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ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico o en inglés DNA

ARN: acido ribonucleico o en inglés RNA

ARNm: ARN mensajero

BCL-xL: célula-B/linfoma xL

C/EBP: proteina de union al potenciador CCAAT, por sus siglas en inglés, CCAAT/enhancer-
binding protein

CD: marcadores de superficie por sus siglas en ingés cluster of differenciation

Cdks: kinasas dependientes de ciclinas, por sus siglas en inglés, cyclin-dependent kinases
cDNA: ADN complementario

CHUAC: Complejo Hospitalario de la Universidad de A Corufia

CO;: dioxido de carbono

DDIS: induccién al dafios en el ADN asociados a senescencia, por sus siglas en inglés DNA
damage induced senescence

DMEN: por sus siglas en inglés, dulbecco’s modified eagle’s medium

DMSO: dimetil sulféxido

EV: vesiculas extracelulares, por sus siglas en inglés, extracellular vesicles)

F: sentido, por sus siglas en inglés forward
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HPRT: gen de mantenimiento, hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa, por sus siglas en
inglés, hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase

iCAM-1: moléculas de adhesion por sus siglas en inglés, intracelular adhesion molecule 1
ikBo, por sus siglas en ingles, inhibitor of nuclear factor kappa B

IKK: kinasa que fosforilan al complejo ikBa.

IL: las interleuquinas

ISCT: sociedad internacional de células y terapia génica, por sus siglas en inglés International
society cell and Gen Therapy

JSH-23: 4-metil-N1-(3-fenil-propil)-benceno-1,2-diamina

m/v: masa por volumen



MG-132: Cbz-leu-leu-leucinal

mg: miligramos
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MSCs: células madre mesenquimales, por sus siglas en inglés mesenquimals stem cells
mTOR: diana de rapamicina en células de mamifero

NF-x: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NLS: secuencia de localizacién nuclear, por sus siglas en inglés nuclear localization sequence
nm: nanémetros

oC: grados centigrados

p21: inhibidor de Cdk-1a

p65: factor de transcripcion p65 o RelA

PA: pro-inflamacidn

PI3K: fosfoinositol-3-kinasa
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RHD: dominio de homologia Rel, por sus siglas en inglés, Rel homology domain
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RPMi: por sus siglas en inglés, roswell park memorial institute medium

SASP: fenotipo de senescencia asociado al secretoma, por sus siglas en inglés, the senescence-
associated secretory phenotype

SD: error estandar de la media, por sus siglas en inglés standard desviation

SSC: por sus siglas en inglés side angle scatering

TAD: dominio transcripcional de transactivacidon o TAD (por sus siglas en inglés, transcription
transactivation domains)

TIS: senescencia inducida para terapia, por sus siglas en inglés therapy-induced senescence
TLR4: receptores tipo Toll 4

TNF-a.: factor de necrosis tumoral o, por sus siglas en inglés, tumor necrotic factor o
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RESUMEN

El factor de transcripcion NF-kB es una familia de proteinas relacionada con multitud de
eventos celulares, entre los que destacan la inflamacién, el cancer y la senescencia celular,
por lo que la descripcién de los mecanismos de activacion y silenciamiento de esta ruta es
esencial para el conocimiento acerca de estos procesos. El principal componente de NF-k[3 es
p65, el cual, es un activador de SASP. Este SASP esta estrechamente relacionado con los
procesos de la senescencia celular e inflamacion, por lo que en este trabajo nos planteamos,
mediante un desarrollo experimental basado en estudios moleculares, entender el papel de
p65 en dichos procesos mediante su induccidon en MSCs y la inhibicion del la misma. Ademas,
mediante la inhibicién de p65 (usando MG-132, curcumina y JSH-23), no solo hemos podido
validar su relacidn con la senescencia y la inflamacidn, si no, que la accién de estos inhibidores
pone de relevancia su uso como senomorficos, con el fin de influir en futuras terapias celulares

asociadas a paliar los efectos de la senescencia celular e inflamacién.

Palabras claves: p65, NF-k[3, senescencia, inflamacidn, senomérficos y SASP.

RESUMO

O factor de transcripcion NF-kf3 € unha familia de proteinas relacionadas cunha multitude de
eventos celulares, entre os que destaca a inflamacién, o cancro e a senescencia celular, polo
que a descripcidon dos mecanismos de activacion e silenciamento desta ruta é esencial para o
cofiecemento de ditos procesos. O compoiient principal de NF-k3 é p65, o cal, é un activador
de SASP. Iste SASP estd estreitamente relacionado cos procesos de senescencia celular e
inflamacuon, polo qué niste traballo planteamonos, mediante un desenvolvemento
experimental basado en estudos moleculares, entender o papel de p65 en ditos procesos
mediante a inhibicion de p65 (MG-132, curcumina e JSH-23), non sé puidemos validar a sua
relecion coa senescencia e a inflamacién, se non, que a accién destes inhibidores pon de
relieve o seu uso como senomérficos, cd fin de influir en furturas terapias celulares asociadas

a paliar os efectos da senescencia celular e a inflamacion.

Palabras chave: p65, NF-kf, senescencia, inflamacidn, senomorficos y SASP.



ABSTRACT

The transcription factor NF-B is a family of proteins related to a multitude of cellular events,
including inflammation, cancer and cellular senescence, so the description of the mechanisms
of activation and silencing of this pathway is essential for the understanding of these
processes. The main component of NF-B is p65, which is an activator of SASP. This SASP is
closely related to the processes of cellular senescence and inflammation, so in this work we
aimed to know the role of p65 in these processes by means of an experimental development
based on molecular studies and its induction in MSCs and its inhibition. Furthermore, by
inhibiting p65 (MG-132, curcumin and JSH-23), we have not only been able to validate its
relationship with senescence and inflammation, but the action of these inhibitors highlights
its use as a senomorphic, in order to influence future cell therapies associated with alleviating

the effects of cellular senescence and inflammation.

Wordkeys: p65, NF-kf3, senescence, inflamaction, senomorfics y SASP.



1. INTRODUCCION

1.1. Células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales (MSCs, por sus siglas en inglés mesenquimals stem
cells) son un tipo de células madre adultas que tiene una alta capacidad de proliferacién
(autorenovacion o en inglés self-renewal), asi como la capacidad de diferenciarse a células del
linaje mesodérmico (osteocitos, condrocitos y adipocitos), una de las tres capas germinales
(ectodermo, mesodermo y endodermo) (J. Kim et al., 2008; Weinberger et al., 2016). Los
diferentes estadios celulares se inducen por la coordinacién transcripcional y diferentes
interacciones proteina-proteina de la célula (J. A. Fafidn-Labora et al., 2019). En el caso de las
MSCs se encuentran NANOG y SOX2 (Fagnocchi et al., 2016). A su vez todas las células,
presentan marcadores de superficie (o CD por sus siglas en ingés cluster of differenciation) en
concreto, las MSCs presentan los siguientes marcadores de superficie caracteristicos: CD105,
CD73, CD29 y CD90; y la ausencia de marcadores de precursores hematopoyéticos: CD45,
CD34,CD14, CD11byCD110.

Aunque en un primer momento las MSCs se obtuvieron a partir de la médula 6sea,
actualmente este tipo celular puede aislarse de diversos tejidos estromales como el cordon
umbilical, la placenta, pancreas, tejido muscular o adiposo (J. A. Fafian-Labora et al., 2019).

Para determinar que las células obtenidas son realmente MSCs la sociedad internacional
de células y terapia génica o ISCT por sus siglas en inglés International society cell & Gen

Therapy (https://www.isctglobal.org/home) ha reunido los diferentes métodos de

aislamiento y caracterizacion de dichas células (Dominici et al., 2006). En concreto, la ISCT
sugiere que para identificar las MSCs se tenga las siguientes caracteristicas (Dominici et al.,
2006):
1.La plasticidad y la adherencia de las propias células y la morfologia fibroblastica.
2.la capacidad de diferenciarse en condrocitos, osteoblastos y adipocitos bajo diferentes
condiciones in vitro.
3.La expresion de los marcadores de superficie mencionados y la ausencia de marcadores
de otros tipos celulares.
El potencial terapéutico de las mismas, asi como el modelado de enfermedad y
validacién de tratamientos de las células madre es uno de sus principales atractivos. Sin

embargo, para este fin, es necesario descifrar los mecanismos moleculares que competen los



diferentes estadios celulares y el comportamiento de estas células a nivel in vivo e in vitro. Asi
mismo, a pesar del amplio conocimiento sobre los mecanismos moleculares que regulan las
propiedades de las MSCs, lo cierto es, que aun existen muchos mecanismos desconocidos para

su manipulacion para poder ser usadas como terapia.

1.2. Senescencia celular

La senescencia celular en MSCs es aquel estadio de la célula que se corresponde a un
bajo poder de division y diferenciacién ademads con alta actividad metabdlica asociado con la
actividad de la R-galactosidasa lisosomica (J. A. Fafidn-Labora et al., 2019). En concreto, la
acumulacién de células senescentes estd implicado con el proceso biolégico de
envejecimiento y por ello enfermedades relacionadas a la edad como cardiovasculares,
artrosis entre otras... (Gorgoulis et al., 2019; B. Wang et al., 2020). Ademas, estas células
presentan cambios caracteristicos relacionados con la mitocondria como el poder oxidativo,
el mantenimiento y dinamismo del propio organulo (J. A. Fafian-Labora et al., 2019; J. A.
Fafidn-Labora & O’Loghlen, 2020; Lopez-Otin et al., 2013). Para el estudio de la senescencia
celular, se han propuesto varios modelos que la promueven. Como se menciono
anteriormente, estas células presentan un metabolismo caracteristico, el cual puede provocar
dafios a nivel de ADN, por lo que uno de los métodos para el estudio de la senescencia en
modelos in vitro es el uso de sustancias como el etopdsido que inducen danos en el ADN
asociados a senescencia (o DDIS por sus siglas en inglés DNA damage induced senescence)
(Mato-Basalo, et al. 2021) (Figura 4B). Por otro lado, otra de las maneras mas usadas para
establecer la senescencia celular in vitro es mediante el uso de sustancias como palbociclib
(Figura 4A). El palbociclib es un potente inhibidor de las Cdks (kinasas dependientes de
ciclinas, por sus siglas en inglés, cyclin-dependent kinases) del ciclo celular, en concreto, de
Cdk-1 y Cdk-6 (Valenzuela et al., 2019). La inhibicién de estas Cdk4/6 provoca el arresto
proliferativo y en ultima instancia la entrada en senescencia mediante senescencia inducida
por terapia o TIS por sus siglas en inglés therapy-induced senescence) (Figura 4A) (Mato-Basalo
et al., 2021; Valenzuela et al., 2019). Las células senescentes no solo presentan una alteraciéon
del propio metabolismo celular, si no, que presentan una alta actividad de este, asi como
niveles elevados de transcripcidn y de traduccion (J. A. Fafidn-Labora & O’Loghlen, 2021). Otra
de las caracteristicas de estas células es que presentan un secretoma particular denominado

fenotipo de senescencia asociado al secretoma (SASP por sus siglas en inglés, the senescence-



associated secretory phenotype) (J. A. Fafian-Labora & O’Loghlen, 2021). EI SASP hace capaces
a las células senescentes de crear un microambiente identitativo y capaz de comunicarse con
el resto de células de su entorno a través de los distintos actores que lo componen, como son
factores solubles (citoquinas o interleuquinas, entre otros), metaloproteasas y las vesiculas
extracelulares (o EV por sus siglas en inglés, extracellular vesicles) y lipidos mediadores (J. A.
Fafidn-Labora & O’Loghlen, 2021). Por ejemplo, se ha descrito que las EV procedentes de SASP
(o evSASP, por sus siglas en inglés, extracellular vesicles to the senescence-associated
secretory phenotype) tienen tanto efectos perjudiciales como beneficiosos para el entorno del
gue forman parte. Por un lado, las evSASP inducen senescencia en los fibroblastos humanos
(Borghesan et al., 2019), o favoreciendo la progresidon tumoral (Takasugi et al., 2017); por el
contrario, pueden promover la reparacion tisular a través de la transmisidon de la senescencia
y la disfuncién del mismo tejido asociada al envejecimiento (J. A. Fafian-Labora & O’Loghlen,
2020). Otro importante componente de las células senescentes es la produccidon de
componentes relacionados con el sistema inmune como las citoquinas y las interleuquinas. En
concreto, parte de este fenotipo secretor esta compuesta por las interleuquinas 6 y 8 (IL-6 e
IL-8, respectivamente), asi como la citoquina TNF-a (J. Fafidn-Labora et al., 2020; Mato-Basalo

etal., 2021).

Con todo lo mencionado anteriormente, los mecanismos moleculares que estan
implicados en SASP es un atractivo campo para descubrir nuevos mecanismos y el desarrollo

de nuevas terapias basadas en SASP.

1.3. Inflamacion

La inflamacion es un evento celular que se produce cuando hay una agresion a la
integridad del individuo o de las células del propio individuo (Bernardo & Fibbe, 2013). La
inflamacidén se caracteriza por la presencia en el ambiente factores solubles y celulares
(citoquinas, quimiocinas, metaloproteasas, lipidos mediadores, vesiculas extracelulares) en
respuesta a un evento traumatico, infeccioso, después de una ischemia, téxicidad o a una
enfermedad autoinmune (Bernardo & Fibbe, 2013) como la aterosclerosis, la demencia y el
cancer.

Los factores liberados por las células que entran en inflamacion (o un estado pro-inflamatorio)

son capaces de interactuar con los receptores de superficie de distintos tipos celular. Uno de
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estos factores de secrecion es la citoquina TNF-a (factor de necrosis tumoral o, por sus siglas
en inglés, tumor necrotic factor ) que interactua con los receptores de superficie de las MSCs
y activa la ruta de NF-xf mediante la activacidn IKK (Figura 2) a través del receptores tipo Toll
4 (TLR4) (Prockop & Youn Oh, 2012; Waterman et al., 2010).

Estos mecanismos de activacion de la inflamacidn se encuentran activados en diversas
enfermedades. Un factor atenuante en la inflamacion y del cual no se comprende todavia del
todo es su relacion con el envejecimiento, cuyo estudio se denomina, en inglés, inflamm-aging
(Matacchione et al., 2021). En el caso del envejecimiento nos encontramos con una
acumulacién de distintas sustancias y células que provocan la activacién de una respuesta
nociva y en definitiva la aparicion de distintas enfermedades (J. A. Fafian-Labora & O’Loghlen,
2020). Esta acumulacion de sustancias se cree que estan relacionados con los componentes
inflamatorios ya que el incremento de dafios en diferentes organulos celulares como las
mitocondrias provocan dafios oxidativos (J. A. Fafian-Labora & O’Loghlen, 2021; Ghasemi et
al., 2019; Marinos et al., 1995). Estos dafios y el déficit de la renovacion proteosomal pone de
manifiesto como los procesos de envejecimiento e inflamacidn se encuentran relacionados,

aunque los mecanismos por los cuales sucede no se comprendan del todo.

1.4. Los senomorficos

Los senofdrmacos son farmacos que estdn basados en el proceso de senescencia para
su desarrollo como los senoliticos que se encargan de eliminan selectivamente a las células
senescentes sin afectar a células proliferantes, quiescentes o diferenciadas (Cano et al., 2019).
Por otro lado, tenemos los senomdrficos que afectan a comunicacién intercelular de las
células senescentes mediante la modulacién de SASP por medio de rutas como mTOR, NF-kB
entre otras(J. A. Fafidn-Labora & O’Loghlen, 2020). Sin embargo, los senoliticos, son farmacos
que tienen la caracteristica de inhibir rutas de supervivencia de las células como PI3K, p21 o

BCL-xL (entre otros), asi como, su resistencia a entrar en apoptosis(Tse et al., 2008).

Durante los ultimos afios se han propuesto diferentes senoliticos y los senomérficos como una
estrategia para mitigar los efectos del envejecimiento y sus enfermedades relacionadas como

la artrosis, fibrosis y cancer (E. C. Kim & Kim, 2019).
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Por lo que, en ultima instancia, los senomérficos, junto con los senoliticos presentan
un alto potencial en la terapia celular para el tratamiento de enfermedades asociadas a la

edad como las mencionas anteriormente (E. C. Kim & Kim, 2019).

15.  NF-xB

El factor nuclear kappa activador de la cadena ligera de la actividad de las células B o
NF-kB, por siglas en inglés nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, es
una familia de factores transcripcionales de las que forman parte las proteinas p50, p52, p65
(o RELA), c-REL and RelB (Zhang et al., 2017). Esta familia de factores de transcripcidn esta
implicada en la regulacidon de diferentes procesos celulares, entre otros, en la respuesta

inmune y la inflamacién (Zhang et al., 2017).

En concreto, el mondmero p65 (o RELA) es el principal actor de la cascada
desencadenada por esta familia de factores transcripcionales. Este mondmero, consta de tres
dominios principales: 1) un dominio de homologia Rel o RHD (por sus siglas en inglés, Rel
homology domain); 2) una secuencia de localizacién nuclear o NLS (por sus siglas en inglés
nuclear localization sequence); y 3) un dominio transcripcional de transactivacion o TAD (por

sus siglas en inglés, transcription transactivation domains) (Zhang et al., 2017).

551aa

N-t RHD TAD C-t
NLS

Figura 1. Dominios de p65. El componente principal de NF-«f3, p65, es una proteina de
551 aminoécidos (aa) que consta de un dominio de homologia Rel o RHD en su extremo
amino terminal o N-t, una secuencia de localizacién nuclear o NLS y un dominio
transcripcional de transactivacion o TAD en su extremo carboxilo o C-t.

Dado que p65 ha sido el factor mejor descrito debido a su prevalencia en la activacion
de los procesos de inflamacidn, respuesta inmune y senescencia celular(J. A. Fafian-Labora &

O’Loghlen, 2020). Se propone el estudio del p65 en este trabajo.
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1.6. Ruta de NF-kxf3

Como se menciond anteriormente, la familia de NF-kf3 esta conformada por una serie
de mondmeros, los cuales homo- o hetero- dimerizan para llevar a cabo su funcidn (Liu et al.,
2017; Taniguchi & Karin, 2018). Las sefiales como las citoquinas, los oncogenes, el estrés
oxidativo o el propio dafo en el ADN desencadenan la activacidn de la cascada citoplasmatica

de activacion de NF-kf (Liu et al., 2017; Mato-Basalo et al., 2021; Taniguchi & Karin, 2018).

Las proteinas que conforman la familia NF-kf se encuentran en el citoplasma
asociados a una proteina del complejo ikBa (por sus siglas en ingles, inhibitor of nuclear factor
kappa B) formando parte de una ruta cldsica (o candnica), o bien formando heterodimeros en
un estado de pre-procesado donde participarian en una ruta alternativa, no candnica (Liu et

al., 2017; Gutian Xiao et al., 2001).

p65 se encuentra en el citoplasma formando homodimeros (p65-p65) o heterodimeros
con p50 (p65-p50), que esta bajo el control de ikBa, formando un complejo ikBo-p65-
p65/p50 por lo que para su activacion necesita que el complejo enzimatico ikBa se disocie
(Liu et al., 2017; Sun, 2011). Para provocar dicha disociacién (y activar a NF-kB) se necesita
que la intervencion de unas kinasas (IKK) que fosforilen a ikBa, dichas kinasas son ikka, ikk[3
e ikke (Liu et al., 2017; Taniguchi & Karin, 2018; G. Xiao et al., 2001). La degradacioén del
complejo ikBa viene determinada por la fosforilacion de la proteina por parte de las IKKs, una
vez fosforilada ikBo se desprende del complejo ikBo-p65-p65/p50 dejando al dimero p65-
p65/p50 libre, mientras que ikBa. fosforilada se degradada por el proteosoma (Liu et al., 2017;

Sun, 2011).
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Medio Extracelular SASP:
Sefiales Interleuquinas: IL-8, IL6
Extracelulares Citoquinas: TNF-o.
Moleculas antiapoptoticas: Bcl-xL

Sefiales

Moleculas de adhesion: ICAM-1
Intracelulares

Vesiculas extracelulares

. Traduccién
Citoplasma Q---_ sasp-

Interleuquinas: IL-8, IL6
Citoquinas: TNF-a

Moleculas antiapoptoticas: Bcl-xL
Moleculas de adhesion: ICAM-1
Vesiculas extracelulares

Degradacién
Proteosomal

Nucleo

Figura 2. Ruta de NF-«kf}. Las sefiales extracelulares e intracelulares activan a las IKK (ikka.,
ikkp e ikke), kinasas que fosforilan al complejo enzimédtico ikBa., lo que provoca que se disocie
del tetramero formado por ikBa-p65-p65/p50. Una vez fosforilado y liberado, ikBa-Pi, esto
permite su poliubiquitinacion para ser posteriormente degradado por el proteosoma. Por otro
lado, el dimero liberado, p65-p65/50 es translocado al nicleo mediante el complejo del poro
nuclear debido a la secuencia NLS presente en las proteinas. Una vez en el niicleo p65-p65/50
se une a diferentes secuencias del ADN para promover la expresion génica de ARNm (acido
ribonucleico mensajero) que en ultima instancia se traducen a los componentes, y posterior
secrecion, de SASP (fenotipo de senescencia asociado al secretoma, por sus siglas en inglés, the
senescence-associated secretory phenotype): interleuquinas, como la interleuquina 8 (IL-8) y
interleuquina 6 (IL-6); citoquinas como TNF-a (o factor de necrosis tumoral), moléculas
antiapoptoticas como Bflal (por sus siglas en inglés, bafilomycin Al), moléculas de adhesion
como ICAM-1 (por sus siglas en inglés, intracelular adhesion molecule 1) o vesiculas
extracelulares.

Una vez libre, el homodimero p65-p65/p50 es translocado al nucleo celular debido al
dominio NSL presente en las proteinas (Taniguchi & Karin, 2018; Zhang et al., 2017). sUna vez
en el nucleo, estas proteinas se unen a distintas secuencias del ADN donde inducen la
expresion de diferentes genes implicados en los diferentes procesos celulares en los que esta
implicado como: el mantenimiento de la senescencia celular en MEFs (por sus siglas en inglés,
mouse embryonic fibroblasts) y MSCs (Mato-Basalo et al., 2021; J. Wang et al., 2009); la
activacion pro-inflamatoria inducida por el factor de necrosis tumoral a (o TNF-a por sus siglas

en inglés, tumor necrosis factor a) en MSCs (Bocker et al., 2008; Mato-Basalo et al., 2021); y
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la activacion de las células del sistema inmune durante el proceso de envejecimiento (Flores

et al., 2017; Huang et al., 2008; Mato-Basalo et al., 2021).

1.7. Inhibidores de NF-kP con potencial como senomorficos

En biologia molecular, una de las herramientas de las que disponen los investigadores
para el estudio del efecto de una proteina, es el uso de inhibidores de la ruta de activacion de
la misma. El uso de estas sustancias permite relacionar la disminucion de dicha proteina de

estudio con el efecto que ella induce dentro de las células.

En este trabajo, nos centramos en el estudio de tres inhibidores que actuan en
diferentes puntos de la ruta de p65 con el fin de aclarar la ruta de activacién de NF-xf3 y su
papel en los procesos de senescencia e inflamacion celular. En concreto, los inhibidores

seleccionados fueron: curcumina, MG-132 y JSH-23.

El primer inhibidor de la ruta de NF-k del que vamos a hablar en este trabajo es la
curcumina (o 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenilo)-1,6-heptadieno-3,5-diona), un fenol natural no
toxico aislado de la planta Curcumina longa L., con propiedades anticancerigenas(Ghasemi et
al., 2019) (Ghasemi, F., et al., 2019). Esta sustancia es capaz de interactuar con ikkp, siendo
capaz de inhibir la accidn de las IKKs sobre ikBa, y en ultima instancia también inhibe a p65

(Gupta et al., 2013).

Por otro lado, MG132 (o Cbz-leu-leu-leucinal) es un inhibidor del componente
proteosomal y en la ruta de NF-kf bloquea la degradacién de ikBa, inhibidor del dimero
formado por p65-p65/50 (Figura 3) (Dolcet et al., 2005). Ademas, bloquea la ubiquitinizacion
del complejo ikBa-P, por lo que no permite su degradacién por el proteosoma(Lee, 1998).
Ademds, MG132 provoca la acumulacidon en el citoplasma de la célula de otras proteinas
inmaduras, desplegadas o mal plegadas, ya que bloquea su degradacion proteosomal,

produciendo un estrés en el reticulo endoplasmatico (RE) (Dolcet et al., 2005).

Se sabe que el estrés celular provocado por MG-132 induce la activacién de C/EBP (proteina
de unidn al potenciador CCAAT, por sus siglas en inglés, CCAAT/enhancer-binding protein),
una familia de factores de transactivacién de proteinas implicadas en la proliferacién, la
diferenciacién, el metabolismo y las respuestas inflamatorias. C/EBPb, una de las proteinas

que conforman la familia de C/EBP posee un dominio bZIP capaz de interactuar con el dominio
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RHD de las proteinas que conforman de NF-k3 como p65 (Figura 1) inhibiendo la actividad de

la misma (Dolcet et al.,

2005).

Por ultimo, el ultimo compuesto utilizado para el estudio de la ruta de NF-«xp fue JSH-23 o 4-

metil-N1-(3-fenil-propil)-benceno-1,2-diamina ya que este inhibe la translocacién nuclear del

dimero p65-p50 (Figura 3) mediante la unién a la NLS del péptido p50 (Kumar et al., 2011).

Medio Extracelular

Sefales
Extracelulares

Citoplasma

o--.

Degradacién
Proteosomal

~

'X

| PYSRSES A—,

Sefiales
Intracelulares

SASP:
Interleuquinas: IL-8, IL6
Citoguinas: TNF-c:

Moleculas antiapoptoticas: Bell
- Moleculas de adhesion: ICAM-1
’ Vesiculas extracelulares

Traduccién
SASP:

Interleuquinas: IL-8, IL6
Citoquinas: TNF-o.

Moleculas antiapoptoticas: Bell
Moleculas de adhesion: ICAM-1
Vesiculas extracelulares

~
~
><

X

Nucleo

Figura 3. Inhibidores de la ruta de NF-xf}. La curcumina interactua con ikk} impidiendo
la fosforilacion de ikBa, lo cual impide que se active la ruta de NF-«f3 por p65-p65/p50.
MG 132 actua inhibiendo la poliubiquitinacién de ikBa fosforilado y su degradacién por el
proteosoma. Por ultimo, JSH-23 inhibe la translocaciéon de p65-p50 uniéndose a la
secuencia NLS de la proteina, impidiendo que entre en el nicleo y active la expresion génica
de los diferentes componentes de SASP (fenotipo de senescencia asociado al secretoma,
por sus siglas en inglés, the senescence-associated secretory phenotype): interleuquinas,
como la interleuquina 8 (IL-8) y interleuquina 6 (IL-6); citoquinas como TNF-a (o factor
de necrosis tumoral), moléculas antiapoptdticas como Bflal (por sus siglas en inglés,
bafilomycin Al), moléculas de adhesion como ICAM-1 (por sus siglas en inglés,
intracelular adhesion molecule 1) o vesiculas extracelulares.
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2. OBJETIVOS

Dada la relevancia de los procesos de senescencia e inflamacion en el envejecimiento,
en este estudio se persigue analizar el efecto de NF-kB en modelos de senescencia e

inflamacién obtenidos a partir de MSCs. Por lo que, proponemos los siguientes objetivos:

1. Aislamiento y caracterizacién de células madre mesenquimales procedentes del
estroma de corddn umbilical.

2. Establecimiento de la induccién de senescencia en células madre mesenquimales.

3. Evaluacién de la activacidon de la ruta de p65 en células madre mesenquimales
senescentes y pro-inflamatorias.

4. Evaluacidn de inhibidores de p65 en la senescencia celular y pro-inflamacidon de células

madre mesenquimales.
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3. MATERIALY METODOS

3.1. Aislamiento de células madre mesenquimales (MSCs)

Para el desarrollo de este trabajo se usaron células madre mesenquimales (MSCs)
procedentes de cordones umbilicales humanos (UC, por sus siglas en inglés human umbilical
cords) obtenidas de cesareas programadas a mujeres sanas y jovenes (entre 26 y 25 afios) de
la unidad de maternidad del Complejo Hospitalario de la Universidad de A Coruiia (CHUAC)
bajo consentimiento e informacidn previa siguiendo las guias de la declaracidn de Helsinki y
aprobados por el Cémite Etico del Complejo Hospitalario Universitario de A Corufia (CHUAC)
(2019/026 y 21/01/2019) (Arufe et al., 2011). Las MSCs se aislaron siguiendo el protocolo de
extraccion del laboratorio de la Dra. Maria Arufe (Arufe et al., 2011). Este protocolo consiste
en: la recogida y mantenimiento del cordéon en medio de cultivo en RPMi (por sus siglas en
inglés, roswell park memorial institute medium) (Thermo Fisher, California, EE.UU) al 0% (v/v)
suero bovino fetal (SBF o FBS por sus siglas en inglés, fetal bovin suerum (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) y 1% (v/v) de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).
Posteriormente, se realizan una serie de lavados con suero salino (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia). Una vez el corddn estuvo lo mads limpio posible se procedio a realizar una primera
digestion mecanica, para posteriormente realizar una digestién enzimatica que consiste en
realizar tres incubaciones con un cdctel enzimatico (2 mg/ml de colagenasa y 1.15 mg/ml de
dispasa (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) en DMEM 0% (v/v) de suero fetal bovino con 1% (v/v)
de penicilina-estreptomicina) de 10 min cada una a 37 2C. Después, los explantes obtenidos
se pusieron en una placa de cultivo de 100 mm (Thermo Fisher, California, EE.UU) con medio
DMEM 10% (v/v) SBF, 1% (v/v) L-glutamina, 1% (v/v) penicilina-estreptomicina y gentamicina
a 1:1000. Los explantes se mantuvieron durante 5 dias en un incubador a 372C y presidn de
CO3 al 5% (v/v). Durante todo este tiempo se afiadio todos los dias 2 ml de DMEM (10% (v/v)
SBF, 1% (v/v) L-glutammina, 1% (v/v) penicilina-estreptomicina y gentamicina 1:1000). Tras
este periodo se retiran los explantes, se lava con suero salino (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)
intentando arrastrar los trozos de textura gelatinosa. Todas estas placas con células se
mantuvieron en el incubador de cuarentena creciendo hasta realizarles un test de
micoplasma, una vez se obsevo que eran negativas para Mycoplasma, fueron pasadas a otro

incubador en las mimas condiciones de presién y temperatura hasta tener un densidad celular
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adecuada para procedera a su caracterizacién mediante citometria de flujo y realizar los

experimentos que se muestran mas adelante.

3.2. Cultivo celular de MSCs

Las MSCs procedentes del estroma de cordén umbilical (UC-MSCs) se cultivaron en medio
estindar DMEM (del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10%
(v/v) de suero bovino de origen fetal (FBS, del inglés fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich,

Madrid, Espafia) (todos los reactivos procedentes de Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

Todo el trabajo de cultivo celular se llevo a cabo siempre dentro de camara de flujo laminar en
condiciones de esterilidad. Para el cultivo celular se utilizaron incubadores con niveles
definidos de presion de CO, al 5% (v/v) y a 37°C de temperatura y el medio apropiado para su
mantenimiento. Las células se cultivaron en placas de 150 mm, 100 mm de didmetro para el
cultivo (Thermo Fisher, California, EE.UU) dependiendo de las densidades celulares necesarias
en los experimentos. Se realizaron levantamiento de las células empleando tripsina 1X (Sigma-

Aldrich, Madrid, Espafia) para la expansién de las mismas.

3.3. Modelos de senescencia
Para el desarrollo del modelo de senescencia se usaron UC-MSCs:

En primer lugar, el modelo de TIS (procedente del inglés therapy-induced senescence)
para producir senescencia mediante la inhibicién de las Cdks4/6 del ciclo celular, se usé
palbociclib 1uM (MedChemexpress, New Jersey NJ, EE.UU) en medio DMEM suplementado
con 10% (v/v) FBS, 1% (v/v) penicilina-estreptomicina (todos de Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia) durante 3 dias (Figura 4A). Trascurrido este tiempo se lavaron las células con PBS y
se cultivaron con DMEM 10% (v/v) de FBS, 1% (v/v) de penicilinay 1% (v/v) de estreptomicina

(todo de Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) durante los siguientes tres dias (Figura 4A).

Por otro lado, para inducir senescencia mediante dafio en el ADN (DISS) se usé durante
dos dias medio DMEM suplementado con 10% (v/v) de FBS, 1%(v/v) de penicilina, 1% (v/v) de
estreptomicina (todos de Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa), junto con 1 uM Etopdsido
(MedChemexpress, Nueva Jersey, EE.UU) (Figura 4B). Seguidamente, se procedié a lavar las

células con suero salino (Sigma-Aldrich, Madird, Espafia) y cultivadas con DMEM
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suplementado con 10% (v/v) de FBS, 1% (v/v) de penicilinay 1% (v/v) de estreptomicina (todos

de Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) durante los siguientes cuatro dias (Figura 4B).

Célula Célula senescente
No-Senescentes

Anadir Retirar
Palbociclib Palbociclib

Sembrar células

B)

Células Célula senescente
No-senescentes

Afadir Retirar
Etoposido Etopdsido

Sembrar células

Figura 4. Modelo de senescencia inducido. A) Esquema de la induccién de senescencia
TIS, se indujo mediante la aplicaciéon de palbociclib a dia O y se retir6 al tercer dia; B)
modelos de senescencia DDIS, fue inducido mediante el uso de etopdsido, con el cual se
sembraron las células a dia O del experimento y se retiré al segundo dia. En ambos casos, A
y B, se mantuvieron hasta el séptimo dia y se evalud la induccién de senescencia.

20



3.4. Modelos de inflamacién

Para generar el modelo de pro-inflamacion se cultivaron UC-MSCs con 5 ng/mL (v/v)
de TNF-a recombinante (Immunotools, Gladiolenweg, Alemania) en DMEM con 10% (v/v) de
FBS, 1% (v/v) de penicilina y 1% (v/v) de estreptomicina durante tres dias. Transcurrido este
tiempo, se lavaron las células con suero salino (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y se cultivaron
las células durante los siguientes tres dias con DMEM suplementado con 10% (v/v) de FBS, 1%
(v/v) de penicilina y 1% (v/v) de estreptomicina (todos de Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)

(Figura 5).

MSCs
MSCs pro-inflamatorias

Anadir

TNF-a Retirar

TNF-a

Sembrar células

Figura 5. Modelo de induccion de la inflamacién. Para el desarrollo experimental se
sembraron las células a dia O usando el inductor de la inflamacién TNF-a, y se mantuvo el
cultivo celular hasta e dia 3 donde se realiza un cambio por medio DMEN.

3.5. Ensayos con los inhibidores de NF-k3

Tras obtener células UC-MSCs en los estados de senescencia e inflamacidn, mediante
los procedimientos descritos en el apartado anterior (Figura 4 y 5), se procedié al estudio de
la actuacidn de los senoliticos y senomorficos en estos estadios celulares. Se cultivaron dichas
células en medio DMEM con 10% (v/v) de FBS, 1% (v/v) de penicilinay 1% (v/v) de junto con
1 uM de JSH-23 (MedChemExpress, Nueva Jersey, EE.UU), 1 uM de MG-132
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(MedChemExpress, Nueva Jersey, EE.UU) o0 1 uM de curcumina (Sigma-Aldrich, Madrid,

Espafia) (Figura 6).

Células
No-senescentes

A) Células Célula senescente
No-senescentes

Retirar
Palbociclib

Anadir JSH-23

Palbociclib Retirar

Etopdsido Etopdsido MG-132

Sembrar células
B MSC MSCs
) s pro-inflamatorias MSCs

-1 0 1
Retirar
TNF-a
Afadir JSH-23
TNF-a MG-132
Sembrar células

Figura 6. Modelo de reversion del estados de senescencia y inflamacion. En el esquema A
se muestra la secuencia de dias que dura el experimento, donde a dia O se siembran las células
no-senescentes con los inductores de senescencia etopdsido y palbociclib que provocan DDIS
y TIS, respectivamente. A dia 2 el se retira el medio con etopdsido, mientras que el palbociclib
es retirado a dia 3. En ambos modelos, a dia 3 se cambia el medio correspondiente y se cultivan
las células con los inhibidores de p65: MG-132, curcumina y JSH-23. En el esquema B se
muestra la secuencia de dias que dura el experimento, donde a dia O se siembran las células
no-senescentes con los inductores inflamacion TNF-a. A dia 3 el se retira el medio con TNF-
a. Se cambia el medio correspondiente y se cultivan las células con los inhibidores de p65:
MG-132, curcumina y JSH-23.
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3.6. Tincion cristal violeta

La tincion cristal violeta se emplea para evaluar la formacién de colonias y proliferacion
celular en diferentes tipos celulares, en nuestro caso se hizo en células madre mesenquimales.
Para ello, se prepard una disolucién de cristal violeta al 0,5% (v/v) (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espaifa) en agua destilada. Las MSCs fueron lavadas con suero salino (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia) dos veces. Las células se fijaron empleando paraformaldehido al 4% (v/v) (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) durante 15 minutos. Después, se lavaron con agua destilada para
eliminar los restos de la fijacion. Las células se tifieron con cristal violeta al 0,5% (v/v) (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) y se agitd durante 30 minutos. Trascurrido el tiempo de incubacidn,
se retira el cristal violeta y se lava con agua destilada. Finalmente, se empleo acético al 30%
(v/v) para disolver el cristal violeta durante 20 minutos para, posteriormente, medir el valor
de la absorbancia, a 590 nm, de los pocillos usando un lector de placas NanoQuant (Tecan

Trading AG, Mannedorf, Suiza).

3.7. Extraccion de ARN

Para realizar la extraccién de ARN (acido ribonucleico) se siguio el protocolo de Trizol
(Trizol reagent invitrogen, Thermo Fisher, California, EE.UU). Se lavaron las células con suero
salino (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) frio 3 veces y se afiadio 500 ulL de Trizol por 100000
células directamente sobre ellas. Se dejo incubar durante 5 minutos. Transcurrido este
tiempo, se homogenizo en los pocilllos con la micropipeta. Seguidamente, se afiadio 200 ulL
de cloroformo (Thermo Fisher, California, EE.UU) y se agito para homogenizar y se centrifugo
durante 15 minutos a 3000 rpm a 42C. De cada se cogio la fase acuosa donde se encuentra el
ARN al que se le afiadio 850 ulL de isopropanol (Thermo Fisher, California, EE.UU). Estos tubos
se agitaron y se dejaron incubar durante 10 minutos en hielo. Se centrifugaron a 11000rpm a
49C durante 30 minutos. Se decantaron y se secaron las paredes de los tubos, se lavaron
usando 1 mL etanol al 75% (v/v) (Applichem Panreac, lllinois, EE.UU) en frio. Se centrifugaron
a 42C durante 5 minutos a 7500 rpm, se retiraron el sobrenadante por decantacién. Se dejo
evaporar el etanol con los tubos eppendorf abiertos y se re-suspendio el ARN en 20 uL de agua
libre de RNasas (ThermoFisher, California, EEUU). Seguidamente, utilizando un NanoDrop
(Thermo Fisher, California, EE.UU) se cuantifico la cantidad de ARN. Finalmente, las muestras

se guardaron a -802C.
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3.8. Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Para la sintesis de ADNc (acido desoxirribonucleico complementario o cDNA por sus
siglas en inglés, complementary deoxyribonucleic acid) se realizo la retrotranscripcién
empleando el kit comercial Nzytech reverse transcriptase (Thermo Fisher, California, EE.UU).
Se realizo una mezcla de 50 ng de ARN con 50 ng/uL de radom hexamer y 10 mM dNTP Mix
(Thermo Fisher, California, EE.UU) . Se incubaron a 652C durante 5 minutos empleando un
termociclador. Posteriormente, se le afiadié 1U/ ul de enzima de retrotranscripcién (NZY
reverse transcriptase) preparada en tampdn de reaccién al 1X (Thermo Fisher, California,
EE.UU). Por ultimo, se incubaron a 502C durante 30 minutos, seguido de 5 minutos a 802C y
finalmente a 42C empleando el termociclador Applied Biosystems VERETI 96-W (Applied
Biosystems, California, EE.UU). Los tubos se guardaron a -202C hasta que se procedieron los

experimentos de PCR cuantitativa.

3.9. PCR cuantitativa (qPCR)

Para realizar la PCR cuantitativa (QPCR) usando el fluoréforo SYBR Green (Light Cycle
4800 SYBR Green | Master kit) (Thermo Fisher, California, EE.UU). Se utilizo, una placa de 96
pocillos de placas para qPCR se cogieron por reaccién: 2 uL del ADNc de la muestra a analizar,
5 uL de Sybergreen 2X, y 2 uL de los cebadores sentido y antisentido para detectar los genes
a analizar. Posteriormente se metieron las muestras en el equipo de analisis Real Time Light
Cycler (Roche, Basilea, Suiza) con el siguiente programa: un primer ciclo de desnaturalizacién
a 922C durante 2 minutos; un paso de amplificacién de 40 ciclos a 922C durante 15 segundos;
un ciclo para el anillamiento a 552C durante 30 segundos; y a 722C durante 15 segundos para
la extensién. Finalmente, los datos fueron analizados aplicando el calculo DDct (Zhang, J. D.,

et al., 2013) de los genes presentes en la Tabla 1.
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Gen Secuencias 5° 2 3’

P65 F  TTCCCGATCTGAGTCCAGGT
R GCTTGTCTCGGGTTTCTGGA
IL-6 F CCAGGAGCCCAGCTATGAAC
R CCCAGGGAGAAGGCAACTG
IL-8 F GAGTGGACCACACTGCGCCA
R TCCACAACCCTCTGCACCCAGT
HPRT F ATGACCAGTCAACAGGGGACA
R  GCTTGCGACCTTGACCATCT

Tabla 1. Cebadores qPCR. Genes analizados por qPCR. Lista con los oligonucledtidos
utilizados para la deteccion de la expresion de los genes indicados. F (por venir de la palabra
inglesa forward) o aguas arriba y R (por venir de la palabra inglesa, reverse) o aguas abajo,
que previamente fueron validados para la qPCR.

3.10. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica que nos permite obtener informacion sobre una
poblacién celular de la que tomamos una muestra representativa. Esta técnica es realizada
mediante un citdmetro de flujo, citdmetro o FACS (por sus siglas en inglés fluorescence-
activated cell sorter) obteniendo informacion de la fluorescencia y tamafo de las particulas
analizadas. Esta técninca consiste en generar una corriente de células sobre las que se hace
incidir un haz de luz laser, produciendo dispersion y reflexidn segin choca el haz con las células
en suspension. Posteriormente, se analiza ya almacenan los datos de la duracidn, intensidad
y espectro de la dispersion y la reflexion. Esta técnica se basa en el analisis de dos parametros:
el tamafio de la particula se obtiene analizando la dispersion frontal, FCS (por sus siglas en
ingles forward scatering); y la complejidad, granulosidad intracelular de la particula se obtiene
por el pardmetro SSC (por sus siglas en inglés side angle scatering). Ademads, la citometria de
flujo es compatible con el uso de anticuerpos marcados con fluorocromos para detectar la
fluorescencia de los mismo, esto permite la deteccién de diferentes tipos celulares en una

misma muestra.
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En concreto para la caracterizaron de UC-MSC utilizadas en este trabajo, se incubaron
200.000 células durante 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos para células
mesenquimales (CD90-FITC, CD73-PE y CD105-FITC) y marcadores de células hematopoyéticas
(CD45-FITC y CD-34) a una concentracién 1:1000 (todos los anticuerpos de BD Pharmigen,
Madrid, Espafia). Ademads, se incubaron las células con los isotipos (todos procedentes de BD
Pharmigen, Madrid, Espafia) de los anticuerpos utilizados como control negativo. Tras esta
incubacidn, se lavaron tres veces con PBS y se procedio a su andlisis empleando el citometro
de flujo y separador. Los datos mostrados se obtuvieron mediante BD FACSDica (BD Science,

San Jose, CA, EE.UU).

3.11. Estadistica

Para la obtencidn de la estadistica, en este trabajo se realizd la prueba no paramétrica
Kolmogorov-Smirnov considerando que los grupos comparados no estaban emparejados
debido a la alta variabilidad de las lineas celulares usadas. Los datos obtenidos fueron
indicados usando la media + SD (error estandar de la media, por sus siglas en inglés standard

desviation) y las probabilidades se representaron como: *(p<0,05), **(p<0,01) y ***(p<0,001).

En el caso de los datos de la citometia de flujo, al tratarse de una muestra representativa, no
se realizé ninguna prueba estadistica, sin embargo, los datos obtenidos fueron expresados

usando la media + SD.

3.12. Revision bibliografica

Para la obtencidn de la bibliografia utilizada en este trabajo se usaron las plataformas

digitales de libre acceso, Google Académico (https://scholar.google.es/) y PubMed

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).
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4. RESULTADOS Y DICUSION

4.1. Caracterizacion de las MSCs mediante citometria de flujo

La caracterizacion de las MSCs aisladas del estroma de cordén umbilical de pacientes
humanas mediante la técnica citometria de flujo nos muestra que las células son positivas con
un 82,00%, 84,50% y 50,00%, para los marcadores de diferenciacion celular (o CD por sus siglas
en inglés, cluster of differenciation) de MSCs CD90, CD73 y CD105 respectivamente (Figura 7).
Mientras que los porcentajes para marcadores de diferenciacion de células hematopoyéticas
CD34 y CD45 son 0,35% y 1,20% respectivamente. Estos resultados son similares a los
obtenidos por el grupo de Terapia Celular y Medicina Regenerativa del INIBIC (Mato-Basalo et

al., 2021).
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Figura 7. Caracterizacion celular mediante citometria de flujo. En el grafico se muestra
un experimento representativo con el porcentaje (%) de células positivas para los
marcadores de diferenciacion celular (CD) de MSCs: CD90, CD73 y CD1005; y células
hematopoyéticas: CD34 y CD45.

4.2. Obtencion de modelos de senescencia y pro-
inflamacion

Las MSCs no senescentes o proliferativas, en contraste con las células senescentes y
pro-inflamatoria, presentan una alta capacidad de proliferacién. Dicho esto, un método rapido

para evaluar la induccién de estos procesos es mediante la técnica de tincidn cristal violeta,
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como se describié anteriormente en el apartado de material y métodos. En la Figura 8 se
observa la capacidad proliferativa de las células en diferentes condiciones: 1) control con
DMSO; 2) modelo de senescencia por DDIS inducido por etopdsido; 3) modelo de senescencia
por TIS inducida por palbociclib; y 4) modelo de pro-inflamacién inducido por TNF-a.. Por un
lado, en Figura 8B, podemos ver como el tapiz de células se tifie en los diferentes pocillos a
diferentes intensidades, cuya cuantificacién podemos ver en el grafico de la Figura 8A en
términos de absorbancia relativa al numero de células por pocillo. Para esto, se sembraron en
placas de 24 pocillos unas 15.000 células por cada uno. Seguidamente, se procedid a la
induccidn y establecimiento de senescencia (Figura 4) y pro-inflamacion (Figura 5) como se

describio en el apartado de material y métodos.

2,5

15

0,5

Absorbancia relativa al nimero de células (U.A)

* %

**k * %
0

NON-SENESCENT SENESCENT (DDIS) SENESCENT (TIS) TNFa

DMSO Etopdsido Palbociclib TNFa

Figura 8. Evaluacion de la proliferacion celular en DDIS, TIS y PA. Para el andlisis de
la proliferacién celular se us6 la técnica cristal violeta, donde en A) podemos ver la
cuantificacion de la técnica cristal violeta de los modelos de senescencia (DDIS y TIS) y
pro-inflamatorio (PA) TNF-a comparando los con un control con DMSO. B) Se muestra
una imagen representativa de la técnica en los modelos de senescencia DDIS, TIS y PA
comparados con el control DMSO. Los datos de la figura A muestran las barras de error que
representan la desviacion estindar (n=3 réplicas técnicas). Son considerados valores
estadisticamente significativos ** p<0,01.
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Con esta parte, podemos determinar que los modelos desarrollados en MSCs pueden
ser empleados para mimetizar la senescencia celular y el fenotipo pro-inflamatorio fisioldgico
a nivel in vitro.

Una vez validada la capacidad proliferativa de los modelos de senescencia y pro-
inflamatorios, se procedid a la evaluacién de la induccidn de la ruta de NF-xB mediante la
activacidon de p65 por qPCR, mediante el analisis de expresion de la propia p65 y de los
productos final de la ruta como la interleucina 6 (IL-6) (Figura 9). Se usaron los cebadores o
primers mostrados antriormente en la Tabla 1 del apartado de material y métodos, donde se
representd su expresion normalizando la expresidon de dichos genes normalizandolo frente al
gen HPRT (hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa, por sus siglas en inglés, hypoxanthine
guanine phosphoribosyltransferase), un gen de mantenimiento o en inglés housekeeping
(Figura 9). Por un lado, podemos ver como los niveles de p65 se incrementaron
significativamente en todos los modelos inducidos, en comparacién con un control no-
senescentes y no-pro-inflamatorio (Figura 9A). Ademds, podemos ver como el gen de la
interleuquina 6 (/L-6), también se encuentra incrementado en comparacion a los controles en

estos modelos (Figura 9B).
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Figura 9. La induccion de senescencia incrementa los productos finales de la ruta de
NF-xf. Se realizo el analisis de la expresion de genes de la ruta de NF-k[3 mediante qPCR
en modelos de induccién de senescencia DDIS, TIS y TNF-a a partir de MSCs. A)
Expresion relativa de p65 en DDIS, TIS y TNF-a.. B) Expresion relativa de /L-6 en los dos
modelos de senescencia y pro-inflamacion. Tanto en A como en B se muestran la media y
las barras de error que representan la desviacion estandar (n=3 réplicas técnicas). Los datos
se representan usando la media + SD (error estandar de la media, por sus siglas en inglés
standard desviation) y las probabilidades se representaron como: **(p<0,01).

En conjunto, estos datos nos muestran que se produjo activacidon de la ruta de p65 en
senescencia e inflamacién en MSCs procendentes del estroma del cordédn umbilicarl similar a
los resultados publicados por nuestro grupo con fibroblastos y células de cdncer de mama
(Borghesan et al., 2019) y los obtenidos por Pandey et al. 2021 en MSCs procedentes de
médula dsea y tejido adiposo (Pandey et al., 2011). Una vez confirmada la activacién de p65
en los modelos que hemos llevado a cabo procedemos al estudio de p65 en ambos modelos
y ver si existen una relacién comun entre senescencia e inflamacion para el desarrollo de una

terapia.
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4.3. El uso de senomorficos previene los estadios de senescencia
y pro-inflamacion

Durante los Ultimos afios se han descrito una gran variedad de sustancias quimicas
denominados senomarficos, ya que pueden variar SASP afectando a la comunicacién entre
células de manera paracrina y autocrina (J. A. Fafian-Labora & O’Loghlen, 2020). Compuestos
han dado resultados prometedores en terapias contra diferentes patologias como el cancery
enfermedades asociadas a la edad. En este trabajo, nos hemos centrado en estudiar tres
compuestos altamente prometedores en este tipo de terapias, el MG-132, la curcumina y JSH-
23. En un principio, estos compuestos interactuan a diferentes alturas de la ruta de NF-kj3, en

concreto inhiben la activacion de p65 (Figura 3).
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Figura 10. Efecto de senomorficos en la senescencia celular. Cuantificacion de la
proliferacion celular mediante la medicion de las absorbancias de la técnica cristal violeta.
A) Efecto en la proliferacién celular de los inhibidores de p65, MG-132, curcumina y JSH-
23 en modelos de senescencia inducidos por TIS y usando DMSO como control de la
induccién. B) Efecto de los inhibidores en modelos de senescencia inducidos por DDIS. Los
datos se representan usando la media + SD (error estandar de la media, por sus siglas en
inglés standard desviation) y las probabilidades se representaron como: *(p<0,05) y
**(p<0,01).

Con el fin de estudiar como p65 influia en los procesos de senescencia (Figura 10) y pro-
inflamacién (Figura 11), decidimos usar estos compuestos en un ensayo de proliferacién
celular cuantificando la absorbancia de la técnica de cristal violeta (descrita en material y
métodos). En estos resultados vemos como la capacidad proliferativa de las células
senescentes (Figura 10) y pro-inflamatorias (Figura 11) es inferior a los controles con células

no senescentes tratadas con DMSO (Figura 10 y 11). Sin embargo, vemos que al usar los
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inhibidores de p65, la capacidad proliferativa de las células aumenta, lo que nos indica que,
dentro de las distintas proteinas que forman parte de NF-x3, p65 es un actor principal en la
induccion de los estadios de senescencia celular y pro-inflamacidn. Ademas, estos resultados
nos indican la potencialidad de MG-132, curcumina y JSH-23, validando su funcién como

senomorfico.

Inhibidores de NF-kf en Pro-inflamacion
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DMSO TNFa MG-132 JSH-23 Curcumina

Figura 11. Efecto de senomorficos en pro-inflamacién celular. Cuantificacion de la
absorbancia del cristal violeta para determinar la proliferacion celular con el efecto de los
inhibidores de p65 (MG-132, curcumina y JSH-23) en modelos de pro-inflamacion
inducidos por TNF-a usando DMSO como control. Los datos se representan usando la
media + SD (error estdndar de la media, por sus siglas en inglés standard desviation) y las
probabilidades se representaron como: *(p<0,05) y **(p<0,01).

Gracias a los resultados anteriores, podemos ver como fuimos capaces de inducir
senescencia celular (Figura 4 y 12A) y estado pro-inflamatorio (Figura 5 y 12B) en MSCs.
Ademads, vemos como las sustancias MG-132, curcumina y JSH-23 son capaces de actuar como
senomorficos y revertir el fenotipo de los modelos de senescencia y pro-inflamatorios
utilizados (Figura 12) y su potencial para ser empleados como farmacos para mantener las
propiedades de las MSCs en cultivo celular para el tratamiento de enfermedades asociadas a

la edad como la arterosclerosis y artrosis.
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Figura 12. Efecto de senomoérficos en modelos de DDIS, TIS y PA. (A) Esquema de
inducién de senescencia en células madre mesenquimales en los modelos de DDIS y TIS (B)
y activacion pro-inflamatoria con TNF-a. También vemos como el uso de las sustancias
denominadas senomoérficos (MG-132, curcumina y JSH-23) son capaces de revertir tanto la
inflamacién como la senescencia.
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5. CONCLUSIONES

El objetivo general de este trabajo se centrd en la descripcion de la ruta de p65 en los
procesos de senescencia celular e inflamacion. La proteina p65 es el principal componente de
la familia de factores transcripcion NF-kf implicados en la respuesta inmune e inflamacién.
Sin embargo, el papel de p65 no estd del todo claro en el proceso de senescencia celular. La
produccién de las citoquinas como el TNF-a procedentes de SASP sugeria que p65 estaba
interviniendo en senescencia e inflamacion celular, ambos procesos relacionados con el
envejecimiento. A su vez, el uso de senomorficos para paliar los sintomas asociados al

envejecimiento hacia sospechar la relacién de dichos compuestos en la senescencia celular.

Tras el desarrollo y analisis experimental obtenidos en este trabajo pudimos concluir

que:

1. Se obtuvieron las MSCs procedentes del estroma del cordén umbilical. Las células
obtenidas del estroma del cordén umbilical son células madre mesenquimales
(MSCs) en base a los parametros descritos por sociedad internacional de células y
terapia génica o ISCT por sus siglas en inglés International society cell & Gen Therapy,
pues estas células presentan capacidad de plasticidad y adherencia, de
diferenciaciéon a condrocitos, osteoblastos y adipocitos bajo diferentes condiciones
in vitro asi como la expresion de los marcadores de superficie CD105, CD73, CD29 y

CD90y la ausencia de: CD45, CD34, CD14, CD11b y CD11c.

2. Se establecid senescencia mediante dos modelos DDIS y TIS. Usando las sustancias
etopdsido y palbocilib, se causo dafios al nivel del DNA y la inhibicion de las Cdks del
ciclo celular respectivamente que causaron la entrada en senescencia de las MSCs

utilizadas.
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3. Aumento de los niveles de p65 en los estadios celulares de senescencia y pro-
inflamacion en MSCs. La actuacion de NF-kf3 mediante el incremento de los niveles
de p65 y componentes finales de la ruta (IL-6), evaluados en este trabajo apuntan a
una relacién directa con el establecimiento de los procesos de senescencia y pro-

inflamatorios.

4. Papel de los inhibidores de p65, curcumina, MG-132 y JSH-23 como seno morficos.
Se observé que el uso de los inhibidores de p65 (curcumina, MG-132 y JSH-23)
inhiben la entrada en senescencia celular y activacion pro-inflamatoria de MSCs, por
ello son considerados unos compuestos que puedan ser empleados como
senomorficos para mantener las propiedades de estas células y abren su posible

estudio para la implementacién de estos compuestos en la terapia celular.
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