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Abreviaturas

UPS Sistema ubiquitina proteosoma
SASP Fenotipo de secrecidon asociado a senescencia
SNC Sistema nervioso central
AHR Receptor de hidrocarburos de arilo
B-gal B-galactosidasa
GFAP Proteina acida fibrilar glial
DNA Acido desoxirribonucleico
ROS Especies reactivas de oxigeno
VZ Zona germinal ventricular
Svz Zona subventricular
SP Zona subplata
CP Placa cortical
EA Enfermedad de Alzheimer
bHLH basic Helix Loop Helix
PAS Period/ARNT/Single minded
ARNT Translocador nuclear del receptor de
hidrocarburos de arilo
TCDD 2,3,7,8-tetraclorodibenzo p-dioxina
IL-6 Interleucina-6
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Resumen

La senescencia celular es un proceso natural asociada al envejecimiento en
respuesta a diferentes tipos de estrés como lo es el oxidante y el proteotoxico. El
sistema ubiquitina proteasoma (UPS, por sus siglas en inglés) es uno de los
sistemas de degradacién de proteinas disfuncionales, las cuales al no ser
degradadas se acumulan, lo que puede conducir a senescencia celular. En la
senescencia celular se desencadena una respuesta inflamatoria donde las
células tienen un cambio fisiologico conocido fenotipo de secrecidn asociado a
senescencia (SASP). EI SASP es relevante en el sistema nervioso central
(SNC), ya que se asocia con la aparicion de enfermedades neurodegenerativas.
Los astrocitos son células del cerebro que regulan al sistema inmune, cuando
los astrocitos se alteran, como lo hacen cuando se presenta el SASP, generan
diversas respuestas patoldégicas en el SNC. Existen diversas proteinas
involucradas en la respuesta inflamatoria cronica que conduce a la senescencia.
Una de estas proteinas es el receptor de hidrocarburos de arilo (AHR), quien
también participa en la regulacién de xenobidticos, en regulacion del sistema
ubiquitina proteasoma, diferenciacion celular, proliferacion celular, entre otras.
La informacion de la participacion de AHR en senescencia celular es escasa, por
lo tanto, en este trabajo evaluamos la localizacion y expresion de AHR en la
senescencia celular en astrocitos inducida por estrés proteotéxico. Después de
estandarizar el cultivo de astrocitos corticales neonatos de la cepa de ratdn

C57BL/6, inducimos la senescencia celular mediante el inhibidor de proteasoma
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MG-132. La senescencia de astrocitos se determin6 con la actividad enzimatica
de la B-galactosidasa (B-gal) y con la expresion de la proteina pro inflamatoria
interleucina 6 (IL-6) y la proteina acida fibrilar glial (GFAP) usando la técnica de
inmunofluorescencia, con la cual también se evalu6é el AHR. En astrocitos con
estrés proteotoxico confirmamos la senescencia al observar un aumento en la
actividad de la 3-gal y de expresion de IL-6 y GFAP. Los resultados muestran un
aumento de la expresion y una localizacién predominantemente citoplasmatica
de AHR. Nuestros datos sugieren que el AHR, puede estar relacionados con
mecanismos moleculares que desencadenan la respuesta senescente e

inflamatoria.

Marco Teorico

La Senescencia Celular
La palabra senescencia deriva de la palabra en latin senex, cuyo significado
indica anciano o edad avanzada, este término se usa indistintamente con el
envejecimiento. Sin embargo, son dos procesos distintos. El envejecimiento se
refiere generalmente a procesos de deterioro que siguen del desarrollo vy
maduracién a través del tiempo; en cambio la senescencia celular se le ha
definido como un proceso que se genera en respuesta ante el estrés o dafno
celular que a su vez se le atribuye como una via alterna a la muerte celular
programada (apoptosis) (Campisi, 2013). La senescencia celular fue descrita
formalmente desde 1965 cuando Hayflick y cols., mostraron que las células
normales tienen un limite en su habilidad de proliferacion en cultivo (Hayflick,

1965). Este limite de proliferacion empieza con el constante acortamiento de
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teléomeros con cada ronda de replicacion, debido a que al final de este proceso
los telomeros se replican de forma incompleta y como consecuencia se detiene
el ciclo celular por el dafio al DNA (Levy et. al, 1992). Otra causa para impedir la
proliferacion exitosa esta en los altos niveles de cinasas dependientes de ciclina
(a pesar de que las mismas células senescentes aun se estimulan para la
proliferacion) (Blagosklonny et. al, 2012), por ello un elemento genético que
desempenfia un papel principal en la regulacién del ciclo celular, es la expresion

de p1 6INK4a

producto del gen cdknZ2a que inhibe selectivamente las cinasas 4 y 6
dependientes de ciclina D (CDK4 / CDKG6). CDK4 / CDK6 fosforilan el supresor
tumoral de retinoblastoma citoplasmatico (RB) resultando en la disociacion de
RB y el complejo del factor de transcripcion E2F. Esto propicia que E2F induzca
la expresion de genes necesarios para la fase G1 (fase de crecimiento) y a la
fase S (sintesis de DNA) del ciclo celular (Sharpless & Sherr, 2015) (Childs et.
al, 2017). Por lo tanto, cuando p16INK4a inhibe CDK4 / CDKG6, se impide que las
células entren en el ciclo celular. Como evidencia de esto, estudios realizados en
modelos de ratdon con deficiencias en una proteina de punto de control mitético
(proteina BUBR1), codificada por el gen Bub1b demostraron una relacion causal
entre la aparicion de células senescentes y el envejecimiento en tejidos
envejecidos prematuramente como musculo esquelético, ojo y tejido adiposo
que presentaron una acumulacién en numero de ceélulas senescentes positivas

para p16™¢42 (

Childs et. al, 2017). También se ha demostrado que la inactivacion
del gen cdkn2a bloquea la formacion de células senescentes y atenua el

desarrollo de estos fenotipos de envejecimiento (Baker ef al., 2016).
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La senescencia se visualiza como una etapa irreversible, que impide a las
células nunca progresar a través del ciclo celular a pesar de que permanecen
metabolicamente activas y se postula que esto previene la propagacion del dafio
a generaciones celulares posteriores, por ejemplo, la transformacion maligna de
un cancer (Pardo et al., 2003). Sin embargo, para evitar la senescencia las
células cancerigenas deben inhabilitar el control del ciclo celular ya sea por la
pérdida de expresion de p16, p53, RB o la activacion de c-myc
(Blagosklonny et. al., 2012).

Las células senescentes se caracterizan por cambios en su morfologia descritos
como hipertrofia, es decir, aumento de volumen, alargamiento, adquisicion de un
citoplasma aplanado y altamente vacuolado. Ademas, son muy activas
metabdlicamente y su expresidn génica se ve alterada. Estas alteraciones tienen
efectos bivalentes en las células adyacentes es decir pueden ser benéficas o
dafiinas (Correira-Melo et al., 2014) (Gbénzalez-Puertos et al., 2015). Con el fin
de observar estos cambios, se han desarrollado métodos para inducir el estado
senescente celular, la mayoria mediante induccion de estreés fisiologico.

Acorde a los postulados de investigadores que sugieren que la senescencia es
una via que evita la aparicion de neoplasias, existe evidencia que sugiere que la
misma senescencia replicativa (“Limite Replicativo de Hayflick’”) evolucion6 para
proteger a los eucariontes mas derivados como son los mamiferos previniendo
el desarrollo de un estado neoplasico es decir cancer. La senescencia celular es
un claro ejemplo de la pleiotropia antagonica evolutiva (un cambio puede

favorecer algunas caracteristicas de tantas y al mismo tiempo perjudicar otras),
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por ejemplo, en humanos del sexo masculino es comun desarrollar altos niveles
de testosterona en edad fértil, pero en edad avanzada aumenta el riesgo de
generar cancer de prostata. En términos evolutivos debido al declive de la
seleccion natural por la edad, los procesos de seleccidbn para promover la
adecuacion en organismos “jovenes” puede tener efectos no deseables que no
fueron seleccionados en organismos “viejos”. Esto explicaria por qué
comunmente no se desarrolla cancer de forma temprana de manera comun

(Kirkwood, 1991).

El fenotipo de secrecion asociado a senescencia

A pesar de que la senescencia celular representa una salida del ciclo celular que
a su vez se le ha relacionado con varios procesos patolégicos como el cancer,
podria parecer que su contribucion fuera pasiva. Sin embargo, el descubrimiento
de un fenotipo de secrecion que afecta a las células contiguas ha demostrado
una contribucion mas activa y patolégicamente diversa. Este estado de
secrecion en la célula senescente se le ha denominado como “fenotipo de
secrecion asociado a senescencia’” o por sus siglas en inglés “SASP”
(senescence-associated secretory phenotype. Young, 2019). EI SASP en las
células se caracteriza por el aumento en la actividad metabdlica pero con
alteraciones importantes en la secrecion y expresion de sus proteinas
generando un ambiente inflamatorio (Fig. 1).

El SASP incluye elementos de distintas categorias que la definen: factores
solubles e insolubles que por lo general son componentes de la matriz

extracelular (ECM) y proteasas, estas ultimas pueden incrementar o disminuir su
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concentracion. Como factores solubles se conocen a las interleucinas (IL-6, IL-7,
IL-8 e IL-1B), quimiocinas que son atrayentes de monocitos (MCP-2, MCP-4 y
MIP-1a) y factores de crecimiento (IGF y VEGF). Por otra parte los factores no
solubles que se conocen en SASP son la fibronectina, colagenas y laminina. En
el caso de las proteasas se presentan tres efectos durante la senescencia como:
desprendimiento de proteinas asociadas a la membrana, es decir
escision/degradacion de moléculas de sefializacion y degradacién o
procesamiento de la matriz extracelular (Coppé et. al, 2010). Aunque se ha
observado que ciertas citocinas y otros productos de diferenciacién vy
proliferacion no presentan cambios en expresion, la regulacion de ninguno de los
factores (solubles e insolubles) disminuye significativamente en diferentes
estados senescentes (Coppé et. al, 2010; Coppé et al., 2008).

El secretoma de las células senescentes es complejo, consiste de una gama de
citocinas, quimiocinas y proteasas, entre otras. Este SASP refleja la
funcionalidad celular no autonoma de las células senescentes y puede apuntalar
su funcién in vivo en la fisiopatologia del envejecimiento y los trastornos
relacionados con la edad. Sin embargo, la gama de funciones atribuidas a los
miembros de la SASP es extremadamente diversa e incluye sefales tanto
autocrinas como paracrinas, efectos supresores de tumores y supresores de
tumores, y sefales proinflamatorias (Salama, 2014).

La regulacion del secretoma en células senescentes se realiza a través de varios
niveles; desde la regulacion transcripcional hasta los circuitos de

retroalimentacion autocrina. Sin embargo, la persistencia en respuesta al dafio
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del DNA parece ser critico para la regulacion. Muchos componentes del SASP
(citocinas, quimiocinas y proteasas) estan regulados positivamente a nivel
transcripcional y dos factores de transcripcion NF-kB y C/EBPB muestran este
comportamiento, al activarse parecen unirse a la cromatina durante la
senescencia inducida por oncogenes Yy para regular los componentes

inflamatorios del SASP.

SASP como caracteristica comun de la senescencia independiente del tipo
de induccidn

El estrés de la célula aumenta conforme envejecemos provocando vias de
respuesta ante tal estrés. Estos mecanismos de respuesta son altamente
conservados como lo son las vias IGF-1, TOR, AMPK vy sirtuinas (Haigis &
Yanker, 2010). Estas vias estan implicadas en el metabolismo de redox, en
respuesta al dafio en el DNA, en proteostasis y en autofagia (Haigis & Yanker,
2010). En las células se puede inducir distintos tipos de estrés para alcanzar el
estado senescente, que pueden inducir el “Limite Replicativo de Hayflick”. Los
tipos de estrés celular caracteristicos son el estrés oxidante al que se le
reconoce como el principal estrés celular en el envejecimiento (Harman, 1956);
el estrés proteotdxico ocasionado por la acumulacion de proteinas, el estrés

metabdlico y el endocrino, entre otros (Salminen et. al., 2011) (Fig. 1).
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Figura 1. Representacion esquematica del SASP de senescencia inducida inducido por el estrés
en diferentes tipos de células. Entre los biomarcadores mas tipicos de células senescentes
inducidas por estrés se encuentra el fenotipo celular plano el incremento de la expresion de
P16INK4 asi como el aumento en la actividad de la B-galactosidasa. EI SASP libera una gran
cantidad de citocinas, quimiocinas y proteasas. Modificado de Salminen et. al., 2011.

Independientemente del tipo de estrés involucrado para inducir en la célula un
estado senescente, el SASP es un comun denominador, aunque puede tener
diferencias. En un estudio realizado por Purcell et al., (2015) se caracterizé un
perfil de expresion génico muy completo de la senescencia replicativa e inducida
por otros tipos de estrés como el oxidante y genotoxico. En este estudio se
observo que los genes expresados en el SASP tienden a tener diferentes niveles
de expresion entre los tipos de induccién, ocasionando que el uso de
marcadores tenga que ser mas especifico dependiendo del tipo de senescencia

inducida.
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El proteasoma en la senescencia celular

Las células senescentes presentan varios cambios morfoldgicos y bioquimicos.
Entre estos cambios bioquimicos se encuentra la acumulacion de proteinas
dafiadas (estrés proteotoxico) indicando un problema en la degradacion de
proteinas. Esta funcién no solo es responsable por la limpieza, sino también de
la regulacion de funciones celulares importantes tales como la homeostasis y la
supervivencia (Campisi et. al., 2001). La encargada de la degradacion de
muchas proteinas intracelulares, anormales, mal plegadas desnaturalizadas vy
dafiadas es un complejo proteico conocido como el proteasoma (Grune et. al.,
1997). El proteasoma es un componente esencial de la via proteolitica
dependiente de ATP y ubiquitina. Para que el proteasoma pueda degradar a las
proteinas, estas deben haber pasado por un proceso de ubiquitinacion o de
oxidacion (Carrard et. al., 2002). Las proteinas oxidadas se degradan
preferentemente por el proteasoma 20S independiente de ATP mientras que las
proteinas marcadas por la unién covalente de ubiquitina son degradadas por el
proteasoma 26S dependiente de ATP (Ciechanover et. al., 2000, Grune et. al.,
1997). Ciechanover y col. en 2000 proponen que con el envejecimiento se
observa una acumulacion de estas proteinas ubiquitinadas, sin embargo, no hay
cambios en la actividad de enzimas ubiquinantes y esto nos sugiere que pudiera
existir un defecto en el funcionamiento del proteasoma. (Ciechanover et. al.,
2000). Estos defectos pueden deberse a una disminucidn de la expresién de
subunidades (20S y 26S), a modificaciones estructurales causadas por

exposicidon al sistema generador de especies reactivas de oxigeno (ROS, por
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sus siglas en ingles), aunque se han observado diferencias entre las diversas
subunidades, siendo el proteasoma 26S, mas a esta exposicion de ROS
(Conconi et. al, 1998) (Reinheckel et. al, 1998), y a efectos inhibitorios de
proteinas dafnadas.

La inhibicibn de la actividad del proteasoma tiene como consecuencia la
acumulacion de varios tipos de proteinas produciendo estrés en la célula
(Morimoto,2011). Otra consecuencia de la inhibicion de la actividad del
proteasoma es la translocacion nuclear y activacion transcripcional de
receptores de dioxinas tales como el receptor de hidrocarburo de arilo (AHR)

(Santiago et. al., 2001, Santiago et. al., 2003).

Los Astrocitos_
El término astrocito se deriva de una combinacion de una palabra griega para
estrella (astron; plural, astra) y la palabra cientifica para celular (cyte, que a su
vez se deriva de la palabra griega kytos, que significa vaso) (Kimelberg et. al,
2010). Este tipo celular pertenece a las células de la glia en el sistema nervioso
central (SNC). Este linaje celular es derivado del neuroectodermo, asi como los
oligodendrocitos y neuronas. Se les da el nombre de células gliales, ya que a
diferencia de las neuronas estas no propagan potenciales de accion y sus
procesos no reciben o transmiten sefales eléctricas. Por ello que también se les
llegd a conocer como células neuronales no excitables (Kierszenbaum et. al.,

2015, Kimelberg et. al., 2010).
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Funciones de los Astrocitos en el SNC vy enfermedades asociadas

Desde finales del siglo XIX los astrocitos se han dividido en dos subtipos
principales en base a sus diferencias morfolégicas y su localizacion anatémica:
los astrocitos protoplasmaticos y fibrosos. Los astrocitos protoplasmaticos se
encuentran en toda la materia gris mientras los astrocitos fibrosos en la materia
blanca (Sofroniew et. al., 2010, Oberheim et. al., 2006). Aunque difieren en su
morfologia, se han estudiado las diversas funciones que poseen, entre ellas se
pueden encontrar: su papel en el desarrollo donde los astrocitos producen
moléculas que pueden dirigir a las neuritas en crecimiento a sus blancos (Powell
et. al., 1999), y modificacion del diametro en el vaso sanguineo regulando el flujo
sanguineo (Gordon et. al., 2007). También se les atribuye un papel fundamental
en el mantenimiento del metabolismo del SNC, debido que los astrocitos poseen
predominantemente el glucogeno del cerebro (Brown et. al., 2007). Ademas los
astrocitos detectan e integran la actividad sinaptica y, dependiendo de los
niveles intracelulares de Ca®*, liberan gliotransmisores (por ejemplo, glutamato,
d-serina y ATP), que tienen acciones de retroalimentacion en las neuronas, este
fendmeno recibe el nombre de sinapsis tripartita (Halassa et. al., 2007). Los
astrocitos también son reguladores cruciales para la respuesta adaptativa e
innata en el sistema nervioso central en caso de alguna lesion. Esto debido a
que son células inmunocompetentes capaces de detectar sefales de peligro y
responder secretando citocinas y quimiocinas activando las células inmune

adaptativas (Cordiglieri et. al., 2010: Farina et. al., 2007).
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Se ha descrito que ante un dafo infligido al SNC, desencadena la generacion de
cicatrices alterando la homeostasis del tejido de manera ambivalente ya que los
mediadores inflamatorios que se generan en el sitio de la lesién son confinados
por la cicatriz glial. Ante este dano los astrocitos generan una respuesta, al
cambiar su estado normal a uno denominado como reactivo. Este cambio se le
conoce como gliosis reactiva que se distingue por cambios morfolégicos
(hipertrofia) y funcionales. Es un fenbmeno asociado a ciertas patologias como:
isquemia, neurodegeneracion y trauma que se caracterizan por la
sobreexpresion de proteinas de filamentos intermedios como: vimentina, nestina
y GFAP, siendo esta ultima la mas estudiada por su relevancia en enfermedades
neurologicas (Middeldorp et. al., 2011, Burda et. al., 2014).

La astrogliopatia abarca fenotipos de astrocitosis reactiva que se presentan
como hipertrofia, atrofia/degeneracion, pérdida de funcion y remodelacion. Estas
caracteristicas junto con el fenotipo senescente de los astrocitos, contribuyen a
la presencia de astrogliopatia en enfermedades relacionadas con el
envejecimiento y neurodegenerativas. Su contribucion principal yace en la
formacion de agregados proteicos anormales con el pasar de los afos,
observado en la enfermedad de Alzheimer (Verkhratsky et. al., 2017).
Actualmente a los astrocitos se les considera un elemento de estudio primordial
para enfermedades neurologicas puesto que pueden ser causa primaria de una
enfermedad al disminuir su poblacion en el sistema nervioso central, atrofiarse o

degenerarse resultando en pérdida de funciones; también pueden ser un factor
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que contribuye al desarrollo progresivo de una enfermedad neurologica en
particular (Verkhratsky et. al., 2017, Pekny et. al., 2016).

La astrogliosis reactiva se interpreta como una reaccion benéfica orientada a
proteger el sistema nervioso de estimulos internos y externos nocivos. Sin
embargo, ciertas respuestas de comportamiento cronico, como la inflamacién,
puede aumentar el dafio neuronal, es decir, que los astrocitos son capaces
dependiendo del momento y el contexto, de exacerbar las reacciones
inflamatorias y el dano tisular, o promover la inmunosupresion y la reparacion
tisular (Colombo & Farina et. al., 2016). Este aspecto es relevante en las
enfermedades neurodegenerativas de larga duracion asociadas con el
envejecimiento (Pekny et. al., 2016, Voskuhl et. al., 2009). La astrogliosis
reactiva puede proteger a las neuronas del dafo excitotoxico, el agua y el
desequilibrio i6nico, el dafo por estrés oxidante e infecciones. Pero también
puede tener efectos adversos al aumentar el dafo excitotoxico, como aumentar
la concentracion de ROS, facilitar la produccion de citocinas proinflamatorias e
inflamacion cronica, y aumentar la permeabilidad de la Dbarrera
hematoencefalica. Por lo tanto, la disminucién de funciones particulares en

astrocitos reactivos facilita el dafio neuronal (Verkhratsky et. al, 2017).

Efecto de la senescencia en los astrocitos

El aumento en la expresion de la GFAP ha sido el cambio mas comun
observado en los astrocitos en el envejecimiento y en la senescencia. La GFAP
es un componente proteico estructural fibroso perteneciente al citoesqueleto en

especifico a filamentos intermedios tipo Ill, presente principalmente en
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astrocitos, aunque también se reporta en pericitos y en células precursoras
neurales. La GFAP junto con proteinas como vimentina, nestina y sinemina,
participan en el soporte estructural de la célula pero la GFAP esta involucrada en
la regeneracion, plasticidad sinaptica y gliosis reactiva (Middeldorp et. al.,
2011). Durante el envejecimiento, se ha reportado que la GFAP presenta un
cambio en su expresion de manera distinta en diferentes partes del cerebro.
Esto sugiere que los factores de regulacion a nivel transcripcional o post-
transcripcional de la GFAP sean causas posibles de ciertas enfermedades
neurodegenerativas, dado que esta proteina se ha encontrado expresada
mayoritariamente en astrocitos (OCallaghan et. al., 1991, Nichols et. al., 1993).
Como consecuencia a la elevada expresion de la GFAP en astrocitos es posible
que esté asociada a senescencia. La participacion de esta proteina en el SNC
implica que la senescencia posee la capacidad de reprimir el mejoramiento de
neurogénesis y la proteccion neuronal del cerebro (Salminen et al, 2011).
Ademas se le relaciona con enfermedades como Enfermedad de Alzheirmer
(EA), Enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, Encefalomielitis Alérgica, Esclerosis
Lateral Multiple, Enfermedad de Alexander y dafios ocasionados por accidentes
cerebrovasculares (Ferrer, 2017).

En cuestion estructural o morfologica se pueden observar ciertos cambios en los
astrocitos de cerebros envejecidos, tales como la acumulacion de material de
inclusion unido a la membrana en el citoplasma, también se han reportado

aumento en el tamafio del nucleo e incremento en el nUmero cuerpos nucleares,
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asi como una modificacion en la organizacion nuclear. Similar al GFAP, los
filamentos intermedios presentan una hipertrofia (Salminen et. al., 2011).

Hay evidencias experimentales de que los astrocitos y otras células senescentes
acumuladas en los tejidos de mamiferos que envejecen, presentan el fenotipo
alterado que genera un ambiente proinflamatorio, llamado SASP (fenotipo
secretor asociado a la senescencia), que aparentemente contribuye a varias
enfermedades del envejecimiento, incluida la EA (Salminem et. al., 2011)
(Mufoz & Serrano et. al., 2014) (Kuilman & Peeper et. al., 2009). EI SASP
contribuye al "envejecimiento inflamatorio" (el desarrollo de un estado
proinflamatorio sistémico con el envejecimiento normal), que implica un aumento
de los niveles plasmaticos sanguineos de citocinas inflamatorias como la IL-6
(Franceschi et al, 2000). Se han reportado la participaciéon de diversos factores
de transcripcion involucrados en la regulacion del sistema inmune y en la
produccion de proteinas pro- y anti — inflamatorias, entre ellos se encuentra al

AHR.

Receptor de Hidrocarburos de Arilo
El receptor de hidrocarburos de arilo (AHR), es una proteina que actua
comunmente como factor de transcripcion activado por ligando que es requerido
para inducir la expresion de varios genes de desintoxicacion (Tan et al, 2002).
Este receptor fue reportado por primera vez en 1976 por el laboratorio de Alan
Poland de la Universidad de Rochester bajo el nombre de AH receptor (AHR) y
se tiene registro que desde entonces y hasta 2012 se publicaron cerca de 6000

articulos detallando caracteristicas, funciones y regulacion de esta proteina asi
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como consecuencias de su activacion en los sistemas bioldgicos. (Pohjanvirta,
2012).

El AHR pertenece a una familia de proteinas que actuan como factores de
transcripcion de la denominada bHLH-PAS (hélice-bucle-hélice basica-
Per/ARNT/Single minded), que estan involucradas en el control de diversas
funciones fisiologicas tales como ritmo circadiano, neurogénesis y metabolismo,
entre otras (Barouki et al, 2007). Los miembros de la superfamilia bHLH poseen
dos dominios muy conservados y funcionalmente distintos, cuya longitud es de
aproximadamente 60 aminoacidos (basic y HLH), sin embargo, diferencias en
estas secuencias han generado 6 clases de estas proteinas, cada una con
funciones distintas. (Jones, 2004, Massari et al, 2000). El dominio proteico PAS
es altamente conservado ya que lo podemos encontrar en todos los reinos
incluyendo a las bacterias y a las arqueas (aunque en menor proporcion: Henry
et al, 2011). Este dominio lleva su nombre por las tres proteinas que contiene:
proteina de periodo circadiano (Per), el translocador nuclear del receptor de

hidrocarburos de arilo (ARNT) y proteina single-minded (Sim; Jones, 2004).
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Figura 2. Diagrama de la proteina de AHR. En ella se puede apreciar los dominios y las
funciones que desempefian en la proteina: Estructura hélice-bucle-hélice basica; PAS con
repeticiones degeneradas (A y B); Region rica en glutamina denominada Q. Modificado de
Mimura et. al., 2002 y Larigot et. al., 2018.

El AHR posee diversos dominios, cada uno con importantes funciones (Fig. 2).
El dominio bHLH que se encuentra en el extremo N-terminal. En el extremo
amino terminal se encuentra el dominio basico que une el factor de transcripcion
al DNA en una secuencia consenso de hexanucleétidos conocida como E-box
(diferentes familias de proteinas bHLH reconocen distintas secuencias consenso
de E-box). En el extremo carboxilo terminal se encuentra el dominio HLH que
facilita las interacciones con otras subunidades de proteinas para formar
complejo homo vy heterodimeros (Jones, 2004). El siguiente dominio
corresponde a PAS (que se encuentra en el carboxilo terminal de la region de
bHLH), con una longitud de aproximadamente de 260 a 310 residuos de
aminoacidos, y forma una dimerizacion superficial secundaria para la interaccion
heterodimérica comunmente con ARNT u otras proteinas no PAS, pero también
con proteinas PAS y algunas moléculas pequefas como las dioxinas (Hahn et.

al.,, 1997) (Kewley et. al., 2004). Este mismo dominio posee dos repeticiones
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imperfectas de 51 aminoacidos, separados por una secuencia de 110
aminoacidos, estos son PAS-A y PAS-B. La repeticion del PAS-B es importante
ya que esta region es parte del dominio unién a ligando de AHR. Por ultimo en la
estructura del gen AHR en la region C-terminal, se encuentra un dominio de
transactivacion. Este dominio es complejo ya que se encuentra formado por
segmentos (subdominios) que funcionan de manera independiente y exhiben
niveles de activacion variables, estos son: subdominio acido (500-600 aa),
subdominio rico en glutamina (Q-rich) (600-713 aa) y el subdominio P/S/T (713-
848 aa; Rowlands et. al., 1996). El subdominio Q-rich es critico para potenciar la
transactivacion del AHR, el subdominio acido por si solo no es capaz de activar
genes, por lo que su capacidad transcripcional es muy baja y el subdominio
P/S/T actua como un represor ante la actividad de los demas dominios, por lo
que se considera que esta involucrado en reclutar ciertos co-reguladores

moderando la actividad transcripcional (Kumar et. al., 2001).

Complejo de AHR (AHRC)

El AHR es un factor de transcripcion activado por ligando que actua en conjunto
con ARNT formando un heterodimero para unirse a una secuencia de genes
conocidos como elementos de respuesta a xenobidticos (XRE). A esta via de
sefializacion se le conoce como la via genomica (Larigot et. al., 2018). Sin
embargo, antes de que empiece a transcribir genes, esta proteina se encuentra
secuestrada o no activada en el citoplasma junto con otras proteinas chaperonas
formando el complejo de AHR. Este complejo tetramérico estd compuesto por

una subunidad de union a ligando de 95-105 kDa, un dimero de Hsp90, y la
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inmunofilina similar a la proteina 2 asociada a X (XAP2), aunque también se ha
encontrado que multiples co-chaperonas se asocian con este complejo durante
diversas etapas de la vida del receptor como son: p23, Hsp70, p60. (Petrulis et.
al., 2002). Cada una de estas chaperonas juega un papel en el complejo AHR, la
Hsp90 parece estar involucrada en el plegamiento de AHR cuando recién esta
sintetizado, permite la estabilizacion de la conformacion de unién a ligando al
receptor y la inhibicion de la dimerizacidn constitutiva con ARNT. XAP2 es una
proteina mas dinamica, ya que puede interactuar con el AHR sin necesidad de
hsp90 y viceversa (Petrulis et. al., 2002). No se ha establecido un papel exacto
pero se postula que posiblemente esté involucrado en la regulacién de la tasa de
recambio de AHR, mejorando la localizacion plasmatica del receptor, aunque
también se ha observado que puede intervenir reduciendo la degradacion
proteasomal (Meyer et. al. 1999; Petrulis et. al., 2002; Kazlauskas et. al., 2000).

Las co-chaperonas como p23 se mantienen aun en investigacion, sin embargo,
en ciertos estudios se ha observado que la sobreexpresion de esta proteina
afecta significativamente la sefalizacion del receptor y en conjunto con hsp90
mejora la formacién de otro complejo, el del AHR con el DNA (Cox et. al., 2004;

Kazlauskas et. al., 1999).

Ligandos de AHR

Se han descrito numerosos ligandos de AHR, los cuales se clasifican como
ligandos exogenos (contaminantes y aquellos proveniente de la dieta)
y enddgenos (compuestos provenientes de metabolismo secundario de

moléculas como el triptéfano o de la microbiota). Los primeros son aquellos de
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naturaleza sintética (resultado de actividad antropogénica) o ajenos al cuerpo,
los cuales incluyen a los hidrocarburos aromaticos halogenados (HAH) e
hidrocarburo aromaticos policiclicos (PAH), ademas estos compuestos
curiosamente son los que presentan mayor afinidad (Deniso,2003). Mientras
tanto en nuestro cuerpo debido a nuestro metabolismo generamos ciertas
moléculas como es el FICZ (formil-indol [3,2-b] carbazol), indirrubina, indigo,
metabolitos del acido araquiddnico o quinurenina, los cuales se han descrito

como ligandos de AHR (Larigot et. al., 2018).

Activacion del AHR

Existen diferentes rutas para la activacion de AHR, una de ellas es la via
genomica. Esta via comienza con el AHR secuestrado en el citoplasma celular
por proteinas como Hsp90, XAP2 y otras co-chaperonas (AHRC). Cuando un
ligando logra penetrar la membrana celular mediante difusion pasiva, este se

une al AHR, especificamente en el dominio PAS-B (Fig. 3).
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Figura 3. Diagrama del mecanismo de activacion transcripcional mediado por AHR. Via
canonica. Como forma inactiva el AHR es citosélico en el AHRC, tras la presencia de un ligando
cambia la conformacién del complejo permitiendo la translocacién nuclear. En el nacleo se forma
un nuevo complejo con ARNT permitiendo la transcripcion. Modificado de Ikura et al, 2000.

Después, ocurre una translocacion al nucleo de todo este complejo, ya que la
union del ligando provoca un cambio conformacional en el complejo dejando
expuesta la sefial de localizacion nuclear (NLS), en donde las importinas alfa y
beta se unen para ayudar en la translocacién; mientras tanto el ARNT (que
también posee un NLS), se mueve de manera independiente al nucleo (lkuta et.
al., 2000, Hankinson, 1995). Una vez en el nucleo el AHRC se desacopla y
mediante la sefal de exportacién nuclear (NES) se une con el ARNT para formar
un heterodimero. EI NES es a menudo una secuencia rica en leucinas, en donde

los residuos de esta permiten dirigir proteinas fuera del nucleo, sin embargo ya
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que ARNT posee una secuencia homologa puede unirse a este (lkuta et al,
2000). Posteriormente lo que sucede es la union del heterodimero con DNA y la
activacion de genes, para esto se necesita una secuencia de pasos donde se
incluye la heterodimerizacion de la AHR y ARNT, la formacion de los contactos
apropiados de aminoacidos/nucledtidos en el sitio de reconocimiento de GCGTG
e interacciones entre AHR o ARNT con proteinas que facilitan los cambios en la
cromatina estructural. La mayoria de estos pasos probablemente estan
modulados por cambios en la fosforilacion, estado de oxidacién de la AHR,
ARNT vy proteinas asociadas (Swanson, 2002). Después de la transcripcion de
los genes, el dimero se disocia haciendo accesible de nuevo el NES. Entonces
el CRM1 se une al AHR (especificamente al NES) exportandolo del nucleo al
citoplasma. Aunque no es la unica opcion, se ha observado que en ocasiones el
AHR puede permanecer en el nucleo reprimiendo la transcripcion de algunos
genes, cuando se mantiene aun bloqueada la NES (lkuta et. al., 2000). Una vez
en el citoplasma, el AHR es degradado por el sistema ubiquitina proteasoma
(Larigot et. al., 2018).

Oftras rutas en las cuales el AHR puede activarse sin la necesidad de activar
genes, se denominan vias no gendmicas (Fig. 4). En diferentes estudios se
habia sugerido que la union a ligandos al AHR también activa Src tirosina cinasa
(liberandola de AHRC) y posteriormente se demostré6 como a través de la Src
tirosina cinasa activa la cinasa de adhesion focal (FAK) y promueve la

agrupacion de integrinas (Tomkiewicz et. al., 2013).
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Figura 4. Diagrama de la via activacion alterna de AHR. Vias no candnicas o no genomicas.

Ligandos cémo el TCDD pueden causar dos efectos: el incremento del calcio intracelular, activar
vias como las MAPK o propiedades celulares funcionales (adhesién y migracién). EI AHR es
capaz de interactuar con otros factores de transcripcién regulatorios. Modificado de Larigot et al,
2018.

Todos estos eventos pueden converger para regular procesos patofisioldgicos,

como la inflamacién (Fig. 4). De hecho, el flujo de calcio causa la activacion de
la proteina quinasa C (PKCa) que fosforila un serineridido de una enzima
citosolica, la fosfolipasa A2 (cPLA2) con la produccion posterior de acido
araquidénico. La paralizacion de MAP quinasas por Src conduce a la
transcripcion de la ciclooxigenasa 2 (COX2) que utiliza acido araquidénico para
producir prostaglandinas que pueden causar inflamacion (Larigot et. al., 2018;

Tan et al, 2002).
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Funciones de AHR

Su funcion mas conocida y caracterizada es la generaciéon de elementos de
respuestas a xenobidticos por su via canonica mediante la activacion por ligando
que en su mayoria son exogenos (el mas comun, el TCDD). Estos elementos de
respuesta a xenobidticos o dioxinas en conjunto se le conoce como bateria
genética en donde se pueden encontrar hasta 26 genes, de los cuales podemos
mencionar 7 importantes. Entre ellos estan dos genes de citocromo P450
(CYP1a1 y CYP1a2) y los otros cuatro corresponden a: NAD(P)H quinona
oxidorreductasa (Nqo7), Aldehido deshidrogenasa citosolica 3 (Aldh3aft),
Glucoronosiltransferasa UDP (Ugtla6) con el 4- metilumbeliferona como sustrato,
glutation transferasa (Gsta?) con el 2,4-dinitro-1-clorobenceno como sustrato y
finalmente ubiquitina conjugado de enzima o proteina E2 (Ubcm4). Con la
informacion anterior podemos ver que el AHR parece estar involucrado en la
respuesta al estrés oxidante, control del ciclo celular, migracion, apoptosis y
degradacion (Nebert et. al., 2000; Sutter, 1992; Mejia-Garcia, 2015).

El AHR esta involucrado en diversos procesos fisioldgicos, en las células se ha
determinado que los efectos del TCDD, su principal ligando, pueden alterar el
crecimiento y proliferacion celular. Estos eventos a su vez son regulados por
numerosos péptidos multifuncionales conocidos como factores de crecimiento y
citocinas; ya que también estan involucrados en diversas tareas poseen una red
compleja de sefalizacion, donde el AHR puede intervenir en esta red de una

manera multifacética (Haarmann-Stemmann et. al., 2009).
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De las funciones del AHR que mas podemos destacar, a partir de estudios en
ratones AHR knockout, es que éstos muestran anomalias durante el desarrollo
donde resaltan su papel en crecimiento perinatal, regulacion de presion arterial,
produccion de linfocitos periféricos, mayor susceptibilidad en colitis etc. (Larigot,
et. al., 2018). También se ha destacado la participacion del AHR en la

inflamacion al regular factores como son: IL-6 y TNF-a (Kimura et. al., 2009).

Antecedentes

En el cerebro humano la proteina AHR se expresa con niveles similares a los de
otros tejidos, pero con los niveles de expresion de RNA considerablemente bajos
(Human Protein Atlas). En otros estudios se ha descrito que podemos encontrar
AHR en células de la glia, especificamente astrocitos (Filbrandt, 2004). Se han
detectado diversas funciones de esta proteina en el SNC, de las cuales
podemos destacar: diferenciacion celular, mantenimiento de la barrera
hematoencefalica y neuroproteccién (Filbrandt et. al., 2004; Akahoshi et. al.,
2006; Rzemieniec et al, 2016).

Como se menciond anteriormente, el AHR es capaz de transcribir una gran
cantidad de genes (bateria genética) mediante su via canodnica. Entre estos se
encuentran principalmente los genes de citocromo P450.

Otros trabajos indican a AHR en astrocitos como un blanco para regular la
neuroinflamacién, ya sea a través de mediar la sefializacion de algunas
moléculas como el IFN-1, donde el AHR parece estar regulando las expresiones

de citocinas pro inflamatorias de manera negativa junto con el supresor de la
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sefializacion de citocinas 2 (SOCS2) a través de IFN-1 (Rothhammer, 2016), lo
cual indicaria la participacion de las vias no gendmicas del AHR por su estrecha
relacion con la activacion de la inflamacion.

Por otro lado, la senescencia astrocitos se puede inducir metodolégicamente,
acuerdo con el trabajo de Bitto y col., 2010; para inducir senescencia celular
mediante estrés oxidativo y proteotoxico en astrocitos de ratén, rata y humano,
comprobando el estado senescente en astrocitos a través de pruebas como la
actividad de la B-galactosidasa (SA-Bgal) y analisis de Western-blot o

inmunocitoquimica de proteinas como p16, p53 y p21.

Justificacion

Con base en la problematica actual de las enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con el envejecimiento, es necesario establecer nuevos estudios
enfocados en la investigacion del AHR y sus efectos en la inflamacién crénica y
la senescencia celular asociadas al desarrollo de estas enfermedades, con el fin

de encontrar nuevas dianas moleculares para futuras terapias.

Hipotesis

La senescencia celular inducida por estrés proteotoxico promueve la

translocacion nuclear de AHR cémo evidencia de su activacion.
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Objetivo General

e Determinar la localizacion de AHR en la senescencia celular inducida en

astrocitos por estrés proteotdxico.

Objetivo Particulares

e Estandarizar el cultivo primario de astrocitos corticales de raton.

e Establecer el modelo de senescencia celular en los astrocitos corticales
de ratén.

e Determinar la localizacion celular de AHR en astrocitos senescentes.

Material y Métodos

Cultivo primario de astrocitos corticales de ratén

Para la elaboracién de este trabajo se utilizaron células de astrocitos corticales
de ratones neonatos (Mus musculus) de la cepa C57BL/6 del bioterio del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velazquez Suarez
(INNN). Esta tesis forma parte del protocolo titulado “Neuroinflamacion cronica
durante el envejecimiento como factor de riesgo de enfermedades neuroldgicas:
Participacion del receptor de hidrocarburos de arilo en astrogliosis y
neurodegeneracion” con numero de registro del INNN #156/16, avalado por el
CICUAL del Instituto.

El protocolo y los experimentos realizados en este proyecto fueron realizados de

acuerdo a la NOM-062-Z00-199 correspondiente al cuidado y uso de animales
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de laboratorio. Se usaron las cortezas cerebrales de ratones neonatos, que
fueron colocadas en cajas petri con solucion Hanks estéril a 37°C. Las cortezas
se disociaron mecanicamente y enzimaticamente. El tejido se centrifugd y se
resuspendid en 2 ml de medio DMEM (SIGMA, Dulbeco’s Modified Eagle
Medium D1152-1L) suplementado con suero fetal bovino (Bio-West SBF S1650)
al 10 % y antibiotico y antimicotico al 5 %. Se sembro en frascos de cultivo de 25
cm?® pre-tratados poli-D-lisina (PDL, SIGMA, P0899; 1:50) se mantuvo a 37°C y
5% de CO,. Se utilizaron 2 cerebros por frasco de cultivo de 25 cm®. Se
monitore6 el cultivo hasta presentar una confluencia de 90-100%,
posteriormente las células fueron trasladadas a placas de 24 pozos.

Las condiciones de sembrado en placas de 24 pozos fueron diferentes
dependiendo de las pruebas que se realizaron. Para las pruebas de
inmunofluorescencia se sembraron 30,000 células (usando la camara de
Neubauer) en cubreobjetos tratados previamente con PDL y para las pruebas de
B-galactosidasa también se sembraron 30,000 células en cada pozo pero sin

cubreobjetos tratados previamente con PDL.

Inducciéon de la senescencia por inhibicion de proteasoma
Posterior al sembrado, a las células se les tratdé con el reactivo para inducir
senescencia, Mg132(R) (Sigma Aldrich SM 1135), dos dias después del
sembrado. El Mg132(R) es un inhibidor de proteasoma, pertenece a la clase de
aldehidos peptidicos sintéticos, reduce la degradacion de proteinas marcadas
con ubiquitina por el complejo 26S (Ito et. al., 1975; Hayashi et. al., 1992). Se

preparé partir de una concentracion de 5 yM diluida en DMSO a una
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concentracion de 0.2 y 0.3 uM en medio DMEM. El tratamiento de Mg132 en los

pozos fue por 3 dias sin retirar el tratamiento.

Ensayo de B-galactosidasa y conteo celular

Para confirmar el estado senescente en las células, uno de las pruebas mas
usadas es el ensayo de la B-galactosidasa asociada a senescencia (SA-Bgal).
Este ensayo permite observar el estado de la actividad de la enzima [-
galactosidasa detectable a pH 6.0, ayudando a la identificacién de células
senescentes en cultivos y tejidos de mamiferos. Las células senescentes en este
ensayo son marcadas de un tono azul indicando un incremento en la biogénesis
lisosomal de esta enzima (Debacq et. al., 2009).

Finalizando los dias de tratamiento de senescencia, a las placas sembradas sin
cubreobjetos se les realizaron las pruebas de (B-galactosidasa. Al término de los
tratamientos de senescencia se removio el medio DMEM y se lavo las placas
con PBS 1X al menos 2 veces. Se afiadido a cada pozo aproximadamente 200
MM de solucion de fijacidn 1X 'y se esperd aproximadamente de 10-15 minutos a
temperatura ambiente y enseguida se lavd los pozos nuevamente 2 veces con
PBS 1X. Posteriormente se afadié a cada pozo aproximadamente 300 uM de
solucion de tincion B-galactosidasa. Se incubo la placa a 37°C toda la noche sin
CO,, sellando la placa con parafilm para evitar la evaporacion. Al dia siguiente
se observo las células marcadas de azul y se realizé el conteo con ayuda del
microscopio optico invertido Olympus Modelo CKX41SF, acoplada a una camara
digital (microscope eyepiece camera AmScope MU500) y con el programa:

ToupView (X64, 2015, China) y la cuantificacion en el porcentaje positivo y a su
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vez el conteo para determinar la cantidad de células en los controles y

tratamientos.

Inmunofluorescencia
Después de los tratamientos, a las placas cuyo sembrado se hizo en
cubreobjetos se realizaron las pruebas de inmunofluorescencia para evaluar la
presencia y localizacion de AHR, asi como la expresion de GFAP e IL-6.
Los pozos se lavaron 3 veces con PBS 1X 'y posteriormente se incubaron por 20
min las células a 4°C con paraformaldehido a 4%. Terminado este tiempo, las
células se volvieron a lavar 3 veces nuevamente los pozos con PBS 1X 3 veces
y se permeabilizaron las células con metanol por 10 min a -20°C con la finalidad
de permitir el paso los anticuerpos primario y secundario. Se retird el metanol y
se realizaron 3 lavados con PBS 1x.
Para bloquear proteinas inespecificas se prepar6é una solucidon de bloqueo, con
suero de cabra al 4% (Equitech-Bio Inc. SG30-0100) o BSA al 2% y se incubd en
los cubreobjetos por lo menos 2 horas a temperatura ambiente. Durante este
lapso se preparo el anticuerpo primario de la proteina AHR (M-20 igG policlonal
de cabra, SC-8088, Santa Cruz Biotechnology), GFAP (Policonal de conejo,
Z0334, Dako) e IL-6 1 (mouse monoclonal SC-130326) y una camara humeda
para incubar (Tab. 1)
Finalizadas las 2 horas se retird la solucion de bloqueo e incubd con el
anticuerpo primario en la camara humeda por 12 horas a 4°C. Terminado el
tiempo, se retirdé el anticuerpo primario, y se preparo el anticuerpo secundario

(Alexa Fluor 488, donkey anti-goat IgG con referencia AlI055 de Life
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Technologies y Alexa Fluor 488, goat anti-rabbit igG H&L con referencia A11034
de Life Technologies y Alexa Fluor 488, goat anti-mouse 1gG H&L con referencia
201202 de Life Technologies) (Tab. 1) y lo incubamos en completa oscuridad
por 1 hora. Posteriormente, se realizaron 7 lavados con PBS 1X vy los
cubreobjetos se montaron en el portaobjetos con medio de montaje Vectashield
con DAPI (EMS Shield Mounting Medium con 4,6-diamidino-2-phenylindole
[DAPI] y DABCO numero de catalogo 17989-20). Finalmente se sellan alrededor
con esmalte y se observaron en el microscopio de fluorescencia NIKON KCC-
REM-NCY-E200 DMV modelo Eclipse E200LED MV R del Laboratorio de
Patologia Experimental del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Las
fotos se tomaron con una camara Evolution VF Cooled Color/Media Cybernetics

model F-CLR-12-C y el programa V.

Tabla 1. Concentraciones y tipos de anticuerpo primarios y secundarios usados para cada
proteina

Proteina Concentracion Anticuerpo Concentracion Anticuerpo
de anticuerpo primario de anticuerpo secundario
primario secundario

AHR 1:200 (Diluido en AHR SC80888 1:500 (Diluido en  Anti-goat Alexa
suero de cabra Santa Cruz PBS 1x) Fluor 488
4%)

GFAP 1:200 (Diluidoen GFAP Z 0334 1:200 (Diluido en  Anti-rabbit Alexa
BSA al 2%) Dako PBS 1x) Fluor 488

IL-6 1:200 (Diluidoen IL-6 (1) SC 1:500 (Diluido en  Anti-mouse
BSA al 2%) 130326 PBS 1x) Alexa Fluor 488

Santa Cruz
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Analisis de intensidad de fluorescencia
Al terminar la inmunofluorescencia se llevé a cabo un analisis de cuantificacion
de fluorescencia usando el programa imageJ 1.52k (Jensen, 2013). La imagen
se transforma a un formato 8-bit para medir la intensidad. Se ajusta el umbral en
el control de modo que se seleccione todas las areas tefiidas y se escoge un
fondo oscuro, se analiza la imagen con la opcidén de limitar al umbral, de lo
contrario la imagen completa se analiza y no solo las areas seleccionadas. Se
toma en cuenta el promedio de gris que indica el valor de la intensidad de

fluorescencia. El valor del umbral se mantiene en todas las imagenes.

Efecto de senescencia sobre AHR
Para medir el efecto del AHR se usa un conteo en la localizacion del AHR. Se
usaron dos categorias, nuclear o citoplasmatico. Este conteo se realiz6 en un
campo, de tres campos aleatorios para cada tratamiento de tres experimentos

independientes, por duplicado. La cuantificacion se expreso en porcentaje.

Analisis estadisticos
Se realiz6 la estadistica usando el programa GraphPad Prism (Version 6.0). Se
realizaron pruebas de normalidad para cada experimento. En los resultados de
conteo celular post tratamiento y ensayo de (3-galactosidasa, se utilizé la prueba
no paramétrica para analisis de varianza (Kruskal Wallis) junto con pruebas de
comparaciones multiples (Dunn) (Fig. 6). En los resultados de intensidad de

fluorescencia del GFAP e IL-6 se utilizo la prueba U de Mann Whitney (Fig. 8 y
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Fig. 9). En los resultados de intensidad de fluorescencia del AHR se utilizo la T-

student de dos colas (Fig. 10).

Resultados

Estandarizacion de cultivo celular de astrocitos de ratéon y el
sembrado en placas de cultivo

Para el cultivo de astrocitos corticales, se observd que la cantidad de tejido es
importante para determinar la confluencia > 85% y tiempo necesario de cultivo
(Tab. 2). Respecto al tejido, se requiere las cortezas de 2 cerebros de raton PO.
El tiempo para alcanzar una confluencia de al menos 85 % puede depender de
una buena diseccién. En la Tabla 3 se observa el tiempo necesario para

alcanzar una confluencia de 95-100%.

Tabla 2. Cambios de condiciones en los cultivos dependiente del numero de cerebros usados en
un frasco de cultivo. Con 2 cerebros aumenta la cantidad de detritus celulares en cultivo sin
embargo se obtiene mayor numero de células.

Marca Tiempo en cultivo (dias in vitro) No. cerebros
Sigma® 16 £2 1
D1152-1L

12 +2 2

En el 1 dia in vitro las células se encuentran indiferenciadas y con una gran
cantidad de detritus, en el 4 dia in vitro el cultivo y el 7 dia in vitro observamos la
morfologia clasica estrellada de los astrocitos, ademas de la presencia de
células como la microglia o células gliales precursoras que se identifican por su

intensa luz. En los 12 dias in vitro la morfologia de los astrocitos se pierde para
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dar paso al tapiz que cubre la mayoria de la superficie (confluencia > 85% de
confluencia) del frasco de cultivo.

Para realizar los experimentos es necesario conocer el numero de células
sembradas en una superficie determinada para un control adecuado. Con este
fin, se estimo la cantidad de células necesarias para alcanzar una confluencia de
aproximadamente > 80 %, densidad 6ptima para realizar los estimulos. Debido a
esto, se probaron diferentes cantidades de células sembradas para determinar el
numero conveniente y este depende del tamafo de las células, viabilidad de las
mismas, su taza de proliferacion y su capacidad de adhesion a la superficie de la
placa o de cubreobjetos de vidrio. EI nUmero de células sembradas fue de
30,000 por pozo. De acuerdo con nuestro estudio, el tiempo necesario para
aplicar el estimulo requerido sobre los astrocitos corticales de raton sembrados

es de dos dias (Fig. 5).

1 Dia in vitro (A) 4 Dias in vitro (B) 7 Dias in vitro (C) 12 Dias in vitro (D)

Figura 5. Cambios en la proliferacion en distintos dias in vitro. Se puede notar la disminucion de
detritus celulares y los cambios en la morfologia. A) Los detritus celulares cubren la mayor parte
del frasco y solo se logra observar unas cuantas células (forma esférica e intensa luz). B) Los
astrocitos se identifican por su extension de citoplasma, en cambio la microglia permanece en
una forma esférica. C) Los astrocitos alcanzan la forma de estrella caracteristica. D) Se pierde la
forma de estrella de los astrocitos para dar paso a un tapete que cubre toda la superficie. La
microglia continua en la misma morfologia sin embargo su densidad celular es minima.
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Efecto citotoxico del inhibidor de proteasoma MG132 en astrocitos
corticales de ratén

Se ha reportado que el inhibidor del proteasoma MG-132 induce el proceso de
toxicidad y la induccion del proceso de senescencia celular a través de un
estimulo, exponiendo las células al MG-132 durante 5 dias en una concentracién
de 1 uM (Bitto et. al., 2010); para comprobar este efecto se realiz6 un conteo
celular entre el control y las dos concentraciones de MG-132, en fotografias de
campo claro tomadas en microscopio Optico invertido a un aumento de 10x.
Como se puede observar en la figura 6 en el tratamiento de MG132 (0.2 y 0.3
MM) el numero de células disminuye aproximadamente entre 37 a 50 % respecto
al control siendo significativamente diferente. Esta disminucion la podemos
interpretar como muerte celular ya que se siembra tanto en control como entre

tratamientos la misma cantidad de células.
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Figura 6. Efecto citotoxico del MG-132. Conteo celular post-tratamiento del inhibidor del
proteasoma MG-132. Los cambios en el numero de células se comparan entre los tratamientos y
control se calcularon por la cuantificacion de las células en 36 fotografias de cada tratamiento y
controles. Los resultados mostraron una distribucion no normal por lo tanto, se usé la prueba
estadistica de Kruskal-Wallis N=3 con un valor de p < 0.01, los asteriscos marcan la significancia
estadistica.
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Entre tratamientos (0.2 y 0.3 pM) se observa que no existe diferencia
significativa, esto indicaria que no existe mayor cantidad de muerte celular entre
ambas concentraciones del inhibidor. Las concentraciones evaluadas se

decidieron acorde a reportes anteriores en la literatura (Bitto et. al., 2010).

La inhibicién del proteasoma induce senescencia celular en
astrocitos corticales de ratén.

Para comprobar el estado senescente de las células, uno de los métodos mas
utilizados es el ensayo de la B-galactosidasa donde las células tefiidas de azul
indica un aumento en la actividad de esta enzima en un pH de 6, por el mismo
estado senescente. Como se observa en la figura 7A los cambios morfologicos,
inducidos por el tratamiento con la concentraciéon de 0.3 yM de MG-132 se
describen como un citoplasma mas alargado y disminuido respecto al control. En
el tratamiento de 0.2 yM se encontraron algunas células con esta morfologia sin
embargo la mayoria de ellas parecen continuar con una morfologia clasica de un
astrocito (forma estrellada) misma que hallamos en los controles. En cuanto a
las marcas de tincion azul en el control de la figura 7A solo se encuentran 2
marcas del total de células, en la concentracién de 0.2 uM se encuentran 4
marcas y finalmente en 0.3 yM podemos observar a todas las células tefidas.
Para comprobar esta tendencia en aumento de tincion observemos la grafica de
la figura 7B donde se comparan el porcentaje de células tefiidas. El tratamiento
de 0.3 pM tiene el mas alto porcentaje de células tenidas (95.57%) y con
respecto a la concentracion 0.2 uM (35.5%), siendo significativamente diferente
por 60%. Por ello elegimos que para pruebas posteriores 0.3 uyM es la

concentracion ideal asegurando que la mayoria de células se encuentren
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senescentes, ademas que entre las concentraciones de 0.2 y 0.3 uM no hay
disminucion en el numero de células (Fig. 5).

También podemos observar que en la figura 7 se localiza la presencia de
células senescentes sin ningun tipo de estimulo (controles). Lo que indica una
presencia de senescencia replicativa, por ello en estas pruebas se tuvo que
llevar un control de tiempo estricto. Logrando en el menor numero de dias la
proliferacion celular en los cultivos primarios (Tab. 2). Con el fin de obtener el
menor numero de células senescentes de tipo replicativo. EI numero de células
sembradas es importante debido a que se ha observado que a una alta
confluencia, las pocas células senescentes pueden estimular de forma paracrina
la generacion de un fenotipo senescente en las demas. Con la figura 5
determinamos que el tiempo ideal para la proliferacién celular fueran 12 dias in
vitro, basandonos en el reducido tiempo y el numero ideal de células sembradas

(30,000 células por pozo). Evitando lo menor posible el estimulo paracrino.
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Figura 7. Senescencia celular inducida por estrés proteotdxico. Ensayo de la 3 galactosidasa. A)
Tincion de actividad de B-galactosidasa en las células de astrocitos corticales control y tratadas
con 0.2 uM y 0.3 puM del inhibidor de proteasoma MG-132. Las flechas sefialan las células
tefiidas por la actividad (en la concentracion de 0.3 uM no se colocaron debido a que todas las
células se encuentran tefiidas). Se puede observar un cambio significativo en la morfologia entre
el control y 0.2 yM. B) Ensayo de la prueba de 3-galactosidasa en el tratamiento de MG-132. Los
cambios del porcentaje de células tefiidas se comparan entre tratamientos y control de 36
fotografias. Los resultados mostraron una distribucién no normal por lo tanto, se usé la prueba
estadistica de Kruskal-Wallis con una N=3 y un valor de p<0.01, los asteriscos marcan la
significancia estadistica.

También se ha registrado que durante la senescencia en astrocitos existen
cambios en la expresion de ciertas proteinas, entre ellas la GFAP, en la cual se
conoce el aumento de expresion, a este efecto se le conoce como gliosis
reactiva (Salminen et al, 2011). La gliosis reactiva es un estado “activo” de los
astrocitos en respuesta a un trauma en el SNC (en este caso, la senescencia)
cuya marcador mas caracteristico es la regulacion al alza de filamentos
intermedios, tales como el GFAP (Salminen et al, 2011; Pekny & Nilsson et al,
2005). Como se observa en la figura 8, existe un aumento en la intensidad de

fluorescencia en presencia del inhibidor de proteasoma.
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Figura 8. Gliosis reactiva inducida por estrés proteotdxico. Ensayo de Inmunofluoresencia en
GFAP. A) Fotografias de la inmunofluorescencia de la proteina GFAP a 100x. Se compara los
controles negativos, la marca de la proteina GFAP, la marca DAPI y colocalizaciéon de la marca
GFAP y DAPI. Se comparan control (primera fila) y tratamiento con 0.3 uM (segunda fila). B)
Intensidad de fluorescencia de GFAP. Los cambios del porcentaje de fluorescencia se comparan
entre tratamientos y control respecto al mismo. Los resultados mostraron una distribucién no
normal por lo tanto, se usoé la prueba estadistica U de Mann-Whitney con una N=3 (con 12 fotos
por experimento) y un valor de p<0.01, los asteriscos marcan la significancia estadistica.

Toda célula senescente presenta un fenotipo de secrecion el cual se caracteriza
por el aumento en la produccion de citocinas pro-inflamatorias, tales como la IL-
6. En la figura 9A se observo una baja intensidad de fluorescencia en el control
en comparaciéon al tratamiento. La fluorescencia de la IL-6 fue
considerablemente baja en el control respecto al tratamiento. Por ello se
ajustaron parametros para tener una mejor resolucion de la fotografia sin que

afectaran la intensidad de la fluorescencia del tratamiento.

A
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Figura 9. Los astrocitos senescentes incrementan su produccion de IL-6. Ensayo de
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inmunofluoresencia de la IL-6 A) Fotografias de la inmunofluorescencia de IL-6 en 100x. Se
compara los controles negativos, la marca de la citocina IL-6, la marca DAPI y el sobrelape de la
marca IL-6 y DAPI. Se comparan control (primera fila) y tratamiento con 0.3 uM (segunda fila). B)
Intensidad de fluorescencia de IL-6. Los cambios del porcentaje de fluorescencia se comparan
entre tratamientos y control respecto al mismo (niumero de fotos por experimento). Los
resultados mostraron una distribucién no normal por lo tanto, se usé la prueba estadistica U de
Mann-Whitney con una N=3 y un valor de p<0.01, los asteriscos marcan la significancia

estadistica.

Se midio la intensidad de la fluorescencia (figura 9B) y considerando al control
en porcentaje aproximado del 100%, en los tratamientos se observd una
diferencia de 100% mayor al control, siendo estadisticamente significativa la

diferencia entre ambos de acuerdo con la prueba U de Mann Whitney con un
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valor de p < 0.0001. Cémo resultado de la cuantificacion de fluorescencia,
confirmando que el estado senescente en el que se encuentra la célula presenta

el fenotipo de secrecion.

Localizacién celular y aumento en los niveles de expresion del
AHR en la senescencia inducida por estrés proteotéxico.

En la via candnica del AHR, esta proteina puede cambiar de una localizacién
citosdlica a una localizacion nuclear para activar genes. Para verificar este
cambio en el estado senescente se realizé una inmunofluorescencia para
conocer su localizacion. Como podemos observar en la figura 10A las células
senescentes con el tratamiento con 0.3 pM presentan una localizacidon de tipo
citoplasmatico, se puede confirmar esta localizacion nuclear al observar el sitio
donde se concentra la intensidad de fluorescencia en conjunto con la

colocalizacion del DAPI marcando los nucleos de las células.
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Figura 10. La inhibicién del proteasoma induce una localizacion citosélica y un aumento en la
expresion de AHR. A) Inmunofluorescencia de AHR en 10x y 40x. Se compara entre controles y
tratamientos la marca de la proteina AHR, la marca de DAPI y la colocalizacion de ambas. B)
Intensidad de fluorescencia de AHR. Los cambios de porcentaje de fluorescencia se comparan
entre tratamiento y control respecto al mismo. Los resultados mostraron una distribucién normal,
por lo tanto se usé la prueba estadistica T-student no pareada con una N=3 y un valor de
P<0.01. C) Numero de células con localizacion nuclear de AHR. Los cambios de porcentaje de
localizacion nuclear se comparan entre tratamiento y control respecto al niumero total de células.
Los resultados mostraron una distribucién normal, por lo tanto se usé la prueba estadistica T-
student no pareada con una N=3 y un valor de P<0.01.

Para confirmar el cambio entre la localizacion tipo nuclear y citosdlico en las
células tratadas y control en la grafica de la figura 10C podemos observar la
disminucién en el porcentaje de localizacion nuclear. En la columna del
tratamiento se observo una disminucion en el porcentaje, la mayoria de los datos
se concentro entre 60-50 % y algunos mas bajos de 25%. De acuerdo con el
analisis estadistico este cambio logra ser significativo, por lo que encontramos
qgue en los astrocitos el movimiento de la proteina AHR parte de una localizaciéon
nuclear predominante a una localizacion citosdlica total en respuesta al
tratamiento. Otro dato que sobresale es el analisis de fluorescencia, donde se
observa un aumento en la intensidad. De acuerdo con la figura 10B podemos

observar que en el tratamiento existe un aumento en la intensidad del 100%.
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Discusion

Inhibidor de proteasoma como generador de senescencia celulary
SASP

Durante la vida celular, la transcripcion de genes da lugar a la traduccion para
sintetizar proteinas y éstas posteriormente realizaran diversas funciones. Sin
embargo las proteinas tienen un tiempo de vida media util para luego ser
degradadas y con la activacion de otros genes se generan proteinas suplentes.
El estrés proteotdxico rompe con este ciclo. Como mencionamos anteriormente
este tipo de estrés se define como la acumulacién de proteinas dafiadas
indicando un problema en la degradacion de proteinas lo que conlleva a pérdida
de funciones celulares importantes (Campisi et. al, 2001) lo que pueden conducir
a muerte celular, pero cuando las células no mueren por el estrés proteotoxico,
éste genera senescencia en diferentes linajes celulares.

Este trabajo se enfoco en el estudio de la induccion de la senescencia a través
del estrés proteotoxico y en los cambios celulares que induce la acumulacion de
proteinas sobre el receptor de hidrocarburos de arilo de astrocitos de ratén.
Previamente nuestro equipo de trabajo se habia determinado que las
concentraciones ideales para trabajar con el inhibidor de proteasoma es de
0.1uM, 0.2uM y 0.3uM en astrocitos de ratay se observd que mayores
concentraciones presentaban muerte celular de 100%. También esta reportado
que otros inhibidores de proteasoma como lactasistina y epoxomicina generan

senescencia celular Bitto et. al., (2010), lo demostraron mediante pruebas de -
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galactosidasa y el aumento en los niveles de expresion de las proteinas p21 y
p53 asociados a la senescencia.

Al probar las concentraciones del inhibidor de proteasoma, se determin6 que al
0.1 uM no hay ningun efecto. Sin embargo en 0.2 yM y 0.3 uM el porcentaje de
células disminuye respecto a su control, pero no entre ellas. Este efecto de
muerte celular no es mencionado en el trabajo de Bitto y cols, en 2010. En las
pruebas de [(3-galactosidasa, entre 0.2 yM y 0.3 uyM se observo una diferencia
significativa en el porcentaje de células tefidas, donde 0.3 uM tuvo el porcentaje
mas alto (96%). Con base en estos resultados, se uso la concentracion de 0.3
MM para las pruebas posteriores. Se recomienda tener siempre precaucion con
las concentraciones, el numero de células que se deben sembrar y el tiempo
para la realizacion del experimento.

La senescencia es un fenbmeno complejo que se caracteriza por presentar
varios cambios fisiolégicos que nos ayudan a determinarla, entre ellos se
encuentra el cambio en la actividad de la enzima B-galactosidasa, la cual tiene
una actividad normal en pH 4, sin embargo en la senescencia aumenta, siendo
detectable en un pH 6 (Dimri et. al., 1995). Otros cambios se presentan cuando
la senescencia tiene un papel mas activo, derivando en el fenotipo de secrecién
de senescencia o0 SASP. En el SASP aumentan los niveles de expresion de
citocinas como IL-6 o IL-8 (Rodier. F, 2013). En los astrocitos un cambio
caracteristico durante la senescencia es el aumento de la proteina GFAP que en
varios trabajos se ha confirmado esta relacion y su implicacion en enfermedades

neurodegenerativas (O’Callaghan et. al., 1991, Nichols et. al.,1993). Sin
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embargo no todos estos cambios fisioloégicos son una regla, como demuestra
Purcell y cols, (2014), al evaluar los perfiles de expresion génica en diferentes
tipos de induccion a senescencia, concluyen que citocinas como IL-6 no
presentaban cambios en su expresion durante la senescencia. Aunque se debe
aclarar que dicho estudio no presentdé una induccion a senescencia mediante
estrés proteotoxico. Recomendamos usar otro marcador pro inflamatorio

relacionado con la senescencia, como miR-146 (Olivieri et. al., 2013).

AHR citoplasmatico en astrocitos durante el estimulo proteotéxico

Relacién de la via candnica de AHR y el proteasoma

La via canonica del AHR indica que éste al tener contacto con lo ligandos,
cambia su conformacién y abandona su complejo en el citoplasma para
trasladarse al nucleo y empezar la transcripcion de su bateria génica. De
acuerdo con el trabajo de Mejia et al., (2015) se menciona que al activarse AHR
se induce la expresion del gen Ubcm4, el cual traduce a una enzima
conjugadora de ubiquitina que trabaja en conjunto con enzimas ubiquitin ligasas
para promover la ubiquitinacion y degradacién de proteinas por el proteasoma
26S. A su vez, terminado su ciclo de transcripcion de genes el AHR también es
degradado, de acuerdo con el estudio de Ma et al., 2000. Ademas, en ese
mismo estudio se demostré en la linea celular de raton hepalcic7 que la
inhibicion del proteasoma (usando MG132 en un estimulo de 5 horas o0 menos)
aumenta la produccion de citocromo P450 indicando que el mismo proteasoma
regula de forma positiva la transcripcién de los genes en AHR, lo que conlleva a

que el AHR sufra una translocacion nuclear, en contraste con los resultados
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presentados en este estudio. Mientras que en esta tesis se analizé el
comportamiento de AHR, en células senescentes por inhibicion de proteasoma
sin estimulo de TCDD, en el reporte de Ma et al., (2000), estimularon a las
células con TCDD para activar al AHR, lo que explicaria las diferencias de
localizacion del AHR.

Sin embargo es necesario evaluar la respuesta de AHR con TCDD en células
senescentes para determinar si el AHR es capaz de funcionar candnicamente,

esto es, que el AHR funcione como factor de transcripcion y migre el nucleo.

Efecto de la densidad celular y su relacion de AhR en astrocitos

La permanencia citosolica del AHR depende de diferentes factores, entre ellos
se encuentra la densidad celular. En el estudio realizado por |kuta y Cho en
(2004) se determind que en lineas celulares de queratinocitos (HaCaT) vy
fibroblastos (10T ’2) presentan la activacion y translocacion de AHR al nucleo
independientemente de la presencia de un ligando, ocasionado por densidades
dispersas. Contrario al estudio elaborado por Benitez (2019), la localizacion de
AHR en una densidad alta de entre 95-100% es nuclear. En el estudio de lkuta y
Cho (2004) se demostré que la localizacion es modulada por la actividad de
exportacion nuclear, debido a una fosforilacion de la sefial de exportacion
nuclear (NES) mediada por MAPK p38, asi como su desfosforilacion mediada
por el contacto célula-célula. Con base a estos datos se trabajé con una
confluencia entre 85-90% para evitar sesgos en la localizacion del AHR con

tratamiento de inhibidor de proteasoma.
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Relacién del AHR v la senescencia celular inducida por estrés proteotdxico

De acuerdo con los estudios del grupo Santiago y col (2001, 2002), la induccion
de inhibidor de proteasoma mostraba una translocacion nuclear del AHR asi
como su activacion demostrada a través de la expresion de CYP1A1. De
acuerdo con el grupo de estudio de Santiago y cols. (2003) el tratamiento de
inhibidor de proteasoma ocasioné un aumento en la fosforilacién de Sp1, una
proteina con diferentes puntos de union al DNA y actividad transcripcional,
ocasionando la unién al promotor del ARNT y generando una sobreexpresion, el
cual forma un heterodimero con el AHR para la transcripcion de genes, a su vez
esto se pudo interrumpir usando un inhibidor de proteina cinasa C, la cual
también es aumentada debido al tratamiento por MG132, esto sugiere que el
control celular a través de la proteina cinasa C puede regular la actividad
transcripcional de AHR en ausencia de xenobidticos. Este punto de partida
ayuda a hipotetizar que el AHR puede ser traslocado al nucleo o no
independientemente de un ligado como reporto lkuta y Cho (2004) anteriormente
con la densidad celular. Esto también se refleja en este trabajo debido a que no
se proporciond al AHR ningun tipo de ligando exdégeno o endoégeno extra. Sin
embargo, las diferencias entre nuestros resultados y los de Santiago y cols.
(2003) son que en los cultivos primarios de fibroblastos de embriones de raton
(cepa C57BL/6) el tratamiento con 8 pM MG132 por 6 horas induce
translocacion nuclear del AHR y nuestros resultados con astrocitos de ratén de
la misma cepa con 3 yM MG132 presenta localizacion citoplasmatica y las

muestras control muestran localizacién nuclear, cabe recalcar que el propdsito
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de la inhibicibn del proteasoma en nuestro trabajo es generar senescencia
celular por estrés proteotoxico por lo tanto las concentraciones, tiempos de
tratamiento y tipo celular varian, del trabajo realizado por Santiago y cols. en
2003 para generar el estado celular deseado (la senescencia).

De acuerdo en el trabajo de Davarinos y cols., en 1999 el inhibir el proteasoma y
activarlo con TCDD (agonista exogeno de AHR) provoca que el AHR
permanezca nuclear al AHR pero inhibir el proteasoma sin activarlo (Ej. TCDD),
la localizacion del AHR es citoplasmatico, contrario a lo expuesto con Santiago y
col en 2003. Aunque Davarinos no menciona una via o causa de la localizacion
citoplasmatica, otros estudios podrian demostrar la via a través de dos
proteinas, XAP-2 (forma parte del AHRC) la cual evita que el AHR se extrapole
al nucleo, sin embargo, no se ha establecido un papel exacto, pero se postula
que posiblemente esté involucrado en la regulacidon de la tasa de recambio de
AHR, mejorando la localizacidon plasmatica del receptor, aunque también se ha
observado que puede intervenir reduciendo la degradacion proteasomal (Meyer
et. al. 1999; Petrulis et. al., 2002; Kazlauskas et. al., 2000). Otra proteina es la
CMR1 que permite al AHR salir del nucleo para ser degradado por el
proteasoma, es posible que el AHR al ser activado, como consecuencia se lleve
a la localizacion nuclear sin embargo la alta concentracion de CRM1
(ocasionado por la inhibicion del proteasoma) genere el desplazamiento del
nucleo al citoplasma nuevamente. Ambas proteinas pueden interactuar

independientemente de la otra, sin embargo XAP-2 a diferencia de CRM1
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depende de la presencia de ligando para mantener a AHR en el nucleo (Berg &
Pongratz, 2002)

De acuerdo con una revision de Ray & Swanson (ver revision de 2008)
determinaron que usando TCDD (uno de los ligandos con mayor afinidad de
AHR) hubo un aumento en la B-galactosidasa en queratinocitos por lo que se
concluyé que el TCDD al activar a AHR genera la senescencia celular sin
embargo no se determiné6 que via de activacion fue usado. Los datos
presentados en el trabajo de Ray & Swanson cols. en 2008, nos sugieren a
determinar que el AHR esta involucrado en la senescencia al activar el receptor
por medio de ligando, en cambio, el trabajo de Davarinos cols. en 1999, nos
explica que el AHR en presencia del inhibidor se concentra de manera
citoplasmatica. Esto nos hace pensar que el AHR estd involucrado en la
senescencia, pero no por la via gendmica (transcripcion de su bateria genética)
si no por las vias no gendmicas donde el receptor se involucra en otras rutas de
sefalizacion como la activacion de MAPK, FAK, PKCa e INF1.

Larigot y cols. en 2018 mencionan que el AHR al ser activado por ligando puede
tener diferentes vias de sefalizacién sin tener que traslocarse al nucleo. En este
trabajo se buscaron vias que estén relacionadas con la senescencia y el SASP
por lo tanto se buscaron vias que involucren la produccién de factores
inflamatorios ya que el fenotipo de secrecion de senescencia tiene la
caracteristica de generar ambientes proinflamatorios.

De acuerdo con el trabajo de Weiss y cols. en 2005, el AHR parece activar un

oncogén a través de la proteina p38 MAPK, aun no se tiene claro de qué forma

58



AHR activa p38 MAPK ya que AHR no activa ninguna de las cinasas que
fosforilan p38 MAPK asi como tampoco disminuye la tasa de desfosforilacién de
la misma proteina. Esto los permite teorizar que la comunicacién entre AHR vy
p38 MAPK es a manera de “cross-talk” donde uno o mas componentes de una
via de transduccion de sefales afectan a otra. Esta relacion entre ambas
proteinas es muy importante ya que p38 MAPK ademas de estar relacionada
con inflamacion, apoptosis, proliferacion y diferenciacion celular, el trabajo de
Mombach y col (2015), determiné mediante una red booleana que p38 MAPK

induce la senescencia en astrocitos (Fig. 10).

ATM — ATR
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|
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M2 ‘ SASP
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- S| . _d X
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Figura 10. Topologia de la red booleana. Los nodos rectangulares y elipticos representan nodos
booleanos y de valores multiples, respectivamente. Los nodos de entrada en color oscuro en la
parte superior de la red denotan rupturas de DNA de cadena simple (SSB) y doble (DSB),
respectivamente. Los nodos de salida en color blanco representan las posibles decisiones de
destino de la célula y los nodos internos son los reguladores de las salidas. Tomado de
Mombach et al., 2015.
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En la figura 10, la red booleana de Mombach infiere un dafio en las cadenas de
DNA (estrés genotoxico) que genera una cascada de sefalizacion. Las redes
booleanas funcionan con variables discretas donde su valor esta determinado
por los estados de las demas variables vecinas. En estas redes las conexiones
son azarosas pero las salidas (el resultado final) estan determinadas por
funciones légicas.

En la red booleana observamos que p38 MAPK esta regulado fuertemente por la
proteina ATM (ataxia telangiectasia mutada) y ATR (proteina relacionada con
ataxia-telangiectasia y Rad3) por estrés celular inducido (no s6lo genotdxico
también se ha comprobado con oxidante) lo que en resultados experimentales
se ha observado que p38 MAPK va estar involucrado en la secrecion de IL-6 en
astrocitos (factor principal para SASP) (Salminen et. al 2011). En conjunto
podemos hipotetizar que el AHR esté involucrado en la respuesta senescente
ante el estrés proteotdéxico a través de p38 MAPK mediante “cross-talk” en
alguna senal de transduccion y esta a su vez desencadenar en el fenotipo de

secrecion asociado a senescencia.

Conclusiones

« En este trabajo se estandarizo el cultivo primario de astrocitos corticales

de raton neonato (P0O) de la cepa C57BL/6.

« Se establecio el modelo de senescencia celular, asi como la induccion del

SASP en astrocitos corticales de raton mediante el estrés proteotoxico del
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inhibidor de proteasoma MG-132 con una concentracion de 0.3 uM
durante 3 dias y demostrado con pruebas de [-galactosidasa e

inmunofluorescencias de GFAP e IL-6.

+ Los datos de este trabajo muestran que en los astrocitos corticales de
ratas senescentes por estrés proteotdxico, la localizacion celular de AHR

es citosdlica.

« Hay una posible participacion de AHR en la via no gendmica debido a su
minima localizacion nuclear lo que explicaria el aumento de IL-6 y por ello
el fenotipo de secrecion senescente generando un ambiente

proinflamatorio.
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