in others: this is an
important point because this cytokine up-regulation
might depend on the cellular type and on the senescent
induction pathway. More mechanistic studies are
needed to determine in which cases SASP includes
or not IL-6,

In contrast, TL-1a was highly secreted in Wistar
senescent astrocvtes, Other studies have also shown
that IL1a secretion is increased in different cell types
during RS (Hubackovaetal. 2012), oncogene-induced
senescence (Acosia et al. 2013), or senescence
induced by different agents such as bleomycin (Orjalo
et al 2009). H, 0., or Adriamycin (Purcell etal. 2014)
and HIV retroviral therapy drugs (Cohen et al, 2017),
This cytokine is known to be secreted short time afler
senescent induction and it is responsible for inducing
the production of other SASP components in a redox-
dependent manner (McCarthy et al. 2013). Therefore,
we propose IL-12 as a major component and marker of
astrocyle’s SASP instead of IL-6, Interestingly. one of
the increased growth factors in Wistar senescent cells
was G-CSF (CSF-3) (Fig. 2a, b). In the ONS, G-CSF
has been reported to act as a neurotrophic factor, since
it can induce neurogenesis, increase neuroplasticity
and counteract apoptotic cell death (Pitzer et al. 2008:
Schneider et al. 2005). The fact that G-CSF (CSF-3) is
increased in the SASP from astrocyles points towards
a profective action.

On the other hand. the SASP from senescent
astrocyies included mainly the chemokines GROx
IP-10, MCP-1, MIP- 12, MIP-2 and RANTES (Fig. 2a.
b). Chemokines attract immune cells to eliminate
pathogens or damaged cells. GROx has been reported
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1o attract oligodendrocytes in the CNS (Omari et al.
2006). TP-10 atracts monocytes, macrophages, T
cells, NK. and dendritic cells; and it has been reported
to have an antitumoral activity and to inhibit angio-
genesis (Angiolillo et al. 1995 Dufour et al. 2002).
MCP-1 regulates migration and infiltration of mono-
cytes, T cells and NK cells, having a redundant action
with IP-10. Additionally, MCP-1 secretion has been
also associated with some diseases, such as multiple
sclerosis, cancer or cardiovascular disease (Deshmane
et al. 2009). In the same way. although MIP-12. MIP-2
and RANTES are potent chemoatiractants and have
been associated with disease and chronic inflamma-
tion (Gadani ¢t al. 2015). it has been wlso found rhat
they suppress HIV activity (Gaertner et al. 2008:
Xiang et al. 2004), With these results. we hypothesize
thatthe SASP in senescent astrocytes might have as its
major goal 10 attruct immune cells to eliminate
senescent cells as reported for other cells, and that
the possible deleterious effect of the SASP would
depend on the ability of immune cells 10 eliminate or
not the senescent cells.

Wehave previously reported that STPS and PIIPS in
fitroblasts produce a different SASP profile (Maciel-
Baron et al. 2016). PIIPS produced a less robust SASP
than SIPS. However. those measurements were per-
formed only at day 6. Here, we also found differences
in the SASP profile between PHPS and SIPS at days 6
and 12, PIIPS-SASP included chemokines, such as
GRO-2, MIPIa. MIP2. and RANTES. while these
chemokines were absent in STIPS-SASP, at least at day
6. Nevertheless. atday 12 the SASP profiles from SIPS
and PIIPS looked more alike. This was confirmed by
the positive correlation between them (Table 1), Thus.
it is possible that the differences in the SASP profile
might be more evidentatshon times, depending on the
cell-specific senescence program. But when CS is well
established, the SASP controlling pathways converge
1o produce a unique profile. The time-dependence of
the SASP variahility has heen well reviewed by
Rodier’s group (Malaguin et al, 2016). but the
induction stimuli-dependent SASP has been poorly
studied.

One of the principal sims in the field of senescence
research is 1o suppress or eliminate the deleterious
effects caused by the SASP (Malaquin et al. 2016).
This has been attempted by twe main lines: 1)
eliminating sénescent cells or 2) rying to reduce or
modulate the SASP without eliminating senescent

&) Springer

cells. Both have oblained promising results (de Keizer
2017: Jeon et al. 2017 Laberge et al, 2012: Moiseeva
et al. 2013: Wang et al. 2017). However. the absence
of a unique and universal senescence hallmark limits
these approaches. Moreover. it is not yet clear in which
moment of the life of an organism it is safe or
recommendable 10 eliminate senescent cells. Others
have reported that molecules such a8 rapamycin
(Laberge et al. 2015). metformin (Moiseeva et al,
2013), and glucocorticoids (Laberge et al. 2012), that
maodulate the redox state. are able 1o modify the SASP
components. Nevertheless. all those experiments were
done in filroblasts. Here. we tested two drugs. SFN
and DHEA, that are currently consumed by people
without medical control, and that have been associated
with anti-inflammatory or anti-aging effects (Amann
and Peskar 2002: Greaney et al. 2016; Rutkowski et al,
2014).

As expecled, these drugs had effects on the
secretion from both, non-senescent and senescent
cells. However, in # very interesting way. the effects
were very different (Fig. 3). While SFN and DHEA
reduced the non-senescent secretion of some pro-
inflammatory cyvtokines. in both SIPS and PIIPS SASP
profiles, the drugs increased the secretion of the anti-
inflammatory IL-10, and reduced the secretion of the
cytokines previously observed in the non-senescent
astrocytes profile. namely GM-CSF, IL- 12, IL-5. IL-6.
and MCP-3, especially at day 12, promoting an anti-
imflammatory profile. Excitingly. in SIPS and PIIPS
astrocytes, SFN and DHEA increased TL-10 secretion,
and at the same time decreased IL-lx secretion,
wrming the SASP profile less pro-inflammatory.
Nevertheless, SNF and DHEA increased the secretion
of other chemokines, such a8 Eotaxin, GRO-2 MIP-«
and RANTES. reinforcing the signals 1o aftract
immune cell for senescent cells elimination.

It is known that SASP production is mediated by
IL-12 action in & redox dependent manner (McCarthy
et al. 2013), and since SFN is able to maodify the redox
state (Negrette-Guzman et al. 2013), this molecule
might be able to abrogate TL-1a-participation, and in
this way prevent the formation of IL-12-induced
components of the SASP. Moreover. it is known that
SEN modifies redox-dependent pathways involved in
cytokine production by activating Nrf2 and inhibiting
NF-xB (Dong et al. 2016). On the other hand, DHEA
has been reported as an inflammatory mediator in
various models and conditions (Rutkowski et al,
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2014). For example, DHEA can control the balance
between Thl and Th2 Iymphocyle populations
(Pratschke et al, 2014), modulate the inflammation
induced by bilateral femoml shaft fracture (Lichte
et al. 2014), and regulate the production of IL-2, IL-10,
IL-1f, TL-6 and TNF (Rutkowski et al. 2014).
However, its mechanism of action is still poorly
understood due to the high number of metabolites
produced from DHEA. Tt has even been suggested that
another metabolite, different from DHEA, is the one
who exerts the anti-inflammatory effect (El Kihel
2012). Independently of the metsbolite that could
carty out the anti-inflammatory action. there is a
consensus that DHEA treatment reduces p3SMAPK
und NFxB regulated cytokines, such as IL-6 und IL-8
(Rutkowski et al, 2014). Therefore, in order (o verify
the DHEA and SFN direct effect on SASP modulation,
the participation of molecules such as Nif2,
P38MAPK and NFxB has to be addressed.

It is important 1o notice that the two modulators did
notreturn the SASP profile to the basal levels observed
in non-senescent astrocyies, but they mrned it less
inflammatory. mainly by decreasing IL-12 and
increasing IL-10, This effect might have an important
physiological effect by decreasing the SASP inflam-
matory profile, which is thought to contribute to brain
neurodegeneration (Bhat et al. 2012). Moreover, the
chemokines production conserved in PIIPS and SIPS
senescent astrocytes treated with either SFN or DHEA
suggests that, in the brain, senescent astrocytes could
promote immune cells infiltration without increasing
the inflammatory response.

As mentioned before. most of the studies performed
10 ¢valuate the SASP effect on adjacent cells are
performed in fibroblasts or endothelial cells and are
related 10 cancer induction or would healing. Nor-
mally, cellular proliferation. migration. senescence
induction or epithelial mesenchymal transition. are
measured. But, since neurons have a limited prolifer-
ative capacity, none of the former studies are relevant
Therefore we searched for other physiological features
and we chose mitochondrial membrane potential,
since mitochondria have a central role in cellular
physiology.

In our case, the SASP obtained from senescent
astrocytes did not increase the number of SA-B-Gal
positive neurons (data not shown). Likewise. no
significant changes were observed inour study groups
in regards 1o the mitochondrial membrane potential.

To our knowledge. thisis the firstapproach o evaluate
the SASP effects on neurons, and the negative finding
is 2 good starting point 1o improve the experimental
procedures. Tt is important (o remark that the SASP
secreted by senescent astrocyies during brain aging
might be a constant low grade chronic effect. which in
our model was difficult to reproduce. so the use of co-
cultures could me a betier approach to evaluate the
SASP effects. Nevertheless, different experiments
with dissimilar outcomes, such as ROS generation,
excitability response, neuronal metabolism and others
still need to be done. It would be interesting to explore
these points in further studies.

Finally, more comparative studies concerning the
differences within the SASP profile in diverse cellular
types and senescence inductors are necessary in order
to better understand the differences in the early stages
of senescent cells, and the time dependence of the
SASP re gulation, which could improve our knowledge
in the search of interventions in order 10 reduce the
deleterious effects of senescent cells.
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Abstract

Significance: Cellular senescence, charactenzed by permanent cell cycle arrest, has been extensively smdied in
mitotic cells such as fibroblags, However, senescent cells have also been observed in the brain. Even though it
is recognized that cellular energetic metabolism and redox homeostasis are perturbed in the aged brain and
neurodegenertive discases (NDDs), it is sull unknown which altierations in the overall physology can stimulate
cellular senescence induction and their relationship with the former events.

Recent Advances: Recent findings have shown that during prolonged inflammatory and pathologic events, the
blood-bram barrier could be compromised and immune cells might enter the brun; this fact along with the
brain's high oxy gen dependence might result in oxidative damage to macromolecules and therefore senescence
induction, Thus, cellular senescence in different brain cell types is revised here.

Critical Issues: Most information related 1o cellular senescence in the brain has been obtained from research in
ghal cells since it has been assumed that the senescent phenotype is a feature exclusive to mitotic cells
Neventheless, neurons with senescence hallmarks have been observed in old mouse brains. Therefore, although
this is a controversial topic in the field, here we summarize and integrate the observations from several studies
and propose that neurons indeed senesce.

Future Directions: 1t is stll unknown which alterations in the overall metabolism can stimulate senescence
induction in the aged brain, what are the mechanisms and signaling pathways, and what is their relationship o
NDD development. The understanding of these processes will expose new targets 10 intervene age-associated
pathologies.—Antioxid. Redox Signal, 00, 000-000,

Keywords: senescence, astrocytes. neurons, microglia. ROS, inflammation

ELLULAR SENESCENCE IS A PARTICULAR phenotype
charscterized by permanent cell cycle arrest (137),
accompanied by a lack of response to mitatic and apo-
potic stimuli, as opposed to quiescence, a state in which
cells are tn 4 reversible cell cycle arrest (i.e., stem cells), In

quiescent cells, reversibility of the cell cycle exit is driven
by the transcriptional repressor hairy and enhancer of
split-1 (HES1)., which inhibits senescence and inap-
propriate differentistion (142). In both, quiescence and
sencscence, cell cycle arrest is controfled by cyclin-
dependent kinase inhibitors (CDKIs): but while quiescent
cells are wrested in G by p27/CDKNIB, in senescent
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cells, proliferation is mhibited by p2I/CDKNIA and/or
pIGMCDKN2A (34, 122, 184) (Fig. 1).

Celldar senescence wan dexcribed by Havflick and
Moorhead i the 1960+ following the observation that cells
cultured in vitro ceased their ! on after u himited
number of replication rounds (69, 70). Currently, this type of
senescence is known as replicative senescence (RS) and it is
supposed 1o happen mainly in virro. RS occurs due to telo-
mere shartening after cach mund of replication; when telo-
meres mach  critical size, a penisternt DNA damuge
resporse (DDR) is activated, culminating in proliferation
wrrest (20, 38), It is now sccepted that many stimuli or
stressors such as oxudative stress (101), radiation (95), hy-
peroxia (165), autophagy impairment (83), and proteasome
hibition (163) among others are able 10 induce the sencs-
cence program, independently of cellular replication and
telamere attrition. This type of senescence is known as pre-
mature senescence (PS). Morover, o sion of many
oncogenes, such as Ras, Akt E2F 1, Cyclin E, Mos, and Cdet,
s also recognized to induce a PS state known as oncogene-
induced sene scence (OIS) (27).

Cellular senescence is not only restncted to the loss of
rephicative ability. In fact, it involves changes in gene ex-
pression, cpigenctic regulation, alterstions in mitochondnal
homeostasis, redox state, disruption of encrgy metubolism
end degradation of macromolecules, and multiple chunges in

Quiescent Cell
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cellular metabolism (14, 159). Among overexpressed genes,
the upregulation of galactosidese beta | (Gib/) is charucter
mtic: this gene encodes for a lysosomal f-p-galactosidase
known as senescence -associated f-galactonidase (SA-f-Gal ),
Detection of S A--Gal activity is 2 wadely used biomarker to
detect senescent cells (46), although its increased activity is
not the only feature to confirm a senescent phenotype (94),
and it 1s not exclusive to senescent cells. Furthermore, since
there s no unique and universal murker to detect unequivo-
cally senescent cells, additionsl changes that occur in se-
nescent cells should be used 1o identify them, Some of them
ure permanent cell cycle arrest (117), the presence of nuclear
foct of DNA segments with chromatin alterations reinforcing
swenescence (DNA-SCARS) wlong with yH2AX (0 histone
variant that is phosphorylated in response 10 DNA damage)
that are evidence of DDR activation (139), increased het-
erochromatin foci called senescence-smocisted  hetero-
chromatin foci (SAHF) snd macro-H2A expression (an
hetemochromatin marken (120), and lipofuscin accumulation
(109). Cellulur senescence is accompamed by the secretion
of & diverse army of molecules such as cytokines, chemo-
kines, growth factors, and proteases among others, known as
senescence-assaciated secretory phenotype (SASP) (2, 25,
§9), which has pletotropic effects that will be discussed later,
It is imponant 10 remark that not all senescent cells show each
one of the aforementioned hallmarks and the occumence of

Senescent Cell

FIG. 1. Quicscent and sencscent cells are different. Quicscent cells are in 4 reversible cell cycle armest, sble 10 respond

to mitotic stimuli; the expression of the
(142). In contrast, senescent cells donot

iptional

HES! inhibits the acquisition of the senescent

to mitogenic stimuli, indicating they have an irreversible cell cycle arrest.
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associated heterochromatin foct, cel
essential charactenistic of cellular senescence is the ex)
virnnment due to the function of secreted factory, ©

the cycle inhibitors sustained expression, p21/CDKNIA and pl

DKN2A. An

sion of the SASP, which is capable of modifying the microen-
uding extracellular matris modifiers, growth factors, and immune

system modulators, HES 1, hairy and enhancer of split-1; SASP, senescence-associated secretory phenatype.
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wome of those markers depends on the cell type and, some-
times, on the stimuli that induced senescence (Fig. 1)

Cellular senescence accurs both in vitro and in vivo (46)
and it has been associated with many hiological processes
such as aging (21), tumor suppression and promotion (23,
137\ chonic inflammation (X)), embryonic development
(118 156), and with ive discases
(NDDx) (11, 13, 35). In this review, we will describe cellular
senescence in the bram and its relationship with the redox
state and yignal tramduction,

Redox State Invoement in Senescence Induction
Signaling Pathways

DDR is one of the main inductons of cell cycle arrest during
senescence. It is known that duning RS, susteined DDR s
induced by telomere erovion due 10 exhaustive DNA rephi-
cation cycles. Marcover, reacti ve oxygen species (ROS) and
increased oxidative strews are acknowledged as the principal
DDR sctivators during PS, in paricular stress-induced PS
(SIPS) (20, 37). DNA is 2n important biological target for
free radicalss however, superoude anion (O, ) has a rels-
uvely low activity 10 resct with it. Therefore, the mun free
udxnltbnmmvnthAhlbchydmxyludulc'Oﬂk
although peroxynitnite (ONOO ) and singlet oxygen ('Oy)
have 2lso been reponted 1o interact with DNA in several bi-
ological systems (67) ROS and reactive nitrogen species
(RNS) can genemte DN A damage by different mechani sms
such a addwets in ni bases and DNA-protein
crowmlinks, as well as single- and double-strand breaks (SSB
and DSB), although 8-0x0-7 8-dibydro-2'deoxy gusnosine
B-oxodGuo) s a selective marker of oxidati ve DNA damage
(71), whose quantification has gained popularity since it is
one of the most sbundant oxidative DNA lesions that corre-
lates with mutagenesis, carcinogenesis, and agng (29, 102)
During DDR through sene scence induction, SSB and muinly
DSB are asumed 1o be the principal agnaling acti vators,
However, not much rescarch hus been done 0 evaluate the
participation of abasic sites or adduct formation in signaling
cell cycle amest.

ing DDR. DNA damuge (SSB and DSB) is detected by
phosphorylation of the histone vanant YH2AX, which acti-
vates the RADSONBSI/MRE| | sensor complex sturting the
sctivation of the tnsducer protein kinases, atuxia telangi-
ectasia mutated (ATM) or stauas telangiectasin and rad-
el ated protein (ATR), ATM and ATR targets sre checkpoint
kinases, CHK2 and CHKI, respectively, which after being
activated by phosphorylation, in tum activate the transcrip-
non factor and tumor suppressor pS3 (76, 136), which regue-
lates the expression of the cell cycle whibitor p2 WCDKNIA,
a major partic ipant during cellular arrest.

Another key protein that controls proliferation arrest is the
retinoblastoma protein (pRB). Particularly, pRB und other
members of its famaly, such s p107 and p130, are tmnscrip-
tonal rpressors of E2F family tramscnption factors, These
factors play an essential role in supporting the prolifemave
mmcdu-mnaa 37). The activities of the

memben of this family are regulated by phosphorylation,
proen—proten intaactions, and other modifications. In pro-
lifaating cells, cyclindependent kinases (CDKs). incloding
CDK2, CDK4, and CDK6, along with their cyclin partners,
muinly cychin DI, induwce pRB hyperphosphorylation. The

phosphorylation induces o conformational change in pRB
which abrogates its binding to E2F, resulting in

required genes 10 stant DNAmﬂta&mndcencytkpn
gression (120), In senescent cells, CDK-cyc lin complexes ane
h-cmuadbyCDKhThemmchnadek )
CDK-interxcting protein/kinase inhibitory protein (CIP/KIP)
famsly (p2UVCDKNIA, p27/CDKNIB, and pSTACDENIC)
and (21 inhibitor of kinase 4 (INK4) family (pl ¥CDKN2A,
pISACDKN2E, pISACDKN2C, and p 19/CDKN2D). Members
of CIP/KIP family can inhibit any CDK, while INK4 family
members inhibit specificaly CDK4 and CDK6, which ane
crucil in G1-S pmogress. For this reason, INK4 fanu ly mem-
bers ure known as G inhibitors (125), During cellular
wnescence, p2 1A and pI&CDKN2A expression
comsiderably W.’l‘hca)l(hhbampzllCu(NlAu
overexpre ssed due 1o the action of its trnscripti
ammdnbwc.whkplﬂtﬂ(N’.Ahomnpuufnn
pS3-independent manner; p2 WCDKNIA and pl&#CDKN2A
cun sct together to mactivite CDKs and avoid pRB-family
phosphorylation inducing cell cycle amest (75, 117).

It has been demonstruted that insctivation of pS3 and pRB
allowy senewent celly to mestart DNA replication; however,
even in this case, senescent cells are incapable to start el lular
pmliferation, ng an additional blocking in G2 or M
phase of the cell cycle (117), In this sense, it has been re-
ported that activation of pl6/CDKN2A-pREB pathway in-
duces ROS ov jon, which can activate a dow mtream
mediator called PKC & kinase that blocks cytokinesis (182),

During OIS, it has been suggested that DDR is induced by
a sustained oncogenic signuling (23). Dy Micco er af. dem-
omstrated that cells in S phase exposed 10 mcogenic stress
showed 2 sigmificant mcrease in the number of active re-
phicons und that these cells exhibited defects in replicution
fork progression, resulting in ATM and ATR activation,
mmmhMScmntanudltwOIS It
importent 10 mention that only the overexpression of onco-
genes capable of generating DNA damage 1y able to induce
senescence 48 8 tumor suppressor mechunism (44),

PLK/AKT/mTOR puthway has also been related 10 OIS
mnduction. This pathway is often constitutively active inmany
types of cancers due to penetic or epigenctic inactivation of
the tumor suppressor phosphatase called phosphatase and
tensin homolog (FTEN) along with the overexpression or
activation (due 1o an active mutstion) of phosphoinositide
3-kinase (PI3K) andlor senne/threonine kinase or protein
kinase B (AKT) (50). Recent studies have mported that
sustuined activation of this pathway is able to induce OIS, for
example, s comtitutively active myristoy lated form of AKT-
nduced OIS in a murine fibroblast primary culture and in
human endothelial cells through p5SVp2 ICDKNIA axis
(112). This event is mediated due to downregulation of the
transaription factor FOXO34, which is a dow nstream substm te
of AKT. FOXOM increases the tnnscription of antioxidant
enzymes that eliminate ROS, such as Mn-superonide dis-
mutase (MnSOD). AKT activation inhibits FOXO34a trun-
swriptional activity, thus decreasing MnSOD levels and
increasing ROS, wihich in turn activate the pS3/p2 WCDKNIA
axis, and inducing cellular sencscence (177).

Additionally, PTEN loss induces pS3<dependent OIS in
mouse fibroblast primary cultures since FTEN absence in-
duces pl9ARF expression, which is a noncanonical ishibitor
of the E34ype ubiquitin ligase MDM2., whose speci fic target
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s pS3. pIWAFR overexpression provokes pS3 stabs lization,
increasing p21/CDKNIA ion and inducing cellular
senescence (30). Similar effects have been obwerved in vivo
when PTEN is depleted in premalignant [esions i mouse
prostate epsthelium, supporting the tumor sor func-
tion of cellular senescence, at least in OIS (177). A key role
for mechani gic target of rapamycin (mTOR) signaling dur-
mg OIS in human filroblasts has sbo been suggested In-
hibition of mTOR complex | (mTORC1) by mpamycin, or
stlencing miTOR or Raptor with shRNAx, delays RS and OIS,
whereas mTOR complex 2 (mTORC2) inhibition does not (8,
86). Moreover, mTOR has alwo been involved in SASP se-
cretion (91), but this will be discussed later.

An altemati ve pathway that contmls prolifemtion arrest in
senescent cells, in an independent manner 1o telomeric sig-
nals, is the ERK/p3SMAPK pathway. This induc tion occuns
due to sctivation of the MEK-extracel lul ar signal regulated
kinase (ERK) and accumulation of mitogen-activated :
kinase family (MAPK) such as MAPK MKK3 and MKK6
that culminates in the pIS/MAPK activation. p3VMAPK has
the sbility to activate both pS3 and pIG/CDKN2ZA. This
mechanism of senescence induction has been found in OIS
and SIPS and s orchestrated principally by ROS (117, 177),
Interestingly, the loss of proliferative capucity in sencscent
cells occurs very carly and 1s associated with a reduction
the expression of early response genes such s c-fos and id-
related geoes (68, 145} These gene products alter the ERK/
MAPK pathway, leading to the induction of senescence, The
declined expression of these genes has been related 1o a de-
creased binding activity of their mspective transcription
factors such as SRF and AP-1 (146). More recently, Torms
et a. proposed & model whereby the reduced activity of
proteasome Jeads to gabilization of MKP-2, & phosphatase
mmplicated in dephosphorylation and inactivation of nuclear
p-ERK, thereforr decreasing p-ERK nuclear lewels. The
former msulted in decreased ERK activity and diminished
SRF binding 1o the c-fox promoter, leading 1o cell cycle amest
and thus inducing senescence (162, 167)

k is well known that abmgation of proteasome
activity induces spoptotic cell death (32, 100, 130), therefore
cellul ar senescence induced by proteasome impairment must
only be attained as a partial inhibition, and some activity
should be rved (13, 163). This kind of sencscence has
been called proteasome inhibition-induced PS (PIIPS) (108).
Pmill hhnhimu of the pmicasome prometes 8 sublethal

wmudmmhm be de-
mﬁn:ug senescence instead of apoptosis
32 Aocouhgly it has been reported that proteasome in-
hibitors induce ROS and mitochondrial dysfunction, gener-
ating an important cffect on protein uhiquitination and
protein degmdation (164). However, depending on the pm-
teasome inhibitor and the concentrations used, it might be
possible that PIPS cells would stll be able to buffer redox
state and muintain a healthy glutathione-mdox balance.
Other reports have shown that mowse primary fibroblasts
indoced to PIIPS can their redox state better that
SIPS and RS (105). In this context, one proposed hypothesis
is that pnmary fibroblasts mduced to PIPS might modulate
the protem synthesis mte to avoid & greater accumulation of
ubiquiti ated proteins, which might otherwise be lethal,

k has been suggested that in vive, senescence is mainly

attained s & response (o the different stressors more than due
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o telomere attntion (137). Hence, numerous transduction
pathways might overlap and entail a constant cross talk
among them. Conversely, an acknowledged common feature
in all described types of senescence is ashift o a pro-oxidant
redox state (45, 80, 108, 116), s illustrated in the signaling
pathways described shove. Therefore, mumerous articles
have reported & delay in cellular senescence induction when
the cells are treated with sntioxidants, such as Trolox (168),
phenolic diterpenes (22), and polyphenols (148), ascorbic
acid (85), melatonin (183), and other molecules that modify
mdox state such as mpamycin (9%) and mesvemtol (74) or
sirtinol (107), Furthermore, differences in oxygen levels
during culture conditions huve also been studied, 2nd atmo-
sphencally standand conditions (20%) we known to provoke
cardier DDR and senescence induction than oxygen physio-
logical levels 3% ) (131), suggesting that whereas the milicu
becomes more oxidant, distinct pathwiys might be activated
by diverse senexcence inducers leading to diverse and char-
scteristic outcomes in cach senescence An impor-
tant consequence might be the secretion of distinctive SASP
components, ng on the senescence pathway, which
ultimately differently affect neighbor cells and might
induce diverse discases, including cancer and aging,

Senescence-Associated Secretory Phenotype
and Redox Regulation

One of the most interesting festures of senescent cells is
the complex production and secretion of cytokines, chemo-
kines, growth factors, metalloproteinases, and ROS, These
components within the SASP can modulate peracrine and
autocrine responses (25). Almost 40-80 secreted fuctors have
been reported in different cell types from different species
(56}, principally i fibroblasts and epithelial cells, which
entered senescence by different stimuli (105), Among the
principal secreted factors are the interleuking 6, 7, and 8 (IL-
6, IL-7, and IL-8) that stand our as well as the chemoline
monceyte chemoattractant profein 2 (MCP-2) and macro-
phage mflammatory protein 3x ( MIP-32), the gmwth factors,
gowthegulated oncogene 2 (GRO2) and the hepatocyte
growth factor, matnx metallopmteinases (MMPy ), and insulin-
hike growth factor-binding proteins (IGFPs) (24, 25),

Due 1o its eclectic profile, SASP has been associated with
both beneficial and detrimental effects. Poutive oconse-
quences include the tumor suppressor effect (25), along with
wound healing and tissue regene mtion (42), embryonic tissue
memodeling (118, 156), und immune system activation (1),
Effects that have been related to undesired outcomes include

d illnesses, cancer and NDD (1), tissue disruption
and dysfunction (55), chronic inflammation (56, 137), pro-
liferation induction und accelerated wmor growth (24, §X),
ungiogenesis (129), and differentiation and epithelium-
mesenchymal trunsition (88, 98), These SASP pleiotropic
effects depend onthe cell type that receives the stimuli and on
the hiological context that is being studied (24).

The molecular mechanisms that drive the SASP secetion
wre not completely elucidated, but it is known that most SASP
components increase it mERNA level (25), Its regulation is
being addressed by estublished transcription facton associ-
ated with the inflammatory respomse such as the nuclear
factor kB (NF-«B) and CCAAT/ enhancer-binding protein
(C/EBPE) (2, 89). (CJEBPS depletion in epithelial cells and
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fitroblasts decreased IL-6 and [L-8 expression (89) and NF-
xB inhibition sgnificantly dminished ENA.78, NAP-2,
MCP-1, MCP-4, MIP-3x, and some members of the GRO
family (2). Both factors, C/EBPS and NF-xB, are activated
by penatoxic stress and their activation is independent of p53
and pI&CDKN2A, Hence, it has been suggested that the
SASP is 2 prolifersting arrest-independent hallmark of se-
nescent cells. However, it was alvo reported that sustained
DDR is required for mbust SASP production. DDR compo-
nent depletion, such as ATM, NBS1, or CHK2, inhibits the
expression of 1L-6, [L-8, and seversl GRO family members.
Besides, it is abo known that NF-xB is an important target
of ATM (24, 25 138). xBx, an atypical NF-xB inhibitor,
has also been reponted as 2 molecule capable of regulating
the SASP (5), acting not only as a repressor but also as zn
;ﬁvaﬂwd NF-xB target genes, increasing their expression

ig 2.

SASP components are detectable almost 6-10 days after
senescence induction depending on the cell type, therefore it
has been suggested that other pathways besides DDR must be
ivolved p3S/MAPK has recently been as 4 can-
didate 10 control SASP secwetion. p3S/MAPK, fike other
members of the MAPK family, is sctivated by phosphory-
lation wually a few minutes after an acute stress and its
activation is preserved dunng sevem! hours, Furthermore,
PSMAPK is important 1o sustain cell cycle wrest by acti-
vating the pS3 and pR B/pl 6/CDKN2A pathwayx. Itis known
that pI8/MAPK upregulates the expression of specific cyto-
kanes, such as IL6, IL-8, and TNF-2 i a diversity of bio-
logical conte xts usually after an acute stress (56).

In 2011, Freund ef ol showed the role of p38™*™ in SASP
secreton in & DDR-independent manner. They reported that
human HCA2 fibmblasts induced to senescence by X mdia-
nonand OIS gradually sctivate p38/MAPK, being the highest
activation peak almost 8-10 days after senescence induction.

PB/MAPK mhibstion with SB203580 decreased the secre-
ton of 25 SASP factors in genotoxic stress-induced senes-
cence and 3 SASP factors in OIS. (57). Further reports have
cormborated that other inhibitors of the p38/MAPK-MK2

way can also the SASP (6, 61) (Fg. 3). Inter-
estingly, MAPK pathways have been shown to be activated
not only by receptor ligand intersctions but also by ROS (152,
153), therefore the use of antioxidants 1o regulate p38 (175)
or to modul ste redox state (40) and decrease promnflammutory
SASP components is also explored.

An importunt feature of diverse cytokines is that they are
able to regulate their own expression in an aulocrine way,
This s the case for IL-1x, another impontant component
within the SASP, whose sutoregulation mechanisms involve
NF-xB sctivation. IL-1a also promotes [L-6 and IL-8 ex-
pression in senescent cells und inhibiting directly IL- 12 or its
receptor decreases the cytokine expression (56). McCarthy
ef al. showed that H,0; levels mcrease [L-12 son at
the tmnscriptional level and can be modulsted with the use of
antioxi dants. Ma:over.l.-lamu‘ulbiuncﬁwhnuh

Ca and therefore
WMMW' w&m levels, cellular medox
envimonment may indirectly influence this differential pro-
cessing event since alterations in redox state are often cou-
pled with shifts in Ca™ homeostasis. This redox-dependent
expression and subsequent processing of IL-1x provide a
therapeutic avenue to limit the activity of this central SASP
regulator (110) (Fig, 4)

Other groups have confirmed redox state involvement
on SASP praduction, Recently, Lang eral found that miR-
1Sb function prevented SIRTS upregulation in senescent
cells, Increased SIRTS negatively impacted on mitochondrial
function snd contributed o the development of & senescent
phenotype. They showed that muR-15b inhibition, m an
SIRTSdependent manner, incressed mitochondrial ROS,

> Mitophagy
cogese Autophagy impairment }"""
Mitochondrial disfunction
DDR +—— Oxidative stress jeemif-150 pe S iR TS
FIG. 2. Signaling pathways that
drive SASP secretion. The figure \
shows how different senescence in- Proteasome
duction stimuli, such as oncogenic paghrx inhibition
stress, sutophagy impairment, and
mitochondnal dysfunction, are as- ATWATR l
mclwd::h oxidative stress in- mTOR
cxmentmd DA domae rogoree / i
secretion. o (MAPKAPK2) —] ZFP36L1
\7 (degradates |

CXCR-2
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FIG. 3. Oxidative stress and mTOR inhibition prevent
SASP secretion. Different antioadant molecules and the
classical mTOR inhibx tor, rapamycin, are able to modul ate or
impede SASP secmtion The same was observed when pi8
and MK2 (MAPKAPK2) chemical inhibitors were used.

decreased mitachondnal membrane potential, snd modulated
SASP-component mRNA levels. These suggest that miR-15b
might be a negative regulator of stress-induced SIRTS ex-
pression  counteracting mitochondrial dysfunction dunng
celludar senescence and regulating the SASP (93) (Fig. 2).

JAK/STAT pathway has 2lso been inwolved in SASP
reguation since inhibtion of this pathway decreases as well
the expression of several SASP componenes (176). Further-
more, Dasgupta ef al (40) proved that cellulur uging is us-
saciated with an incresse in MMP- 1 expression that invol ves
altemtions in steady-state ROS pndmm. leading to Janus
family tyrosine kinase (JNK) sctivation, JNK activation s
medisted by redox alterations, so the activation of this
transduction pathway is sble to regulate Kinases and phos-
phatases that might also be refated 1o SASP production.

Recently, SASP production has also been melated 0 su-
tophagy, and the Globin transcription factor 4 (GATA4) has
also beenproposed as an SASP regulator (82). During normal
conditions, GATA4 hinds to p&2 w0 induce its sclective
degnadation through sutophagy, Dunng senescence, the
binding between GATAS and p62 is lost, leading 10 GATA4
stabs lization and comsequent NF-xB activabon.

Low axygen fension
%) NAC
}anm [ Trell0x
BAPTAAM s Cg42 ™ Calpain st Pre-IL-10 w==s IL-10
SASP
FIG. 4. Inhibitin of IL-12 processing also modifies
SASP secretion. Calcium inhibitors, antioxidant molecules,

or axygen tension can inhibit IL- 12 cleavage and decrease
SASP secretion.
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Several compounds such as glucocorncoids, corticoste-
mone, and contisol are sble to inhibit the secretion of SASP
components such as 1L-6, 1L-8 MCP-2, VEGF, IL-10, and
RANTES among others in human fibrobl asts 92) due 10 1L~
12/NF-« B inhibition, Metformin was also shle o decrease
SASP secretion acting on the same signaling pathway (113),

Two articles have been recently published in which not
only mpamycin was shown to modulate the SASP but also
mTOR's role—pusticipation in the secretion of some SASP
components—was confirmed, In the first one, mTOR im-
pected again in the IL-10/NF-xB pathway (91), and in the
second report, rapamycin iy proposed to act by regulating

S/MAPK and MAPK-activated protein kinase 2 (MAP-

) through eukaryotic translation factor 4E-binding
protem (4EBP1) (72). In both cases, SASP proinflammatory
decreased (Fig. 3),

In summary, cellular medox state is an important panune-
ter in comtmlling the SASP. This finding s of paramount
significence since it provides & new strategy 1o modulate
the proinflummatory SASP components and regulate their
harmful effects on neighbor cells,

At this point, it v pertinent 1o indicate that cellular s
nescence has been extensively studied in mitotic cells such as
fibroblasts and cancer cells, Hence, all the previous infor-
mation related 0 molecular signaling dunng senescence,
SASP and its effects on neighbor cells, has been obtained
predominantly using those kinds of cells, Most of the studies
were carmied ot mainly in WBE or IMR90 cells, WIS is
human diploid cell line derived by Leonard Huyflick from a
normal Caucasian female embryonic (3 months of gestation)
lung tissue. WIS and IMR90 cells have a finite lifetime
of ~ 50 population doublings (CPD). W.W., Nichals derived
the IMR90O cell line also from s nomal Caucasian female
embryonic (16 wecks of gestation) lung tissue and it en-
dures ~ 58 CPD, Other stidy models are human diploid
foreskin fibroblasts (BJ) with ~ 61 CPD and mouse models
such us mouse embryonic fibroblasts or mouse lung fibro-
blasts (133) with shoner CPD (~ 6-8).

Sull, new models are being studied ance senescent cells
e present in various tissues, such as placentu (7), hepatic
stellate cells (87), chondmceytes (84 ), vasc ulur smooth muscle
cells (160), and kemtinocytes (121), Interestingly, the central
nervous system (ONS ) s not the jon, and this will be
the subject of discusaon of the following sections.

Energetic Metabolism and Cellular Senescence
in the Brain

Senescent cells have mcently been observed 1n ONS (11,
13, 35), so undenstanding their partic ipation is very important
10 comprehend brain deterioration during aging as well asthe
progression of variows NDDs. The discovery of senescent
cells in the brain is not surprising since this tissue is known to
be highly susceptible to ROS because of its high acrobic
metebolism. relying on glucose oxidation and increased mi-
tochondnal activity (52). The brun also presents low levels
of antioxidant enzymes, in contrast 1o the high sctivity of some
pro-oxidant enzymes, as well as a constant suto-oxidation of
catecholamines and ascorbate, along with elevated fipid con-
centrations that st more vulnemble to oxidation (3), It i also
moognized that cellular energy metabolism and mdox ho-
meostass are perturbed in the aged brain s well as in NDDs
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sach as Alzheimer's discase (AD) and Parkinson's discase
(PD) (15, 43). The deregulation of newmnal mitochondrial
fision-fision processes could also play a fundamentd role in
these pathologes (31, 150). However, is still unknown which
changes or alterations inthe overall metabolism of sn orgmism
cm stimulate ceflular senescence induction tn the aged brun,
what are the mec haniams and signaling pathways, and what is
their relationship 10 NDD

In peripheral tissues, prolonged uﬂmay cancades
lead 1o the activation of multiple celluar stress mechoni sms
that impair cell function and organ metabolism (66). The
Hood-brain barmier (BBB), which sits at the interface be-
tween the CNS and the peni . is & trget of inflammatory
and oxidative imnsults (49). If the BBB is compromised, inw
mune cells might enter the brain; this fact slong with the
brain’s high oxygen dependence besides with its Jlow anti-
oxidant capacity might result in oxidative damage to mac-
momolecules and DDR, which are cellular senescence, aging
detenoration, and NDD common features (134).

The aging process is accelerated when metsbolic and
canfiovascular diseases are . and the nisk of illness
increases with age (17). Mnypwdupuagm whach
increase during aging, such as obesity, insulin msistance, in-
flammation, chunges in the activity of the hypothalamus—
hypophysis suprarenal axis, stress, and hypertension, alvo
contrbute o increase in metabolic syndrome prevalence, El-
derly people often have impuired glucose metabolism, reduced
expression and tramdocation 1o the plasma membrane of
rewonal glucose tran GLUTS and GLUTS, and an
insulin imbalance with altared PIIK/AKT pathway- and c-Jun
N terminal kinwse (JNK) signaling (79, 180). Altogether, along
with 1 mitochondnal function, increased oxidan ve
dress (62) could lead to cellular senescence induction in the
brain. The evidences to link sysemic metabolic alterations
with brain cellular senescence induction are still not enough,
but some interesting studies are being rescarched.

A study by Wilkinson er @l confirmed that thiamine levels
are lower in older people, including those without major
medical illness. This thismine deficiency (TD) is associated
with 2 diffuse decrease in cercbral glucose metabolism and in
cholinergic newrotransmission that affects multiple organy
and systems ( 173). The ONS is semsitive to TD because of its
participation in metsholic pathways snd newrotransmitier
synthesis (171). TD causes mild impairment in energetic
netsholism, neuromflammation, and newrodegeneration, as
well as oxidative stress, endoplasmic reticulum stress, and
mgophagy in the brain (9),
brain senescence 18 wingless-type MMTV integmtion site
family member (WNT) signaling, WNT is the upstream ex-
tracellular effector that when activated, stimulates several
imtmacellular signaling pathways. Increased nsk for type 2
diabetes has been linked with specific WNT component
modifications (65). WNT/ f-catenin signaling pathway regu-
lates whole-bady metabolism in mammals by altering the
behaviorof multiple cell types and tissues mvolvedin grow th.
imuin secretion, and energy expenditure (147). WNT sig-
nhqndnmlymphahdmﬂmlmmd.
glucose homeostasis s ystemic and adipogenesis
during obesity (58). Recent evidence indicates that WNT
Proteins partici pate in synapse remode ling and function (126,
127} Therefore, the dysregulation of canonical and non-

7

canomical WNT signaling pathways and their differential
modulation dunng mitochondrial have been usso-
ciated with mitochondrial dysfunction and )

(115). Thus, it is possible to assume that all these metabolic
changes may promote senescent cell uppearance in the brain,

Cellular Senescence in Microglia

The microgha, a type of ghal cells, are the brain-resident
macrophages representing immune cells in the ONS.
They are respomsible for ONS surveillunce and their distni-
bution throughout the brain varies depending on the cerebml
structure. In healthy brain, the microglia are in a quicscent
state, but even in this stute, they have o fundamental mle in
monitoring synapee functionality, regulating neuronal sctiv-
ity, and neurogenesis {166), Microgha can respond 1o & va-
riety of stimult, such s pamsitic, viral, or bacterial infection,
mggenng a clusacal mflammatory response (64). They alwo
respond 1o trauma, isc hemia/reperfusion, sutoimmune injury,
or chemically induced mjury (172), Microglia are known o
change through life, acquinng an activated phenoty pe, which
has been associated with the CNS increased inflammatory
enwmdm'NDDdcvebpat(lnl Furthermore,
activated micmghs display I chunges that in-
clude reduction of their processes, accounting for
the decrease in their ;tynobpul functions (174}

Aged microghia their surface antigen pattern by
upregulating MHCIL, CDILb, CDIlc, and CD6E, us well
#s the pattern mecognition receptors, Toll-like receptor 4
(TLR4), (D14, and scavenger receptars (73, 97, 178), all of
them related to the activated micmglial phenotype (124), As
a result of TLR stmulation, microglia can produce the in-
flammatory cytokines mentioned above is part of the SASP
through NF-xB activation: st the same time, increased
mitochondnal ROS production also activates NF-xB (41),
Moreover, aged microglia are over-respomsive, they have an
enhanced IL-6, IL-1f, and ROS production in msponse 1o
lipopolysacc haride (LPS ) than younger microglia (149, 161).
Increasmg ROS ahonduﬁm&elymal—
mitochondnial sxis dysfunction; it has been reported that
microghia sccumulate lipofuscin 28 a comseguence of in-
creased phagocytosis and hipid aggregates incompletely de-
graded by the sutophagy mechanisms as a result of decreased
proteases (cathepsins), Lysosomal dysfunction increases
oxidative stress, decreasing antioxidant mesponse and pro-
moting mitochondnal dumage (119). These lead to an even
more oxudative envimnment, which sctivates NF-xB, and
might also induce cellular senescence. It has been reported
that micmgha from healthy aged mice have mareased basal
levels of proinflammatory cytokines, such as IL-6, TNF-x,
and IL-1§, and decreased anti-inflammatory ones such as IL-
10 and tramsforming growth factor-f (TGF-§) rather than
neonatal and adult mouse microgha (149, 179). It has also
been reported that in aged organisms, microglia undergo
structural sboormalities charactenzed by cell senescence
Wﬂmﬁdyd.tﬂbdbymwwcw
( X

On the other hand, patents with AD have increased cere-
brospinal fuid and plasma TGF-§ levels (1401 nonetheless,
aged microghin present an unpained TGF-#1-SMAD3 wg-
naling leading to abnormall y activated micmogha and the loss
of phagocytic Af peptide activity (161),

118



The microghal aberrant activation dunng aging was re-
cently described as senescent micrglia. This was confirmed
by the observation of telomere shortening: in human brainy,
which contain high levels of amylad aggregates, senescent
microglia increased in tvon with normal aging brain
(53, $4). Repeated LPS stimulation has also been shown 10
promote 2 microghal senescence phenotype, confirmed by
mcreased SA- S-Gal scuvity (181)

The existence of activated microglial phenotypes dunng
aging has lately gained interest because these cells
the main immunological cells in the brain (9) Dunng per-
sistent activation, microglia might become senescent and
fomert an inflammatory environment in the brain due 0
SASP secmtion SASP is known to have sutocrine und para-
crine effects, hence inducing senexcence in neighbor celly,
such & astrocytes and reuroms, and sccounting for normal
brain aging detenoration and age-related NDDs (Fig. $).

Cellular Senescence in Astrocytes

Astrocyies are one of the most studied brain cells that
function within the ONS to maintain homeostasis, mcluding
jons, water, and neumtransmitter regulation, BEB mainte-
nance, ON'S metabolism c ontribution, and pasticipation in the

. (= =V C

through ki
secretion, MHC 11 (due wo
CX3CLI-CX3CR 1 mteraction k. and reduced

ogha phagocyte
mhvﬂﬁbﬁ;ﬁrmnlﬁe
y dy
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synaptic transmission as part of the tripantite synapse (144),
Likewise, astrocytes have also been acknowledged as key
players during brain inflammation due to their partici pation
in innate immunity (51), Therefore, the occurrence of se-
nescent astrocytes in the brain was predicted to contribute to
brain decline during aging and accelerate neurological pa-
thologies through the SASP (11, 36, 141),

One of the fird approaches to study astiocyle senescence
was done by Pertuss ef al. They found thit astrocytes from 2-
day-old rats showed an increased SA-B-Gal activity afier
90 days in viro (DIV). Although no other senescence
markers were evaluated impaired mitochondrial activity,
mcreased ROS and NO production. augmented glutamate
uptake, and decressed neumprotective capacity were ob-
scrved in the sencxcent astrocytes (132).

In 2010, Torres er ol d replicative (RS) and pre-
matwre (SIPS) senescence n mdent and human astrocytes,
Interestingly, they found that in virro, astrocytes reach RS
more quickly (~ 15 CPD) than other cell types, such ay fi-
broblasts ( ~ 50 CPD), Momover, sstrocytes were shown to
be very sensitive 1o oxidative stress and protessome inhibi-
tion to enter PS, This finding, coupled with the fact that brain
consumes most of the body oxygen (135), suggested thut
in vivo, astrocytes probably senesce faster than fibroblasts

e
YN‘c

8

e

and aged activated microglia. Young quiescent microgha ure i constant surveil lunce within the
CNS system Microgha mtaract with cellular components such as neurons,
or communications, thus allowing the quicscent
CD200-CD200R mteraction), reduced

s (doe to CD47CDIT2 interaction). Furthermore,

bodies without hmﬂmnmmy msponse though the interaction of CDIHIWCDIS M@mu?h the
. hence microglhia prevent the accumulation of cellubar debns. Aged
phenotype changes, cells decrease their brinched processes, and
ur‘ﬂle-om:tuﬁce receptors such s MHCII and TLR4, classical for
mmm:kmofmﬂmycmkm

astrocytes, and oligodendrocytes and their secretion
chamctenized by meduced inflammatory
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p-ﬂmms”umlueﬂmwomghm:nohdlmmycwhm If phagocytosis is defective,

degmded owing 10 ysln:u:nnl

. including mﬁcb&sm

Bipofuscin, derived from newrons; nevartheless, it

C‘T‘, thereby microgha incease lipofuscin aggre-
FEACtiVE OXYECT SPeCies.

119



BRAIN, CELLULAR SENESCENCE, AND REDOX STATE

(13} In 2012, the same gmup wporied the presence of se-
nescent astrocytes in sampies obtained from the frontal cortex
from postmcartem eldery persons as well as AD patients (1)
Interestingly, a significantly higher percentage of senescent
cells were found in AD compared with normal sge-matched
individmls. At the same time, f-amyloid, o (Af | o) was
found W indue senewence in vitm in 2 concentration
dependent manner (11) Most recently, they showed the
tramscn pional changes that occur in human astrocyte senes-
cence induced by oxidative stress,

Oeher astrocyte senescence inductors have been reported
such s 23,7 84etrachlorodiberwo-p-doxin (TCDD) (123)
and ammonia (63k in both cases, treatments induced ROS
production, which triggered the senescence response. Inter-
estingly, TCOD-induced senescence was associsted with the
WNT- f-catenin pathway, while smmoni-induced senovcence
was tnggessd by p3S/MAPK and pS3dependent activation,

SASP analysis in senescene astrocytes is s8il m emagent
field and few works have been published concerning it, butsince
they might display an immune function (51), astrocytes ame
potential SASP producers in the aging boin (141), Bhat ef ol
analyzed the SASP of Af o1 sencscence and found a
sagnificant secretion of IL-6, IL-8 ICAM-1, GM-CSF, and
RANTES smong others; this secretion wis triggerad by p38%/
MAPK signaling (11). The pd3¥MAPK central mle in control-
ling astrocyte senescence and SASP secretion was madeled by
Mombech er ol usng logical framework tools (134)

Recently, Crowe eral published the transcriptome chan-
£ in human fetal astrocytes during avidative SIPS, Genes
rlated 10 inflammation, extracellular matrix madific ation,
and spoptosis resistance were upregulated, while genes as-
sociated with ONS development, differentiation, and carbo-
hydmte and glycopratein metsholism were downregulated
pathogenesis of age-related bmin dsonders (28)

Smumm:mweﬂwummu
changes in astmcytic physiology may impact ncuronal func-
tions (781 For example, lactate genaated during anacrobic
M-«:umsw&w“m:mbo

metabolism slong with an increasad ghal mitochondrial me-
tabolism in human aged brains (18). Consequently, when mi-
tochondnal oxidative metabolism is enhanced, they might
switch their neurotrophic role to 2 newrotic one (78), dem-
onstrating that their effects may be neumprotective or neuro-
tonic depending on the kind of secreted factons, SASP-secraed
factons suchas IL-6 have shown detrimental effects in neurons
(19, 77), bt others, as neuml gowth factor or insalin-ike
gowth factor- 1 (IGF-1) secreted by astmcytes at carly stages,
have beneficial effects onneurons (51 1 In this sense, ithas been
demonstrated that pS3 isoforms are important to modulate
astrocyte secretion ( 170). Farther research will be focused on
mderstanding the specific pathways that control sensycence
induction and SASP production in astrocytes and their effects
m the sumanding tissoe.

Senescence in Neurons

senescence in the brain has been obtained mostly from me-
scarch in ghial cells since it has been assumed that the se-

nescent phenotype v @ feature exclusive 1o mitotic cells.
Nevertheless, neurons with several hallmarks of senescence
have been observed in old mouse braing (81) Therefore, al-
though himited evidence exists on whether postmitotic cells,
such as neurony, are able to enter into 4 senescent state, here
we summarize and integmite the partial observations from
several studies and thit newons indeed senesce.

Eady evidences for the occumence of neuroml senescence
were the observation of increased SA-S-Gal activity in hip-
pocampal idal cells in the CA3 rgion of 18 and 24-
month-old rats (59) The same was observed in CA3 und
dentute gyrus areas of senescence-accelerated mouse prone
(SAMP) 8, a model of cognitive decline with sging (128).
However, SA-#-Gal activity is not & senescence marker en-
trely specific since different types of cells such as adult
melanocytes and sebaceows and eccrine glund cells ulvo have
this actvity regamdless of cellular senescence (46).

Recently, Jurk et al. reported a more comprehensive and
detailed evidence for neuronal senescence. They showed for
the first me thut cortical and Purkinje neurons in old mice
(32 months old) exhibit several marken of senescence. These
mclude SA-f-Gal sctivity, lipofuscin sccumulation, yH2AX
und mucro-H2A expression, oxidati ve stress, ated
PIS/MAPK (p-p38), and IL-6 cxpression, all in a p2V/
CDKNIA-dependent munner (81). These findings suppon
the notion that neuronal cells undergo cellular senescence
with similer features than tferating cells. Furthermore,
mmudymale the expression of pl&#CDKNZA

redwm denved fiom human brains of people
mﬂycaold(ln).ﬁ-m&wqwhthubmm
in mouse snd rut. These findings further suppont the newronal
capability 10 scqure a senescent phenotype. Unfortunately,
in vivo studies have the dissdvantage of being expensive, re-
quire years to be completed, and face the difficulty of main-
tuining the smals alive until they grow old. In sddition, it is
difficult to parform molecular and cellular analyses in wholke
animals, Therefore, it is necessary 1o develop in vitro models
that help solve these drawbacks.

Accordingly, i vitro studies of primary cortical newrons,
derived from vanous murine models and maintained in cul-
ture for a long time, have shown that the proportion
of SA-A-Gal-positive cells sugments with time (10, 33, 59),
For example, in a pri culture of hi neurons
kept for 25 and X) days in vitro (25-30 DIV), more than %0%
of the cells stined positive for SA-§-Gal activity and had sn
increased ROS production (47), However, these studies were
limited to detect only SA-S-Gal activity. Most recent in vitro
studies confirmed the presence of additional senescent feu-
wres, including SA-S-Gal activity, p2I/CDKNIA exprs-
sion, oxidative stress, and ~H2ZAX, in neurons from mouse
newoghul cocultures muintmned up to 27 DIV (12), This was
also demonstrted in N2A-derived newronal cells exposed to
high-glucose conditions (154), Taken together, these reports
support the notion thut cultured neurons in vitro e capable
of undergoing cellular senescence as occurs i vivo (g 6).

IL-6 expression was also observed in neurons in old mice
(81), in N2A derived newronal senescent cells (154), and in
senescent neurons from newroghal cocultures (12), Additional
poinflammatory  cytokines have been daected, including
TNF-2and MCP-1 (154). Although these observations suggest
the expression of an SASP-like phenotype by senescent neu-
rons, it is still necessary to verify that the senescent neurns are
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neuron

FIG. 6. Primary neuron culture cun model neuronal senescence. Newmons mauntained in culture for o long time exhibit

several features of the senescent phenotype such as SA-
yH2A X, In addition, N2A neurons cultured under high-g

6. TNF-alpha, snd MCP-1. Themfore, neuroms aged in vitro can be a useful madel to investi gate

activity, increased ROS levels, and ion of IL6 and
condition show increased expression o ‘t"IKJ)KNIA. IL-
mec hanisms of

neuronal senewence establishment i a shorter penod of time than in vivo studies,

indeed the ones secreting SASP molecules with more detailed
and specific expaments in both in vioo and (s vive models of
smescence.

The potential existence of a newronal SASP has important
physiclogical implications because chronic and low-grade
mflammation ( ing) has been assaciated with neu-
rodegencration in aging (55, 60). Therefore, secretion of

cytokines by senescent newroms in the old
could be one of the mamn camses of the onset of neu-
mn&hmnmbydcbm—
pomting, in neurons from AD patient tissues, features of
mhﬁmsﬂnplﬁﬂ)%%ﬁnb
creased p3S/MAPK activity, IL-6 and TGF-f mRNA
npannn(l(l}. 104, 111, 158). Anather SASP activity s to
indwe paracrine sencscence to neighbonng cells (90).
Hence, senescent neurons could induce senescence to nearby
healthy newons as well as to other cell types within the brain,
such as astrocytes, microghia, or endothelial cells, themby
spreading the senescent phenotype and thus contributing to
brain aging and exacerbating neumdegencration.

In conclusion, several studies support the occurrence of
senescence in postmitotic nevrons. Given its potential mie in
aging and newrondegeneration, it would be e ssential 1o develop
1 more comprehensive in vitro model, which recapitulates the
senescent features observed in vivo, including the SASP. The
above will allow the study of the molecular mechanism of
sencscence establishment and mumtenance i postmitotic

cells, #s well as the potential role of the newronal SASP in
spreading neuronal and non-neuronal sene scence, Therefore,
this will contnbute 1o the understanding of newroinfl amma-
ton and newrodegeneration,

Cellular Senescence in Other Brain Cells

Other cell types within the brin that could enter the se-
nescence state are neuronal stem cells (NSCx), endothe lial

oellsddlpdaﬂtmm Alloﬂhauudgblluvc-pnﬁ-
cant effects on newronal function

Neworal stem cells

These cells are vital within the ONS because they support
both ghal and neuronal cell development. With age, newro-
genesis decreases beause proliferation, differentistion, regen-
eration, and repair functions are almost lost, thus contibuting o
newrodegenergtive disorders and brain functional deterioration
(151), Zou et al. mported that NSCs exposed 1o jonizing radi-
stion underwent cdlulur senewcence and acquined astmeytic
chamctenstics. Even though they did not display the typcal
promflammatory secretion patiern, they were resistant 10 apo-
prosts and were positive to p I6/CDKN2A (185) More recently,
Daniele e al. used hydroxyures to induce NSC senescence and
:pand tha x-glycery lethanolumine (GPE) was

efficacious in recovenng from hydrox yurea-induced se-
nescence. GPE wis able 10 raduce ROS production, promote
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mutochondnal integrity and functionulity, and restore thar
proliferative potential (39),

Oligodendrocytes

The importance of oligodendrocvtes during aging and
NDD is emphasized by its unusual sensitivity to DNA dam-
age and oxidative injury, which may lead to impaired neural
conductivity due to incomect axon myelmation. Unrepaired
DNA damage has been reported in oligodendrocytes during
normal aging. as well as AD, progeroid syndromes. ataxia
telangiectasia, and other conditions (4, 169},

Endothelial celis

Not much is known about endothelial cell senescence,
However, since they are prominent components of the BBB,
their senescence stage might result in the loss of this 1m-
portunt barrier tolemting the entrance of undesired com-
pounds or inflammatory factor infiltration that altogether
might harm brain functions (36, 48, 155),

Conclusion and Perspectives

From its discovery, cellular senescence has always been
linked with aging. First, it was seen as a model that re-

1

produced, a1 the cellular level, the aging of the whole or-
ganism (137). However, nowadays, we know that cellular
senescence has severul physiological mles that may vary
during lifetime, from embryogenesis to old age (118, 156).
Even if cellular senescence is probably nat the only or in-
herent causative fuctor of aging, there is cumulative evidence
supporting it as one of the most important contributors to the
aged phenotype and age-related diseases (137), For all the
above, it 1s important (o study the numerous effects that
the diverse cellular types might have oneach other and on the
neuron (Fig. 7) when they become senescent (Fig. 8).

It is known that some cells belonging to the CNS, such as
astrocytes and microgha, undergo activation processes that
produce promflammatory cytokines, these processes are
regulated and, in principle, occur acutely (51). However,
there are practicall y no studies compan ng cytokine secretion
during those activation processes and cellular senescence.
This 1s due to technical problems that arise when studying
astrocytes in culture because from the moment they are iso-
lated and cultured, they become activated and enter into
ghosis. What s clear is that both phenomena share a proin-
flammatory profile orchestrated mainly by 1L-6, 1L-1f.
TNFzx. and possibly other cytokines and chemokines (11, 51).
This 1s fundamental becanse both glia activation and senes-
cence are known to be beneficial and reparative at the

SENESCENT CELL EFFECTS
ON THE NEURON
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FIG. 7. Effects that the brain’s different cellular types can exert on the neurons. Senescent astrocytes may decrease
the energetic (lactate) and antioxidant (antioxidant enzymes and GSH) supply to the neuron, Senescent microglia tmght
increase or sustain mflammation, thus damaging the bmin and increasing neurodegeneration. Senescent oligodendrocytes

mi ght decrease neuron myelination and impede neurotransmission. Senescent neursl stem cells might disrupt the generation

af neurons.

Senescent newons can also induce senescence m other cellular types and/or cause their functional decline.

Senescent endothelial cells might promote the rupture of the BBB. BBB, blood-brain bamier,
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FIG. 8. Schematic representation of nervous tissue in different physiological states. Astrocytes can amplify the
signals to induce the immune mesponse as result of an acute insult or pathogen infection. Molecules secreted by as tes
include both inflammatory, such as IL-6, INFb, IL-1b, TNF, CCL2, and CCLS, and immunosuppressive, such as NGF,
CNTEF, and BDNF, molecules. Inflammutory molecules increase the BBB permeahility, activate endothelial cells, and
recruit monocytes, macrophages, dendnitic cells, ere. After that immunosuppressive signals promote neuronal and oligo-
dendrocyte survival, differentiation, regeneration, remyelination, and neurogenesis to recover the tissue structure and
function. With age, chronic damage and senescent (red cells) accumulation provoke chronic inflammation. The SASP
contribution to chronic inflimmation s not defined yet, but evidence suggests that SASP could be one factor of importance
to this. In this state, the loss of balance between inflammatory and immunosuppressive secretion can induce neuronal and
oligodendmcitic death (white cells) and, in last instance, contnbute to pathologic charactenstics. NGF. neural growth factor,

begiming. Nevertheless, if these processes become chonie,
they might have deleterions effects. Thus, finding markers
that differentiate between activated glia secretions und SASP
from senescent cells would help to differentiate their effects.

One of the principal deleterions effects of senescent glia
might be fomenting neuronal cell death. These might be in-
duced by alterations in mitochondrial functionality and glu-
tamate receptor deregulation, which might alter calcium
cellularlevels leading to excitotoxicity and massive neuronal
demise. Another importunt effect might be oligodendrocyte
death or dysfunction, which may lead 10 demyehination and
decreased neuntl conductivity.

In NDDs, such as Alzheimer’s and Parkinson’s, presumed
chronic inflammation has been reported (16, 143) and since
these diseases are associated with age, senescent cells have
emerged as the main candidates 1o orchestrate this phenom-
enon. Even so, it is important that in the future the invest-
gations will focus on a distinction between activation
{astrogliosis, microghal activation) and SASP effects to un-
derstand the exact contribution of each phenomenon in
neurndegeneration and neuroinflammation.

Therefore, the challenges we face are diverse, On the one
hand, it would be necessary 10 understand if the senescence
that is observed in brain cells during vanous newropatholo-
gies 18 part of their etiology and supports their progression, or
on the ather hand, if their appearance 18 a consequence of the

same disease. Another fundamental question is to validate the
senescence phenotype in neurons and to understand the in-
duction mechanisms. The fact that a cell population that does
not proliferate enters into senéscence is 2 Key point that could
redefine the understunding of this phenomenon. The same
can be said for its relationship with the pathophysiology not
only of aging but also in the oversll development of the or-
ganism. Another important chullenge would be to understand
more precisely which cell types are most susceptible to enter
senescence and how they might be affecting others since the
relationships between the various cell types in the brain ane of
paramount importance for proper functioning of this organ.
Finully, another point to study 1s the different systemic dis-
orders such as obesity, metabolic syndrome, eating disorders,
and other dysfunctions.

The understanding of signuling pathways dunng senes-
cence and factors involved in SASP induction will expose
new turgets to intervene age-associated pathology. including
NDD und bmin deterioration by modulation of the senes-
cence progoum,
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