Senescencia celular en el
ictus isquémico

Una nueva diana en el tratamiento neuroprotector
del ictus isquémico.
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The cyclins and CDKs I promote cell cycle progression, while the CDK inhibitors @ stop it. The
balance between the two groups of molecules determines whether the cell proliferates or is quiescent.
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Senescencia en el SNC
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(Swenson et al., 2019)



Papel beneficioso o perjudicial

A Transient/development

o Patterning/ Development/
Initiation SASP plasticity Clearance regeneration
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(Rhinn et al., 2019)



Fenotipo Senescente

Fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP)

v' Aumento de la secrecidn de citocinas proinflamatorias, metaloproteasas de matriz que alteran los tejidos y

factores de crecimiento.
Normal cell

Nuclear lamin

/ B1/HMGB1

Low Euchromatin )
oxidative ot
Arresto permanente en G, stress J )

DNA damage Oxidative damage
., ., . . Mitotic stress Oncogenic mutations
Alteracion de la funcion mitocondrial Chromatin alterations Tumor suppressor loss
Epigenetic stress Telomere attrition/dysfunction

Senescentcell  oi000hromatinization (SAHF)
Nuclear lamin B1/HMGB1 loss

Cambios metabdlicos Gyl ~RE"
SA p-gal
v" B -galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B -gal) ROS _@@ /—\‘

v" Acumulacién de lipofuscina. p21 .. @

(Baker & Petersen, 2018)



Fenotipo Senescente

Resistencia a la muerte celular apoptética

v" Células viables y metabdlicamente activas.
v" Expresion de proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2

Cambios morfoldgicos

v' Células cominmente multinucleadas y aplanadas, de forma irregular, morfologia agrandada
(reorganizacion citoesqueleto).
v' Cambios en la membrana celular.

Modificaciones nucleares

v/ Cambios en la organizacién de la ldmina nuclear (disminuye expresién laminina B1), y en el contenido
nuclear (nucleolos, matriz nuclear, etc).
v' Multinucleacién: consecuencia del fracaso de la descomposicién de la envoltura nuclear.



Hipotesis

La adquisicidon del fenotipo senescente en las células cerebrales sometidas a un
episodio de isquemia-reperfusion, contribuye a la muerte celular y a la expansion
del dafio cerebral subsiguiente por su efecto toxico sobre las células vecinas,
presumiblemente localizadas en la penumbra isquémica.

Si se confirmara dicha hipodtesis, la senescencia celular constituiria una diana
terapéutica de interés, y el uso de farmacos dirigidos a dicha diana (farmacos
senoliticos y senomarficos), una alternativa mas a considerar dentro del campo de
la neuroproteccion en el ictus isquémico agudo.




5 Objetivos

1. Caracterizacion temporal del fenotipo senescente.

2. Evaluar el presunto efecto neuroprotector de farmacos senoliticos y
senomorficos.

3. Correlacion del fenotipo senescente con el dafo cerebral.



1. Caracterizacion temporal
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Cambios metabdlicos Ciclo Celular
- Expresion p21, p16, p53 (PCR y WB)

- B -galactosidasa asociada a la senescencia

(SA-B -gal). - Colocalizacién con cada tipo celular (IH)
- Lipofuscina 20) 5
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Dano DNA SASP )\
- Fosforilacién de histonas yH2AX (IH) TNF-a, IL6, Mmp1ly I
- Check 1, Check 2 (PCR) Mmp2 (PCR)

2. Efecto neuroprotector

¢ ;9 3. Correlacion dafio cerebral

- Valoracion Neurofuncional
- Volumen Infarto
- Muerte celular

- Senoliticos (navitoclax y la
combinacidn dasatinib +

guercetina)

- Senomodrficos (ruxolitinib)




CPu Cx1
7d
14d

14d

B-galactosidasa asociada a la
senescencia (SA-f -gal)

[(J24h [CO3d E@=7d M 14d
30 *%
H *
I #
+
- 20+
M
©
g
104
o-
CPu Cx1 Cx2 Cx3
2.5+ .
; t
2.0' *
&
£ 1.5-
2
o
N 1,0+
[72]
0.5+ ‘
0.0
CPu Cx1 Cx2 Cx3




NON-ISCHEMIC ~ ISCHEMIC ‘ NON'SCHEM'C ISCHEMIC

ion de Lipofuscina
24 h
024h C03d EB7d W 14d

#
CPu Cx1 Cx2 Cx3

NON-ISCHEMIC ISCHEMIC

- D2h m3d m7a M
¥ 4 "'A : |

*k
#
*k
14 & # ol
W £ 1.54 =
4 * @
N 1,01 i
§ : 5
0.5
0.0-
CPu Cx1 Cx2 Cx3

6+

3d

Area (%)

NON-ISCHEMIC ISCHEMIC

24 h

14d



inacion marcadores fenotipo senescente
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