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Resumen: El Sindrome de Progeria Hutchinson-Gilford (HGPS), caracterizado por
envejecimiento prematuro y acelerado, es causado por una mutacion en el gen que
codifica para la lamina A/C, lo que genera la sintesis de una proteina mutante
denominada Progerina. La Progerina altera la estructura y funcién del nucleo y
consecuentemente altera diferentes procesos celulares. Se han desarrollado distintas
estrategias para eliminar a la Progerina o bloquear su funcién aberrante que no han
funcionado en la clinica, lo que sugiere que es necesario profundizar mas en el estudio
del HGPS para identificar moléculas diana para terapias emergentes. Nuestro grupo de
trabajo revelé que el mecanismo de exportacién nuclear de proteinas mediado por la
exportina CRM1 se encuentra exacerbado en el HGPS y pensamos que esta alteracion
podria explicar al menos en parte como la Progerina provoca la variedad de
alteraciones celulares/moleculares. Previamente demostramos que la normalizacion
del mecanismo de la exportacion nuclear por medio del uso del inhibidor de la
exportina CRM1, la Leptomicina B (LMB), normaliza la localizaciéon nuclear de
distintas proteinas y alivia el estrés nucleolar presente en las células HGPS. En el
presente trabajo analizamos si el tratamiento con la LMB alivia la senescencia celular,
caracteristica distintiva del HGPS. Encontramos que el tratamiento con la LMB
disminuy6 el nimero de células senescentes, identificadas mediante la medicidn de la
actividad de la enzima [(-galactosidasa asociada a senescencia; en contraste, un
farmaco empleado en la clinica del HGPS (FTI-277) no alivi6 el fenotipo senescente.
Con la finalidad de profundizar sobre el mecanismo molecular que permite el alivio de
la senescencia celular, evaluamos si el tratamiento con la LMB tiene un efecto sobre
los niveles de la lamina B1, proteina maestra anti-senescencia. De manera interesante,
encontramos que el tratamiento con la LMB aument6 los niveles de la lamina B1 y
alivi6 la morfologia celular senescente (células extendidas y aplanadas) en los
fibroblastos HGPS. Debido a que la lamina B1 controla la plasticidad de los nucléolos,
la recuperacion de sus niveles podria ser la base también del alivio del estrés
nucleolar que promueve el tratamiento con LMB. En su conjunto nuestros resultados
nos permiten plantear a la exportina CRM1 como un blanco terapéutico para el HGPS
y especificamente para aliviar el fenotipo senescente, lo que tiene implicacion en la

disfuncién cardiovascular asociada al envejecimiento fisioldgico y al HGPS.



Absctract: Hutchinson and Gilford progeria syndrome (HGPS) is a disease
characterized by premature and accelerated aging caused by a mutation in the LMNA
gene. Such mutation activates a cryptic splicing site that in turn generates the mutant
protein called Progerin. Progerin interferes with Lamin A function, which results in a
plethora of altered cellular functions. Therapeutic strategies aimed to eliminated the
aberrant function of Progerin have failed in clinical assays, which imply that a deeply
study of the HGPS is required to identify key molecules for therapeutic developments.
In this context, our lab has revealed that the CRM1-mediated nuclear protein export
pathway is exacerbated in the HGPS and such alteration might be part of the basis of
the disease phenotype. We previously demonstrated that normalization of the nuclear
export mechanism, using the CRM1 inhibitor Leptomycin B (LMB), alleviates the
nucleolar stress present in the HGPS cells. In the present work, we analyzed whether
this treatment can rescue the HGPS-associated senescence. We observed that LMB-
treatment decreased the number of senescent cells, identified by the activity of the (3-
galactosidase associated with senescence. In contrast, a drug widely used in the clinics
of HGPS (FTI-277) failed to alleviate senescence. Furthermore, LMB-treatment also
alleviated the senescent morphology of HGPS fibroblasts, which consists in a flat,
extended cell morphology. To ascertain the molecular basis that allows LMB to
alleviate senescence, we ascertained whether such treatment has an effect on Lamin
B1 levels; Lamin B1 is a key anti-senescence molecule. Interestingly, treatment with
LMB increased the levels of Lamin B1 in the HGPS cells. Since Lamin B1 is involved in
nucleoli plasticity, the recovery of its levels could be also the basis of the LMB-
mediated nucleolar stress prevention. Overall our results point at CRM1 as a
therapeutic target for HGPS and specifically to alleviate the senescent phenotype
implicated in the cardiovascular dysfunction associated with both physiological and

HGPS-related aging.
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1. INTRODUCCION

1.1 ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un proceso degenerativo del cual aiin no se conocen las
causas que lo originan. Se piensa que el dafio acumulado por la edad genera un
deterioro en la fisiologia del individuo que puede tener su origen en alteraciones
celulares y consecuentemente un dafno tisular, desencadenando finalmente la muerte.
Ademads, el envejecimiento incrementa la susceptibilidad de padecer ciertas
enfermedades crénicas, incluyendo desdérdenes neurolégicos, cardiovasculares y

cancer (Marin G.]. 2012; Rodriguez M. et al,, 2015; Johnson S. C. et al,, 2015).

Se han propuesto distintas teorias a nivel celular/molecular para explicar el
envejecimiento, como la disfuncién mitocondrial, el dafio de los telémeros, la pérdida
de heterocromatina, y dafio al DNA, etc. (Kirkwood T. B. y Austed S. N. 2000; Bratic A.
y Larsson N.G. 2013; Seo A. Y. et al,, 2010; Sahin E. y DePinho R. A. 2012; Pegoraro G.y
Misteli T. 2009; Tsurumi A y Li W. 2012). La diseccion de los mecanismos moleculares
y factores genéticos que subyacen el envejecimiento seguramente ayudara a
identificar dianas farmacéuticas que permitan retrasar el curso de este proceso
degenerativo, y evitar la aparicion de enfermedades asociadas con la vejez (Lopez-

Otin et al,, 2013) (Fig. 1).
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Figura 1. Signos caracteristicos del envejecimiento. En el esquema se enumeran los 9 signos caracteristicos del
envejecimiento: inestabilidad genémica, desgaste de telémeros, alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, desregulacion
en la deteccién de nutrientes, disfuncién mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de células madre y alteracién de la
comunicacién intercelular (Lépez-Otin et al., 2013).

1.2 SINDROMES PROGEROIDES
Un nuevo campo de estudio que podria ser clave para entender el

envejecimiento, es el estudio de los sindromes Progeroides, los cuales son desordenes
humanos genéticos que se caracterizan por presentar envejecimiento acelerado. En
estos sindromes, el envejecimiento prematuro no es completo ya que algunas
caracteristicas de la vejez no se presentan. La mayoria de los sindromes humanos de
envejecimiento acelerado son causados por uno o dos mecanismos moleculares
principales: defectos en los sistemas de reparaciéon del DNA y alteraciones en las

proteinas de la ldmina nuclear (Cau, P. et al., 2014).
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1.3 HGPS
Uno de estos sindromes de envejecimiento prematuro es el de la progeria

Hutchinson-Gilford (HGPS por sus siglas en inglés; Hutchinson-Gilford progeria
syndrome), el cual es causada por una mutacién puntual en el gen LMNA que ocasiona
el cambio de una C por una T en el ex6n 11 (1824C>T). Funcionalmente, la mutacion
provoca la activacion de un sitio donador de splicing, criptico y consecuentemente, la

eliminacién de 50 aminoacidos de la proteina lamina A, producto de gen LMNA.

La lamina A presenta diversas modificaciones post-traduccionales que le
permiten adquirir su forma funcional. La maduracién de la lamina A requiere la
farnesilacion transitoria de la cisteina C-terminal y la posterior remocién del residuo
modificado. Dentro de la regiéon de la proteina que se elimina, debido a la activacion
del sitio criptico de splicing, se localiza la secuencia de aminos acidos que es necesaria
para que la endoproteasa FACE1/ZMPSTE24 remueva la cisteina farnesilada; por lo
tanto, la ldmina A mutante, denominada Progerina, permanece aberrantemente
farnesilada (Cau, P. et al., 2014; Eriksson et al., 2003; Capell y Collins, 2006; Capell, B.
C. etal, 2007) (Fig. 2). La Progerina se ancla incorrectamente a la membrana nuclear
generando diversas alteraciones en la arquitectura y funcién del nicleo, incluyendo la
disrupciéon de la morfologia nuclear, desorganizacién de la cromatina, alteraciones en
la expresion de genes y en la mitosis (Goldman R. D. et al., 2004; Liu B. et al., 2005;
McCord R. P. et al,, 2013; Stancheva y Schirmer, 2014; Capell, B. C. et al., 2007) (Fig.3).
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Figura 2. Mutacion en gen LMNA que altera el procesamiento post-traduccional de la lamina A y genera la proteina

mutante denominada progerina. (B) (Capell, B. C. et al,, 2007).
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Figura 3. Consecuencias funcionales de la expresion de Progerina. (Tomada y traducida de Capell, B. C. et al,, 2007).

El HGPS es extremadamente raro, tiene una prevalencia de ¥%-s millones
(revisado en Cau, P. et al., 2014). El fenotipo clinico se caracteriza por un severo
retraso en el crecimiento, usualmente asociado con alteraciones en el esqueleto
(osteolisis, osteoporosis), osteopenia, amiotrofia, lipodistrofia, piel rigida y alopecia.
El dismorfismo facial tipico incluye micrognacia, venas del cuero cabelludo
prominentes y nariz picuda. Otras caracteristicas distintivas de la enfermedad son la
ausencia de grasa subcutanea y afecciones del sistema cardiovascular (Worman H. J. y
Bonne G. 2007). Se presentan accidentes cerebrovasculares frecuentemente alrededor
de los 9 afios de edad y el infarto al miocardio es la causa mas frecuente de muerte a

una edad promedio de 13.5 afios (revisado en Cau, P. et al,, 2014) (Fig. 4).

14



Mutacion

Fenotipo
P Gen (referencia)
Procesamiento deficiente de prelamina A
Hutchinson-Gilford Progeria syndrome (HGPS) - progerina LMNA

Retraso en el crecimiento
Nariz puntiaguda

Micrognacia

Alopecia/cabello escaso
Osteolisis

Osteopenia

Lipoatrofia subcutanea
Pigmentacion anormal de piel
Enfermedad arterioesclerética

c.1824C>T, p.G608G
dominante , de Novo

OMIM 176670
[139] [140]

Figura 4. Principales caracteristicas clinicas del HGPS. (Tomado y traducido de Cau, P. et al,, 2014).

1.4 FENOTIPOS RELACIONADOS CON EL HGPS
Alguno de las alteraciones moleculares del HGPS incluyen el acortamiento de

telémeros, la disfuncion mitocondrial, senescencia, pérdida de heterocromatina

perinuclear, dafo al DNA y estrés nucleolar (Benson E. K. et al,, 2010; Cao K. et al,,
2011; Zhang J. et al.,, 2016; Sahin E. y DePinho R. A. 2012; Vigneron A. y Vousden K. H.
2010; Rufini A. et al,, 2013; Moslehi ]. et al,, 2012; Marin G. J. 2012; Xiong Z. M. et al,,
2015; Goldman R. D. et al., 2004; McCord R. P. et al,, 2013; Chen ]. H et al., 2007; Mehta

. S. 2010) (Fig. 5).
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Figura 5. Alteraciones moleculares del sindrome de progeria. (Disefiado empleando Adobe Illustrator CC 2015 a partir de las
siguientes fuentes bibliograficas: Benson E. K. et al,, 2010; Cao K. et al,, 2011; Zhang J. et al,, 2016; Sahin E. y DePinho R. A. 2012;
Vigneron A. y Vousden K. H. 2010; Rufini A. et al,, 2013; Moslehi . et al,, 2012; Marin G. J. 2012; Xiong Z. M. et al,, 2015; Goldman
R.D.etal, 2004; McCord R. P. etal,, 2013; Chen]. Hetal,, 2007; Mehta . S. 2010).

1.4.1 PERDIDA DE HETEROCROMATINA PERINUCLEAR
Estudios previos han reportado que el anclaje de la Progerina a la membrana

nuclear causa la pérdida de heterocromatina perinuclear en células de HGPS, también
se ha reportado que la sobreexpresion de Progerina induce de manera directa la
pérdida de H3K9me3 (marca epigenética) (McCord, R. P. et al,, 2013; Goldman R. D. et
al., 2004; Shumaker D. K. et al,, 2006). Se ha descrito que la pérdida de la marca de
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heterocromatina H3K9me3 lleva a senescencia (Zhang W. et al, 2015) y que la
disminucién de esta marca se correlaciona con una deficiencia en el sistema de
reparacién al DNA en el HGPS, cuya deficiencia también es una caracteristica del
envejecimiento y de las células senescentes (Zhang J. et al., 2016; Gorbunova V. et al,,

2007; Lombard D. B. Et al.,, 2005).

1.4.2 DANO EN TELOMEROS
Algunos de los defectos celulares asociados con el HGPS involucran la

reduccién en la longitud de los telémeros y una respuesta crénica de dafio al DNA.
Estudios previos han mostrado que la sobre-expresién de la subunidad catalitica de la
telomerasa humana (TERT) extiende la esperanza de vida celular en el HGPS y
normaliza la proliferacién celular, lo que va asociado con un decremento en la
activacion de p53 y Rb (retinoblastoma), proteinas implicadas en las vias de supresion
de tumores (Decker M. L. et al., 2009; Kudlow, B. A. et al, 2008). Es importante
mencionar que los telémeros son un blanco importante ante un estrés celular en el
envejecimiento y en la senescencia celular (Hewitt G. et al, 2012). De manera
interesante se ha demostrado que la presencia de la Progerina en conjunto con una

disfuncion telomérica, genera senescencia celular (Cao K. etal.,, 2011).

1.4.3 DANO AL DNA
Como se menciond anteriormente, el dano al DNA es caracteristico en las

células del HGPS, incluso se ha demostrado la asociacién entre un incremento en el
numero de focos de la histona H2AX fosforilada y el acortamiento de los telémeros
durante senescencia y el envejecimiento; lo que sugiere una conexion entre la
senescencia celular y el acortamiento de los telémeros, ambos procesos relacionados
con la reparacion del DNA (di Fagagna, F. D. A. et al,, 2003; Herbig, U. et al,, 2004;
Sedelnikova, O. A. et al,, 2004). Por otra parte, se ha observado que la expresion de

Progerina incrementa los niveles de la histona H2AX fosforilada (y-H2AX) en células
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HeLa, lo cual es una marca de rupturas en el DNA de doble cadena (DSB; por sus siglas

en inglés; double strand break) (Manju K. et al.,, 2006).

Por otra parte, se ha observado que el tratamiento con el inhibidor de la
enzima farnesiltransferasa (FTI; por sus siglas del inglés farnesyltransferase
inhibitor), en células de pacientes con HGPS no reduce las rupturas de doble cadena ni
la sefializacion de dafio al DNA, a pesar de que si revierte de forma significativa la
morfologia nuclear aberrante. Lo cual sugiere que la acumulacién del dafio al DNA y

las alteraciones en la morfologia del nuicleo son fenotipos independientes (Liu Y. et al.,

2006).

1.4.4 ESTRES NUCLEOLAR
El nucléolo reacciona ante varias formas de estrés celular, lo cual perturba la

transcripcion de DNA ribosomal (rDNA) y el ensamblaje de ribosomas. Tanto la
morfologia como el tamafio del nucléolo se han relacionado con la actividad nucleolar.
Es importante mencionar que la inducciéon de distintos tipos de estrés celular se
encuentra acompafiada por cambios drasticos en la organizaciéon y composiciéon del
nucléolo. Se ha reportado que la segregacion nucleolar es causada por el dafio al DNA.
De forma interesante el contenido proteico del nucléolo es dindamico y se altera
durante condiciones de estrés. Se ha demostrado que las células de pacientes con
progeria exhiben desorganizacion nucleolar (Boulon S. et al.,, 2010; Lindstrom, M. S.
and Latonen L. 2013; Mehta I. S. et al,, 2010). Es importante enfatizar la participacién
del nucléolo como regulador de la proliferacion celular, progresion del ciclo celular y
replicacién de la telomerasa, con lo cual se ha demostrado que la generacidon de
alteraciones en la morfologia nucleolar produce senescencia celular (Takada H. y
Kurisaki A. 2015; Young A. R. et al,, 2013; Boisvert F. M. et al,, 2007; Hein N. et al,,
2012; Rosete M. et al., 2007).
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1.4.5 DISFUNCION MITOCONDRIAL
Las mitocondrias son organelos muy complejos que tienen un papel

importante en el envejecimiento biolégico (Bratic A. y Larsson N. G. 2013). La
mitocondria debe mantener un balance entre los procesos de fusion y fision para que
la célula tenga una poblacién funcional de este organelo; las mitocondrias nuevas
reemplazan las mitocondrias disfuncionales que son destruidas por autofagia. La
disfuncién mitocondrial ocasiona un incremento en la cantidad de especies reactivas
de oxigeno (ROS) y de esta manera se desencadena el dafio al DNA y a las proteinas

(Kirkinezos I. G. y Moraes C. T. 2001).

Por lo que respecta a la relacidn entre la disfuncién mitocondrial y el HGPS, se
ha reportado que las células de pacientes que padecen diferentes laminopatias
debidas a mutaciones en el gen LMNA, presentan elevados niveles de ROS y una alta
susceptibilidad al estrés oxidativo (Sieprath, T. et al, 2012). De igual manera, la
acumulacién de Progerina induce un incremento en la cantidad de ROS y una
reduccion en los niveles de enzimas antioxidantes, también se ha reportado que las
ROS se acumulan en los fibroblastos de pacientes con HGPS (Viteri G. et al., 2010). De
manera complementaria, se ha propuesto que las ROS pueden generar dafio al DNA y
afectar la estructura de la ldmina nuclear, causando un dafo oxidativo sobre los
residuos de cisteina del extremo carboxilo terminal de la ldmina A, e induciendo
senescencia celular (Pekovic V. et al,, 2011; Viteri G. et al., 2010; De Vos W. H. et al,
2011; Hutchinson C. ]. 2011; Gonzalez-Suarez I. et al., 2009) (Fig 6).
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Figura 6. Marco de referencia para entender el impacto del estrés oxidativo sobre la funcién de la lamina nuclear

(tomado y traducido de Sieprath T. et al.,, 2012).

1.4.6 SENESCENCIA CELULAR
La senescencia celular es un fenémeno especifico donde la célula sufre un

arresto permanente del ciclo celular caracterizado por una pérdida del potencial de
proliferacion, el cual es ocasionado por una respuesta a varios tipos de estrés celular.
Las células senescentes no responden al estimulo con mitégenos y son resistentes al
desafio oncogénico. Una vez establecida la senescencia es irreversible. Este fenotipo
fue descrito por primera vez en un cultivo primario de fibroblastos de humano, en
donde se descubri6 que dicho cultivo tiene una finita capacidad de proliferacion,
posicionandolo y actualmente es el modelo de senescencia celular mas estudiado
(Sharpless N. E. y Sherr, C. J. 2015; Campisi ]. y di Fagagna, F. D. A. 2007; Mufioz-Espin
D.y Serrano M. 2014; Young A. R. et al., 2013).
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Las células senescentes difieren de las células quiescentes (células con
potencial de proliferaciéon que responden a mitégenos), por la presencia de distintos
marcadores y cambios morfolégicos. Dentro de las distintas caracteristicas se incluye
la ausencia de marcadores de proliferacidn, actividad de la enzima [3-galactosidasa
asociada al fenotipo senescente (SABGAL), la expresién de supresores de tumor e
inhibidores del ciclo celular, la presencia de marcadores de dafio al DNA, la formacion
de focos nucleares constitutivos de heterocromatina, la secrecién de moléculas de
sefializacién, una disminucién en los niveles de la lamina B1 (proteina de la envoltura
nuclear), una elevada actividad lisosomal, alteraciones morfologicas (células
aplanadas y extendidas), alteraciones en la morfologia nucleolar y la presencia de
estrés oxidativo, etc. (Mufoz-Espin D. y Serrano M. 2014; Dimri G. P. et al,, 1995;
Sharpless N. E. y Sherr, C. J. 2015; Rodier F. y Campisi J. 2011; Shah P. P. et al,, 2013;
Freund A. et al,, 2012; Becker T. y Haferkamp S. 2013; Lee B. Y. et al., 2006; Hein N. et
al,, 2012; Carnero A. 2013) (Fig. 7).
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Figura 7. Marcas de una célula senescente. (Elaborado a partir de: Mufioz-Espin D. y Serrano M. 2014; Dimri G. P. et al., 1995;
Sharpless N. E. y Sherr, C.]. 2015; Rodier F. y Campisi J. 2011; Shah P. P. et al., 2013; Freund A. et al,, 2012; Becker T. y Haferkamp
S.2013; Lee B. Y. et al,, 2006; Hein N. et al,, 2012; Carnero A. 2013).

Dentro de las distintas marcas que distinguen a una célula senescente es
necesario hacer énfasis en una de ellas, la pérdida de la lamina B1. La Lamina B1
regula distintos procesos celulares como: la replicacion, la transcripcion, el
ensamblaje del huso mitético, el estrés oxidativo, la distribuciéon cromosémica, la
reparacion de dafio al DNA, la estabilidad de la cromatina, la proliferacién celular, el
mantenimiento de la estructura y funcion nuclear, etc. (Freund A. et al.,, 2012; Shimi T.
et al,, 2011; Butin-israeli V. et al, 2015; Liu N. A. et al,, 2015). Por lo tanto, esta
proteina juega un papel muy importante en la célula mas alla de ser s6lo un
biomarcador de la senescencia. De tal manera que la pérdida de la lamina B1 se asocia
con la generacion de practicamente todas las marcas antes mencionadas del sindrome
de Progeria, en donde la disminucién de esta proteina podria ser un evento primario

para el establecimiento de la senescencia celular (Fig. 8).
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“La pérdida de la Lamina B1 como un evento central
para la senescencia”
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Figura 8. La pérdida de la Lamina B1 como un evento central para la senescencia. (Freund A. et al, 2012; Sadaie M. et al,
2013; Shimi T. etal., 2011; Liu N. A. et al., 2015; Martin C. et al., 2009; Shimi T. y Goldman R. D. 2014; Malhas A. N. et al,, 2009).

La cantidad de estimulos conocidos que inducen senescencia esta
constantemente aumentando y los mecanismos involucrados han sido extensamente
estudiados (Revisado de Mufioz-Espin D. y Serrano M. 2014). Con lo cual podemos
establecer que la pérdida de heterocromatina perinuclear, el dafio telomérico, la
generacion de dafio al DNA, el estrés nucleolar y la disfuncién mitocondrial, todas ellas
marcas de la Progeria, llevan a la senescencia celular (Zhang H. et al., 2016; Gorbunova
V. etal, 2007; Lombard D. B. Et al,, 2005; Hewitt G. et al., 2012; Cao K. et al,, 2011; di
Fagagna, F. D. A. et al,, 2003; Herbig, U. et al.,, 2004; Sedelnikova, O. A. et al., 2004;
Takada H. y Kurisaki A. 2015; Young A. R. et al,, 2013; Boisvert F. M. et al., 2007; Hein
N. et al,, 2012; Rosete M. et al., 2007; Pekovic V. et al., 2011; Viteri G. et al.,, 2010; De
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Vos W. H. et al,, 2011; Hutchinson C. ]. 2011; Gonzalez-Suarez I. et al., 2009). A partir

de lo antes mencionado podriamos plantear que la senescencia celular es fenotipo

general del HGPS (Fig. 9).
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Disfuncitn
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Figura 9. Fenotipos en el HGPS llevan a senescencia celular. (Realizado a partir de Zhang H. et al,, 2016; Gorbunova V. et al,,
2007; Lombard D. B. Et al,, 2005; Hewitt G. et al., 2012; Cao K. et al,, 2011; di Fagagna, F. D. A. et al,, 2003; Herbig, U. et al,, 2004;
Sedelnikova, O. A. et al,, 2004; Takada H. y Kurisaki A. 2015; Young A. R. et al,, 2013; Boisvert F. M. et al., 2007; Hein N. et al., 2012;
Rosete M. et al,, 2007; Pekovic V. et al.,, 2011; Viteri G. et al,, 2010; De Vos W. H. et al., 2011; Hutchinson C. J. 2011; Gonzalez-
Suarez . et al,, 2009; Goldman R. D. et al,, 2004).

El estudio de la senescencia celular ha cobrado gran relevancia en el estudio
del envejecimiento, se ha descrito que el envejecimiento es un factor principal de
riesgo para la enfermedad cardiovascular (Lakatta E. G. 2003); de manera interesante,

se ha demostrado que las células cardiacas presentan senescencia y que esto
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contribuye a alteraciones de la funcién cardiovascular (Minamino T. y Komuro L
2008). De tal manera que la senescencia celular juega un papel importante en el

envejecimiento del sistema cardiovascular (Fig. 10).

Inicialmente pacientes con el HGPS no presentan problemas cardiovasculares;
sin embargo, gradualmente van presentando dificultad para respirar entre los 6 y 8
afios de edad. La mortalidad en pacientes con el HGPS es frecuentemente un resultado
de infarto al miocardio o eventos cerebrovasculares; los cuales ocurren en promedio a
los 13 afios de edad (Hennekam R. 2006). Datos obtenidos a partir de autopsias, han
demostrado que en el sistema cardiovascular hay una pérdida extensiva de células
musculares lisas las cuales son reemplazadas por una matriz extracelular fibrosa o
por focos de calcificacion; lo que da como resultado una reducida resistencia de las
paredes de los vasos sanguineos. Se ha encontrado depésitos de placa dentro de las
arterias (aterosclerosis) en el HGPS, un fenotipo que se comparte con el
envejecimiento fisiolégico: También se ha observado la presencia de células
vasculares senescentes en lesiones ateroescleroticas, sugiriendo que la senescencia
celular contribuye a la patogénesis de la ateroesclerosis. Sin embargo, se requieren
mas estudios para dilucidar los mecanismos moleculares que determinan la
senescencia celular en el HGPS lo que nos ayudaria a entender el envejecimiento
fisiologico (Minamino T. et al.,, 2004; Ikeda Y. et al,, 2016; Minamino T. y Komuro I.
2008) (Fig. 10).

1.5 TERAPIAS PARA EL HGPS

El HGPS es una enfermedad incurable; no obstante, se han desarrollado
diferentes estrategias terapéuticas. Se ha demostrado que la inhibicién de la
farnesilacion de la pre-lamina A, con inhibidores de la enzima farnesil-transferasa
(FITs) revierte la morfologia nuclear aberrante de las células HGPS (Capell B. C. et al,,
2005; Toth J. I. et al, 2005). Sin embargo, Liu Y. y colaboradores en el 2006
demostraron que el tratamiento de células de pacientes con FIT no reduce el dafio al

DNA, lo que sugiere que estos fenotipos son independientes. Por otro lado, se han
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utilizado RNAs de interferencia (RNAi) con la finalidad de eliminar el RNA mensajero
mutante o para bloquear el sitio de splicing criptico y provocar el salto de ex6n; sin
embargo, se requiere superar la toxicidad asociada a los oligonucleétidos para escalar
estas terapias a la clinica (Hegele R. A. y Oshima ]J. 2007). La identificaciéon de los
mecanismos moleculares por medio de los cuales se alteran diferentes procesos
celulares, incluyendo la reparacién del DNA, la longitud de telémeros, la produccion
de ROS, es un paso fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

contra el HGPS (Lattanzi G. et al,, 2012).

Debido a que se propone que en el HGPS la presencia de senescencia celular
prematura podria causar anormalidades vasculares. Entender los mecanismos
moleculares que subyacen a la senescencia celular proveera seguramente nuevas

estrategias anti-senescentes para tratar patologias cardiovasculares.

Envejecimiento normal

: Mutaciones en LMNA
Factores de riesgo ;
(Progeria)

v

Acortamiento telomérico
Dano al DNA
Inestabilidad genomica

1

Senescencia de células
cardiovasculares

l

Envejecimiento
cardiovascular

Figura 10. Rutas en comin para el envejecimiento cardiovascular entre el envejecimiento normal y el HGPS. (Modificado
y traducido de: Minamino T.y Komuro I. 2008).
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Las bases moleculares del HGPS no se han dilucidado por completo. A este
respecto, nuestro grupo de trabajo demostr6 recientemente mediante ensayos de
inmunofluorescencia indirecta e inmunodeteccion en fase so6lida que los niveles de la
exportina CRM1 se encuentran incrementados en los fibroblastos de individuos con
HGPS, en comparacion con fibroblastos de un individuo sano (Fig. 11A y 11B). Se
demostr6 mediante ensayos de RT-PCR en tiempo real que los niveles elevados de
CRM1 se deben a que existe una sobre-expresion del RNA mensajero en los

fibroblastos con HGPS (Fig. 11C).

Figura 11. Sobreexpresion de la exportina CRM1 en los fibroblastos HGPS. (A) La distribucién subcelular de la exportina
CRM1 se examin6 mediante IF indirecta utilizando anticuerpos anti-CRM1. Los nucleos se tifieron con DAPI. Se muestran
imagenes representativas de tres experimentos independientes. (B) Se obtuvieron lisados de los fibroblastos normales y HGPS
para su andlisis posterior mediante inmunodeteccion en fase sélida, utilizando anticuerpos especificos para CRM1 y actina
(control de carga). Se cuantificaron los niveles de CRM1, ajustandose con los niveles de actina y las diferencias significativas entre
los cultivos celulares se indican con asteriscos (panel inferior). (C) Se cuantificaron los niveles del RNA mensajero de la exportina
CRM1 mediante RT-PCR en tiempo real. Los datos representan la media +/- desviacién estdndar de tres experimentos

independientes realizados por duplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas.
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El mecanismo de exportacidon nuclear es un proceso esencial que regula la
localizacion subcelular de numerosas proteinas y RNAs en las células eucariotas. La
mayor parte del trafico de macromoléculas a través de la envoltura nuclear esta
mediada por receptores de transporte nuclear. Los receptores de importacion son las
importinas mientras que los de exportacion son llamados exportinas. Hay 7
exportinas conocidas en las células humanas. De éstas, CRM1 (por sus siglas en inglés;
Chromosome region maintenance 1, conocida como exportina-1 o XP0O1) es la mas
conocida. La exportina CRM1 reconoce la proteina cargo a través de sefiales de
exportacion nuclear (NES; por sus siglas en ingles nuclear export signal). Presente en
la secuencia primaria de la proteina cargo; la NES es una secuencia corta de 5-7
residuos ricos en leucina. La exportacion nuclear, puede ser inhibida por un
compuesto llamado Leptomicina B (LMB), el cual se une al sitio de reconocimiento de
la sefal de exportacidn nuclear de CRM1, especificamente a la cisteina 528 (Fung, H. Y.
J. y Chook Y. M. 2014; Hutten S. y Kehlenbach R. H. 2007; Kosugi S. et al., 2008; La Cour
T.etal, 2004; Wen W. et al.,, 1995) (Fig. 12).

Cytoplasm
B
7 Nucleus

CRM1 Inhibitor

Figura 12. Mecanismo de exportacion nuclear mediado por CRM1. La célula obtiene la energia necesaria para éste proceso a

través de hidroélisis de GTP por la GTPasa monomérica Ran. Ran es un interruptor molecular que existe en dos estados
conformacionales, dependiendo de su unién a GDP o a GTP. Estas dos proteinas reguladoras disparan la transformacién entre
estos dos estados: la proteina citosélica activadora de GTPasa (GAP), que induce la hidrélisis de GTP convirtiendo de Ran-GTP en
Ran-GDP y un factor nuclear intercambiador de guanina (GEF), que activa el intercambio de GDP por GTP convirtiendo Ran-GDP

en Ran-GTP (tomado de Turner J. G. et al, 2012; Alberts B. B. 1996).
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Existen alrededor de 300 proteinas blanco de CRM1 que han sido reportadas
en la literatura y la informacion acerca de las NESs que contienen se encuentra en las

bases de datos NESdb y ValidNESs (Xu D. et al,, 2012; Fu S. C. et al., 2012).

Por lo tanto, es factible predecir que la sobreexpresiéon de CRM1, que ocurre en
los fibroblastos de pacientes con HGPS, altera la localizaciéon nuclear de multiples
proteinas, premisa que fue probada en nuestro grupo de trabajo al analizar la
distribucién subcelular de tres diferentes proteinas que presentan exportacion
nuclear mediada por la exportina CRM1 (B23, Z02 y STAT3). Mediante ensayos de
inmunofluorescencia y microscopia confocal se observé que la sefial nuclear de las
tres proteinas mencionadas esta disminuida notoriamente en los cultivos de
fibroblastos HGPS, en comparacidn con los fibroblastos control y de forma interesante
los niveles nucleares de estas proteinas se recuperaron después del tratamiento con

Leptomicina B (Fig. 13).

Enseguida nos interes6 analizar la distribucién del -Distroglicano ($-DG) en
los fibroblastos HGPS; la localizacién subcelular de esta proteina esta regulada por por
los mecanismos de importaciéon nuclear (lara-Chacon B. et al.,, 2010) y de exportacion
nuclear (dirigido por una secuencia de exportacion nuclear (NES) situada en su
dominio transmembranal y la exportina CRM1). De manera interesante, la localizacion
nucleolar y nucleoplasmica del 3-DG presente en los fibroblastos control, se pierde en
los fibroblastos HGPS, y el tratamiento con LMB restablecié la tincion del -DG en el
nucleoplasma y los nucléolos, en los fibroblastos de pacientes con el HGPS; el andlisis
cuantitativo de las imagenes determiné que el nadmero de células con tinciéon nucleolar
del B-DG se increment6 en un 40% en ambos cultivos de fibroblastos HGPS después
del tratamiento con la LMB. De forma notable, la inhibicion de la exportacién nuclear
alivi6 el estrés nucleolar, ya que el volumen de los nucléolos aument6
significativamente en los fibroblastos tratados con la LMB. Dicha mejoria en la
estructura nucleolar esta relacionada con el regreso de ciertas proteinas al nucléolo
como [-DG y B23 (proteina nucleolar con localizacion citoplasmatica en los

fibroblastos HGPS; Fig 13) (Fig. 14).
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Figura 13. La exportacién nuclear exacerbada ocasiona la disminucién de los niveles nucleares de diversas proteinas en
los fibroblastos de individuos con el HGPS. Los cultivos de fibroblastos primarios de individuos con el HGPS y de un individuo
sano se cultivaron sobre cubreobjetos y se trataron durante 6 dias con 50 nM de Leptomicina B (LMB) diluida en etanol al 70%
(inhibidor especifico de la exportina CRM1) y con el vehiculo solamente. Enseguida las preparaciones se sometieron a ensayos de
IF indirecta para analizar la distribucién de las proteinas STAT 3, B23 o Z0-2. Los nucleos se tifieron con DAPI. Se muestran
imagenes representativas de microscopia confocal de 3 experimentos independientes con cortes 6pticos a nivel del ntcleo. El

tratamiento con LMB restaurd los niveles nucleares de las proteinas analizadas en los fibroblastos HGPS.
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Figura 14. El tratamiento con el inhibidor de la exportaciéon nuclear LMB restaura la localizacién nuclear/nucleolar del
B-DG y aminora el estrés nucleolar en los fibroblastos HGPS. (A y B) Los cultivos de fibroblastos primarios normales y HGPS
se sembraron sobre cubreobjetos y se trataron durante 6 dias con 50 nM de Leptomicina B (LMB) diluida en DMSO, inhibidor
especifico de la exportina CRM1, y con el vehiculo solamente. Enseguida las preparaciones se sometieron a ensayos de IF
indirecta triple para analizar la distribucién de las proteinas $-DG, B23 y lamina A/C, y los nucleos se contra-tifieron con DAPI. Se
muestran imagenes representativas de microscopia confocal de 3 experimentos independientes con cortes épticos a nivel del
nucleo. Se cuantifico la intensidad de la fluorescencia presente en citoplasma y nicleo de los fibroblastos normales mediante el
programa Image], y se obtuvo el cociente Fn/c de las células tratadas con LMB o sé6lo con el vehiculo (Fig. 5A; panel central, los
asteriscos indican diferencias significativas entre los cultivos). Se analizaron 200 células y se cuantificé el nimero de células con
tincién nucleolar del 3-DG presente en cada cultivo y las diferencias estadisticamente significativas se sefialan con asteriscos (Fig.
5B panel central). Se calcul6 el volumen de los nucléolos de 200 células de cada cultivo mediante el programa Image | (Fig. Ay B;

paneles de la extrema derecha, los asteriscos indican diferencias significativas).

Es importante resaltar la importancia que tiene el alivio del estrés nucleolar en
el HGPS, ya que como se mencion6 anteriormente esta alteracion conduce a la
senescencia celular. Por lo tanto, es factible sugerir que al normalizar la exportaciéon
nuclear exacerbada y aminorar el estrés nucleolar se esta obteniendo un efecto anti-

senescente sobre las células HGPS.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que el tratamiento con la LMB alivia el estrés nucleolar de las células
HGPS mediante la normalizacién de la exportacién nuclear mediada por CRM1,
consideramos relevante analizar si este tratamiento tiene un efecto global anti-

senescente en el HGPS.

4. HIPOTESIS

La correccion de la exportacion nuclear mediada por CRM1 tiene un efecto

anti-senescente en las células HGPS.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL:

e Analizar el efecto anti-senescente del tratamiento con la LMB en fibroblastos

de pacientes con Progeria.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar el modelo celular.

2. Efecto del tratamiento con LMB sobre el fenotipo senescente de los

fibroblastos HGPS:

a) Porcentaje de células positivas para la actividad de la enzima SA-Bgal.

b) Niveles proteicos de la ldmina B1.

c) Morfologia celular senescente.
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6. MODELO DE ESTUDIO

Células AG08469: Fibroblastos humanos de tejido de piel provenientes del padre
(caucasico) clinicamente no afectado de un nifio afectado.

Células AG11513: Fibroblastos humanos de tejido de piel provenientes de un
paciente de sexo femenino caucasica, de 8 afios de edad (al tomar la muestra) con el
HGPS.

Células AG11498: Fibroblastos humanos de tejido de piel de un paciente de sexo
masculino, de 14 afios de edad (al tomar la muestra) con el HGPS; que presentaba
ademas dafio cardiovascular.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 CULTIVO CELULAR

Se utilizaron fibroblastos de dos pacientes con el HGPS (AG11513 y AG11498, Coriell
Cell Repository) con la mutaciéon LMNA G608G y como control del estudio se
emplearon fibroblastos de una persona sana (AG08469 Coriell Cell Repository). Los
cultivos celulares se mantuvieron en medio esencial minimo (MEM) suplementado
con aminoacidos esenciales y aminoacidos no esenciales, 10% de suero fetal bovino
inactivado por calor y 50 U/ml de penicilina y estreptomicina. Las células se
cultivaron a 37°C en 5% de CO2. Cuando se indica, los cultivos de fibroblastos
primarios se trataron por 7 dias con 10uM del inhibidor de la enzima farnesil
transferasa (FTasa), FTI-277 (Sigma-Aldrich), diluido en DMSO, o por 6 dias con 50
nM de Leptomicina B (LMB; Sigma-Aldrich) diluida en etanol al 70%. Los cultivos

controles se les brindo tratamiento con el vehiculo solamente.

8.2INMUNOFLUROSCENCIA ACOPLADO y MICROSCOPIO CONFOCAL
Las células se sembraron sobre cubreobjetos en cajas de 35mm y se incubaron toda la

noche a 37°C en una atmoésfera con CO2z al 5%. Al dia siguiente se removio el medio y
las células se lavaron con 2ml de PBS. Enseguida se fijaron con 4% de
paraformaldehido durante 10 min y se permeabilizaron con Tritén X-100-PBS al 0.2%
durante 10-15 min. Posteriormente se realizé un bloqueo adicionando gelatina al
0.5% y suero fetal bovino al 1% en PBS durante 30 minutos. Las células se incubaron
durante la noche a 4°C con el anticuerpo primario correspondiente. Al dia siguiente,
las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario correspondiente. Transcurrido ese tiempo, las
preparaciones se lavaron con PBS y los nucleos se contratifieron con DAPI (1:600)
durante 7 minutos a temperatura ambiente. Las preparaciones se lavaron con PBS y
agua MilliQ, se dejaron secar y posteriormente se montaron en portaobjetos con 6pl
de VectaShield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EE.UU.). Las preparaciones
se examinaron en un microscopio de escaneo de laser confocal (SP8 Leica, Heidelberg,

Alemania) utilizando el objetivo de inmersion en aceite.
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8.3 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES
Los cultivos celulares se sembraron sobre cajas Petri de 35 mm a una confluencia de

70-80%, se sometieron a dos lavados con 2 ml de PBS y se mantuvieron
posteriormente en hielo. Se adicion6 25 pl de la soluciéon amortiguadora de lisis (50
mM Tris-HCI pH8; 150mM NaCl; 1mM PMSF, 1% Triton, 1x complete;) y las células se
cosecharon con la ayuda de un gendarme. Para terminar la lisis celular, la suspension
se someti6 a vortex durante 10s cada dos minutos durante media hora. Para la
eliminacién de los restos celulares, la suspension se centrifugé a 10000 r.p.m durante

3 minutos y se recuperd el sobrenadante (extracto de proteinas totales).

8.4INMUNODETECCION EN FASE SOLIDA
Los extractos de proteina totales se sometieron a electroforesis en geles de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa, utilizando la solucién amortiguadora de transferencia
(Tris-Glicina 1X-Metanol 20%). La transferencia se realiz6 en una cdmara semi-
himeda a 20V durante 1h. La membrana se bloqueé durante 1 h a temperatura
ambiente con 5% de leche en polvo baja en grasa en la soluciéon amortiguadora Tris-
Buffered- Salino-Tween-20 (TBS-T) 1X para evitar uniones inespecificas del
anticuerpo primario. Posteriormente se incub6 en agitacion constante durante toda la
noche a 4° C con el anticuerpo primario de interés diluido en TBS-T 1X. Se lavé el
anticuerpo primario por lavados repetidos con el mismo buffer y posteriormente se
incubd con el anticuerpo secundario por 1hr a temperatura ambiente con agitacién
constante. Las proteinas especificas se revelaron utilizando el reactivo de
quimioluminiscencia (ECL) y la exposicién posterior de la membrana en una placa

fotografica.

8.6 ANTICUERPOS
Para los ensayos de inmunofluorescencia se emplearon los siguientes anticuerpos:

anticuerpo monoclonal de ratén anti-lamina A/C (1:250) (ab8984; Abcam); Para la
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inmunodeteccidn en fase solida se usé un anticuerpo policlonal de conejo anti-lamina
A/C (sc-20681; Santa Cruz, CA, EE.UU.),un anticuerpo policlonal de conejo anti-lamina
B1 (ab16048; Abcam); un anticuerpo policlonal de conejo anti-Calnexina (1:500) (sc-
11397; Santa Cruz, CA, EE.UU), un anticuerpo policlonal de conejo anti-CRM1(Novus
Biologicals).

8.7 CITOQUIMICA DE LAS CELULAS SENESCENTES
Los fibroblastos HGPS y del grupo control se sembraron sobre cubreobjetos de 18x18

mm contenidos en cajas petri de 35 mm y se les adiciono 1.5 ml de medio de cultivo.
Las células se incubaron por 24 horas y en seguida se lavaron una vez con 2 ml de la
solucion amortiguadora de Fosfato Salino (PBS) 1X. Se adicion6 1ml de solucién
fijadora 1X (2% de formaldehido, 0.2% de glutaraldehido en PBS, SIGMA) durante 7
minutos a temperatura ambiente y posteriormente se lavaron las células dos veces
con 3 ml de PBS 1X. Se adicion¢ a las preparaciones 1ml de la solucién de tincién de 3-
Galactosidasa (1mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-inolil-B-D-Galactospiranosido (X-gal) en
dimetilformamida (20 mg/ml stock); 40 mM acido citrico / fosfato de sodio a pH 6.0;
150 mM NacCl; 2 mM MgClz; 5mM ferricianuro potasico, SIGMA) y se incubaron a 37°C
toda la noche en una incubadora seca sin CO2. Las preparaciones se lavaron con PBS,
se dejaron secar y posteriormente se montaron en un portaobjetos con 6ul de
VectaShield (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, EE.UU.) Se observaron las
células bajo microscopia de campo claro y se cuantificaron las células tefiidas de azul

que expresan la -Galactosidasa (células senescentes).

38



9. RESULTADOS

9.1 Caracterizacion de los fibroblastos de individuos con Progeria

Con la finalidad de caracterizar los fibroblastos de individuos con HGPS se
analiz6 la morfologia nuclear y la expresion de Progerina, marcas distintivas de las
células HGPS. Mediante inmunofluorescencia indirecta empleando un anticuerpo
dirigido contra la lamina A/C observamos que los fibroblastos HGPS presentan una
morfologia nuclear aberrante, caracterizada por la pérdida de la forma ovalada del
nucleo y la presencia de pliegues y pequeias ampollas, en comparacién con los
fibroblastos provenientes de un individuo sano (control) (Fig. 15A). De manera
consistente, por medio de una inmunodeteccién en fase so6lida empleando un
anticuerpo dirigido contra la ldamina A/C se detecté la presencia de las laminas A (70
kDa) y C (62 kDa) en los extractos totales de los fibroblastos control, mientras que en
los fibroblastos HGPS se observé una banda adicional de aproximadamente 65 kDa
que corresponde a la Progerina. Asi mismo, empleando un anticuerpo primario
dirigido contra CRM1 observamos una mayor intensidad de fluorescencia en los
fibroblastos HGPS (Fig. 15B) y un incremento en la banda que corresponde a CRM1 en
los fibroblastos HGPS, mediante ensayos de IF e inmunodetecciéon en fase sélida

respectivamente (Fig. 15C).
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Figura 15. Distribucién y expresion de la lamina A/C, Progerina y CRM1 en los fibroblastos control y HGPS. (A) Se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta empleando un anticuerpo dirigido contra la lamina A/C /Progerina (verde).
Los nucleos se contra-tifieron con DAPI (azul). (B) Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta empleando un
anticuerpo dirigido contra CRM1 (rojo). Los nucleos se contra-tifieron con DAPI (azul). (C). Se realizaron ensayos de
inmunodeteccién en fase sélida empleando extractos totales de fibroblastos control y HGPS y anticuerpos primarios dirigidos

contra la lamina A/C/Progerina y CRM1.

9.2 El porcentaje de células senescentes (positivas para la tincion SA-fgal)
aumenta conforma avanza el namero de pasajes de los fibroblastos HGPS

Se ha reportado que conforme aumenta el nimero de pasajes de cultivos
primarios de fibroblastos, aumenta también la expresion de Progerina, lo que a su vez
induce senescencia celular prematura y dafio celular generalizada (Cao K. et al., 2011).
Por lo tanto, decidimos monitorear el porcentaje de células senescentes a través de los
pasajes de los fibroblastos HGPS y elegir el pasaje adecuado para estudios posteriores,
en donde ya esté presente la senescencia celular pero no haya un dafio celular

importante.
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Las células senescentes presentan actividad de la enzima (-galactosidasa que

se relaciona con una alta actividad lisosomal y se ha utilizado como un biomarcador

de senescencia. Por lo tanto, contamos el porcentaje de células SA-Bgal (+) conforme

al namero de pasajes de los fibroblastos HGPS. Cuando se proporciona el sustrato de

la enzima B-galactosidasa, X-Gal a los cultivos celulares se genera una tincién azul en

las células senescentes, la cual se observa bajo microscopia de luz. Se encontré que en

el pasaje # 2 los cultivos HGPS1 y HGPS2 presentan un porcentaje de 45% de células

SA-Bgal (+) mientras que las células control tiene solamente 2% de células

senescentes. En el pasaje # 3 el porcentaje de fibroblastos senescentes fue del 50% y

100% para los cultivos HGPS1 y HGPS2 respectivamente, mientras que las células

control alcanzaron un 5% (Fig. 16A y B). Con base en estos resultados los estudios

posteriores se realizaron en el pase # 2.
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Figura 16. Monitoreo de células SA-Bgal (+) en los fibroblastos HGPS conforme el nimero de pasajes. (A). Los
fibroblastos control y HGPS se sembraron en cubreobjetos contenidos en cajas de 35 mm (p35). Se llevé a cabo la tincién para la
enzima f-galactosidasa (SA-fgal) asociada a senescencia celular mediante citoquimica. Las células tefiidas de azul que expresan
la B-galactosidasa se identificaron por microscopia de luz utilizando campo claro 20X. (B). Se graficé el porcentaje de células SA-

Bgal (+) conforme al nimero de pasajes de los fibroblastos control y HGPS; n= 300 células.

9.3 El tratamiento con LMB (inhibidor de la exportina CRM1) disminuyo el
porcentaje de células senescentes en los fibroblastos con el HGPS
Con la finalidad de evaluar el potencial efecto anti-senescente de la
Leptomicina B (LMB), la cual normaliza la exportacion nuclear de los fibroblastos con
el HGPS, se procedié a evaluar el porcentaje de células senescentes mediante la
deteccion del biomarcador de senescencia SA-B-gal. Los fibroblastos primarios control
y HGPS del pasaje # 2 se cultivaron sobre cubreobjetos y se trataron durante 6 dias
con 50 nM de LMB diluida en etanol al 70% o con el vehiculo solamente, antes de
evaluarse la actividad de la enzima [-galactosidasa. De manera interesante,
encontramos una disminucion del 50% de células senescentes (SA-fgal [+]) en los
fibroblastos HGPS1 tratados con LMB, con respecto al cultivo HGPS1 tratado solo con

el vehiculo. Sin embargo, la LMB no tuvo efecto alguno sobre el porcentaje de células
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senescentes en los fibroblastos HGPS2. Es importante mencionar que el tratamiento
con LMB provocé la aparicion de un 80% de células senescentes, lo que indica que la

LMB genera algun tipo de estrés celular (Fig. 17A y B).

Control HGPS1
A] - 1 i HGPS2

Vehiculo
S
il
S
" ~a

LMB
~
=3
=
“a
~a
.‘“‘iaﬂ"

R\ANNF 2
II'l, o ".\'1'-\ i .l'; ) LA |.I X
I " : Y
- ':‘ .}“ — - S ‘h ‘II "\.H e
B)

100 p= 0.0084

wrk
80 - I
60 - p=0.0111
*

40 - s
20 - /_ %
0- 1 T =

+

f T
LMB | - - + - +

Control HGP 31 HGPS2

%de células SA-betaGal (+)

Figura 17. La normalizacion de la exportacion nuclear de proteinas mediante tratamiento con LMB disminuyé el
porcentaje de células SA-Bgal (+) en los fibroblastos HGPS1. (A) Los fibroblastos control y HGPS se cultivaron sobre
cubreobjetos en cajas de 35 mm y se trataron durante 6 dias con 50 nM de Leptomicina B (LMB) diluida en etanol al 70% o con el
vehiculo solamente. Posteriormente se llevd a cabo la detecciéon de la actividad de la enzima B-galactosidasa mediante
citoquimica. Las células tefiidas de azul que expresan la $-galactosidasa se identificaron por microscopia de luz utilizando campo

claro 20X. (B). Se graficé el porcentaje de células SA-Bgal (+); n= 300 células.
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9.4 La inhibicion de la farnesilacion de la Progerina no disminuye el
porcentaje de células senescentes en los fibroblastos HGPS.

Se ha demostrado que la Progerina actia como dominante negativa sobre la
lamina A/C debido a que permanece anormalmente farnesilada. La Progerina es el
origen bioquimico de la bateria de alteraciones celulares presentes en el HGPS, por lo
que se ha propuesto el uso de farmacos que inhiben la farnesilacion de la Progerina
para tratar este padecimiento. Se ha demostrado que el tratamiento con un inhibidor
de la farnesil-transferasa (FTI-277) alivia la morfologia nuclear aberrante el HGPS
(Capell B. C. et al, 2005); no obstante, este tratamiento no logra corregir otros
fenotipos de gran importancia en el HGPS, como el dafio al DNA (Liu Y. et al 2006). Por
lo tanto, decidimos averiguar si el tratamiento con FTI-277 alivia la senescencia
celular del HGPS. En primer lugar, evaluamos si el FTI-277 restaura la morfologia
nuclear normal, como esta reportado previamente (Capell B. C. et al, 2005). Los
fibroblastos control y HGPS de pasaje # 2 se cultivaron en cubreobjetos y se trataron
durante 7 dias con 10 pM del FTI-277 diluido en DMSO o con el vehiculo solamente. Se
analiz6 la distribucién de la ldamina A/C/Progerina mediante inmunofluorescencia
indirecta empleando un anticuerpo especifico dirigido contra la ldmina A/C. Se
observé un 80% y 82% de células con morfologia nuclear aberrante en los cultivos
HGPS1 y HGPS2 respectivamente y de acuerdo a lo esperado, el tratamiento con FTI-
277 disminuy6 considerablemente el porcentaje de células con nicleos deformes en
los cultivos HGPS1 (23%) y HGPS2 (30%), lo que demuestra la efectividad del
tratamiento. (Fig. 18A y B).
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Figura 18. El farmaco FTI-227 alivié la morfologia nuclear aberrante de los fibroblastos HGPS. (A) Los fibroblastos control
y HGPS del pasaje # 2 se cultivaron sobre cubreobjetos y se trataron durante 7 dias con 10 uM del FTI-277 diluido en DMSO o con
el vehiculo solamente. La distribucién de la ldmina A/C/Progerina (Verde) se analizé mediante microscopia confocal. Los nucleos
se contra-tifieron con DAPI (azul). Se graficé el porcentaje de células con morfologia nuclear aberrante de los fibroblastos control

y HGPS.
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Posteriormente se llevo a cabo la deteccion de la actividad de -galactosidasa y
se observéd que el porcentaje de células SA-Bgal (+) se mantuvo cercano al 50% en los
fibroblastos HGPS tratados con FTI o con el vehiculo solamente. Lo que indica que la
inhibicion de la farnesilacién de la Progerina no alivia el fenotipo senescente de los

fibroblastos HGPS.

47



B)

+ 100-
™
QO 80-
[
@
£ 60-
<
p T :
w404 ﬂ L
E / / :
'S 20- / / o
o4 L
o
0- /a 1 =

FTI - + - +

Control HGPS1 HGPS2

Figura 19. La Inhibicién de la farnesilacion de la Progerina no disminuye el porcentaje de células senescentes en los
fibroblastos HGPS. (A) Los fibroblastos control y HGPS se cultivaron sobre cubreobjetos en cajas de 35 mm y se trataron
durante 7 dias con 10 uM de FTI-277 diluido en DMSO o con el vehiculo solamente. Posteriormente se llevé a cabo la deteccion de
la actividad de la enzima f-galactosidasa mediante citoquimica. Las células tefiidas de azul que expresan la f-galactosidasa se
identificaron por microscopia de luz utilizando el campo claro, 20X. (B). Se graficé el porcentaje de células SA-fgal (+); n= 300

células.

9.5 Disminucion de la LaAmina B1 en fibroblastos con el HGPS.

Previamente se ha reportado una disminucién en los niveles proteicos de la
lamina B1 en las células HGPS; la lamina B1 es una molécula central en diversos
procesos celulares y la pérdida de su funcién es un paso necesario para el
establecimiento de la senescencia celular. Tomando en consideracién el efecto anti-
senescente de la LMB que observamos previamente, decidimos evaluar si este
tratamiento tiene un efecto sobre los niveles proteicos de la ldmina B1. Como un
primer paso evaluamos los niveles basales de la ldmina B1 en los fibroblastos control
y HGPS por medio de inmunofluorescencia indirecta e inmunodeteccion en fase sélida,

empleando un anticuerpo anti-lamina B1. Observamos una disminuciéon en la
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intensidad de fluorescencia de la lamina B1 en los fibroblastos HGPS, en comparaciéon
con los fibroblastos control. De manera consistente, se observo una disminucion del
~70% en los niveles de la 1dmina B1 en ambos cultivos de fibroblastos HGPS por

medio de inmunodeteccidn en fase sélida (Fig. 21 By C).
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Figura 20. Los niveles de la lamina B1 estan disminuidos en los fibroblastos HGPS. (A). Se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia indirecta empleando un anticuerpo dirigido contra la lamina B1 (verde). Los ntcleos se contra-tifieron con
DAPI (azul). (B). La ldmina B1 se analizé6 por inmunodetecciéon en fase sélida a partir de lisados celulares, empleando un
anticuerpo dirigido contra la ldmina B1; se utilizé Calnexina como control de carga). (C) Se llevé a cabo el andlisis de las placas de
rayos X por medio de densitometria para cuantificar los niveles de las diferentes proteinas. Los datos corresponden a la media

+/-la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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9.6 El tratamiento con LMB recupera los niveles de la lamina B1 en los
fibroblastos HGPS

Decidimos averiguar si el tratamiento con LMB tiene un efecto sobre los niveles
disminuidos de la lJdmina presentes en los fibroblastos HGPS. Para este fin tratamos
los cultivos control y HGPS durante 6 dias con 50 nM diluida en etanol al 70% o con el
vehiculo solamente y enseguida se obtuvieron lisados celulares para su analisis
posterior por inmunodeteccidn en fase sélida. De manera interesante, se observé una
recuperacion del 30% en los niveles proteicos de la lamina B1 en ambos cultivos,

HGPS1 y HGPS2.
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Figura 21. La normalizacion de la exportaciéon nuclear mediante tratamiento con LMB restauré parcialmente los niveles
de la lamina B1 en los fibroblastos HGPS. A) Los fibroblastos control y HGPS se trataron durante 6 dias con 50 nM de LMB
diluida en etanol al 70% (inhibidor especifico de la exportina CRM1) o con el vehiculo solamente. Enseguida se obtuvieron
lisados celulares que se analizaron mediante inmunodeteccién en fase sélida empleando un anticuerpo dirigido contra la ldmina
B1 o contra Calnexina (control de carga). (C) Se llevé a cabo la densitometria de las placas de rayos X para cuantificar los niveles

de las diferentes proteinas. Se muestra la media +/- la desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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9.7 Los fibroblastos HGPS presentan una morfologia senescente

Se ha reportado que los fibroblastos senescentes presentan una morfologia
celular extendida (Young, A. R.]. et al,, 2013; Sharpless, N. E., & Sherr, C. J. 2015). Con
la finalidad de evaluar si los fibroblastos HGPS exhiben la morfologia celular
caracteristica de la senescencia, las células control y HGPS se tifieron con Faloidina
conjugada con Rodamina para decorar el citoesqueleto de actina. Mediante analisis
por microscopia confocal observamos que los fibroblastos controles presenta una
morfologia de fusiforme, mientras que los fibroblastos HGPS exhiben una morfologia
aplanada y extendida con wuna reorganizaciéon evidente del citoesqueleto,

caracterizada por fibras de actina que cruzan todo el cuerpo celular (Fig. 23).

Faloidina DAPI Sobreposicion Maxima proyeccidn

o ....
- ...-

Figura 22. Los fibroblastos HGPS presentan una morfologia celular caracteristica de las células senescentes. Los

Control

fibroblastos controles y HGPS, cultivados sobre cubreobjetos en cajas de 35 mm, se tifieron con Faloidina Rodamina (Rojo) para

decorar el citoesqueleto de actina. Los nicleos se contra-tifieron con DAPI (azul).
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9.8 El tratamiento con LMB revierte la morfologia celular senescente de los
fibroblastos HGPS

Procedimos a evaluar si el tratamiento con LMB corrige la morfologia celular
senescente. Los fibroblastos control y HGPS cultivados sobre cubreobjetos se trataron
durante 6 dias con 50 nM de LMB diluida en etanol al 70% o con el vehiculo solamente
y posteriormente se tifio el citoesqueleto de actina con faloidina para su observacién
bajo el microscopio confocal. Consistente con un efecto anti-senescente, el tratamiento
con LMB restaur6 la morfologia fusiforme en los fibroblastos HGPS, lo que implica que

la droga alivia la morfologia celular senescente (Fig. 24).

Vehiculo LMB

Maxima Maxima
Faloidina DAPI Proyeccion Faloidina DAPI Proyeccion

Figura 23. La normalizacion de la exportacion nuclear de proteinas mediante tratamiento con LMB alivia la morfologia

HGPS-1

HGPS-2

senescente de los fibroblastos HGPS. (A) Los fibroblastos control y HGPS se cultivaron sobre cubreobjetos en cajas de 35 mm y
se trataron durante 6 dias con 50 nM de LMB diluida en etanol al 70% (inhibidor especifico de la exportina CRM1) o con el
vehiculo solamente. Se realizd la tincién del citoesqueleto de actina empleando Faloidina Rodamina (rojo) y los nucleos se contra-

tifieron con DAPI (azul).
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9.9 Establecimiento de la dosis minima de LMB que corrige la exportacion
nuclear de proteinas

Con la finalidad de identificar una concentracién minima efectiva de LMB que
disminuya su efecto toxico, tratamos los fibroblastos control y HGPS con diferentes
cantidades de LMB (0.54 nM, 1 nM, 5nM, 10 nM, 20 nM y 50 nM) durante 24 horasy 6
dias. Para medir la efectividad de los tratamientos analizamos la distribucién celular
de p53 por medio de microscopia confocal, ya que esta proteina posee una secuencia
NES y responde a la LMB (Lindenboim, L., et al., 2011). Se observé una acumulacién
nuclear de p53 desde las 24 horas de tratamiento con una concentraciéon de 0.54 nM.
La acumulacién nuclear de p53 a este tiempo fue mas notoria con una concentracion
de LMB de 1 nM. La mayor intensidad de la sefial nuclear de p53 se obtuvo a los 6 dias
de tratamiento con cualquiera de las concentraciones de LMB utilizadas (Fig. 25 Ay

B).
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Figura 24. Tiempo y concentraciéon minima del tratamiento con LMB que genera la acumulacién nuclear de p53. Se

Proyveccibn
mdxima

cultivaron fibroblastos controles sobre cubreobjetos en cajas de 35 mm y se trataron durante 24 horas o 6 dias con las diferentes
concentraciones de LMB sefialadas en la figura. Las células se tifieron con un anticuerpo primario anti-p53 y los nucleos se

contra-tifieron con DAPI (azul) previo al analisis de las preparaciones por microscopia confocal.
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10. DISCUSION

El Sindrome de Progeria Hutchinson-Gilford (HGPS) es una enfermedad
compleja que se caracteriza por provocar envejecimiento prematuro. De manera
sorprendente el HGPS es causado por una mutacién puntual silenciosa en el gen que
codifica para la lamina A/C, lo que ocasiona la exposicién de un sitio criptico de
splicing que al entrar en funcionamiento genera una proteina mutante denominada
Progerina. La Progerina no madura completamente y a diferencia de la lamina A
permanece farnesilada. Debido a que la ldmina A es una proteina esencial para la
estructura y organizaciéon del nucleo, el efecto dominante negativo que ejerce la
Progerina sobre ella altera una variedad de procesos celulares importantes. Se han
desarrollado sin éxito en la clinica distintas estrategias para eliminar la Progerina o
bloquear su funcién aberrante. Ante este escenario, consideramos que es necesario
profundizar en los mecanismos moleculares del HGPS con la finalidad de identificar
moléculas dianas para desarrollos terapéuticos emergentes. En nuestro grupo de
trabajo hemos revelado que el mecanismo de exportacién nuclear de proteinas
mediado por la exportina CRM1 se encuentra exacerbado en el HGPS y pensamos que
este mecanismo podria ser intermedio entre la presencia de la Progerina y el
desarrollo de los distintos fenotipos relacionados con la enfermedad. En apoyo a
nuestra hipotesis, hemos demostrado que la normalizacién del mecanismo de
exportacion nuclear por medio del uso de inhibidor de la exportina CRM1, la
Leptomicina B (LMB), normaliza la localizacién nuclear de distintas proteinas e

importantemente alivia el estrés nucleolar presente en las células HGPS.

En el presente trabajo analizamos si el tratamiento con HGPS alivia la
senescencia celular, caracteristica distintiva del HGPS que ha tomado gran relevancia
en el estudio del envejecimiento fisiolégico y patolégico. Tratamos a cultivos de
fibroblastos HGPS con LMB y analizamos distintos marcadores asociados con la
senescencia celular. Evaluamos la actividad de la enzima (-galactosidasa asociada a
senescencia y de manera interesante observamos que el tratamiento con LMB

disminuy6 50% el numero de células senescentes en el cultivo HGPS1. Es intrigante
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que el HGPS2 no haya respondido a la LMB, creemos que podria deberse a que la edad
del donador del cultivo HGPS2 era de 14 afios, practicamente el final de la vida
promedio de estos pacientes; en contraste, el donador del cultivo HGPS1 tenia 8 afios
de edad. Es probable que los fibroblastos HGPS2 presenten un mayor dafio celular
que les impida responder al tratamiento, ya que se ha reportado que conforme
aumenta la edad hay acortamiento telomérico y dafio al DNA (Hewitt, G. et al., 2012;
Cao K. et al,, 2011). Llevamos a cabo la comparacion del efecto anti-senescente de la
LMB con un farmaco ampliamente empleado en la clinica del HGPS, el inhibidor de la
enzima farnesil transferasa denominado FTI-277. A pesar de que se ha reportado que
el FTI-227 corrige el estrés nucleolar (Mehta, I. S. et al.,, 2010), no observamos que
aliviara el fenotipo senescente. Este tratamiento estd disefiado para evitar la
farnesilacion de la Progerina que causa el HGPS; sin embargo, a diferencia de la ldmina
A, la lamina B1 debe permanecer farnesilada para funcionar correctamente. Por lo
tanto, el uso de FTI alteraria la farnesilaciéon y por ende la funcién de la lamina B1,
mientras que el empleo de LMB incrementa los niveles de la lamina B1 sin afectar su

farnesilacion.

Con la finalidad de profundizar sobre el mecanismo molecular que permite que
la LMB alivia la senescencia celular, evaluamos si dicho tratamiento tiene un efecto
sobre los niveles de la lamina B1. La lamina B1 es la molécula anti-senescencia
maestra ya que se conoce que sus niveles deben de disminuir para que se establezca la
senescencia. Consistentemente con nuestra idea, el tratamiento con LMB aumenté los
niveles de la lamina B1 en ambos cultivos HGPS. Tomando en consideraciéon que la
normalizacion de la exportacion nuclear de proteinas permite el regreso al ntcleo de
proteinas que se asocian funcionalmente con la ldmina B1, como el 3-DG (Martinez-
Vieyra et al,, 2013) y la Dp71 (Villareal.Silva), es probable que la ldmina B1 recupere
su correcta localizaciéon en la envoltura nuclear lo que redundaria en una mayor
estabilidad de la molécula. Debido a que la lamina B1 controla la plasticidad de los
nucléolos (Martin C. et al.,, 2009), la recuperaciéon de sus niveles podria ser la base
también del alivio del estrés nucleolar que promueve el tratamiento con LMB. Es

importante sefialar que la recuperacion en los niveles de la lamina B1 tiene un gran
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impacto, ya que los esfuerzos encaminados a la busqueda de compuestos que
incrementen sus niveles han fracasado. La recuperacion de la l1dmina B1 a través de la
normalizaciéon de la exportacién nuclear de proteinas mediada por la LMB, debe
reflejarse también en la recuperaciéon de la marca de heterocromatina constitutiva
H3K9me3 y en la respuesta de dafio al DNA, marcas distintivas del HGPS (Shumaker,
D. K. etal.,, 2016; Liu, N. A. et al.,, 2015). Finalmente demostramos que la correccién de
la exportacion nuclear por medio del tratamiento con LMB alivia la morfologia celular
senescente de los fibroblastos con el HGPS. Es posible que la normalizacién de la
exportacion nuclear disminuya la hipertrofia celular a través del regreso al nucleo de
p53; se ha reportado que la acumulacién nuclear de p53 disminuye la sintesis proteica

exacerbada que genera hipertrofia celular (Demidenko, Z. N. et al., 2010).

En su conjunto nuestros resultados nos permiten plantear a la exportina
CRM1 como un blanco terapéutico para el HGPS y especificamente para aliviar el
fenotipo senescente, lo que tiene implicacion en la disfuncién cardiovascular asociada

al envejecimiento fisiologico y al HGPS.
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11. CONCLUSION

e La normalizacién de la exportacion nuclear a través del tratamiento con LMB

alivia el fenotipo senescente del HGPS.
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