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RESUMEN

El sindrome de progeria Hutchinson-Gilford (HGPS) ocasiona envejecimiento
prematuro y acelerado debido a la expresion de progerina, variante dominante
mutante de la lamina A. La progerina se ancla aberrantemente a la envoltura
nuclear alterando diversos procesos celulares, lo que a su vez induce senescencia.
En nuestro grupo de trabajo, demostramos previamente que la exportacion nuclear
dirigida por CRM1 est&4 anormalmente acelerada en los fibroblastos derivados de
pacientes con HGPS, debido a la sobre-expresion de CRM1. Ademas, observamos
gue la inhibicién farmacologica de CRM1 utilizando leptomicina B (LMB) rescata el
fenotipo senescente de los fibroblastos HGPS, lo que indica que CRM1 es un
potencial blanco terapéutico contra HGPS1. Sin embargo, LMB tiene una alta
toxicidad por lo que es limitado su uso clinico. En este trabajo se utilizé el farmaco
selinexor, un inhibidor selectivo de CRM1 que posee baja toxicidad, para probar el
efecto gero-protector de la inhibiciébn farmacolégica de CRM1. Demostramos
mediante ensayos de viabilidad celular que el selinexor es menos téxico que LMB
para los fibroblastos silvestres y HGPS. De manera interesante, el tratamiento con
selinexor alivio la senescencia de los fibroblastos de pacientes con HGPS, como se
mostré mediante ensayos bioquimicos y de biologia celular. En las células HGPS
tratadas con selinexor se redujo los niveles de las ciclinas p16 y p21, las cuales
promueven el arresto celular; se aliviaron las alteraciones morfolégicas de la célula,
el nucleo, la mitocondria, y el nucleolo, y se redujo el nivel de especies reactivas de
oxigeno. Asi mismo, el selinexor promovié la degradacion de progerina. En
resumen, el tratamiento con selinexor ejerce su accion anti-senescente mediante la
recuperacion de la proteostasis y la eliminacion de la progerina, lo que apoya la
nocion de que la modulaciéon farmacoldégica de CRM1 constituye una terapia

emergente contra el HGPS.



ABSTRACT

Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) causes premature and accelerated
aging due to the expression of progerin, a dominant mutant variant of lamin A.
Progerin is aberrantly anchored to the nuclear envelope altering several cellular
processes, which in turn induces senescence. In our group, we previously
demonstrated that the CRM1-mediated nuclear protein export is abnormally
accelerated in fibroblasts derived from HGPS patients due to CRM1 overexpression.
Furthermore, we observed that pharmacological inhibition of CRM1 using
leptomycin B (LMB) rescues the senescent phenotype of HGPS fibroblasts,
indicating that CRM1 is a potential therapeutic target against HGPS1. However,
LMB has high toxicity, so its clinical use is limited. In this work, we used the drug
selinexor, a selective inhibitor of CRM1 that has low toxicity, to test the gero-
protective effect of pharmacologically inhibiting CRM1. We demonstrated by cell
viability assays that selinexor is less toxic than LMB to wild-type and HGPS
fibroblasts. Interestingly, selinexor treatment alleviated the senescence of
fibroblasts from HGPS patients, as shown by biochemical and cell biology assays.
In HGPS cells treated with selinexor, the levels of cyclins p1l6 and p21, which
promote cell arrest, were reduced; morphological alterations of the cell, nucleus,
mitochondria, and nucleolus were alleviated; and the level of reactive oxygen
species was reduced. Likewise, selinexor promoted the degradation of progerin. In
summary, selinexor treatment exerts its anti-senescence action through recovery of
proteostasis and progerin clearance, supporting the notion that pharmacological

modulation of CRM1 constitutes an emerging therapy against HGPS.
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INTRODUCCION

Sindrome progeroide de Hutchinson-Gilford

El envejecimiento es un proceso que afecta a la mayoria de los organismos vivos y
esta caracterizado por la pérdida progresiva de las funciones fisioldgicas y
psicoldgicas y una mayor vulnerabilidad que culmina con la muerte. Se conocen
caracteristicas del envejecimiento como la inestabilidad gendmica, las alteraciones
epigenéticas, el desgaste de los teldmeros, la senescencia celular, la pérdida de
protedstasis, la disfuncion mitocondrial, la comunicacion intercelular alterada y el
agotamiento de las células madre (LOpez-Otin et al., 2013). El estudio del
envejecimiento fisiolégico humano se ha visto facilitado por el descubrimiento de
mutaciones que causan sindromes de envejecimiento prematuro, uno de ellos es
el sindrome de progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS), una enfermedad causada
por defectos genéticos en la proteina de la envoltura nuclear lamina A (Kubben &
Misteli, 2017). Se ha propuesto al HGPS como un modelo para estudiar la
interaccidn entre las enfermedades asociadas con el envejecimiento prematuro y
fisiolégico debido a que presenta una amplia gama de defectos celulares, tisulares
y organicos que son compartidos con el envejecimiento normal (Kubben & Misteli,
2017).

El HGPS es una enfermedad rara que afecta a alrededor de 1 de cada 4
millones de recién nacidos y no se ha encontrado ningun factor de predisposicion,
por lo que se considera una enfermedad esporadica. Fue descrita por primera vez
por los médicos Jonathan Hutchinson y Hastings Gilford en 1886 y 1897
respectivamente. Las caracteristicas clinicas de HGPS se manifiestan poco
después del nacimiento e incluyen pérdida de grasa subcutanea, alopecia,
sarcopenia, y distrofia ungueal, calcificaciones subcutaneas, rigidez de las
articulaciones, arrugas en la piel, debilitamiento de la estructura 6sea, pérdida de
vista, enfermedad cardiovascular progresiva y muerte por ataques cardiacos y

accidentes cerebrovasculares (Hennekam, 2006; Merideth et al., 2008).



La lamina A/Cy la progerina

El HGPS es un trastorno causado por una mutacion especifica en el gen LMNA,
que codifica las laminas Ay C. La mutacion es una sustitucién de un solo nucleoétido
(c.1824C >T) dentro del exén 11 del gen LMNA que activa un sitio de empalme
criptico para el procesamiento de transcritos especificos de la lamina A, lo que da
como resultado la sintesis del ARNm para la preldmina A que contiene una delecion
interna de 150 pares de bases. Esto conduce a la traduccion de una forma mutante
de la lamina A llamada progerina. En su extremo C-terminal la progerina carece de
50 aminoacidos que contienen un sitio de reconocimiento para la cisteina
proteinasa ZMPSTEZ24, enzima que elimina el grupo farsenilo C-terminal de la
prelamina A para convertirla hacia lamina A madura. De esta forma la ZMPSTE24
esta involucrada en el tltimo paso del procesamiento postraduccional de la proteina
preldmina A, sin embargo, debido a la falta del sitio de reconocimiento ZMPSTE24,
la progerina permanece permanentemente farnesilada y adosada en la envoltura
nuclear de una forma mas rigida (de Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et
al., 2003; Gordon et al., 2014; Young et al., 2005).
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Figural. Procesamiento anormal de la lamina A en el HGPS. En HGPS, la mutacién
puntual de una citosina por una timina en la posicién 1824 del codén 608 no genera un
cambio en el aminoacido codificado glicina. Sin embargo, esta mutacién activa un sitio de
splicing criptico, 150 nucleétidos rio arriba del sitio de unién usual entre el exén 11 a 12.
La prelamina A, precursor de la lamina A, pasa por una serie de modificaciones post-
traduccionales, incluyendo la farnesilacion del motivo CAAX en su extremo carboxilo

terminal (en este caso CSIM) por la enzima farnesiltransferasa (Capell et al., 2007).

La expresion de progerina ejerce efectos negativos dominantes sobe la
célula, permanece unida de manera estable a la membrana nuclear interna donde

induce defectos celulares complejos que incluyen anomalias morfolégicas



nucleares, alteracion de la expresion génica, defectos en la reparacion del ADN y
acortamiento de los telémeros (Gonzalo et al., 2017). Ademas, HGPS se asocia
con cambios en la forma nuclear que incluyen lobulacién de la envoltura nuclear,
engrosamiento de la lamina nuclear, pérdida de heterocromatina periférica y
agrupacion de poros nucleares (Goldman et al., 2004). Aunque no se ha definido la
base molecular de estos efectos inducidos por la progerina, esta claro que estan

relacionados con su procesamiento postraduccional alterado (Worman et al., 2010).

HGPS lamina

Nuclear
pore
complex

Lamina thickening
Nuclear pore complex clusters
Loss of heterochromatin

Figura 2. Morfologia nuclear de células de individuos sanos y con HGPS. (A) Modelo
esquematico de la ldmina nuclear en un ndcleo de un individuo sano (verde) y en células
de un individuo con HGPS (rojo). La presencia de progerina en individuos con HGPS
provoca nucleos dismérficos, ampollas en la envoltura nuclear, engrosamiento de la lamina,
agrupamiento del complejo del poro nuclear y cambios en la organizacion de la cromatina
(azul). (B) Nucleos de individuo sano y de un individuo con HGPS tefiidos contra lamina
A/C (rojo) y lamina B1 (verde) (Stochaj et al., 2013).



Trafico nuclear en HGPS

Estudios relacionados con HGPS han mostrado un defecto en el sistema Ran
GTPase (Kelley et al., 2011), que juega un papel central en la regulacién de
importacion y exportacion nuclear de proteinas Ran es un regulador bien conocido
de importacion y exportacion a través de interacciones de proteinas que son
altamente especificas para sus formas GDP y GTP (Gorlichl et al., 1996). La
distribucion nuclear/citoplasmatica de Ran se altera en el HGPS, presentando una

reduccion significativa en el nucleo (Kelley et al., 2011).

La proteina de mantenimiento de la region cromosémica 1 (CRM1) facilita la
trasportacion de proteinas, ARN y otras macromoléculas desde la membrana
nuclear al citoplasma a través del complejo de poro nuclear (NPC), lo que ayuda a
mantener la localizacion subcelular adecuada. CRM1 reconoce sefales de
exportacion nuclear, secuencias (NES), las cuales son ricas en aminoacidos
hidrofébicos (Henderson, 2000; Ishizawa et al., 2015; Kudo et al., 1997).

CRM1 como un blanco terapéutico

La exportacion e importacion nuclear son controladas por las karioferinas y son de
gran importancia como blancos terapéuticos para varias enfermedades. Se ha
puesto Interés especial en estudiar el cancer, ya que las células de cancer son mas
vulnerables a la inhibicién de la trasportacién nuclear debido en gran parte a su
metabolismo y proliferacion celular acelerados, en comparacion con células
normales (Angus et al., 2014; Kuusisto & Jans, 2015). Se han desarrollado tanto
inhibidores de la importacion como de la exportacion nuclear, siendo de interés de

este trabajo resaltar el papel de los inhibidores de la exportacion nuclear.

Los primeros estudios sobre la inhibicion de la exportacién nuclear utilizaron
antibioticos como leptomicina B (LMB), anguinomicinas y ratjadone. El primer
inhibidor especifico de CRM1 que se descubrié fue la LMB, un antibiotico que se
une covalentemente a la cisteina 528 de CRML1 por lo que inhibe irreversiblemente
la interaccion entre CRM1 y la NES (Nishi et al., 1994).



LMB y HGPS

Interesantemente, nuestro grupo de trabajo demostré6 previamente que la
exportacion nuclear de proteinas dirigida por CRML1 esta alterada en los fibroblastos
HGPS, debido a la sobreexpresion de CRM1 causada por progerina (Garcia-
Aguirre et al., 2019). Se demostro que la inhibicion farmacoldgica de la actividad de
CRM1 con LMB mejora las caracteristicas de envejecimiento de las células HGPS,
incluida la morfologia celular senescente, la regulacién a la baja de la lamina B1, la
pérdida de heterocromatina, los nucléolos expandidos y los defectos de la
morfologia nuclear; por lo tanto, la exportacion nuclear juega un papel central en el
HGPS y su alteracibn es un sello distintivo del envejecimiento patolégico y
fisiologico, ya que la expresion y la actividad de CRM1 aumentan durante el

envejecimiento normal también (Garcia-Aguirre et al., 2019).

CRML1 es un blanco terapéutico potencial para el HGPS ya que diferentes
proteinas que son blanco de CRM1 modulan procesos celulares importantes para
el HGPS, incluido p53 que modula la senescencia celular; B23 una proteina
importante para la funcion de nucleolos; la sirtuina 2 desacetilasa dependiente de
NAD (SIRT2) que participa en la organizacion de la heterocromatina; y la distrofina
Dp71 y el B-distroglicano que estan implicados en la funcién de la envoltura nuclear
(Cisneros & Garcia-Aguirre, 2020). Debido a lo anterior, la modulacién
farmacoldgica de CRM1 usando inhibidores selectivos es una terapia prometedora
contra HGPS (Garcia-Aguirre et al.,, 2019). Existen a la fecha diferentes
tratamientos contra HGPS que se han probado en modelos celulares de HGPS: (1)
LMB descrito previamente en nuestro grupo de trabajo (Garcia-Aguirre et al.,
2019);(2) MG132, un inhibidor del proteosoma que disminuy6 la senescencia
celular a través de la disminucion de progerina y el aumento de la proliferacion
celular (Harhouri et al., 2017); (3) inhibidores de la farnesiltransferasa, que actdan
bloqueando las alteraciones causadas por la farnesilacion de la progerina (Glynn &
Glover, 2005); (4) rapamicina, una molécula que inhibe el complejo mTOR 1y tiene
un efecto negativo sobre el nivel de la progeria mediante la activacion de la
autofagia, disminuye ademas la senescencia celular y mejora de la morfologia

nuclear (Cao et al., 2011); (5) azul de metileno, mejora de la funcién mitocondrial,

9



disminuye alteraciones nucleares y la pérdida de heterocromatina (Xiong et al.,
2016).

Por lo que respecta al tratamiento sobre CRM1, se requieren otras moléculas
con propiedades farmacoldgicas superiores para medir sus efectos sobre HGPS,
debido a que LMB muestra una toxicidad alta y su administracion es limitada para

terapia humana (Newlands et al., 1996).

Otros inhibidores de CRM1

Debido a la alta toxicidad que presenté LMB durante estudios clinicos previos, su
uso fue descontinuado. Después se desarrollaron analogos a la LMB como la
leptomicina A, anguinomicina A/B/C/D y ratjadonas A/C, sin embargo, ha sido
limitado su uso terapéutico (Fleta-Soriano et al., 2014).

Investigaciones posteriores se enfocaron en desarrollar una clase de
moléculas pequefias inhibidoras de CRM1, también conocidos como inhibidores
selectivos de la exportacion nuclear (SINEs), el desarrollo de estos farmacos se
basé en la estructura de CRM1 y su acoplamiento de ajuste inducido por consenso
(cIFD), para minimizar el nUmero de puntos de interaccion entre el farmaco y la
bolsa de union de CRM1 ((Kalid et al., 2012; Parikh et al., 2014; Ranganathan et
al., 2012; Zhang et al., 2013)

Los inhibidores selectivos de la exportacion nuclear (SINE) son un grupo de
moléculas sintéticas y reversibles desarrolladas recientemente por Karyopharm
Therapeutics® Inc, una de ellas llamada Selinexor (KPT-330) es el primer inhibidor
selectivo oral de CRM1. Al igual que LMB, Selinexor actda uniéndose
selectivamente al residuo Cys528 de CRM1, inhibiendo asi la union de CRM1 a las
NESSs en el surco de union con la proteina cargo (Abdul et al., 2016), Sin embargo,
en el caso de Selinexor los grupos enona hidrolizables se unen a regiones alejadas
de los residuos basicos de CRM1, convirtiendo a esta molécula en un inhibidor
lentamente reversible, contribuyendo asi a que tenga una mejor tolerancia in vivo,

y por la tanto una menor toxicidad (Sun et al., 2013).

10



Selinexor: un inhibidor selectivo y reversible de CRM1

En estudios pre-clinicos, Selinexor inhibe de forma reversible la exportacién nuclear
de proteinas supresoras de tumores (TSP), reguladores del crecimiento y ARNm
de proteinas oncogénicas a través de la inhibicion de CRM1, lo que conduce a la
acumulacion de TSP en el nacleo y a la disminucién de oncoproteinas como c-myc
y ciclina D1. Los estudios in vitro demostraron actividad pro-apoptotica en células
de mieloma mudltiple; y los modelos de xenoinjerto murino de mieloma multiple,
carcinoma de tiroides y linfoma difuso de células B grandes, demostraron asi
actividad antitumoral (Garg et al., 2017; Gounder et al., 2016, Zhu et al., 2019). Esta
molécula fue aprobada en diciembre de 2020 por la Food and Drug Administration
(XPOVIO, Kariopharm Therapeutics® Inc) para usarla en combinacién con
bortezomib y dexametasona para el tratamiento de pacientes adultos con mieloma

multiple refractario o en recaida (FDA, 2020).

Interesantemente, se demostré que el grupo SINE aumenta la autofagia a
través del enriquecimiento nuclear de HLH-30/TFEB, lo que resulta en una
longevidad mayor de C. elegans y proteccién contra neurodegeneracion (Silvestrini
et al., 2018) El factor de transcripcion EB (TFEB) es un factor de transcripcion que
mejora la expresion de genes relacionados con la autofagia y de genes lisosomales
(Sardiello et al., 2009; Settembre et al., 2011).

La trasportacion de proteinas especificas fuera del nacleo es esencial para
la regulacién del ciclo celular y la proliferacidén de tejidos. La desregulacion de este
proceso puede afectar muchos otros procesos celulares, como el crecimiento
tumoral, la respuesta inflamatoria, el ciclo celular y la apoptosis (Gravina et al.,
2014).

11



ANTECEDENTES

En nuestro grupo de trabajo se demostré que CRML1 se encuentra sobre expresada
en HGPS, tanto a nivel de mMRNA como de proteina. Se demostrd0 que esta
alteracion provoca una exportacion nuclear exacerbada de proteinas con NES del
nucleo hacia el citoplasma; sin embargo, esta sobreexpresion de CRM1 fue
atenuada con el inhibidor leptomicina B. Se analizé el efecto del farmaco en
fibroblastos de pacientes con HGPS y se revel6 que después del tratamiento se
atenuan diversos fenotipos asociados a la senescencia celular, como la expansion
nucleolar, la pérdida de lamina B1, la morfologia celular senescente, la morfologia
nuclear aberrante, la pérdida de la heterocromatina y el arresto del ciclo celular.
Ademas, se demostré que la sobre-expresion de CRM1 es consecuencia de la
presencia de progerina (Garcia-Aguirre et al., 2019). Sin embargo, una gran
desventaja es que LMB presenta una toxicidad alta en modelos celulares, lo que
limita su uso para ensayos clinicos. Por lo tanto, diversos grupos de investigacion
buscan inhibidores alternativos con mejor tolerancia. Selinexor es un inhibidor
selectivo de la exportacion nuclear que principalmente ha sido utilizado en ensayos
clinicos para el tratamiento de mieloma multiple, cuando el tratamiento de
referencia falla. A diferencia de LMB, selinexor es una molécula cuyo efecto
inhibitorio sobre CRM1 es reversible, o que pareciera ser la razon de su menor

toxicidad.

En este trabajo surgio el interés de analizar el efecto de selinexor sobre los
fenotipos asociados a senescencia celular y compararlos con los ya reportados
para LMB. Al ser un inhibidor reversible, la hipotesis del trabajo es que el selinexor
presente una menor toxicidad y que también atenle el fenotipo senescente.
Adicionalmente se analizo el efecto de selinexor sobre los niveles de progerina. El
objetivo a mediano plazo del presente estudio es que la terapia basada en selinexor

pueda ser trasladada a un modelo preclinico (modelo murino del HGPS).
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JUSTIFICACION

Estudios previos indican que leptomicina B ayuda al alivio de diversos fenotipos
asociados a senescencia en HGPS, pero al ser un farmaco con una elevada
toxicidad su uso terapéutico es limitado. Es necesario probar un inhibidor de CRM1
sintético que no sea toxico para poder trasladarlo a un modelo preclinico. Para ello
es necesario probar la eficacia del selinexor en un modelo celular del HGPS y
evidenciar mediante un estudio comparativo si este farmaco presenta ventajas
sobre LMB,

13



HIPOTESIS

El tratamiento con el inhibidor de la exportacion nuclear Selinexor atenuara los
fenotipos asociados con la senescencia y presentara baja toxicidad en cultivos de

fibroblastos primarios de individuos con HGPS.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar el efecto terapéutico de dos inhibidores de la exportacion nuclear (LMB
y Selinexor) sobre la senescencia celular en fibroblastos de pacientes con HGPS.

Objetivos especificos

1.

Probar la eficacia del selinexor LMB para inhibir la exportacion nuclear de
proteinas.

Analizar la toxicidad celular.

Analizar el efecto de LMB y selinexor sobre la localizacién y expresion de la
progerina.

Analizar comparativamente el efecto de los inhibidores leptomicina B y
Selinexor sobre la senescencia celular.

15



MATERIALES Y METODOS

Cultivos y tratamientos celulares.

Los fibroblastos dérmicos provenientes de un individuo sano (AG08469, 38 afios) y
de 2 individuos con la mutacion para HGPS: HGPS-1 (AG11513, 8 afios, femenino)
y HGPS-2 (AG11498, 14 afios, masculino) (Coriell Cell Repository, Camden NJ) se
cultivaron como previamente fue reportado por (Garcia-Aguirre et al., 2019). Los
fibroblastos se cultivaron en medio MEM (Minimal Essential Medium Eagle;
Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementado con suero bovino fetal al 15 % (v/v)
(Invitrogen, USA), 100 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de estreptomicina (Sigma-
Aldrich), y solucién de piruvato de sodio 1 Mm (Sigma, Saint Louis, MO), a una
temperatura de 37°C y una atmosfera saturada con agua, con 5% de CO2. Segun
se indica, los fibroblastos se trataron con Selinexor 60 nM (KPT-330, Kariopharm
Therapeutics Inc) durante 3 o 6 dias diluidos en DMSO hasta una concentracion
final de 0.1 % en el medio de cultivo, o con LMB 0,15 0 50 nM (LMB, Sigma) durante
6 dias, diluido en etanol como vehiculo. Los cultivos controles se trataran con el
vehiculo solamente. Todos los experimentos se realizaron usando cultivos de

fibroblastos en pasajes entre 8 y 16.

Cultivo Origen Mutacion Edad del Género
LMNA individuo
donante
AG08469 (WT) Instituto Coriell Ninguna 38 M
AG11513 (HGPS1) Instituto Coriell G608G 8 F
AG11498 (HGPS?2) Instituto Coriell G608G 14 M

Inmunofluorescencia indirecta y analisis con microscopia confocal

Las células cultivadas sobre cubreobjetos se fijaron con paraformaldehido al 4 %
durante 10 min en PBS, se permeabilizaron y bloquearon durante 10 min con la
solucion amortiguadora IF (0,1 % Triton X-100, 0,02 % SDS y 10 mg/ml de BSA) en
PBS a temperatura ambiente. Después se incubo durante toda la noche a 4°C con
los anticuerpos primarios correspondientes. Al dia siguiente, las células se lavaron
con Tritdon X-100 al 0,1% en PBS durante 5 min y después con PBS solo 10 veces,

seguido de lavados con H20 otras 10 veces, antes de ser incubadas durante 1 h a
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temperatura ambiente con el correspondiente fluorocromo- anticuerpo secundario
conjugado (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Segun se indique, la actina F
se marco utilizando faloidina conjugada con TRITC (Sigma-Aldrich) diluida 1:150
en la solucion buffer IF durante 15 min a temperatura ambiente. Después, las
células se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente con 0,2 pg/ml de
diamino-2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich) en PBS para la visualizacion de los
nacleos. Después del lavado, los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con
VectaShield (Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA) y se examinaron en
un microscopio de barrido laser confocal (CLSM; Eclipse Ti Series, Nikon
Corporation Healthcare Business Unit, Japon) usando un objetivo de inmersion en
aceite 63x (NA=1.2). Los analisis de las imagenes digitalizadas se llevaron a cabo
utilizando el programa ImageJ version 1.49 (Wayne Rasband National Institutes of
Health, EE. UU. http://imageJ.nih.gov.ij). El analisis morfométrico de los nucleos
también se realiz6 con el software ImageJ, las imagenes se calibraron y se
convirtieron a una escala de grises de 8 bits para establecer el umbral para la
seleccion de nucleos. El area nucleolar de > 1,000 nucléolos se cuantificaron en
proyeccion maxima utilizando un complemento de contador de objetos 3D,
midiendo el area de la seccion transversal ocupada por la tincion B23 con el
software ImageJ. Los parametros de area nuclear y circularidad se calcularon como
se reportd anteriormente (Garcia-Aguirre et al., 2019). El andlisis cuantitativo para
determinar la proporcién nuclear a citoplasmica de fluorescencia (F n/c) se analiz6
utiizando ImageJ. Para analizar los focos de heterocromatina (marcador
H3K9me3), se utilizdé la funcidon Find Maxima de ImageJ, como se describio
anteriormente (Zhang et al., 2013). Los datos se representaron utilizando el
software GraphPad Prism versién 8.

Western blot

Los cultivos de fibroblastos se sembraron en cajas de 100 mm de diametro y se
centrifugaron, se lavaron con PBS pH 7,4 y se resuspendieron en 130 pL de la
solucion de lisis (NaCl 150 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8,0, Triton X-100 al 1%, PMSF
1 mM, 1 % SDS, Na5vO4 2 mM, NaF 25 mM, NaMO304 10 mM y coctel de
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inhibidores completos de proteasa 1X) durante 20 min. Posteriormente, las
muestras se sonicaron a 3,5 micrones en Soniprep 150, aplicando 3 ciclos de 15 s
cada uno, con intervalos de descanso de 30 s entre cada ciclo de sonicacion. Las
muestras de proteina se colectaron después de centrifugar durante 3 min y 10 000
rpm a 4 °C. La concentracion de proteina se determiné mediante el protocolo de
Bradford. Se mezclaron 50 pg de la alicuota del lisado de proteinas con buffer 6X
(2-mercaptoetanol 10 %, SDS 4 %, glicerol 20 %, Tris-HCI pH 6,8 0,125 M y azul
de bromofenol 0,004 %), y se calentaron durante 5 min a 100° C. Cuando se
indique, las muestras se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida al
10 % SDS o Tricina al 8 %, usando la solucion de electroforesis (glicina 250 mM pH
6,8, Tris-base 25 mM y SDS al 0,01 %) o solucién de tricina (Tricina 50 mM, 50 Tris-
Base mM y NaHSOS3 1,3 mM pH 8,24) respectivamente. Luego, las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,45 um (Bio-Rad Laboratories,
Hercules CA, USA) utilizando una camara de transferencia semiseca (Bio-Rad
Laboratories) durante 1 h, utilizando buffer de transferencia (Tris-base 48 mM,
glicina 39 mM SDS 0,037% y metanol 20%).

Posteriormente, las membranas se tifieron con solucion de rojo Ponceau y
se bloguearon en TBS-T (Tris-HCI 100 mM pH 8,0, NaCl 150 mM y Tween-20 al 0,5
% (v/v)) con leche en polvo baja en grasa al 5 %, en agitacion durante 1 h a
temperatura ambiente y luego se incubaron durante la noche a 4 ° C en agitacion
con los anticuerpos primarios apropiados. Después de esto, las membranas se
lavaron con TBST y se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa de rabano apropiados (anticuerpo IgG anti-conejo de cabra F(ab'")2,
HRP (AQ132P, Sigma Aldrich) o anticuerpo IgG anti-ratén de conejo F(ab")2). "2,
HRP (AQ160P, Sigma Aldrich). La sefial de proteina especifica se visualizé usando
el sistema de deteccidn de transferencia Western Enhanced Chemiluminescence
(ECL™) (Western Lightning Plus-ECL, Enhanced chemiluminescence sustrato,

Perkin Elmer), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las imagenes de transferencia se adquirieron con un escaner de

transferencia de imagenes Western blot digital, C-Digit® Blot Scanner (LI-COR
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Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA.), y se sometieron a andlisis densitométrico
con el programa Image Studio. Los valores de la proteina de interés se
estandarizaron con los valores de la proteina de control de carga (actina). Los datos

se representaron graficamente usando el programa GraphPad Prism version 8.

Anticuerpos

Anticuerpo Origen IF WB

Lamina A/C Abcam Raton 1:200 1:10 000
(ab8984) monoclonal

Progerina Santa Cruz Ratén 1:50 1:300
Biotechnology | monoclonal
(sc-81611)

B23 Thermo Fisher | Ratén 1:100 N/A
Scientific (FC- | monoclonal
61991)

Ciclina B1 Santa Cruz Conejo 1:25 N/A
Biotechnology | polyclonal
(sc-752)

H3K9me3 Abcam Conejo 1:500 N/A
(ab8898) polyclonal

Actina Dr. Manuel Raton N/A 1:3000
Hernandez, monoclonal
Cinvestav
México

Lamina B1 Abcam Conejo 1:300 N/A
(ab16048) polyclonal

CRM1 Novus Conejo 1:100 1:4000
Biologicals monoclonal
(NB100-79802)

p16 Santa Cruz Ratén NA 1:300
Biotechnology | monoclonal
(sc-377412)

p21 Cell Signaling Conejo NA 1:300
Technology monoclonal
(2946S)

Analisis del perfil de ciclo celular por citometria de flujo

Los fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 se cultivaron en cajas de 60 mm y se

trataron con Selinexor, LMB o0 con el vehiculo correspondiente. Posterior al
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tratamiento, los cultivos se lavaron dos veces con PBS y se tripsinizaron con tripsina
diluida 1:2 y después se centrifugaron (1300 rpm) durante 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, el sedimento se resuspendio y se fijé con etanol frio al
80 % durante 30 min a 4 °C; para visualizar el contenido de DNA se tifi6é con 1 pg/ml
de DAPI (Sigma-Aldrich) durante 30 min en la oscuridad y a temperatura ambiente.
Después de eso, las muestras se transfirieron a tubos de citdmetro de flujo y se
analizé el ciclo celular en un citdmetro de flujo BD LSR-Fortessa (BD Biosciences,
San Jose, CA, EE. UU.), utilizando el programa ModFit LT (Verity Software House,
Topsham, ME). Los datos se representaron utilizando el programa GraphPad Prism

version 8.

Ensayo de apoptosis

Los fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 se cultivaron en cajas de 60 mm y se
trataron con Selinexor, LMB o0 con el vehiculo correspondiente. Posterior al
tratamiento, los cultivos se lavaron dos veces con PBS y se tripsinizaron con tripsina
diluida 1:2 y después se centrifugaron (1300 rpm) durante 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se resuspendio el sedimento y se trasladaron las células
al citobmetro (lo més pronto posible para no afectar la viabilidad). Previo a la captura
del citobmetro, se agregaron 50 pL de la solucién de anticuerpos del kit FITC Annexin
V Apoptosis Detection Kit I, BD Pharmingen (1uL de anexina V + 1uL de loduro de
propidio en 100 pL de la solucién de unién 1X) a la muestra, después la mezcla se
resuspendié e incub6 durante 5 min, a temperatura ambiente en obscuridad y a
temperatura ambiente. Finalmente se analizaron las muestras en el citometro de
flujo BD LSR-Fortessa (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).

Ensayos de proliferacion celular

Los diferentes cultivos de fibroblastos se sembraron por triplicado en microplacas
de 12 pozos. La proliferacion celular se midié durante 6 dias utilizando el kit
comercial MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-5-difeniltetrazolio bromuro) (Sigma-Aldrich),

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Ensayo de B-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-Gal)

Las células sembradas en cubreobjetos se tifieron con SA-B-Gal (Senescent Cell
Histochemical Staining Kit, Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se observaron las células tefiidas de color azul que expresan la enzima

B-galactosidasa (células senescentes) bajo microscopia de campo claro.

Ensayo para evaluar especies reactivas de oxigeno

Los diferentes cultivos de fibroblastos se sembraron por triplicado sobre placas de
cultivo de 35 mm con fondo de vidrio y se tifieron con DCFDA/H2DCFDA - Cellular
ROS Assay Kit (Abcam, ab113851), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Después de 3 dias de tratamiento con Selinexor, los cultivos WT, HGPS-1y HGPS-
2 se lavaron dos veces con la solucion 1x y después se tifieron durante 45 min a
37°C agregando 40 uM de DCFDA diluido en medio de cultivo en la oscuridad.
Durante los ultimos 10 minutos se afiadio el colorante Hoechst (1 pg/ml) para
visualizacion de nucleos. Posteriormente se lavaron dos veces con la solucion 1x.
La placa con las células tefiidas se coloc6 sobre una camara humeda con 5% de
CO2 adaptada al microscopio confocal. Se observaron células vivas bajo
microscopia de fluorescencia, con el filtro apropiado para fluoresceina (FITC). Las
células fluorescentes corresponden a la produccion de especies reactivas de

oxigeno.

Andlisis de la morfologia mitocondrial

Los fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 se cultivaron en cajas p35 con fondo de
cristal a una confluencia del 78-80% y se tifieron con MitoTracker™ Green FM
(Thermo Fisher Scientific, M7514). Después de 3 dias de tratamiento con Selinexor,
WT, HGPS-1 y HGPS-2, los cultivos se sincronizaron durante 12 h con medio bajo
en suero (0,1 %) suplementado con Selinexor y transcurridas 12 h se colocé medio
con suero al 10 %. Al finalizar el tratamiento, se retir6 el medio y se realizaron 2
lavados con PBS. Enseguida, se agregd medio nuevo con suero al 10% y con
MitoTracker Green FM diluido en medio de cultivo para una concentracion final de

100 nM y las muestras se incubaron por 20 min. Durante los ultimos 10 minutos se
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afadio el colorante Hoechst a una concentracion de 1 pg/ml para visualizacion de
ndcleos, a una temperatura de 37°C y una atmosfera saturada con agua y con 5%
de CO2. Finalmente, se retir0 el medio con el MitoTracker, se realizaron 2 lavados
con PBSy se agreg6 medio nuevo con suero al 10%. La caja con las células tefidas
se monté en una camara humeda con 5% de CO2 adaptada al microscopio
confocal. Las células se incubaron en la cdmara humeda durante 5 minutos y se
capturaron las imagenes de mitocondrias tefiidas, empleando microscopia de

fluorescencia con el filtro apropiado para fluoresceina.

Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism
version 8 (San Diego) y la prueba t de Student no pareada de dos colas. Los datos
representan la media + SEM de tres experimentos independientes, y los valores de
p < 0,05 se tomaron como estadisticamente significativos. Cuando se indica, los
analisis estadisticos se realizaron utilizando la prueba U de Mann-Whitney no
paramétrica exacta o la prueba t no pareada, y los datos se representaron por la
media + SEM, o la media + DE (desviacion estandar de la media) de una serie de
tres experimentos independientes: los valores de p < 0,05 se consideraron como

como estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

El Selinexor presenta una menor toxicidad que leptomicina B en las células
WT y HGPS

Un primer paso para evaluar la capacidad de Selinexor para mitigar las marcas
senescentes de los fibroblastos HGPS, fue el establecimiento de una dosis eficaz
y segura del compuesto a través del célculo de la concentracion inhibidora IC50.
Se determiné la IC50 de LMB a modo de comparacion. Se llevaron a cabo ensayo
MTT para evaluar viabilidad celular. Este compuesto se utiliza para medir la
actividad metabdlica celular como un indicador de viabilidad, proliferacion vy
citotoxicidad celular. Este ensayo colorimétrico se basa en la reduccién de la sal
amarilla de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o
MTT) a cristales de formazan de color parpura por parte de células
metabolicamente activas. Con estos resultados calculamos la mitad de la
concentracion inhibitoria maxima (IC50) que indica cuanto farmaco se necesita para
afectar la viabilidad celular en un 50%. El valor IC50 es una medida util para fijar

una concentracion no toxica de un farmaco de interés.

Los fibroblastos WT y HGPS-1 se trataron con concentraciones de selinexor
desde 10 nM a 3 uM durante 6 dias, lo que resulté en una IC50 de 81.47 nM para
los cultivos WT, y 67.72 nM para los cultivos HGPS-1. A continuacién, analizamos
los fibroblastos WT y HGPS-1 tratados con LMB con concentraciones desde 0.1 nM
hasta 0.5 nM, lo que resulté en una IC50 de 0.224 nM para las células WT, y de
0.187 nM para las células HGPS-1 (Figura 1). Estos resultados demostraron que el
cultivo de HGPS-1 tuvo una sensibilidad mas alta que las células WT para ambos
compuestos; sin embargo, las células HGPS-1 presentaron una sensibilidad mas
baja para selinexor que para LMB. Los resultados de la IC50 del selinexor revelan
gue este farmaco presenta una toxicidad menor que LMB. Con base en estos
resultados, fjamos una concentracion de trabajo para selinexor por debajo de su

IC50 (60 nM) para llevar a cabo los experimentos siguientes.
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Figura 3. Ensayo de viabilidad celular por MTT. Los fibroblastos WT y HGPS-1 fueron
cultivados en cajas de 96 pozos y tratados durante 6 dias con las concentraciones
indicadas de Selinexory LMB. Después, la viabilidad de las células fue medida por ensayos
MTT para calcular la IC50 de cada componente.

El tratamiento con selinexor reduce los niveles de CRM1 y acumula en el
nucleo a una proteina que contiene NES en los fibroblastos WT y HGPS

Para evaluar el efecto inhibitorio de selinexor y LMB sobre la actividad de CRM1,
se analizo la distribucién subcelular de ciclina B1, una proteina cuya exportacion
nuclear depende del reconocimiento de su NES por CRML1. Se evaluaron mediante
microscopia confocal dos cultivos de fibroblastos HGPS (HGPS1 y HGPS-2) y un
cultivo control (WT) después de un tratamiento con 60 nM de Selinexor por 1 dia.
Observamos que la acumulacién nuclear de ciclina B1 se recuper6 en ambos
cultivos de fibroblastos HGPS tras el tratamiento con Selinexor (Figura 4B) o con
LMB (datos no mostrados). El analisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia
nuclear/citoplasmatica (F n/c) confirmd estas observaciones (Figura 4B, panel
derecho). Por lo tanto, una concentracion <IC50 de Selinexor fue suficiente para
bloquear la exportacion nuclear de ciclina B1. Enseguida, determinamos si el

tratamiento de las células WT y HGPS con selinexor provoca la disminucion de

24



CRM1, como ha sido demostrado en células cancerosas (18). Como se reportd
anteriormente (Garcia Aguirre et al., 2019). De manera interesante, observamos
que el tratamiento con selinexor disminuyé significativamente los niveles de CRM1
en los fibroblastos WT y HGPS después de 6 dias de tratamiento (Figura 4C). Estos
datos indican que el selinexor disminuye los niveles de CRM1 en los fibroblastos

HGPS y restaura la localizacion nuclear de una proteina que contiene NES.
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Figura4. EIl tratamiento con Selinexor acumula en el ndcleo a la ciclina Bl1l y
disminuye el nivel de CRM1 en los fibroblastos WT y HGPS. (A) Los fibroblastos control
(WT) y HGPS-1 y HGPS-2 se trataron durante 24 horas con 60 nM de Selinexor o con
DMSO (vehiculo). Las células se inmunomarcaron para la proteina ciclina B1 y se
contratifieron con DAPI para visualizar el nGcleo. Se muestran imagenes representativas.
Escala de barra, 10 uM. La relacion F n/c se calculé a partir de tres experimentos
independientes (n = 300 células) y se obtuvieron diferencias significativas por la prueba U
de Mann-Whitney (****p<0.0001; ***p<0.001; ns, no significance). (B) Los lisados de las
células WT y HGPS tratadas previamente por 6 dias con Selinexor o el vehiculo se
analizaron mediante inmunodeteccidn en fase solida utilizando anticuerpo contra CRM1 y
actina (control de carga). Se calcularon los niveles relativos de CRM1 de tres experimentos
independientes y las diferencias significativas fueron obtenidas mediante la prueba no
pareada t (****p<0.0001; *p<0.05).

Adicionalmente, tomando en cuenta que Selinexor actia como inductor de
apoptosis en las células cancerosas (18), fue necesario descartar que este
compuesto tenga tal efecto sobre los fibroblastos HGPS. Para abordar esta idea,
las células HGPS-1 se trataron con Selinexor durante 6 dias y posteriormente se
evalud la apoptosis mediante ensayos de anexina V. No se observé apoptosis
significativa en las células HGPS-1 tratados con Selinexor, mientras que la
incubacion con el inductor de apoptosis estaurosporina (control positivo) dio como
resultado un 50% de células apoptéticas en los cultivos control (WT), como lo
muestran los analisis de citometria de flujo (Fig. 5). En resumen, Selinexor tiene la
capacidad de inhibir el mecanismo de exportacion nuclear de proteinas en las
células HGPS inhibiendo farmacolégicamente a CRM1 asi como también
induciendo su degradacion, con efectos favorables sobre la fisiologia celular y sin

inducir apoptosis.
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Figura 5. EIl tratamiento con Selinexor no induce apoptosis en los fibroblastos
HGPS. (A) Los fibroblastos WT se trataron durante 12 horas con estaurosporina 1 um, un
inductor de apoptosis o con el vehiculo solamente y se analizaron mediante citometria de
flujo para evaluar identificar células apoptéticas, como se describe en Métodos. Las células
vivas estan representadas en la seccion B-- y las células apoptéticas en fase temprana
estan representadas en la seccion B+-. (B) Los fibroblastos WT y HGPS-1 se trataron
durante 6 dias con 60 nM de Selinexor o el vehiculo (DMSO). Se muestran gréaficas
representativas de tres experimentos independientes. (C) EIl analisis cuantitativo de
citometro de flujo representa 30 000 eventos; se muestran las células vivas (barras de color
parpura oscuro) y las células apoptéticas (barras de color parpura claro) de tres
experimentos independientes. Las diferencias significativas de tres experimentos

independientes se determinaron mediante la prueba t (****p<0.0001; ns, no significance).

La inhibicion farmacolégica de CRM1 mediada por selinexor rescata el
fenotipo senescente de las células HGPS

Para evaluar el potencial terapéutico de Selinexor in vitro, se analizaron diferentes
marcas de senescencia de las células HGPS-1/-2. Primeramente, se evaluo el
impacto de Selinexor sobre la morfologia nuclear mediante inmunodeteccion para
la proteina ldmina A/C. Se observaron nucleos con formas anormales, incluidos
nacleos con ampollas, fisuras con forma de rifién y/o multilobulados, en la mayoria
de las células HGPS-1 (95%) y HGPS-2 (90%) tratadas con vehiculo (Fig. 6A y
gréfica de la derecha). Por el contrario, consistentemente se encontraron nucleos
con forma ovalada, como los de las células WT, en las células HGPS-1 (90%) y
HGPS-2 (73%) tras el tratamiento con Selinexor (Fig. 6A). El andlisis morfométrico
de los nudcleos utilizando parametros de area y redondez nuclear validé la mejoria
de la morfologia nuclear de las células HGPS-1/-2 como respuesta a Selinexor (Fig.
6B).
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Figura 6. EI tratamiento con selinexor es efectivo para aliviar las alteraciones
nucleares de los fibroblastos HGPS. (A) Los fibroblastos WT y HGPS-1 y HGPS-2 se
trataron durante 6 dias con 60 nM de Selinexor o con el vehiculo (DMSO). Las células se
inmuno-marcaron con un anticuerpo para detectar lamina A/C y se seleccionaron imagenes
representativas. Escala de barra, 10 uM. Panel derecho. Andlisis cualitativo de los nucleos
de las células tratadas. Las barras de color verde intenso representan los ndcleos con
morfologia normal y las barras de color verde claro representan nicleos con alteraciones
que incluyen invaginaciones, pliegues, etc. (B) Se llevo a cabo un analisis morfométrico de
los nlcleos y se calcularon los parametros de area nuclear, redondez y diametro de Feret
con el software ImageJ. Los fibroblastos WT y HGPS-1 y HGPS-2 se trataron como se
describié anteriormente. Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba
U de Mann-Whitney (n = 300) a partir de tres experimentos independientes (****p<0.0001;

***p<0.001; ns, no significancia).
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A continuacion, se analizo el impacto de Selinexor sobre la morfologia celular
senescente: los fibroblastos HGPS-1 y HGPS-2 se tifieron con faloidina para
visualizar el citoesqueleto de actina y medir el area celular. Como resultado del
tratamiento con Selinexor, la forma tipica aplanada y agrandada de los fibroblastos
HGPS-1/-2 cambié hacia una morfologia fusiforme caracteristica de los fibroblastos
WT (Fig. 7A). La medicion del area celular confirmé una disminucion significativa
en el tamafio de los fibroblastos HGPS-1/HGPS-2 tratados con Selinexor, en

comparacién con sus homologos tratados con vehiculo (Fig. 7B).
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Figura7. La inhibicion de CRM1 mediada por selinexor previene la morfologia
senescente en los fibroblastos HGPS. Los fibroblastos WT y HGPS-1 y HGPS-2 se
trataron durante 6 dias con Selinexor 60 nM o con el vehiculo (DMSO). (A) Las células se
marcaron con faloidina para visualizar el citoesqueleto de actina y se muestran imagenes
representativas. Escala de barra, 10 um. (B) El area celular se estim6 a partir de tres
experimentos independientes (n = 300 células) y se obtuvieron diferencias significativas
mediante la prueba U de Mann-Whitney independientes (****p<0.0001; ns, no significance).

El Selinexor también fue eficaz para prevenir la formacion de nucléolos
agrandados, una caracteristica bien reconocida de las células senescentes (19-20).
Se encontré consistentemente un solo nucléolo o dos nucléolos prominentes en las
células HGPS-1/-2 inmunomarcadas previamente para la proteina nucleolar B23,
mientras que el tratamiento con Selinexor resulté en nucléolos mas pequefios y en
un mayor numero por célula, como lo que se observa en las células WT (Fig. 8A).

La medicion del area nucleolar confirmé estas observaciones (Fig. 8B).
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Figura8. La inhibicion de CRM1 mediada por selinexor rescata la morfologia
nucleolar de los fibroblastos HGPS. Los fibroblastos WT y HGPS-1 y HGPS-2 se trataron
durante 3 dias con 60 nM de Selinexor o con el vehiculo (DMSO). (A) Las células se
inmunomarcaron para B23 para visualizar los nucléolos y se seleccionaron imagenes de
microscopia confocal representativas. Escala de barra, 10 um. (B) El area nucleolar se
determind a partir de tres experimentos independientes (n = 600 nucléolos por condicién)
mediante el programa ImageJ y las diferencias significativas se determinaron mediante la

prueba U de Mann-Whitney independientes (****p<0.0001; ns, no significancia).

Finalmente, se observd una recuperacion sustancial de la heterocromatina
periférica en ambos cultivos de células HGPS después del tratamiento con
Selinexor, como lo demuestra el analisis y la cuantificacion de la inmunotincién del

marcador de heterocromatina H3K9me3 (Fig. 9A y 9B).
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Figura 9. Lainhibicion de CRM1 mediada por selinexor recuperalaheterocromatina
perinuclear en los fibroblastos HGPS. Los fibroblastos WT y HGPS-1 y HGPS-2 se
trataron durante 6 dias con 60 nM de Selinexor o con el vehiculo (DMSO). (A) Las células
se inmunomarcaron para H3K9me3 para visualizar la heterocromatina y se seleccionaron
imagenes representativas. Escala de barra, 10 uM. (B) La fluorescencia nuclear se
determin6 mediante el porgrama ImageJ a partir de tres experimentos independientes (n =
300 células por condicion experimental). Las diferencias significativas se determinaron

mediante la prueba U de Mann-Whitney independientes (****p<0.0001).

Las células senescentes dejan de dividirse y permanecen detenidas
irreversiblemente en la fase G1 del ciclo celular para evitar la duplicacién de
genomas dafiados (21), Por lo tanto, intentamos determinar si el alivio del fenotipo
senescente de las células HGPS mediado por Selinexor se refleja en su perfil del
ciclo celular. Como supusimos, encontramos que la mayoria de las células HGPS-
1/HGPS-2 estan detenidas en GO/G1 (~90%), con pocas células (5-10%) en las
fases S y M (Fig. 10A). Interesantemente, tras el tratamiento con Selinexor se
obtuvo una reduccién notable en el porcentaje de células HGPS-1/HGPS-2 en la
fase G1 (25-30%), con un aumento concomitante de células en las fases S (10-
30%) y M (10-15%), como lo muestra la citometria de flujo (Fig. 10A). Para confirmar
el efecto de Selinexor sobre la progresion del ciclo celular a nivel bioquimico, se
analizaron los inhibidores de cinasas dependientes de ciclina p16 y p21WAF1/CIP1.
Las células HGPS-1/HGPS-2 mostraron niveles elevados de las proteinas pl16 y
p21WAF1/CIP1, pero después de la incubacion de estos cultivos celulares con
Selinexor se observo una clara disminucién en los niveles de ambas proteinas (Fig.
10B- C).
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Figura 10. El tratamiento con Selinexor previene que los fibroblastos HGPS entren a
senescencia celular disminuyendo los niveles de las proteinas pl16 y p2l. (A) Los
fibroblastos WT y HGPS1 y HGPS2 se trataron durante 6 dias con 60 nM de Selinexor o
con el vehiculo (DMSO), y posteriormente se analizaron mediante citometria de flujo como
se describe en Métodos. El perfil del ciclo celular se representa cuantitativamente. Las
células en las fases GO/G1 corresponden a las barras con color verde intenso; las células
en la fase S corresponden a las barras color verde, mientras que las células en G2/M se
representan con las barras de color verde claro. Las diferencias significativas de tres
experimentos independientes se determinaron mediante la prueba t independientes
(****p<0.0001; ns, no significance). (B) y (C) Los fibroblastos WT y HGPS1 se trataron
durante 6 dias con 60 nM de Selinexor o con el vehiculo (DMSO). Enseguida los lisados
de las células tratadas se analizaron mediante inmunodeteccion en fase sélida, utilizando
anticuerpos contra p16, p21 y p-actina (control de carga). En las graficas de la derecha se
muestran los niveles relativos de pl6 y p21 obtenidos a partir de tres experimentos
independientes, y las diferencias significativas se obtuvieron mediante la prueba t student
independientes (*p<0.1; **p<0.01; ***p<0.001; ***p<0.0001).

Inesperadamente, se observé un mayor porcentaje de fibroblastos HGPS-1
tefiidos para la enzima 3-galactosidasa asociada a la senescencia celular (SA-Bgal)
después del tratamiento con Selinexor (Fig. 11A y B), en comparacion con las
células HGPS tratadas con el vehiculo solamente. Tomando en consideracion que
el factor de transcripcién EB (TFEB) es un regulador maestro de la funcién lisosomal
(22) y al mismo tiempo es cliente de CRM1 (23), es probable que el aumento de la
actividad de SA-Bgal encontrada en los cultivos de HGPS tratados con Selinexor
sea el resultado de una mayor actividad lisosomal promovida por la acumulacion
nuclear de TFEB y que no corresponda necesariamente a la presencia de un mayor
namero de células senescentes. En conjunto, nuestros resultados implican que la
normalizacion de la actividad de CRM1 mediante el tratamiento con Selinexor
impidio la entrada de fibroblastos HGPS a la senescencia y, en consecuencia,

mejoro su fisiologia.

35



A B

Selinexor —_ +

Fedkedk ok

HGPS-1
5 2 8 8

N
=]
1

% células positivas a p-Gal

0

34.6% 75% Selinexor - +

Células positivas p-Galactosidasa HGPS-1

Figura 11. El tratamiento con Selinexor incrementd los niveles de células positivas
a la tincion para la enzima B-galactosidasa asociada a senescencia en los
fibroblastos HGPS. (A) Los fibroblastos HGPS-1 se trataron durante 6 dias con 60 nM de
Selinexor o con el vehiculo (DMSO) se tifieron para la actividad de p-galactosidasa, como
se describe en Métodos y las células se analizaron mediante microcopia de campo claro.
Se muestran imagenes representativas de 3 experimentos independientes (n=300 células
por condicién). (B) La actividad de [-galactosidasa se grafic6 para cada condiciéon
experimental independientes (****p<0.0001).

La inhibicién de CRM1 mediada por Selinexor disminuye los niveles de
progerina en los fibroblastos HGPS.

Se conoce gque los farmacos que activan autofagia promueven la eliminacion de
progerina (24-26), por lo que considerando que Selinexor es considerado un
inductor de autofagia (27), nos preguntamos si este compuesto influye sobre los
niveles de progerina. De manera interesante, el tratamiento con Selinexor durante
6 dias resulté en una disminucién significativa (~50%) de los niveles de progerina
en los cultivos HGPS-1 y HGPS-2, como lo demuestran los ensayos de
inmunodeteccion en fase soélida (Fig. 12A). En apoyo a estos resultados, el
tratamiento con Selinexor por 6 dias resultdé en una disminucion significativa de la
intensidad nuclear de progerina en ambos cultivos HGPS y la desaparicion
concomitante de las aberraciones de la envoltura nuclear, en comparacién con los

mismos cultivos tratados con el vehiculo solamente (Fig. 12B).
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Figura 12. La inhibicién de CRM1 mediada por Selinexor reduce los niveles de
progerina en los fibroblastos HGPS. (A) Los lisados de las células WT y HGPS-1 y
HGPS-2 tratadas durante 6 dias con Selinexor o con el vehiculo se analizaron mediante
inmunodeteccion en fase solida utilizando anticuerpos contra progerina y actina (control de
carga). Se calcularon los niveles de progerina a partir de tres experimentos independientes
y las diferencias significativas se obtuvieron mediante la prueba t student. (B) Los
fibroblastos WT y HGPS-1 y HGPS-2 se trataron durante 6 dias con 60 nM de Selinexor o
con el vehiculo (DMSO) Enseguida, las células se inmunomarcaron para progerina y se
analizaron mediante microscopia confocal. Se muestran imagenes representativas de tres
experimentos independientes. Escala de la barra, 10 uM. Se calculé la intensidad de la
fluorescencia nuclear de progerina mediante el programa ImageJ (n = 300 células de tres
experimentos independientes) y las diferencias significativas se determinaron mediante la
prueba U de Mann-Whitney (*p<0.1; **p<0.01; ****p<0.0001).

Con la finalidad de averiguar si la disminucion de progerina como respuesta
al tratamiento con Selinexor es un evento temprano, investigamos mediante
ensayos de inmunofluorescencia la dinamica de la perdida de fluorescencia de

progerina en las células HGPS tratadas con Selinexor por diferentes tiempos (6, 12,
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24 horas y 2, 3 y 6 dias). Se observé una disminucion en la intensidad de la
fluorescencia de progerina desde las 6 horas de tratamiento y la sefal
practicamente desaparecio después de 3 dias de tratamiento. Por lo que respecta
a las aberraciones nucleares, estas también disminuyeron notablemente, pero
hasta los 3 dias de tratamiento con Selinexor (Fig. 13). En conjunto, estos datos

indican que Selinexor, es capaz de disminuir los niveles de progerina desde tiempos

tempranos del tratamiento de las células HGPS.

Figura 13. Efecto de Selinexor sobre la progerina através del tiempo. Los fibroblastos
HGPS-1 se trataron durante 6, 12, 24 horas y 2, 3y 6 dias con 60 nM de Selinexor o con
el vehiculo (DMSO). Las células se inmunomarcaron para progerina y se analizaron
mediante microscopia confocal. Se muestran imagenes representativas de tres

experimentos independientes. Escala, 10 pM.

Con el fin de averiguar si el efecto del Selinexor sobre progerina es
especifico o afecta también el nivel de las ldminas A/C, utilizamos un anticuerpo
gue detecta a estas tres proteinas para los ensayos de inmunodeteccion en fase
sélida. No observamos diferencias significativas de las ldminas A/C en las células
HGPS-1 después del tratamiento con Selinexor por 6 dias, pero si reprodujimos la
disminucién de progerina (Fig. 14), Estos resultados sugieren que Selinexor ejerce
un efecto negativo sobre progerina, muy probablemente a través de la induccién de

autofagia.
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Figura 14. El tratamiento con Selinexor no afecté los niveles de las laminas Ay C en
los fibroblastos HGPS-1. Los fibroblastos HGPS-1 se trataron durante 6 dias con 60 nM
de Selinexor o con el vehiculo (DMSO). Los lisados se analizaron mediante
inmunodeteccion en fase sdlida utilizando anticuerpos contra lamina A/C/progerina y actina
(control de carga). Se muestran los niveles relativos de progerina, lamina Ay lamina C. Las
diferencias significativas se determinaron a partir de 3 experimentos independientes

usando la pruebat ( **p<0.01; ns: no significancia).

Con el fin de establecer si el tratamiento con LMB afecta también el nivel de
progerina, decidimos tratar las células HGPS-1 con dos concentraciones distintas
del farmaco; una concentracion por debajo de su ICso (0.15 nM) y una segunda
concentracion por arriba del 1ICso (50 nM). Interesantemente, no observamos efecto
alguno sobre la intensidad de fluorescencia de la progerina ni sobre las
aberraciones nucleares presentes en las células HGPS-1 con ninguna de las dos
concentraciones de LMB (Fig. 13A). De manera similar, el nivel de progerina
evaluado por inmunodeteccion en fase sdlida, se mantuvo inalterado en los
fibroblastos HGPS-1 después del tratamiento con cualquiera de las dos
concentraciones de LMB (Fig. 13B). En conjunto, estos resultados indican que, no
obstante que tanto Selinexor como LMB son inhibidores especificos de CRM1, solo

el primero es efectivo para disminuir los niveles de progerina.
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Figura 15. El tratamiento de los fibroblastos HGPS-1 con LMB no afecto la progerina
(A) Los fibroblastos WT y HGPS-1 se trataron durante 6 dias con 0.15 nM o 50 nM de
LMB, o con el vehiculo solamente (EtOH). En seguida, las células se inmunomarcaron
para la progerina y se evaluaron por microscopia confocal. Se muestran imagenes
representativas (escala de la barra, 10 uM). Panel derecho. La intensidad de la
fluorescencia generada por el anticuerpo anti-progerina se calculé por ImageJ (n = 300
células por condicion experimental y de tres experimentos independientes). Las diferencias
significativas se determinaron mediante la prueba U de Mann-Whitney (Abajo). (B) Las
células WT y HGPS-1 se trataron durante 6 dias con 0.15 nM o 50 nM de LMB, o con el
vehiculo solamente (EtOH). Enseguida, se obtuvieron los lisados y se analizaron mediante
Western Blot utilizando anticuerpos contra progerina y actina (control de carga). Se
muestran los niveles relativos de progerina obtenidos de tres experimentos independientes

(ns, no significativo).
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La modulacion farmacoldgica de CRM1 mediante Selinexor reestablece la
morfologia mitocondrial y disminuye los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en los fibroblastos HGPS

Estudios previos han demostrado que la presencia de progerina provoca disfuncion
mitocondrial, lo que consecuentemente origina acumulacion de proteinas oxidadas
y generacion de ROS (Viteri et al., 2010). Interesantemente, nuestro grupo de
trabajo demostré recientemente que la LMB reestablece la morfologia mitocondrial
de los fibroblastos HGPS (Monterrubio-Ledezma et al., 2023). Por lo tanto, nos
preguntamos si la modulacién farmacologica de la actividad de CRM1 mediante
tratamiento con Selinexor, ayuda a recuperar la morfologia mitocondrial de los
fibroblastos HGPS-1 y HGPS-2. Para lo cual, evaluamos la morfologia mitocondrial
de los cultivos WT, HGPS-1 Y HGPS-2, los cuales se sincronizaron en la fase
GO/G1 previo al tratamiento con Selinexor o con el vehiculo solamente (control).
Debido a que los fibroblastos muestran una morfologia mitocondrial ramificada en
esta fase del ciclo celular (Arciuch et al., 2012). La sincronizacion de los cultivos se
realizd bajando la concentracion de suero al 0.1% por 2 dias o por 24 horas antes
de terminar el tratamiento con Selinexor. Posteriormente, las células se crecieron
en medio con suero al 10% para analizar la morfologia de las mitocondrias mediante

su tincién con el colorante vital Mitotracker.

Se observo que la morfologia mitocondrial predominante de los cultivos WT
se caracteriza por una forma alargada y ramificada que da como resultado un patrén
reticular. Esta morfologia es compatible con mitocondrias que poseen capacidades
respiratorias y energéticas normales. En los fibroblastos HGPS-1 y HGPS-2
tratados con el vehiculo se observdé un numero importante de mitocondrias
fragmentadas e hinchadas que nos indican que estan dafiadas. De manera
interesante, después del tratamiento de ambos cultivos de fibroblastos HGPS con
Selinexor se observo la recuperacion de la morfologia mitocondrial alargada que
forma ramificaciones y un patron reticular (Fig. 12A), lo que sugiere gque se
restableci6 la funcionalidad mitocondrial como respuesta al Selinexor. El analisis
morfométrico de las mitocondrias, calculando el area mitocondrial y la circularidad

de este organelo, asi como el diametro de Feret (distancia mas larga entre dos
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puntos de un cuerpo cilindrico), (Fig. 12B), confirmd que el tratamiento con
Selinexor restablece la morfometria tipica de las mitocondrias de los cultivos WT
(Fig. 12B).
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Figura 16. El tratamiento con Selinexor alivié la morfologia mitocondrial aberrante
de los fibroblastos HGPS. Los fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 se trataron durante 3
dias con 60 nM de Selinexor o con el vehiculo solamente (DMSO. (A) Se muestran
imagenes de fluorescencia representativas de mitocondrias tefiidas con MitoTracker (color
verde). Escala de la barra, 10 uM. (B) Se llevo a cabo un andlisis morfométrico de las
mitocondrias mediante el calculo de los pardmetros de area mitocondrial, circularidad y
diametro de Feret, utilizando el software Imaged (n = 150 células por condicion
experimental). Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba U de
Mann-Whitney ( **p<0.01; ***p<0.0001; ns: no significancia).

Después nos preguntamos si el efecto benéfico de Selinexor sobre la
morfologia mitocondrial de los fibroblastos HGPS también se refleja en una
reduccion de los niveles de ROS, como se demostré que lo hace el tratamiento con
LMB (Monterrubio-Ledezma et al.,, 2023). Evaluamos la generacion de ROS
intracelulares a través de microscopia confocal utilizando un colorante fluorescente
y permeable a las células que se modifica y florece ante la presencia de ROS. Este
colorante denominado H2DCFDA permite visualizar las células que producen ROS
por microscopia confocal. En primer lugar, tratamos los fibroblastos WT con
peréxido de hidrogeno (H202) para generar ROS artificialmente y probar la eficacia
para detectar ROS intracelulares del colorante H2DCFDA. De acuerdo con lo
esperado, las células incubadas con peroxido de oxigeno generaron fluorescencia
mientras que las células tratadas con vehiculo no mostraron fluorescencia (Fig.
14A). Enseguida, los fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 se trataron durante 3 dias
con Selinexor o con el vehiculo solamente, y transcurrido el tiempo se tifieron con
el colorante H2DCFDA, como se describe en los Métodos. Observamos una alta
intensidad de fluorescencia en los cultivos HGPS-1 y HGPS-2 tratados con el
vehiculo, lo que indica la produccion intracelular de ROS (Fig. 14B). De manera
interesante, los fibroblastos HGPS-1 y HGPS-2 tratados con Selinexor durante 3
dias, disminuyeron drasticamente la intensidad de fluorescencia generada por el
colorante H2DCFDA, incluso, en una cantidad significativa de estas células no fue

perceptible la fluorescencia (Fig. 14B).
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Figura 17. El tratamiento con Selinexor disminuy6 la generacién de especies

DCFDA/ Hoechst

reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares en los fibroblastos HGPS. (A) Las células
WT sembradas sobre cubreobjetos se incubaron con H>O2 o con el vehiculo solamente
(DMSO). Para detectar la generacion de ROS intracelulares se empled el colorante
H2DCFDA, el cual emite fluorescencia en presencia de ROS, y un analisis posterior por
microscopia confocal (ver los Métodos). Los nucleos se tifieron con Hoechst. (B) Los
fibroblastos WT, HGPS-1 y HGPS-2 se trataron durante 3 dias con 60 nM de Selinexor o
con el vehiculo (DMSO) solamente, y enseguida se incubaron con H2DCFDA. Se muestran
imégenes representativas de las células tefiidas con H2DCFDA y Hoechst. Barra de escala,
10 uM. (C) La intensidad de fluorescencia intracelular de los tres grupos experimentales se
midi6 mediante el programa ImageJ. La grafica muestra los resultados de tres
experimentos independientes (n = 150 células por condicion). Las diferencias significativas

se determinaron usando la prueba U de Mann-Whitney (6***p<0.001; ****p<0.0001).

DISCUSION

La alteracion del trafico nucleocitoplasmatico de proteinas es un determinante de
diferentes enfermedades relacionadas con el envejecimiento, incluido el cancer
(Stelma et al.,, 2016), la neurodegeneracion (Girdhar & Guo, 2022) y el
envejecimiento prematuro (Kumar & Lapierre, 2021; Martins et al., 2020; Park et al.,
2021). Previamente, en nuestro grupo de trabajo, demostramos que los fibroblastos
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primarios de pacientes con HGPS presentan una acelerada exportacion de
proteinas nucleares, la cual es causada por la sobreexpresiéon de CRM1, exportina
que dirige este proceso celular; y que esta alteracion esta relacionada con el
fenotipo senescente de estas células (Garcia-Aguirre et al., 2019). Demostramos
también que el bloqueo farmacoldgico de CRM1 utilizando LMB mitiga las marcas
senescentes de los fibroblastos de HGPS; asi mismo revelamos que si se fuerza la
sobreexpresion de CRM1 se induce senescencia en fibroblastos normales (Garcia-
Aguirre et al.,, 2019). Por lo tanto, consideramos relevante determinar si la
modulacién farmacolégica de CRM1 podria ser una estrategia terapéutica viable
contra HGPS. No obstante, para abordar este objetivo es necesario utilizar un
inhibidor especifico de CRM1 con propiedades farmacoldgicas superiores a las de

LMB, ya que ese ultimo farmaco mostro toxicidad in vivo (Newlands et al., 1996. ).

En este estudio, demostramos que el tratamiento de fibroblastos HGPS con
selinexor, un inhibidor selectivo de CRM1 desarrollado por Karyopharm
Therapeutics (Ishizawa et al., 2015), (Gravina et al., 2015; Landes et al., 2023)
rescata la senescencia de los fibroblastos HGPS; como se demostré mediante la
mitigacion de la morfologia nuclear aberrante, la morfologia celular senescente, la
morfologia aberrante de la mitocondria y la expansion nucleolar, asi como la
recuperacion de la heterocromatina y la disminucién de los niveles de ROS.
Adicionalmente, demostramos que el selinexor presenta una menor toxicidad que
LMB, segun lo determinado por sus respectivos valores de IC50. El selinexor actda
uniéndose selectivamente al residuo Cys 528 de CRML, inhibiendo asi la unién de
CRM1 con la NES de las proteinas cargo (Ishizawa et al., 2015). Por lo que respecta
a las evidencias bioquimicas del efecto anti-senescente del selinexor, se observé
una disminucién de los niveles de p16INK4A y p21CIP/WAF1 y un decremento en
el porcentaje de células en la fase GO/G1 del ciclo celular. Inesperadamente, el
tratamiento con selinexor pero no con LMB indujo la degradacion de progerina en
los fibroblastos HGPS.

La disfuncibn de la exportacion nuclear debido al aumento de la

expresion/actividad de CRM1 es una caracteristica que se presenta tanto en HGPS
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como en diferentes tipos de cancer (Capell et al., 2007; Garcia-Aguirre et al., 2019);
sin embargo, la inhibicion farmacologica de CRM1 mediada por selinexor tiene
diferentes consecuencias fisioldgicas en cada sistema celular. En las células
cancerosas, el tratamiento con selinexor provoca la acumulacién nuclear y por lo
tanto una mayor actividad de factores supresores de tumores, tales como las
proteinas p21CIP/WAF1, p27KIP1, p53, p73, BRCA 1/2, RB y FOXO (Mahipal &
Malafa, 2016). Ademas, selinexor conduce al secuestro nuclear de complejos de
ARNmM del oncogén elF4E, lo que resulta en una disminucion de la traduccion de
los oncogenes MYC, BCL2 y BCL6 (Cisneros & Garcia-Aguirre, 2020). En conjunto,
estos eventos culminan en la apoptosis de las células cancerosas, mientras que las
células normales no se ven afectadas (Gravina et al., 2015; Mahipal & Malafa,
2016). Debido a la actividad antitumoral que exhibe el selinexor, actualmente se
emplea en un numero alto de ensayos clinicos, incluidos sarcomas, gliomas,
leucemias, cancer gastrico, melanoma y cancer colorrectal (Gravina et al., 2015).
Por el contrario, el tratamiento con selinexor rescata el fenotipo senescente de las
células HGPS sin inducir apoptosis. Es probable que la acumulacién nuclear de
proteinas que contienen NES en los fibroblastos HGPS tratados con selinexor,
contrarreste de alguna manera la senescencia celular (Garcia-Aguirre et al., 2019).
Entre las proteinas cargo de CRM1 que podrian atenuar la senescencia se
encuentran Sirtuin 2, involucrada en la organizacion de la heterocromatina; B23,
implicado en la estructura y funcién de los nucléolos; distrofina Dp71 y B
distroglicano, implicados en la arquitectura nuclear; la telomerasa, esencial para la
homeostasis de los telomeros; y p53, proteina fundamental para la progresion del
ciclo celular y la senescencia replicativa (Cisneros & Garcia-Aguirre, 2020). A este
respecto, un articulo reciente demostr6 que la proteina EP300, una lisina
acetiltransferasa implicada en la regulacion de la via mTORC1/autofagia, esta
deslocalizada en el citoplasma de los fibroblastos HGPS, debido a la hiperactividad
de CRM1. De manera interesante, la normalizacion de la localizacion nuclear del
EP300 dio como resultado la mitigacion de la senescencia de las células HGPS
(Son et al., 2024). Con la finalidad de precisar qué conjunto de proteinas que
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responden al selinexor dirigen mayoritariamente su accion anti-senescente, se

requiere llevar a cabo un analisis proteGmico posterior.

En nuestro grupo de trabajo se llevo a cabo un analisis transcripcional del
efecto de selinexor sobre la senescencia celular en los fibroblastos HGPS, y se
encontré que el tratamiento con este compuesto normalizd la expresion de
numerosos genes que estaban anormalmente sobre-expresados, los cuales estan
implicados en la regulacion del ciclo celular, la inflamacion, la funcion ribosomal, la
autofagia y la reparacion del ADN (Soto-Ponce; et al; articulo en proceso de
publicacién). Consistentemente con nuestros resultados, el silenciamiento de la
expresion de CRM1 extendié la longevidad del nematodo C. elegans (Buchwalter
& Hetzer, 2017; Silvestrini et al., 2018). En este organismo, el bloqueo genético o
farmacolégico de CRM1 conduce a la acumulacién de numerosas proteinas en el
ndcleo y en consecuencia, a la induccion de autofagia, lo que a su vez reduce la
sintesis de proteinas y alivia la expansion nucleolar, mediante la regulacion
negativa de RPL-11 (proteina ribosomal) y fibrilarina (proteina nucleolar),
respectivamente. Estos autores proponen que la atenuacién de la actividad de
CRM1 mejoro la proteostasis y prolongo la vida del nematodo a través de una
combinacion de diferentes mecanismos, el recambio de proteinas mediado por la
autofagia, la dinamica de los ribosomas y la traduccién de proteinas (Silvestrini et
al., 2018).

Ademas de concentrar proteinas clave en el nicleo, selinexor promueve la
eliminacién de progerina, lo que evita los efectos toxicos ejercidos por la proteina
mutante. En este sentido, previamente se han identificado compuestos con
capacidad para inducir la degradacion de la progeria mediante la activacion de la
autofagia, entre ellos la rapamicina (inhibidor de la via mTOR) (23), MG132
(inhibidor del proteasoma) (22), sulforafano (compuesto antioxidante) (45). y el
neuropéptido Y (46). La elucidacion del mecanismo por el cual el selinexor
disminuye los niveles de progerina fue también abordado por nuestro laboratorio, y
encontramos que el selinexor induce la degradacion de progerina activando la

autofagia, sin un efecto aparente sobre su ARNm correspondiente (Soto-Ponce; et
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al; articulo en proceso de publicacion). Por lo tanto, la accion antisenescencia sobre
el HGPS se produce a través de al menos dos mecanismos distintos: a)
restauracion del equilibrio nucleocitoplasmatico de las proteinas al atenuar la
actividad de CRM1 y b) reduccion de la accion perjudicial de la progerina al
promover su eliminacion por autofagia. En futuras investigaciones proponemos
analizar la contribucidon separada de estos dos mecanismos para la accion gero-

protectora del selinexor.

En resumen, demostramos que la inhibicién farmacologica de CRM1 usando
selinexor es una estrategia factible para tratar HGPS y demostramos que la
actividad antisenescente de selinexor se ejerce recuperando la particion
nucleocitoplasmética normal de las proteinas e induciendo la eliminacién de

progerina en los fibroblastos de HGPS.

CONCLUSIONES

1. El selinexor tiene una toxicidad menor que LMB en los fibroblastos normales y
HGPS.
El tratamiento con selinexor mitiga la senescencia de los fibroblastos HGPS.
El tratamiento con selinexor restablece la morfologia mitocondrial y reduce el nivel
de ROS.

4. El selinexor induce la degradacion de progerina mediante la activacion de la

autofagia.
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