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A mis padres,
mi hermano

y mi abuelo Diego.






«El problema se inicia cuando nos preguntamos si la vejez existe.
Entendamonos: si la vejez existe con independencia del reuma, la
arteriosclerosis y otros achaques mas o menos aparentes, que contribuyen
al progresivo deterioro de nuestro organismo. Porque si la vejez no fuera
mas que ese proceso de mineralizacién de nuestras células, no tendria
para nosotros interés alguno; Séneca y Cicerdn, y tantos otros que
pretendieron decir algo interesante de ella, habrian perdido el tiempo [...].
La creencia, mas o menos ingenua, en la dualidad de substancias, tiende a
contestar esta pregunta negativamente: “El espiritu no envejece, y nada
sabria de la vejez sin la vil carrofia que lo envuelve”.»

Juan de Mairena (aka Antonio Machado)






Prefacio emocional
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Ya sé que estas lineas estan situadas al principio de este diminuto tochazo, creedme que
bien lo sé. Pero, como no podia ser de otra manera, seguramente por la conveniencia de
redactarlas una vez liquidados todos los demas capitulos de esta humilde odisea
académica, he decidido dispensar toda esta serie de parrafos sin corsé a tiempo final,
serie de la que todos los que forméis parte habéis de destilar mi eterna gratitud en la
medida que a cada uno podéis imaginar que os corresponde. Pues bien, he convenido
conmigo mismo en dejarlo para lo ultimo, vamos, como gran parte de las cosas que he
ido haciendo a lo largo de mi corto periplo por el mundo. Periplo del que no podria ser
participe de no ser por mis amados padres. A modo de escueta introduccion he de
apostillar que, por lo que me han ido comentando, poco después del amanecer del siete
de noviembre del aino 1991 todo esto dio comienzo, lo de dar la matraca a diestro y
siniestro quiero decir, y asi lo certifica mi DNI. Segun han deslizado a mis oidos en
repetidas ocasiones, ello sucedié debido a que tenia ya sobre la Tierra un hermano que,
ademas de inmejorable, era ya algo insistente y me queria alli con él cuanto antes, aun

sin ser yo, todavia, un mero esbozo en su imaginacion.

Dicen que fue en uno de esos Noviembres gélidos, de los de antes, que transitaban con
paso firme por el otofo, a esas alturas casi ya disfrazado de invierno, de la ciudad de
Huesca. Para entonces mi madre ya me habia llevado dentro en un paseo de nueve
meses, por mucho que yo no fuera consciente de ello, habiendo incluso tenido un
percance con el coche del que sali mas o menos indemne a la vista de la lista de taras
que acarreo. No obstante, alli estaba mi madre, fracturandose un pie en aquel episodio,
seguramente por intentar amortiguarme el golpe aunque ella no me lo haya querido
confirmar todavia. Después de semejante traqueteo gestacional, al fin, sali al exterior
para ver qué se cocia en todo aquello que a duras penas me llegaba mientras flotaba a
mi bola en liquido amnidtico. Lo primero que me encontré fue a mi extraordinaria familia:
mis padres, mi hermano, mis abuelos, mis tios... Luego ya tropecé con las diferentes
banderas y coches que poblaban los principios de los noventa, dos de mis primeras
obsesiones infantiles que recuerdo como si de ayer se tratase. Como olvidar las
banderas de ltalia, Egipto o Nepal. Como omitir en mi avida mente, la de entonces,
modelos de coche como el Opel Kadett, los Renault 19 y 21, el Citroen ZX o aquel Ford
Mondeo que con tamafa ilusion fui a recoger al concesionario acompafiando a mi abuelo

Diego, coche del que evoco incluso el olor que tapizaba su interior por entonces.
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Gracias a mi familia tuve una infancia inmejorable. Gracias a mi madre, por su amor
infinito, casi tan infinito como lo bonito de su existencia. Gracias a mi padre, por su
bondad inquebrantable y sus buenas caras a los malos tiempos, por su inagotable
capacidad de esfuerzo a cambio del bienestar de los suyos. Gracias a mi hermano, por
hacerme nacer y cuidarme desde que naci, por entenderme como a una extension de si
mismo. Gracias a mi abuela Maria, por haber sido todo lo que una abuela deberia ser.
Gracias a mi abuelo Diego, por haber sido un referente, por servir al concepto de sefior
como ejemplo viviente y por demostrarme con su particular historia que la grandeza de
un ser humano es independiente de su origen y de su formacién. Esto ultimo me quedara
grabado en la conciencia de por vida, a fuego, a hierro, con martillo y cincel, laser e,
incluso, en alguna recondita zona de mi genoma reservada para dicho cometido. Gracias
también a mi tio José, a mi tia Tere y a mis primos, llegados con posterioridad para
colorear aquellos inolvidables veranos embebidos en una, por extraia que parezca,
agradable mezcla de sal marina, comida de la abuela y arena de playa. En definitiva,
gracias a las innumerables suertes que me han ido acompafiando desde que naci pude
ser un nino feliz, alegre y, aunque resulte dificil de creer, tan dicharachero como timido.
De hecho, en cierto modo, no he dejado de ser aquel mocoso del que hablo con un
evidente deje de nostalgia, propiciada por la ausencia de los que se encuentran, hoy en
dia, en algun lugar cerca de no sé donde, pero que innegablemente esta mas lejos de lo
que necesito. Asi son las leyes de la vida, dicen, y con eso nos quedaremos, unos al
abrigo de lo que dicen segun qué credos, otros en el erial marxista de Sartre y otros,
entre los que quiza los dias impares me incluya, en la ladera del Sisifo de Camus, he de
decir que por mera cuestion de simpatia. En lo que a mi respecta, quiza a causa de esa
innata tozudez aragonesa, soy muy de empujar piedras cuesta arriba pese a que sea

consciente de la inutilidad del asunto, pero eso ya es harina de otro costal.

Aquellos tempranos afos también fueron los que me permitieron conocer a la amplia
mayoria de mis amigos, en la época en la que comencé a arrancar hojas del calendario a
través de los diversos trimestres que me depard el plan educativo del momento, cuyo
célebre acrénimo, LOGSE, tanto pie dio a chascarrillos entre los asiduos al carajillo de la
época. Loren, Jos, Jony, Ciri, Lucho, Nako, Zamo, Dani y Domy, mas tarde completados,
en lo que en el argot futbolistico equivaldria al mercado de fichajes de invierno, por Ome,
Laca o Ana. Tal elenco estelar es también parte consustancial de mis dias y, en alguna

que otra ocasidon, de mis noches. Junto a semejante turba he tenido el placer de



desarrollarme y, de momento, ello nos esta deparando resultados harto positivos puesto
que, por ahora, ninguno ha sido desposeido de su libertad, publicamente fustigado o
abandonado a su suerte en el océano indico, pese a lo bien que nos lo hemos podido
pasar durante todos estos lustros en fechas tan especiales como nuestras amadas
fiestas de San Lorenzo o nuestros amados dias cualesquiera de cualquier afo.
Francamente, estoy seguro de que la justicia cosmica ha encontrado compensacion a
todas nuestras fechorias y todas nuestras torpezas en lo mucho que, de corazon, nos
hemos apoyado asi como en lo poco (0 nada) que nos hemos fallado. Acompafiandome
hasta el dia de hoy también se encuentra mi querida Teresi, de la que dificilmente espero
que llegue a leer estas lineas algun dia por su idiosincrasia tan unica e irrepetible como
insustituible. De las que si espero lectura, al menos de este apartado, es de Raquel y
Teresa, Teresa y Raquel, mis fans numero 1y 2,2y 1,1y 1,y 2y 2, de las que yo,

exclusivamente yo, soy fan numero 1, para suerte mia, en nuestro poliamor millennial.

De la mano de tal cantidad de anécdotas previas que no viene al caso narrar, y
acompafado de las que vinieron durante y después, llegd la etapa del instituto y la
posterior universidad. No muy enterrado en mi memoria se encuentra el dia en que mi
profesora de biologia del bachillerato, cuyo nombre a duras penas recuerdo, me sugirié
que, ya que el lenguaje matematico del que se sirve la fisica nunca habia sido santo de
mi devocion, quiza debia decantarme por formarme en alguna ciencia relacionada con las
bases elementales de la vida. Mas alla de tratarse de un simple barrido hacia su terreno,
cosa que creo que no fue el caso, ella, aparentemente desinteresada, decidié darme uno
de los mejores consejos que quiza haya recibido en cuanto a mi profesiéon. Huelga decir
que tal capacidad de adivinacion no se derivo de bola de cristal alguna ni de capacidades
sobrenaturales como las de Aramis Fuster, sino que se sustentd en las inquietudes
intelectuales que habia ido transmitiendo a lo largo de mis dias, que principalmente se
centraban en la comprensién de dos mecanismos sumamente intrincados presentes en
nuestro universo: el tiempo y la vida. Casualidades de esta ultima, en mi actual campo de
investigacion, la senescencia celular, ambos conceptos convergen y caminan

ineluctablemente cogidos de la mano. Cosas que pasan.

Sin ser capaz de ensoinar siquiera un dia como el de hoy me dejé caer por Lleida alla por
el 2009 para zambullirme en las listas de matriculados en el grado de Biomedicina, tan
imberbe como yo por aquel entonces, dando comienzo a una nueva etapa apartado del
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regazo de mama. Por definirla de alguna forma, aquella fue la época en que mi querida
Celia y yo probamos todos los medios de transporte conocidos para ir y venir de Huesca
cada vez que la semana agonizaba de cara al fin de semana. Por tierra, mar y aire. Por
rios, sendas, puentes colgantes e, incluso, cafadas reales. Atravesando tupidas junglas
tropicales, arenas movedizas traicioneras, tundras siberianas quebradizas desprovistas
de permafrost, ruinas persas como las de Samarcanda, desiertos monegrinos o espesas
neblinas que ni en la Terranova canadiense. A decir verdad solo nos faltd, a modo de
virgenes Maria, montar a lomos de una burra biblica. No siempre (por no decir casi
nunca) fue en condiciones 6ptimas dado que, ademas de estudiar lo menos posible,
siempre tratamos de dar “paseos nocturnos” el maximo de dias que permitiera nuestra
economia. Siempre bien acompafado de amigos perennes con los que me encontré en
aquella diminuta facultad como Marc, José, Guillem, Anton, Dani o nuestro querido
azteca Gabi, haciamos acopio de todas las historias que, llegado un dia, poder contar
aunque, por su bien, probablemente no sea a nuestros futuros retofios.

A un lado del sendero que se trazaba a lo largo de mi periodo universitario, mas cerca del
final que del principio, descubri el lugar que me iba a acoger durante seis intensos afios
para la realizacién, entre muchas otras tareas, del trabajo condensado en las paginas
venideras. En mi primera aproximacion medio seria al mundo de las micropipetas, los
microscopios y las microvictorias, bajo la tutela de Xavi en unas practicas de Julio
enclavadas en Septiembre, descubri en mi posterior segundo laboratorio (si asi se me
permite denominarlo), el de los patoncos, la magia presente detras de colocar cinta
adhesiva apropiadamente para hacer geles de agarosa, rellenar alguna caja de puntas o
hacer genotipados de raton. De ella fui participe, en mis inicios, gracias a la inestimable
ayuda de Cris Mirantes y de Nduria. Sin apenas tiempo para, como diria alguno, comerme
el bocadillo, cruceé el pasillo para comenzar a dar pasitos, progresivamente mas y mas
firmes, dentro de las cinco paredes del laboratorio 2.8. Alicatados con neveras, cajas de
material, éxitos, fracasos, risas, llantos y conversaciones de todo tipo, tematica y tono, los
tabiques de aquel hogar durante seis afilos me han visto de todas las maneras posibles y
han desbastado, en la medida en que he permitido que asi fuera, algunos de mis
contornos mas irregulares. Todavia no siento desvanecida la imagen que fotografié
mentalmente el primero de los dias que acudi al laboratorio de Mario. Después de ir a
buscarle a su despacho, recuerdo cémo imité sus pasos a través del pasillo de la

segunda planta, camino del laboratorio que, desde esa perspectiva, queda al fondo a la
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izquierda, justo antes de unas escaleras que subian a no sé donde y bajaban hacia algun
lugar todavia por explorar. Recuerdo que pensé en toparme, inmerso en absurdos
prejuicios, poco menos que con la filarménica de Viena. Ya en el laboratorio, el aire
movido por los siempre tan reconocibles pasos de Mario parecido dispersar tales
suposiciones previas. Una mujer alzada por unos zapatos con tacdén de pelo
extremadamente acaracolado, Myriam; un evidente torbellino de sincera naturalidad, una
hermana mayor en toda regla, mi adorada Anna; y, por ultimo, una chica cuyo piercing en
el labio inferior me impacté mas que ver a un Cristo con una AK-47, mas que una
hermana mayor una suerte de comparfera bivitelina, con lo bueno y lo malo de los
hermanos de edades cercanas, mi querida Marta. Creo que, debido a la sinceridad
contenida en todas y cada una de las lineas escritas en este apartado, sornas aparte, no
sorprenderé a nadie si desarrollo algo mas el papel de las dos mentadas en ultimo lugar.
Anna, de la cual he aprendido desde el modo en que se cultivan células hasta la manera
en que se ha de actuar consecuentemente con lo que uno piensa, pasando por la forma
en que se utiliza un sacaleches. Marta, de la que aprendi todo lo demas, con la que mas
risas y llantos he compartido entre esas cinco paredes y a la que estaré eternamente
agradecido por las ganas de cuestionar todos y cada uno de mis planteamientos, casi tan
fuertes como las de que tuviera éxito en cada uno de ellos. Por supuesto, aunque no
forme parte de mi amarilleada foto primigenia del laboratorio, seria incapaz de omitir a
Sara, que mas alla de los vinculos fraternales arriba expuestos ha sido para mi una
madre adoptiva, una cariatide esencial en tantos dias dificiles. Qué decir de Joan, con su
inimitable y genuina manera de aparecer de vez en cuando, que, por bien que se
conserve, me ha hecho sentir algo asi como un nieto de adopcion debido a su
predisposicion a ayudarme en cada una de las ocasiones que haya podido requerirlo. En
el atardecer de mi transcurso por el laboratorio, la cigliefia de Paris trajo a mi hermanita
pequefa, Gisela, a la cual le guardo mis mejores deseos y le reservo todos los minutos
que necesite de mis humildes consejos de abuelo cebolleta, de aqui en adelante, in
saecula saeculorum. Incluso Marta Hereu, presente los lunes y martes tardios, a la que
agradezco toda la ayuda que buenamente me ha ofrecido siempre. Quiero destacar el
papel imprescindible de la bondad interesada de todas las companias de reactivos, bien
sea a través de anticuerpos o de farmacos, que con su inefable generosidad, a coste
cero, han permitido que, con una picaresca espafiola digna del Lazarillo de Tormes, haya
realizado una buena parte de los experimentos que pueblan la seccion de resultados de

esta tesis doctoral. Por ultimo, Mario, al que siempre estaré agradecido por confiar en mis



posibilidades, por darme la oportunidad de descubrir la mayor de mis pasiones y por
ensefarme a transitar sin ruedines sobre esta cada vez menos pesada bicicleta, aunque
no fuera para soltarme acto seguido por terrenos comodos y planos, precisamente. He de
confesar que, no obstante, como ciclista, siempre he sido mas bien de ascender en
solitario puertos de cada vez mayor entidad, por lo que no vacilo en reconocer que, en el

fondo, ha resultado tan entretenido como enriquecedor.

Hablando de puertos, y antes de salir al pasillo de la segunda planta, se me ha venido a
la mente, taciturno, uno de esos momentos que aguardan agazapados entre mis
recuerdos. Supongo que, llegados a este punto, y dadas las circunstancias, se me
concede la licencia de disponer de un pequefio paréntesis escasamente hilado, al estilo
del jubilado prototipo. Sucedié que un dia, acurrucada bajo una tupida niebla y bafada
por el sol en su cumbre, una de las subidas miticas del ciclismo, el Tourmalet, esperaba a
ser escalada por un grupo de zopencos que formé con algunos de mis mejores amigos.
Tras lidiar con alguna que otra calamidad, al culminar nuestra humilde epopeya, la
sensacion de épica obtenida fue tal que, como buenos oscenses, de vuelta a nuestro
apartamento francés decidimos ponernos hasta el culo de longaniza de Graus para
reponer todo lo vaciado en aquellas laderas. Siendo sincero, todavia no soy consciente
de lo que habré desalojado en las laderas que he atravesado a lo largo de esta tesis
doctoral, pero a Dios, Jehova, Yahvé, el Espiritu Santo y Vishnu pongo por testigos de
que no tardaré en celebrarlo con un embutido grausino kilométrico acorde a la dimension

de lo sufrido, a poder ser a la brasa.

No hace falta abrir la puerta porque siempre se ha hallado abierta. Todo recto, saliendo
del 2.8 se encuentra, primero, el acceso que conduce a los ultracongeladores y, a uno y
otro lado de dicho rincén tenazmente custodiado por Jacinto, dos pasillos que
desembocan en el laboratorio de los patoncos. Como antes he tratado de expresar, y
mas si cabe hacia mi etapa final, el laboratorio por el que han pasado mis queridas Cris
Mirantes o Mari Alba, aquél en el que todavia, por fortuna, invierten sus horas personas a
la que adoro como Cris Megino, Raul, Isidre, Carla, Anna, Nuria, lzaskun, Pol o Andree,
ha servido de refugio para la mayoria de mis inquietudes. A nadie engafio si admito que
jamas voy a encontrar amigos de laboratorio que me muestren un desprecio tan adorable
e insustituible como el que con arte me dedican Cris y Raul, que me abracen y me

aconsejen en la forma en que lo hace Carla, que ejerzan conmigo de ojeadores
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deportivos y sobre todo no deportivos tan cémplices como Isidre, 0 que me escuchen sin
necesidad de cita previa como Anna y Nuria. Fuera de esos muros me he topado también
con los corazones de amigos tan maravillosos como Marta y Oscar. He compartido
momentos que siempre guardaré con gente como Mireia, Gisel, Aida, Anna Visa o Lia.
Las interminables sesiones de campana de Nati, los gritos de pizzero de Paolo o los
saludos de surrealismo amable con aroma a curry de Soni también forman parte del
zurron en el que transporto todos los instantes vividos durante estos anos. Cada tarde he
dispuesto también de la maternal visita de Loli, principal culpable de que el ultimo dia de
trabajo abandonara el edificio con los ojos arrasados en lagrimas. Con todos los
nombrados, aparte de muchos otros como mi querida Moénica, Elia, Mariona, Tania,
Rebeca o Nat, han sido unas cuantas las experiencias que he tenido la suerte de escribir
en mis, todavia por publicar, memorias autobiograficas, de las que este parco prefacio

sirve como experimento preliminar.

En algun bendito momento se abrieron las nubes que cubren a la pérfida Albion para
recibir el vuelo Barcelona-Newcastle. En algun bendito instante, después de esconderse
el azul del cielo tras una densa cortina grisacea, aterricé en una ciudad del norte de
Inglaterra en la que aguardaban gran cantidad de momentos por transcurrir. Alli estaba,
tan sorprendentemente abrigado a esas alturas del afio como inesperadamente sonriente
mi, a partir de entonces, adorado David. Tras una agradable conversacion en el metro,
camino del centro, recuerdo como me acompafid a la inmobiliaria en la que habia
alquilado el que seria mi alojamiento durante los meses siguientes. Una vez obtenidas las
llaves, atravesando unas cuantas calles sombrias, llegamos al edificio en cuestion, The
Foundry, donde un afable conserje de ojos rasgados, Jerry, nos estaba esperando. Nos
condujo al apartamento 424, numero hacia el que David confesd tener especial
predileccion debido a sus afos en Nueva York investigando sobre el micro RNA
engalanado con dicha numeracion. De pronto, al abrir la puerta de la habitaciéon, emergio
en furtiva huida un aroma nauseabundo que a ambos produjo cierta desazon, lo que para
el cristiano medio se traduce en arcadas. Algun querido inquilino previo habia olvidado
pescado en el congelador de aquel apartamento, asi como algun querido encargado de
su limpieza, unas semanas antes de que Jerry abriera la puerta de la 424, no se percato
de semejante obsequio, que aunque marino o fluvial en algun momento, en aquel
instante pertenecia ya al mundo de lo muy asqueroso. Durante los dias que necesit

aquel hedor para disiparse fui conociendo al resto de personas que me acompanaron en
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aquella etapa, en principio incierta, en definitiva imborrable. Junto a David, mi querida
Ruth me acogi6 y me ayuddé como jamas hubiera esperado en aquel casi desnudo
laboratorio que empezamos a vestir entre los tres. Ellos terminaron de aclarar la turbidez
causada por las pocas dudas acerca de mi vocacion cientifica que pudiera tener en aquel
momento, fueron un rayo de luz deslizandose por entre lo nublado de mis temores, un
soplo de viento fresco que refrigerd alguno de mis resquemores y, ante todo, un ejemplo
inspirador de lo que algun dia querria llegar a ser. Todo ello aderezado de su carifio
impagable dia tras dia e historieta tras historieta de las que yo confesaba que me iban
sucediendo en mis disparatados fines de semana al estilo Geordie. Mejor rodeado que
Julio Iglesias por culpa de Carme, Nuria, Vicky o Marga, ademas de colegas como
Rubén, confeccionamos una magnifica serie de desmadres que acortaron sensiblemente

la duracion perceptible de aquellos meses en el territorio de Geordie Shore.

De vuelta, como el turrén, me fui a casa por Navidad. Y de aquellas ganas infinitas de
paladear tortilla, jamén, croquetas, patatas bravas, vino decente y abrazos de los mios
hasta hoy. Disfrutando de cada mafiana, cada tarde y cada noche, despierto o no. Sin
saber qué me depararan los movimientos venideros de las agujas del reloj pero al
amparo del amor de mis imprescindibles que, aunque pocos, son inigualables. Sin
embargo, y como bien reza uno de los “pecios” de mi admirado Sanchez Ferlosio:

«Rebato de la muerte anticipada,
corroborante vida desvivida,

sibila del futuro acontecido.

La serie de los dias futuridos

degrada en una sucesién minuenda,
precipitar de restas hacia el cero.

Y el ojo del presente van cegando

con su flecha lanzada hacia el futuro.»

Por lo que, como expresa un célebre latinajo que algun amigo mio ha llegado a exhibir
como estado de WhatsApp, centrémonos en el capitulo del hoy, y ya vendra lo que tenga

que venir. Take it easy.
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No me olvido de decir que, durante alguno de los ultimos episodios que he ido relatando
sucedié que, repentinamente, me encontré con una mirada que no esperaba encontrar.
Me topé con los ojos que de manera mas dulce y especialmente atenta hayan seguido
los pasos que he ido dibujando a lo largo de todos los parrafos anteriores. Cometi el
maravilloso descuido de dejar que Andrea me acompafara a pinchar unos ratones un dia
tonto de Enero y tuvo la acertada idea de ponerse a sonreir como sélo ella sabe hacer,

detras de una mascarilla en aquella ocasién. Lo demas ya vino solo.
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Los miembros de la familia de proteinas Sprouty (Spry1-4) han sido clasicamente
descritos como elementos inhibidores de la sefalizacion iniciada por los receptores
tirosina quinasa. En un amplio abanico de tipos celulares, los distintos miembros de
Sprouty son capaces de reprimir procesos como la proliferaciéon y, por ello, han sido
reiteradamente propuestos como supresores tumorales. Por otro lado, la senescencia
celular es una respuesta dinamica en la que las células deciden abandonar su capacidad
proliferativa al verse sometidas a cierto nivel de estrés. Las células senescentes,
ademas, producen un amplio abanico de factores que secretan para influir sobre el
entorno proximo, comunmente conocido como SASP. Trabajos previos realizados en
nuestro grupo demuestran que Spry1 promueve la induccion de senescencia celular en
tiroides sin influir sobre la via ERK. Ademas, la generacion de un modelo knockin de
ratén que alberga una mutacion de la tirosina 53 de Spry1, la Y53A, revela la implicacion
de Sprouty en la correcta induccién de la senescencia programada presente en el
desarrollo adecuado del sistema genitourinario. Para ampliar el conocimiento acerca de
la implicacién de Spry en los distintos procesos in vivo asociados a la senescencia,
hemos decidido explorar en el raton Y53A paradigmas celulares como el envejecimiento
o la regeneracion de tejidos. En primer lugar, desvelamos como los distintos marcadores
de senescencia celular se hallan presentes en menor medida en ratones Spry1 Y53A
envejecidos cuando los comparamos con ratones wildtype. También, en un contexto de
cicatrizacion de heridas cutaneas, el papel de Spry1 es clave para la induccion de
senescencia requerida para la adecuada ejecucion del proceso regenerativo. Por otro
lado, la senescencia derivada del tratamiento con quimioterapia, perjudicial para las
células sanas, se halla disminuida en presencia de la mutacion Y53A. En definitiva, Spry1
es parte esencial de la senescencia celular en los diferentes ambitos en que la hemos
estudiado. Por otro lado, hemos desvelado que Spry1 y Spry2 se inducen en la respuesta
senescente ante todos los estresores tipicos que la desencadenan. Concretamente, la
induccién de Spry1, de manera sorprendente, depende directamente del estrés oxidativo,
mientras que la de Spry2 esta regulada por la via ERK. A nivel molecular, las proteinas
Sprouty potencian la activacion de p38 requerida por las células senescentes para la
adecuada expresion de la mayoria de sus efectores como los inhibidores de ciclo o los
distintos elementos del SASP. En concordancia, algunos de los contextos de senescencia
en los que Spry1 es necesario requieren también del correcto funcionamiento de p38. Por
tanto, los resultados descritos confirman a las proteinas Spry como mediadores

generales de la senescencia celular.



Els membres de la familia de proteines Sprouty (Spry1-4) han estat classicament descrits
com a elements inhibidors de la senyalitzacié iniciada pels receptors tirosina quinasa. A
més, la implicacié d'aquesta familia de gens ha estat revelada en contextos fisiologics i
embrionaris dispars. En un ampli ventall de tipus cel-lulars, els Sprys sén capagos de
reprimir processos com la proliferacio i, per aix0, han estat reiteradament proposats com
a supressors tumorals. D'altra banda, la senescencia cel-lular és una resposta dinamica
en la qual les cél-lules decideixen abandonar la seva capacitat proliferativa en veure
sotmeses a cert nivell d'estrés. De manera essencial, les cél-lules senescents, a més,
produeixen un ampli ventall de factors que secreten per influir sobre l'entorn proper
conegut com SASP. Treballs previs realitzats en el nostre grup demostren que Spry1
promou la induccié de senescencia cel-lular en tiroide sense influir sobre la via ERK. A
més, la generacié d'un model Knockin de ratoli que alberga una mutacié de la tirosina 53
de Spry1, la Y53A, ha revelat la implicaci6 de Spry en la correcta induccié de la
senescéncia programada present en el desenvolupament adequat del sistema
genitourinari. Per ampliar el coneixement sobre la implicaci6 de Spry en els diferents
processos on la senescencia cel-lular apareix in vivo, vam decidir explorar en el ratoli
Y53A contextos relacionats amb la senescéncia com l'envelliment o la regeneracio de
teixits. En primer lloc, desvetllem com els diferents marcadors de senescéncia cel-lular es
troben presents en menor mesura en ratolins Spry1 Y53A envellits quan els comparem
amb ratolins wildtype. També, en un context de cicatritzacié de ferides cutanies, el paper
de Spry1 és clau per a la induccié de senescéncia requerida per a I'adequada execucio
d'aquest procés regeneratiu. En definitiva, Spry1 és part essencial de la senescéncia en
els diferents processos en qué aquesta es troba present. D'altra banda, hem revelat que
Spry1 i Spry2 s'indueixen en la resposta senescente davant tots els estressors tipics que
la indueixen. Concretament, la induccié de Spry1 depén de I'estrés oxidatiu mentre que la
de Spry2 esta regulada per la via ERK. A nivell molecular, les proteines Spry potencien
I'activacié de p38 requerida per les cél-lules senescents per a I'adequada expressio de la
majoria dels seus efectors com, per exemple, els inhibidors de cicle o els diferents
elements del SASP al llarg de totes les fases de la senescéncia cel-lular. En
concordanga, alguns dels contextos de senescéncia en qué Spry1 cal requereixen també
del correcte funcionament de p38. Per tant, els resultats descrits confirmen als Sprys com
a mediadors generals de la senescéncia cel-lular i els desvetllen de manera definitiva

com a actors clau d'aquest procés cel-lular.



Members of Sprouty family of genes (Spry1-4) have been classically assumed to be
inhibitors of signaling initiated by receptor tyrosine kinases. Spry genes have been
involved in various physiological and developmental processes in a cell-specific and
context-dependent manner. As such, they restrain proliferation of many cell types and
have been proposed as tumor suppressor genes in certain types of cancer. On the other
hand, cellular senescence is a dynamic response in which cells decide to cease their
proliferation in front of different cellular stresses. Moreover, senescent cells implement the
production of a myriad of factors that are secreted to influence their proximal environment,
known as senescence-associated secretory phenotype (SASP). Previous data from our
group demonstrate that Spry1 promotes cellular senescence in the thyroid gland, but in an
ERK-independent manner. Furthermore, analysis of a knockin mouse expressing a Spry1
Y53A allele generated by our group revealed genitourinary abnormalities consistent with
defective induction of programmed cellular senescence. To expand the knowledge about
the implications of Spry genes in different cellular senescence scenarios, we decided to
monitor some other senescence-related contexts in Spry1 Y53A mice such as age-related
and regeneration-related senescence. First, we found that cellular senescence is less
induced in aged Spry1 Y53A mice when compared with wildtype littermates. Also, cellular
senescence induction is defective in skin wound healing from Spry1 Y53A mice. Finally,
mutation of Spry1 prevents the appearance of some of the traits of chemotherapy-induced
cellular senescence. Thus, Spry1 controls cellular senescence in some of the most
relevant in vivo paradigms of cellular senescence. Moreover, we found that Spry1 and
Spry2 are upregulated in cells facing several canonical senescence triggers. Surprisingly,
Spry1 induction in the senescent response is controlled by oxidative stress, while Spry2,
as expected, is regulated by ERK. Mechanistically, Spry proteins enhance p38 MAPK
activation required for the proper induction of most of the traits of cellular senescence
such as the expression of cell cycle inhibitors and SASP elements. Also, both
chemotherapy-and wound-induced cellular senescence require p38 function to be fully
accomplished. Hence, these results confirm Spry genes as novel, general mediators of

cellular senescence.
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LA FAMILIA DE GENES SPROUTY

ESTRUCTURA Y REGULACION DE LOS GENES DE LA FAMILIA SPROUTY

Estructura y regulacion de las proteinas Sprouty

El miembro primigenio de la familia de proteinas Sprouty (Spry), el llamado dSpry por su
descubrimiento en el organismo Drosophila melanogaster, fue identificado en un
screening de genes implicados en el desarrollo embrionario de la traquea (Hacohen,
Kramer et al. 1998). La accién de dicho gen fue desvelada como crucial para la inhibicion
de una de las primeras vias de transduccién de senal descritas en biologia celular,
aquella que encierra a los receptores tirosina quinasa (RTKs), Ras y ERK (Pearson,
Robinson et al. 2001). Estudios posteriores identificaron cuatro genes ortdlogos en
mamiferos: Spry1, Spry2, Spry3 y Spry4, siendo Spry2 el miembro de la familia que
manifiesta mayor semblanza con la funcién descrita en Drosophila en cuanto a la

ramificacion del pulmoén (de Maximy, Nakatake et al. 1999).

Los cuatro genes identificados comparten entre si y con el dSpry primigenio,
estructuralmente, dos regiones en su secuencia. Por un lado, la parte N-terminal se
caracteriza por una amplia divergencia entre los distintos miembros de la familia a
excepcion de un residuo de tirosina, la 53 en Spryl o 55 en Spry2, que ha sido
reiteradamente descrita como crucial para la regulacion y la funcién de Sprouty, ademas
de un dominio rico en serinas que se encuentra hacia la parte medial de las proteinas de
esta familia (Guy, Jackson et al. 2009). Por otro lado, situado en la parte mas C-terminal,
los miembros de Sprouty muestran la presencia de un dominio rico en cisteinas descrito
por primera vez en esta familia de genes y encontrado mas tarde en multitud de proteinas
como las SPRED (Wakioka, Sasaki et al. 2001), entre muchas otras (D'Cruz, Babon et al.
2013). En este dominio se albergan, ademas de las propiedades de translocacién a
membrana de estas proteinas a través de la interaccion con la Caveolina (Cabrita, Jaggi
et al. 2006), capacidades del todo desapercibidas como la de coordinar, formando
complejos multiméricos, estructuras moleculares como los centros hierro-azufre (Wu,

Alexander et al. 2005), adquiriendo por tanto la facultad de ejercer como sensores del
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estado redox celular, funcion ampliamente descrita para este tipo de coordinaciones
atomicas (Mettert and Kiley 2015).

SPY2 HUMAN MEARA-QSGNGS-QPLLQTPRDGGRQRGEPDPRDALTQQVHVLSLDQIRAIRNTNEMEEG 58

SPY1 HUMAN MDPON-QHGSGSSLVVIQOBSLDSRQRLDYER---EIQPTAILSLDQIKAIRG EG 56

SPY4 HUMAN MEPPIPQSAPLTPNSVMVQBLLDSR--MSHSR---LQHPLTILPIDQVKTSHV IDN 55

SPY3 HUMAN MDAAV---——-—=—————————— oo TDDFQQILPIEQLRSTHASHDEVER 30

SPY2 HUMAN [TVVPRPGLKPAPRPSTQHKHERLHGLP-------- EHRQPPRLOHSQVHSSARAP-LR 109
SPY1 HUMAN [BSVVKRPAPRTAPR---QEKHERTHEIIPINVNNNYEHRHTSHLGHAVLPSNARGPIIf§R 113
SPY4 HUMAN BSLALTTGPKRTRG----- GAPELAPTP--------- ARCDQDVTHHWISFSGRPS---- 97

SPY3 HUMAN [PAPCKQALSSPSLIVQTHKSDWSLATMP-------- TSLPRSLSQCHQLOPLPQHLSQS 82

SPY2_ HUMAN EQRLLGSSFSSGPVADG----ITRVOPKS-ELKPGE-- 162
SPY1 HUMAN G EQGLLGRSPBTRPVPGHRSERAIRTQPK--QLIVDD-- 165
SPY4 HUMAN BVf------------ DORLLDHMAEP-PVADQASPRAVRIQPKVVHCQPLD-- 142
SPY3 HUMAN Qiafs--------- DQRLLASITES-BSGOS----IIRTQEGAGVHPKADGA 128
SPY2_HUMAN 219
SPY1 HUMAN 222
SPY4 HUMAN 200
SPY3 HUMAN 188
SPY2_ HUMAN 278
SPY1 HUMAN 282
SPY4_ HUMAN 260
SPY3_HUMAN 247
SPY2_ HUMAN 315

SPY1 HUMAN 319

SPY4 HUMAN ASGDAKTSRPDKPF- 299

SPY3 HUMAN ISSGSAPFPKAQEKSV 288

Figura 1. Comparacion de las estructuras de los distintos miembros de Sprouty. Los
miembros de Sprouty, ademas de una tirosina fosforilable N-terminal, comparten ciertas regiones
relevantes para su funcion como la zona rica en serinas y el llamado dominio Spry C-terminal,
compuesto de un gran conglomerado de cisteinas. Obtenido de (Guy, Jackson et al. 2009).

Entrando en un mayor nivel de detalle cabe mencionar que la primera de las partes de la
estructura de Sprouty citada, la tirosina enclavada en la zona N-terminal, fue descrita
como fosforilable por diversos estimulos activadores de RTKs en Spry2 en primer lugar
(Hanafusa, Torii et al. 2002). Este primigenio estudio sefiala la fosforilacion de la tirosina
55 de Spry2 como esencial para su union inhibitoria con Grb2, elemento activador de las
vias RTK, y sugiere que, al tener una secuencia aminoacidica circundante similar, la
tirosina 53 de Spry1 es capaz también de realizar esta funciéon. Sin embargo, dicha unién
a Grb2 nunca ha sido descrita de manera directa en relacion con la estructura proteica

cercana a la tirosina 55. Ademas, otros estudios no han podido observar la interaccion
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entre Spry1 y Grb2 (Gross, Bassit et al. 2001), por lo que la estructura compartida entre
Spry1 y Spry2 no parece ser responsable de dicha funcion. Mas bien, como se describio
con posterioridad, ese papel inhibidor de RTKs corresponde a la interaccién de Spry2 en
un dominio situado en el extremo C-terminal que, de manera relevante, sélo se halla
presente en este miembro de la familia (Lao, Chandramouli et al. 2006), hecho que
encaja con su mayor relevancia molecular como inhibidor de vias dependientes de RTKs.
De hecho, el papel principal de la fosforilacién de la tirosina 53 o 55 de los distintos
componentes de esta familia es el de la interaccidén de éstos con la ubiquitin ligasa c-Cbl
(Mason, Morrison et al. 2004), cuya principal funcion es la de poli o monoubiquitinizar
diversas proteinas (Levkowitz, Waterman et al. 1998), entre las que se encuentran los

propios miembros de Sprouty (Wong, Lim et al. 2001).

Sin embargo, no todos los contextos en los que aparecen las proteinas Cbl implican la
degradacion proteasomal de la proteina con que interaccionan, pudiendo ejercer también
de elementos de estabilizacion proteica (Schmidt and Dikic 2005). La interacciéon entre
Cbl y los distintos Spry se da de manera muy potente tanto en el caso de Spry1 como de
Spry2, mientras que Spry4, al carecer de una treonina fosforilable adyacente a la tirosina
55, muestra una interaccion con Cbl sumamente débil en comparacion con los otros
miembros de Spry citados (Ng, Jackson et al. 2008). Por otro lado, el secuestro de Cbl
por parte de Spry es capaz de impedir la ubiquitinizacion del receptor de EGF,
favoreciendo asi su activacion (Rubin, Litvak et al. 2003). No obstante, cabe la posibilidad
de que la funcién que se deriva de la interaccion entre Spry1 y Spry2 con Cbl produzca
distintos escenarios moleculares: puede que Cbl simplemente ubiquitinice a Spry para
controlar su accién en la célula, puede que los diferentes Spry dirijan la funcion de Cbl
sobre la ubiquitinizacion de otras proteinas o, también, puede que los miembros de
Sprouty se sirvan de Cbl a modo de estructura auxiliar que les permita la interaccién con
otras proteinas en caso de verse fosforilada su célebre tirosina N-terminal (Guy, Jackson
et al. 2009). En el primero de los contextos, Cbl controlaria la funcion de Sprouty sobre
los receptores tirosina quinasa, restringiendo asi su accion inhibitoria una vez la sefial
extracelular haya desaparecido. En el segundo caso, Spry dirigiria la accion de Cbl sobre
otras proteinas. Ello tiene precedentes en casos como la interaccion entre c-Cbl y Grb2,
en la que esta ultima media la uniéon de Cbl con FRS2/FGFR (Wong, Lamothe et al.
2002). El tercero de los escenarios implica la interaccion, tras la fosforilacién de la tirosina
N-terminal, de los distintos miembros de Spry con otras proteinas a través de la ayuda

estructural de Cbl. Existe un vasto catalogo de proteinas con las que Cbl interactua sin
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hacer uso de su actividad E3 ligasa de ubiquitina (Schmidt and Dikic 2005), siendo un
claro ejemplo de ello el papel de Cbl en la sefalizacion de insulina, en la que, al unirse a
APS y al receptor de insulina, Cbl favorece la translocacion de GLUT4 a la membrana
celular (Hu and Hubbard 2005).

Ademas, y guardando una estrecha relacion con Cbl, la proteina CIN85 (Cbl-interacting
protein of 85Kda) es capaz de interaccionar con Spry1 y Spry2 en una region unos pocos
aminoacidos mas alla de la tirosina N-terminal para facilitar la endocitosis de EGFR
(Haglund, Schmidt et al. 2005). Cabe mencionar que, recientemente, se ha revelado
cdmo en un contexto celular que no conlleva la sobreexpresion de ambas proteinas
mentadas, Cbl y CIN85, su papel como elementos reguladores de la senalizacion por
EGFR es ciertamente prescindible para la célula, lo que llama, por lo menos, a cuestionar
la funcion real de estas proteinas en un entorno celular fisiolégico (Ahmad, Mohapatra et
al. 2014). De hecho, mas alla de la reiteradamente descrita funcion del complejo Cbl-
CIN85 en la inhibicion de EGFR (Soubeyran, Kowanetz et al. 2002), la interaccién de
estas dos proteinas ha sido hallada siendo participe de otras funciones como la
potenciacion de las vias TGFbeta (Yakymovych, Yakymovych et al. 2015) o p38
(Aissouni, Zapart et al. 2005), la organizacién del citoesqueleto (Sato, Taoka et al. 2007)
o la inhibicion de c-Met (Petrelli, Gilestro et al. 2002).

- S
I cysteine-rich domain (CRD) _ Grb2
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Figura 2. Interactores descritos de Sprouty agrupados por dominio de interaccién. En la
imagen aparecen varios de los interactores descritos de los Sprys enclavados en la zona de Spry
que se relaciona con su interaccion. Obtenido de (Guy, Jackson et al. 2009).



Otro de los interactores relacionados con la zona donde se halla la tirosina 53 es la
fosfatasa PP2A (Lao, Yusoff et al. 2007). Esta proteina, conocida por su papel regulador
en un amplio abanico de vias de sefalizacion como Wnt, mTOR o las MAPK (Wlodarchak
and Xing 2016), compite con c-Cbl por la interaccion con la tirosina 53 de Spry1 o la 55
de Spry2. El acoplamiento descrito de PP2A en la estructura de Spry2, favorece la
defosforilacion de la zona rica en serinas situada unos residuos mas hacia la zona medial
de la proteina, influyendo asi sobre el estado de activacion de Spry2 en segun que

contextos celulares.

Como elemento de control negativo de la fosforilacion de la tirosina N-terminal nos
encontramos con la presencia de la fosfatasa SHP2. Esta proteina, en referencia a la via
de los RTKs, es necesaria para el correcto ensamblaje de la sefal del receptor con la
activacion de la via Ras/ERK (Araki, Nawa et al. 2003). Aparte de facilitar la transduccién
de la sefial de los RTKs, SHP2 parece unirse a Sprouty para catalizar la defosforilacion
de su tirosina N-terminal (Hanafusa, Torii et al. 2004), contribuyendo asi de manera
adicional a la activacion de este tipo de senalizacion mediante su entrometimiento en la
funcion inhibitoria de Spry (Jarvis, Toering et al. 2006). Sin embargo, partiendo de que las
aproximaciones experimentales que determinan la relacion de SHP2 y Spry se han
realizado en un contexto de sobreexpresién dificiimente extrapolable a lo fisiolégico, otro
estudio sefala la necesidad de cuestionar la veracidad de este tipo de interaccién en un
entorno celular normal (Chan, Kalaitzidis et al. 2008). De hecho, ninguno de los ratones
con mutaciones inactivadoras de los distintos miembros de Spry muestran un fenotipo
similar al sindrome de Noonan, enfermedad en que la mitad de los pacientes que la
sufren albergan en su genoma una mutacion del gen PTPN11 que codifica para SHP2
(Tartaglia, Mehler et al. 2001). Resulta ademas resenable como la mutacion de algunos
miembros de la familia SPRED, que comparten el dominio descrito de interaccion con
SHP2, la region C-terminal rica en cisteinas, con los Sprouty, muestran algunas de las
caracteristicas del sindrome de Noonan, manifestando asi una mejor candidatura en

cuanto a ser los verdaderos interactores de SHP2 en un contexto celular fisiolégico
(Chan, Kalaitzidis et al. 2008).

Encaminandonos hacia la parte medial de las proteinas Spry, todavia en la zona N-
terminal, nos topamos con el dominio rico en serinas fosforilables, acompafiadas de
alguna que otra treonina (Guy, Jackson et al. 2009). Estas serinas, concretamente la 112

y la 121 de Spry2, son fosforiladas por la quinasa Mnk1 (DaSilva, Xu et al. 2006),
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promoviendo la estabilizacion de Spry e impidiendo de alguna manera su degradacién
proteasomal. Uno de los mecanismos planteados para este cometido es a través de la
disminucién de la afinidad por Cbl cuando las serinas estan fosforiladas, interrumpiendo
asi la poliubiquitinizacion de Spry por la fosforilacion de la tirosina N-terminal. No
obstante, existe otro estudio que sefala un papel contrario de las serinas fosforiladas,
esta vez por Mnk2, en cuanto a la estabilizacion de Spry2, favoreciéndose la degradacion
via proteasomal a través de la ubiquitinizacién por Nedd4 (Edwin, Anderson et al. 2010).
Nedd4 es, ademas, un conocido interactor de Cbl asi como un regulador negativo de la
via Notch (Sakata, Sakaguchi et al. 2004). Los trabajos relacionados con los dominios
ricos en serinas de Spry ponen de manifiesto que el papel de la fosforilacion en estas
regiones de los Spry es ampliamente controvertido y dependiente del modelo utilizado,
por lo que la extrapolacion mas sensata es la de que afectan a su estabilidad, puesto que
al parecer dependen de otros factores a tener en cuenta en cada contexto celular (Joshi
and Platanias 2014). Como ya se ha citado con anterioridad, la fosfatasa identificada
como responsable de la defosforilacién de estas serinas es la PP2A (Lao, Yusoff et al.
2007).

En la zona N-terminal de Spry también se da cita otra ubiquitin ligasa, Siah2 (Nadeau,
Toher et al. 2007), cuya actividad sobre Sprouty no requiere la fosforilacion de la tirosina
conservada como si sucede en el caso de Cbl. En un experimento de sobreexpresion, el
aumento de los niveles de Siah2 es capaz de conducir a la degradacién proteasomal de
Spry1, Spry2 y, en menor medida, de Spry4. Otro estudio que habla de la induccién de
Siah2 por parte de la via p38 en un contexto de inhibicion por contacto resalta como los
niveles de Spry2 se ven disminuidos por la accién de esta ubiquitin ligasa, posibilitando la
parada reversible del crecimiento en células confluentes (Swat, Dolado et al. 2009).
Aparentemente en el mismo sentido, ha sido descrito como la induccion de TGFbeta es
capaz de disminuir los niveles de Spry2 también en un contexto de quiescencia (Ding, Shi
et al. 2007), lo que en un principio llevaria a especular a que dicha disminucion
dependiera de uno de los mecanismos descritos para TGFbeta, como es la activacién de
p38 mediante TAK1 (Yu, Hebert et al. 2002). Sin embargo, en este caso parece que la
modulacién de los niveles de Spry2 por parte de TGFbeta es adicional a los efectos de
p38 sobre Spry2, puesto que la inhibicion de p38 con SB203580 no rescata el efecto de
TGFbeta sobre Spry2 a tanto a nivel transcripcional como postraduccional. De hecho, un
estudio del mismo grupo sefiala como también la via p38 tiene un efecto sobre los niveles
de traduccién de Spry2 (Ding and Warburton 2008).



Existen otros interactores adicionales que son capaces de regular elementos de la
estructura N-terminal de Spry como, por ejemplo, la treonina 75 por parte de Dyrk1a. Esta
proteina posee actividad quinasa capaz de entorpecer la funcion inhibitoria de Spry2
sobre los RTKs a través de la deposicion de una fosforilacion en dicha treonina (Aranda,
Alvarez et al. 2008). Otro de los interactores desvelados es Tesk1 (Leeksma, Van
Achterberg et al. 2002). En este caso, la union descrita de esta proteina con Spry4 y, mas
tarde, con Spry2 parece despertar ciertas dudas puesto que no se ha terminado de
detallar la relacion mecanistica exacta existente entre los Sprys y Tesk1, pudiendo ser la
zona rica en serinas una de las dianas de Tesk1 en la estructura de Spry, pese a la

ausencia de pruebas concluyentes al respecto (Chandramouli, Yu et al. 2008).

La otra region principal de la estructura de Spry, la C-terminal, esta casi en su totalidad
copada por el dominio rico en cisteinas presente en todos los miembros de Spry, los
Spreds e incluso otras proteinas de familias totalmente ajenas. En el caso de Spry,
parece evidente que este dominio es clave en fendmenos como la formacion de homo y
hetero-multimeros entre los distintos miembros de la familia (Ozaki, Miyazaki et al. 2005),
la translocacion a la membrana celular a través de la union a Caveolin1 (Cabrita, Jaggi et
al. 2006), la coordinacion de moléculas que detectan el estado redox celular (Wu,
Alexander et al. 2005) o la interaccién con otras proteinas que actuan sobre la funcién de
Spry, como SHP2 (Hanafusa, Torii et al. 2004).

En relacién al primero de los rasgos mentados, las cisteinas presentes en la regién C-
terminal son capaces de permitir la formaciéon de estructuras multiméricas entre los
distintos miembros de Spry, posibilitando la potenciacion y la regulacién mutua de sus
efectos sobre la dinamica de la senalizacion en las células. De hecho, mas alla de la
coordinacion a nivel genético que los distintos elementos de esta familia llevan a cabo en
diferentes aproximaciones experimentales en que dos de los miembros resultan mutados
(Cabrita and Christofori 2008), la interaccién molecular directa entre, por citar un ejemplo,
Spry1y Spry4 es capaz de incrementar el efecto inhibitorio sobre la sefializacién de ERK
(Ozaki, Miyazaki et al. 2005).

Resulta evidente que muchas de las funciones de Spry requieren de la translocacion de
estas proteinas a la membrana de la célula, alla donde se ubican los receptores para los
cuales han sido postulados como moduladores tanto de signo positivo como negativo en
funcién del contexto (Christofori 2003). Con este fin, las proteinas Spry son palmitoiladas

(Impagnatiello, Weitzer et al. 2001) y, una vez en la membrana, son capaces de
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interaccionar con Caveolin1, cuyo papel preponderante en las regiones caveolares de la
membrana celular esta alejado de toda duda (Cabrita, Jaggi et al. 2006). Con la mutacion
de la arginina 242 en Spry2, la 250 en el caso de Spry1, dicha interaccion se ve

entorpecida y la accién de Spry sobre la senalizacion de los RTKs queda interrumpida.

Otra de las funciones de la zona rica en cisteinas de Spry, en absoluto explorada mas alla
de su descubrimiento primigenio, es la de coordinar estructuras moleculares que
combinan atomos de hierro y azufre en distintas conformaciones dependientes del estado
redox celular (Wu, Alexander et al. 2005). Concretamente, en dicho estudio, el analisis
quimico de extracto purificado de Spry2 revela cdmo esta proteina es capaz de albergar
dentro de su estructura multimérica centros hierro azufre (Fe-S clusters) de tipo 2Fe-2S.
Esta coordinacion atdmica se encuentra en un gran numero de proteinas, entre las que
se encuentran SoxR (Fujikawa, Kobayashi et al. 2012) o Grx2 (Lillig, Berndt et al. 2005),
ambas relacionadas con la deteccidn y la mitigacion del estrés oxidativo en la célula. La
oxidacion de estos clusters produce cambios conformacionales en las proteinas que los
coordinan, desenmascarando asi funciones que mantienen ocultas en un entorno
reductor (Mettert and Kiley 2015). No obstante, en el estudio citado acerca de la
presencia de centros hierro azufre en Spry2 optan por centrarse en la acciéon del éxido
nitrico sobre su estructura. De hecho, muestran como la union irreversible del 6xido
nitrico al centro Fe-S de Spry2 impide la accion inhibitoria de este sobre la sefializacion
por FGF, hecho que encaja con el desarrollo anormal de la traquea en moscas de la fruta
en las que se modula la produccion de 6xido nitrico durante la embriogénesis (Wingrove
and O'Farrell 1999). Sin embargo, y pese a demostrar la similitud del centro 2Fe-2S de
Spry2 con otros existentes en sensores redox celulares, la implicacion funcional de la
capacidad de reduccion u oxidacién de dichos clusters en las proteinas Spry esta todavia

por determinar.

A través de la interaccion con el dominio rico en cisteinas, se han descrito interacciones
entre los Sprys y Raf1, Dyrk1a, Tesk1, Caveolin1 o SHP2, pese a que gran parte de ellas
requieren de confirmacion en sistemas que no impliquen sobreexpresiones capaces de
enmascarar las afinidades diversas de dichas proteinas por los diferentes miembros de
Spry e, incluso, de SPRED (Guy, Jackson et al. 2009). Este tipo de aproximaciones
experimentales utilizadas para la caracterizacion de los miembros de Spry, asi como el
predominio de estudios sobre Spry2 en detrimento de los otros componentes de la

familia, llevan a la asuncion de un papel comun de todos ellos que parece hacer caso
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omiso de la divergencia molecular que manifiestan. Sirvan de ejemplo las interacciones
con Grb2 o con Cbl, atribuidas en principio a todos los miembros de Spry, pero
completamente efectivas sélo con Spry2, en cuanto a Grb2, o con Spry1 y Spry2, en
referencia a Cbl.

Por otro lado, la regulacion a nivel transcripcional de los diferentes Sprys ha sido siempre
visualizada desde el enfoque que los sitia como elementos de respuesta a la
senalizacion por RTKs (Hacohen, Kramer et al. 1998) y, de hecho, suelen posicionarse en
el genoma en regiones contiguas a diversos genes de FGF, lo que sefiala un mas que
probable mecanismo de regulacién conjunta para Sprys y FGFs. Sin embargo, y como
sucede en otros aspectos relacionados con Spry, su regulacion transcripcional puede
variar en funcién del contexto celular. De hecho, se han identificado y demostrado un
gran numero de motivos de unidn de factores de transcripcion en sus regiones
promotoras como AP2, CREB, Sp1 o Ets-1 para Spry2 (Ding, Bellusci et al. 2003), EGR1,
GATA2, GATA4, Sp1, PBX1 o HNF4 para Spry1 (Darimipourain, Wang et al. 2011) y
HNF1, Sp1, AP2, Elk-1 o WT1 para Spry4 (Ding, Bellusci et al. 2004). Ademas, a través
de la deposicion de metilaciones en el promotor, la disminucion de los niveles de varios
miembros de Spry en distintos tipos de cancer ha sido reiteradamente descrita (Masoumi-
Moghaddam, Amini et al. 2014).

Mecanismos de accidn de las proteinas Sprouty

Es ciertamente l6gico que el hecho de que el originario descubrimiento del Sprouty de
Drosophila como antagonista de la sefnalizacion de FGFR durante el desarrollo de la
traguea (Hacohen, Kramer et al. 1998) haya marcado el enfoque de la investigacion
realizada con posterioridad acerca de los mecanismos subyacentes a la accion de los
diversos miembros de esta familia. El trabajo de un no desdefiable numero de grupos ha
caracterizado a las proteinas de esta familia como elementos de regulacion negativa de
la sefalizacion MAPK ERK derivada de la activacién de RTKs por ligandos como EGF,
FGF, VEGF, PDGF, GDNF o SCF (Christofori 2003). No obstante, el unico consenso
actualmente existente acerca del papel de los miembros de Sprouty al respecto recae
sobre la dependencia del contexto celular y del estimulo inductor para la accion de los
miembros de esta familia, habiéndose desvelado ademas su posible actuacion tanto



inhibitoria como, también, activadora sobre las vias desencadenadas por los RTKs
(Cabrita and Christofori 2008).

Los cuatro miembros de Spry poseen la ya mentada tirosina N-terminal, fosforilada por
EGF y FGF en el caso de Spry1 y Spry2 (Sasaki, Taketomi et al. 2001) o por FGF e IGF
en el caso de Spry4 (Schmelzle, Kane et al. 2006). De hecho, la mutacion de esta tirosina
desencadena un efecto dominante negativo sobre las proteinas Spry en sus diversas
funciones descritas (Sasaki, Taketomi et al. 2001, Hanafusa, Torii et al. 2002, Mason,
Morrison et al. 2004). Segun se halla descrito, la familia de quinasas Src es la

responsable de la fosforilacion de esta tirosina de Spry (Li, Brunton et al. 2004).

La amplia mayoria de los estudios existentes acerca de los mecanismos ejecutados por
Spry para modular la senalizacion de los RTKs tienen a Spry2 como protagonista, debido
a su gran similitud con el originario Spry de Drosophila. Los RTKs, tras la unién de alguno
de sus ligandos especificos, sufren un proceso de autofosforilacion en su dominio
tirosina-quinasa. Tras este suceso, gran cantidad de moléculas adaptadoras, como Grb2,
se unen mediante sus dominios SH2 o PTB a dichas tirosinas para efectuar la
transmision de la sefial. Una de las moléculas que se unen a Grb2 es Sos, teniendo
como cometido canalizar el intercambio de GDP por GTP en Ras. En ese instante, Ras
produce la activacion de la MAPK quinasa quinasa Raf, que a su vez activa la MAPK
quinasa MEK. Esta ultima produce la fosforilacién activadora de ERK1/2. La asuncion
clasica del papel de los miembros de Spry los situa como elementos de respuesta a este
tipo de sefalizacion, actuando como represores moleculares que ajustan la duracién del
estimulo de los RTKs (Guy, Jackson et al. 2009). Sin embargo, existe un amplio numero
de niveles de la transmisién de dicha sefal celular en los que los Sprys parecen actuar
segun el tipo celular y el ligando activador de dicha sefalizacion (Christofori 2003).

Un buen numero de publicaciones sefialan la interrupcidén de la sefalizacion de los RTKs
por parte de Spry a la altura de la conexién entre la fosforilacidon de la tirosina fosforilada
del RTK y la activacion de Ras mediante el secuestro de Grb2 (Hanafusa, Torii et al.
2002). No obstante, como ya ha sido comentado, el concepto inicial que describia la
interaccidon de Spry1 y Spry2 con Grb2 para la interrupcién en la transmision de la sefial
de los RTKs a la via ERK ha quedado posteriormente, cuanto menos, en entredicho. De
hecho, el dominio que se presumia responsable de la interaccion con Grb2, situado en

torno a la tirosina N-terminal, fue mas tarde descartado (Lao, Chandramouli et al. 2006).
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Figura 3. Las proteinas de Spry, en cuanto a la via ERK, son capaces de actuar de manera
distinta en funcién del contexto y del tipo celular. En la imagen se detallan tanto el papel
inhibidor de los Sprys sobre la via ERK asi como el caso en el ejercen de reguladores positivos
de la via mediante el secuestro de c-Cbl. Obtenido de (Cabrita and Christofori 2008).

Cabe sefnalar que este dominio se encuentra s6lo en Spry2 y se localiza en la parte C-
terminal, indicando por tanto que la interaccion entre Grb2 y Spry1 sugerida puede ser
fruto de la asuncidn erronea en cuanto a la funcién de las regiones homodlogas
circundantes a la tirosina N-terminal de Spry1 y Spry2 (Cabrita and Christofori 2008).
Ademas, respecto al papel de la interaccion entre Grb2 y Spry2 para la actuacion de este
ultimo como inhibidor de la senalizacion por FGF, se ha demostrado cémo dicha unién
entre estas dos proteinas es sélo necesaria para la inhibicion de la sefalizacion de larga
duracion debida a sobreexpresion (Lao, Chandramouli et al. 2006), mientras que en el
caso de estimulos agudos mas proximos a lo fisioldgico resulta prescindible (Martinez,
Garcia-Dominguez et al. 2007).

Existen también trabajos que describen la accién de los distintos Spry sobre la via MAPK
ERK en otros puntos de la misma. Uno de ellos describe cémo Spry4 bloquea la

sefalizacion por VEGFR por debajo de Ras, mediante la union con Raf (Sasaki, Taketomi
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et al. 2003). Dicha interaccion se produce a través del Raf-binding domain descrito en la
zona C-terminal de Spry4 y Spry2 (RBD). Sprouty, en este contexto celular, interrumpiria
la transmision de la sefal desde el receptor por via PLCgamma, a través del secuestro

de Raf, diana de PKCdelta en este tipo de sefalizacion RTK.

Por ultimo, otro de los niveles en los que Spry actua para mediar sobre la activacién de
los RTKs es a través de la union con Cbl. Cuando la tirosina es fosforilada, Spry es capaz
de secuestrar a esta ubiquitin ligasa y, de esta manera, evitar la ubiquitinizacién del

receptor en cuestion, potenciando por tanto la via MAPK ERK como sucede en el caso de
EGFR (Rubin, Litvak et al. 2003).

Por tanto, la controvertida interrelacion que muestran los distintos miembros de Spry con
los componentes de la via de los RTKs, tanto en un sentido activador como inhibidor de
la transmision de su senalizacion, asi como la amplia variabilidad de roles mostrados por
los Sprys en funcién del tipo celular y del estimulo inductor de la via MAPK ERK,
evidencia la gran complejidad en la obtencion de mecanismos generales ejecutados por
esta familia de proteinas extrapolables a todo tipo de contextos fisiologicos. Existe un
gran acopio de datos relacionados con la mecanistica de Spry2 que se asocian de
manera mas o menos directa a la llevada a cabo tanto Spry1 como Spry4, lo que resulta
impreciso dada la gran variedad fenotipica que se deriva de la interferencia en la funcién
de cada uno de los miembros, patente en experimentos tanto in vivo como in vitro (Guy,
Jackson et al. 2009).

FUNCIONES DE SPRY

Sprouty en el desarrollo embrionario

La aparicion de Sprouty en la literatura cientifica surge a partir de la identificacién en
Drosophila de un gen (dSpry) cuyo cometido es el control de la sefalizacion FGF en el
adecuado desarrollo de la traquea (Hacohen, Kramer et al. 1998). Dicho trabajo pionero
trajo consigo la realizacion de otros cuyo resultado conjunto fue la identificacion de Spry
como mediador clave de la sefalizacion RTK en el desarrollo embrionario de diversos
tejidos, tanto en Drosophila como en mamiferos (Edwin, Anderson et al. 2009). Uno de
ellos, por ejemplo, muy proximo en el tiempo al originario recientemente mentado,

describe como la pérdida de la funcién de Spry en Drosophila es capaz, ademas, de
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causar defectos en la formacién de érganos como el ojo o las alas debido al descontrol

de las vias activadas por RTKs (Minowada, Jarvis et al. 1999).

Su relacién con este tipo de sefializacion tan sumamente relevante para el desarrollo
queda todavia mas patente cuando su patrén de expresion embrionario se situa
frecuentemente cercano al de centros FGF (de Maximy, Nakatake et al. 1999). A partir de
entonces, el numero de ligandos de RTKs asociados a la induccién de Spry para el
control de la senalizacion que desencadenan ha ido aumentando de manera constante
(Masoumi-Moghaddam, Amini et al. 2014), asi como el numero de procesos de
organogénesis dependientes de dicha funcién.

El modelo murino knockout de Spry1 produce fenotipicamente una 6rganogénesis renal
deficiente que resulta en la formacion de rifiones supernumerarios (Basson, Akbulut et al.
2005). Tales defectos se derivan de la sefalizacion descontrolada a través del eje GDNF-
Ret que se produce a causa de la ausencia de Spry1 en la gema uretérica (Ureteric Bud,
UB), estructura embrionaria encargada generar el sistema colector del rifidn.
Concretamente, la secrecion de GDNF por parte del mesénquima metanéfrico produce la
ramificacion del sistema tubular colector del rifidn derivado de la gema uréterica. Dicha
estructura embrionaria, la gema uretérica, proviene de otra denominada conducto de
Wolff (Wolffian Duct, WD), tubulo responsable del sistema renal primigenio que
posteriormente se diferencia en parte del sistema genital masculino (Barsoum and Yao
2006). La union de GDNF con el RTK Ret en dicha estructura da lugar a la evaginacion
de ésta hacia el mesénquima metanéfrico ya que, a través del estudio de ratones
knockout para Ret, la agénesis renal resultante muestra la relevancia del eje GDNF-Ret
en este proceso embrionario (Shakya, Watanabe et al. 2005). De hecho, varios
experimentos coetaneos sefialan como la combinacion de diversas anomalias genéticas
en modelos de ratén dan lugar al rescate del fenotipo de desarrollo renal andmalo
(CAKUT en inglés). Especificamente, la formacion defectuosa del rifidn causada por la
ausencia de Spry1 es compensada genéticamente por la ausencia de un alelo de GDNF
(Basson, Watson-Johnson et al. 2006) o la mutacion hipomérfica (Rozen, Schmidt et al.
2009) e incluso nula de Ret (Michos, Cebrian et al. 2010), estableciendo asi de manera

consistente la relevancia del eje GDNF-Ret-Spry1 en la correcta generacion renal.

49



Enomoto et al, 1998 Basson et al 2005

Ret+/+; Y1062F;
Spry1-/- Spry1-/-

Spry1~/~; Gdnf*'*  Spry1~/~ ; Gdnf */-

Rozen et al 2009

Basson et al. 2005

Figura 4. El ratén Spry1 KO muestra defectos en la generaciéon de los rifiones. Arriba a la
derecha de la figura se muestra una inmunofluorescencia de Pax2 (rojo) y citoqueratina (verde)
de explantes de riflones a E13.5 donde se observa la presencia de gemas ectopicas y rifilones
duplicados vy, en el resto de imagenes macroscoépicas, se destacan los defectos en la generacién
del sistema genitourinario y las vias responsables de dichos defectos.

En cuanto a Spry2, existen ciertas discrepancias en torno a los fenotipos reportados por
los modelos murinos knock-out para este gen producidos en dos laboratorios
independientes. En el primero de los casos, los ratones knock-out para Spry2 son viables
embrionariamente, nacen en la proporcion que corresponde pero, al llegar el destete,
gran parte de la poblacién que contiene los dos alelos mutados muere, segun especulan
en el estudio que lo describe, debido a defectos en la funcion del sistema digestivo (Shim,
Minowada et al. 2005). En este trabajo, el defecto producido por la falta de Spry2 en que
se centran es en el desarrollo anormal del érgano de Corti, encargado de transformar el
sonido mecanico en sefial eléctrica perceptible por el sistema nervioso. Por tanto, la
ausencia funcional de Spry2 produce una pérdida auditiva en este modelo de raton que
es dependiente de la sefalizacion por FGF, concretamente FGF8. El otro de los

laboratorios que han generado un raton knock-out para Spry2 describe como, ademas de
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la pérdida auditiva ya descrita, la falta de este miembro de Spry causa una hiperplasia de
las neuronas del sistema nervioso entérico derivada de la hiperactivacion del eje GDNF-
Ret (Taketomi, Yoshiga et al. 2005). En este contexto celular, dicha via de RTK influye
decisivamente sobre la migracion y la supervivencia de las neuronas del sistema nervioso

entérico, por lo que su control deficiente por parte de Spry2 conduce al desarrollo de
acalasia esofagica y pseudo-obstruccion intestinal, rasgos que se dan en patologias

humanas como la enfermedad de Hirschprung.

Ret/GDNF/GFRa1 KO
D -

Enomoto et al, 1998

-/- * *
Spry2 o | | ‘

%

Cell number/mm?
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0
aGDNF - ) - +
WT KO
Taketomi et al 2005

Taketomi et al 2005

Figura 5. El ratéon Spry2 KO manifiesta defectos en el desarrollo del sistema nervioso
entérico. En las imagenes se observa una hiperproliferacion de neuronas del sistema nervioso
entérico causadas por la sefalizacion descontrolada de Ret-GDNF, asi como los diversos
experimentos de rescate de dicho fenotipo.

Spry4, en la misma linea que los otros miembros de su familia mentados, se ha descrito
como modulador de la sefalizacion por RTKs en procesos embrionarios mediante el
estudio de ratones knock-out para este gen. Spry4, de manera coordinada con Spry2,
actua para favorecer el correcto desarrollo dental (Klein, Minowada et al. 2006). De
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nuevo, la sefalizacion incontrolada derivada de FGF es responsable de la aparicion de

este defecto en ausencia de Spry.

Cabe resaltar tanto la redundancia como la cooperacion existentes entre los distintos
miembros de Sprouty, que mas alla de haber sido descritas in vitro en modelos de
sobreexpresion (Guy, Jackson et al. 2009), han quedado al descubierto en estudios de
procesos embrionarios en los que la falta de mas de un miembro de Spry revela fenotipos
encubiertos por la citada accion compensatoria de los Sprys entre si. Sirven como
ejemplo de ello casos como el de la formacion del cerebelo (Yu, Yaguchi et al. 2011), el
parpado (Kuracha, Siefker et al. 2013) o los genitales externos (Ching, Cunha et al.
2014).

Papel de Sprouty en cancer

Numerosos son los estudios que enclavan a las proteinas de la familia Sprouty en un
lugar sustancial en la aparicion y el desarrollo de la patologia cancerosa. Debido a su
clasico papel como moduladores de las vias dependientes de RTKs, los Sprys fueron en
principio propuestos como candidatos a sufrir alteraciones en procesos de malignidad
celular (Masoumi-Moghaddam, Amini et al. 2014). A este respecto, las proteinas de esta
familia han sido descritas a modo de biomarcadores tumorales (Lo, Yusoff et al. 2004), de
supresores tumorales (Schutzman and Martin 2012) o, incluso, de oncogenes (Schaaf,
Hamdi et al. 2010), hecho que no sorprende debido a la ya mencionada dependencia

contextual para la funcién de los distintos miembros de Spry.

Siendo mas concretos, en lo que se refiere al cancer de mama, tanto Spry1 como Spry2
han sido desvelados como genes que disminuyen su expresion en el tejido canceroso
mamario (Lo, Yusoff et al. 2004). Ademas, mediante la introducciéon de un mutante de la
tirosina N-terminal de Spry2 en linea tumoral de mama MCF-7, se desencadena un
fenotipo de mayor agresividad al evaluar rasgos como la proliferaciéon o el crecimiento en
suspension. Por otro lado, Spry1, Spry2 y Spry4 se encuentran expresados de manera
diversa entre los diferentes subgrupos histopatolégicos de cancer de mama (Faratian,
Sims et al. 2011), siendo, ademas, la expresion de Spry2 un marcador inversamente
correlacionado con la de HER2. La expresién reducida de Spry2 se asocia, por tanto, con
un pronostico de peor signo en este tipo de cancer, lo que concuerda con el hecho de
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que la patologia cancerosa de la mama haya sido tratada de manera efectiva con
inductores de senescencia celular como mediante la inhibicion de SHP2 (Chen,
LaMarche et al. 2016), en el caso en que la expresidn de Spry2 en este tejido sea
relevante para la correcta induccidn de senescencia. Ademas, mediante la interaccidn
con UPAR, componente del SASP, Spry1 es capaz de entorpecer la actividad promotora
de migracion e invasion del eje uPA-uPAR en células de cancer de mama (Mekkawy and
Morris 2013).

Otro de los tejidos en los que destaca el papel de Spry en un contexto de tumorogénesis
es la préstata. De manera inicial, el analisis inmunohistoquimico de unos 400 tissue-
microarrays de cancer de prostata desvelo la disminucion de la expresion de Spry1 en un
40 por ciento de los tejidos cancerosos respecto a los normales (Kwabi-Addo, Wang et al.
2004). Posteriormente, Spry2 ha sido identificado como marcador cuya expresion se halla
disminuida tanto en células tumorales de préstata, asi como en biopsias de canceres de
alto grado en comparacion con hiperplasias benignas o tumores altamente diferenciados
(McKie, Douglas et al. 2005). Cabe senalar que tanto la via ERK como la PI3K-AKT han
sido identificadas como responsables, tras su desregulacion, de la aparicion de cancer de
préostata (Taylor, Schultz et al. 2010). La implicacion de los Sprys en la modulacién de
ambas vias condujo a la descripcion del papel coordinado de Spry1, Spry2 y PTEN en la
progresion del cancer de prostata (Schutzman and Martin 2012), asi como a la
especificacion del rol que manifiesta la fosfatasa comun entre ellos tres, PP2A, en este

entramado molecular (Patel, Gao et al. 2013).

Si nos referimos a la relacion de los miembros de Spry con el cancer de higado, la
primera mencién que se obtuvo en la literatura cientifica acerca de dicho nexo fue en un
estudio de expresidn de genes en los que el Spry2 aparece como uno de los 600
expresados de manera mas diferencial entre tejido tumoral y tejido normal hepatico
(Chen, Cheung et al. 2002). Dicho estudio se vio confirmado en un analisis posterior mas
estricto que revela la consistencia de la disminucion de Spry2 para la aparicion del cancer
de higado (Fong, Chua et al. 2006). Uno de los mecanismos esgrimidos determina como
la sobreexpresion de Spry2 en células de este tipo tumoral es capaz de disminuir la sefial
proliferativa que HGF proporciona activando la via ERK. Profundizando en el
entendimiento de los mecanismos ventajosos para las células cancerosas de higado
como consecuencia de la pérdida de Spry2, un estudio in vivo identificé que la forma

dominante negativa de éste, Y55F, coopera con la via Wnt para la resultante activacion



aberrante de ERK que favorece el desarrollo tumoral (Lee, Ho et al. 2008).
Posteriormente, se hallé una correlacion entre la activacion de c-Met y la disminucion de
Spry2, siendo esta ultima debida a diversos procesos como la metilacion de su promotor,
pérdida de heterocigosidad y la degradacidon via proteasoma por la accion de NEDD4
(Lee, Ladu et al. 2010). De manera pareja a lo que sucede en la gran mayoria de
contextos en cuanto al numero de estudios centrados en Spry2 en comparacién con el
resto de miembros, la relacibn de Spry1 y Spry4 con el cancer de higado esta
documentada en mucha menor medida, ya que existe una sola mencidon al respecto
(Sirivatanauksorn, Sirivatanauksorn et al. 2012). No obstante, en este caso, mientras que
Spry2 y Spry4 se hallan disminuidos este tipo de tejidos cancerosos, Spry1 aparece

aumentado.

En el caso del cancer de pulmén, tejido en el que la expresion de Spry es sobradamente
reconocida en tejido adulto, existen trabajos que sefalan cémo en carcinomas
pulmonares no microciticos se da una disminucién en los niveles de Spry2 tanto a nivel
de proteina como de mRNA (Sutterluty, Mayer et al. 2007). Cabe resaltar la identificacion
que realizan acerca de los mecanismos de carcinogénesis que conlleva tal reduccion de
Spry2, siendo dependientes de la via ERK sélo de manera parcial. No obstante, la
ausencia de Spry2 en un contexto de mutacion G12V de KRAS aumenta la agresividad y
la frecuencia de tumores en el pulmén murino (Shaw, Meissner et al. 2007), consolidando
asi la funcién de Spry2 en la respuesta a las mutaciones en la via MAPK de las ERKSs,
aunque sin entrar en mayor detalle. Por otro lado, se ha descrito el papel de Spry4 en la
carcinogénesis pulmonar a través del aumento de su expresidon como respuesta a la
activacién de la via Wnt (Tennis, Van Scoyk et al. 2010), que ejerce de ruta molecular que

mitiga la aparicidén de este tipo de tumores (Winn, Marek et al. 2005).

En el colon, la literatura existente sefala un papel nocivo de los Sprys, mostrando una
faceta atipica de esta familia de genes dado que en este tejido actuan como oncogenes.
Un array de cDNA identificé un patréon diferencial de expresion de Spry2 en tejido tumoral
de pacientes con cancer de colon en el que se muestra una correlacion entre los niveles
de Spry2 y la desdiferenciacién de la neoplasia emergente (Lo, Yusoff et al. 2004). Uno
de los roles propuestos para el papel de Spry2, conjuntamente con Spry1, consiste en la
potenciacion del fenotipo de transicién epitelio-mesénquima (Barbachano, Ordonez-
Moran et al. 2010). Otro de los mecanismos desentrafados habla del control de Spry2

sobre la expresion del receptor c-Met (Holgren, Dougherty et al. 2010). Por ultimo, en



esta misma regidén del tracto digestivo, la asociacion entre la via Wnt y Spry4 y su

relevancia en la carcinogénesis ha quedado de nuevo patente (Katoh and Katoh 2006).

En cuanto al melanoma, Spry2 actia como un inhibidor que controla la sefalizacion
oncogeénica de la via ERK en caso de que los melanocitos mantengan la forma no
mutada de Raf y no alberguen la tipicamente mutada en este tipo de tumores, la V600E
(Tsavachidou, Coleman et al. 2004). Ademas, la pérdida coordinada de los genes Spry1y
Spry2, acompanada de la de otros mas axiales en la aparicion de este tipo de cancer,

promueve un fenotipo mas agresivo de la patologia (Mathieu, Pirker et al. 2012).

La lista de patologias tumorales en los distintos territorios tisulares del organismo que
estdn en cierta medida influidas por el estado de los miembros de Spry sigue
ampliandose con el tiempo, y ya ha sido hallado mutado, ademas de en los tejidos ya
citados, en diversos tipos de sarcoma (Baird, Davis et al. 2005), linfoma de células B
(Sanchez, Setien et al. 2008), cancer de endometrio (Velasco, Pallares et al. 2011),
cancer de tiroides (Macia, Vaquero et al. 2014) o de ovario (Polytarchou, lliopoulos et al.
2011). No obstante, los mecanismos descritos en cuanto a la acciéon molecular de Spry
en todos los tejidos mencionados distan mucho de estar relacionados de manera

inequivoca con la modulacion de la via ERK.

En definitiva, la ya mentada diversidad de funciones de los miembros de Spry en los
distintos contextos en que estas proteinas participan explica en cierta medida el amplio
abanico de papeles que despliegan en relacién con la patologia cancerosa. Sintonizando
con lo que sucede en diversos estudios centrados en su ambito de accién mecanistica,
es evidente que en algunos tipos de cancer los Sprys actian mas alla de sus tipicas
dianas moleculares de la via ERK, como ha sido demostrado, por ejemplo, por nuestro
grupo (Macia, Gallel et al. 2012) entre otros (Masoumi-Moghaddam, Amini et al. 2014).
Por tanto, también en el caso de circunstancias celulares alteradas por las mutaciones
carcinogénicas, se ha de individualizar el prisma con el que se observa cada uno de los
miembros en cada uno de los tejidos estudiados. Ello inherentemente incrementa la
dificultad en el entendimiento de los mecanismos llevados a cabo por los Sprys para
alterar la sefializacion celular pero posibilita la identificacion de un cierto numero de vias

afectadas por los miembros de esta familia desconocidas hasta la fecha.
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Sprouty y senescencia celular

Pese a que en primer término la senescencia fuera identificada, ademas de como
sustento conceptual del envejecimiento de las las células, como una barrera frente a la
formacion de tumores (Serrano, Lin et al. 1997), hoy en dia sabemos que esta respuesta
celular es también parte sustancial de procesos embrionarios (Munoz-Espin, Canamero
et al. 2013). Teniendo todo ello en cuenta, resulta plausible la deduccién que situa a las
proteinas Spry como elementos capaces de coordinar la senescencia celular en segun
qué contextos por su implicacién tanto en cancer como en desarrollo embrionario. De
hecho, en nuestro grupo hemos caracterizado como Spry1 es capaz de realizar funciones
relativas a los anteriores dos apartados (desarrollo y cancer) mediante la induccion de

senescencia celular.

La primera caracterizacion que sefala el papel de los Sprys en senescencia fue realizada
por nuestro grupo en células de carcinoma medular de tiroides (Macia, Gallel et al. 2012).
En dicho estudio, la reintroduccion lentiviral de Spry1 en células TT derivadas de
carcinoma medular de tiroides, situando el grado de expresion de este gen al nivel del
que se da en la tiroides normal, produce una disminucion en la proliferacion. De hecho, la
inyeccion subcutanea de estas células en modelos inmunocomprometidos de ratdn
muestra como la expresién aumentada de Spry1 reduce la capacidad que las células TT
albergan para la produccion de tumores. Sin embargo, la supresién tumoral derivada del
aumento Spry1 nada tiene que ver con la inhibicibn de uno de los genes mas
frecuentemente mutados en este tipo de carcinoma, el receptor Ret, también relacionado
de manera intima con Spry1 en el desarrollo renal (Basson, Akbulut et al. 2005). En este
caso, Spry1 no parece servirse de su papel como inhibidor de la via ERK a través de la
interferencia con la activaciéon de los RTKs, sino que directamente es capaz de inducir la
transcripcion de los genes del locus CDKN2A, ademas de aumentar la tincion beta-

galactosidasa asociada a la senescencia.
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Figura 6. La sobreexpresion de Spry1 en células TT de carcinoma de tiroides produce la
induccién de senescencia celular sin afectar a la via ERK. En la figura se muestra como la
senescencia producida por Spry1 en células de tiroides no es capaz de influir sobre los niveles de
activacion de ERK pese a que, sin embargo, produce una reduccion en la proliferacion causada
por la induccién de senescencia celular.

Un posterior estudio realizado en nuestro grupo, mediante el uso de ratones knock-out de
Spry1, demuestra como la falta de este gen causa la aparicidon de tiroides de un tamano
sustancialmente mayor al normal. Dichas glandulas endocrinas procedentes del raton
knock-out para Spry1, al ser sometidas a la tincion beta galactosidasa asociada a la
senescencia, muestran un déficit en la expresion de este marcador asi como un mayor
indice de proliferacion celular que, de nuevo, no se corresponden con un efecto sobre los
niveles de activacion de ERK. De todas las vias de sefalizacion interrogadas en las
tiroides knock-out de Spry1, la unica afectada es la Stat3, cuyo principal ligando es la IL6,
elemento crucial del SASP inflamatorio (Freund, Orjalo et al. 2010). Sin embargo, las
células de las tiroides obtenidas de los ratones knock-out para Spry1 son perfectamente
sensibles a la estimulacién por IL6 en cuanto a la activacion de Stat3, por lo que el

defecto encontrado en dicha sefalizacion no se deriva de un problema de respuesta al



ligando. De hecho, lo que sucede es que las tiroides carentes de Spry1, debido a la falta
de senescencia celular, tienen un déficit en la activacion de NFkB que conlleva una
disminucién de la produccion de ciertos elementos del SASP, entre los que se encuentran
IL6 o KC. Como es bien sabido, la activacion de NFkB en senescencia depende
fundamentalmente de la sefializacién causada por dafio al DNA (Rodier, Coppe et al.
2009), aunque es también potenciada por vias como p38 (Freund, Patil et al. 2011),
mMTOR (Laberge, Sun et al. 2015) o GATA4 (Kang, Xu et al. 2015).
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Figura 7. Las tiroides de animales Spry1 KO carecen de la expresion de marcadores de
senescencia celular. En el caso del animal que carece de Spry1, un trabajo previo de nuestro
grupo identificd la ausencia de expresion de marcadores de senescencia como la tincion Beta-
galactosidasa o la produccion de SASP inflamatorio debido a defectos en la induccién de la via
NFkB

Mas alla del contexto en el que la senescencia se ofrece como barrera frente a la
transformacion tumoral, recientemente hemos desvelado la relevancia de los Sprys en la
correcta ejecucion de la senescencia relacionada con el desarrollo de estructuras

embrionarias, concretamente del sistema genitourinario. Tanto el raton doble heterocigoto



de Spry1y Spry2 como un modelo knock-in que alberga la sustitucidon del alelo normal de
Spry1 por uno mutante de la tirosina 53, generado en nuestro laboratorio, muestran una
alta incidencia de defectos en la apertura de la vagina, asi como en la adecuada
generacion de las vesiculas seminales. Dichos defectos, sobre todo el hallado en
hembras, han sido descritos en modelos de ratén que poseen tanto la senalizacion Wnt/
Beta-catenina alterada (Murata, Ishitsuka et al. 2014) como la falta del inhibidor de ciclo
p21 (Munoz-Espin, Canamero et al. 2013), ambos relacionados con la senescencia

celular.
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Figura 8. Defectos en estructuras embrionarias mostrados por los ratones Spry1 mutantes
de la tirosina 53 que son consistentes con la ineficacia de la senescencia celular
programada. La figura sefala como, la senescencia programada presente en el desarrollo,
necesaria para la apertura correcta de la vagina, aparece también afectada en los animales con
la mutacion Y53A, ya que se muestra un defecto en la regresién del mesonefros.
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Sin embargo, los mecanismos precisos de accion de los miembros de Sprouty sobre la
senescencia celular no dejan de ser, a dia de hoy, una conjetura inconclusa. Es por ello
crucial desentranarlos con el fin de certificar el papel que desempefan en este proceso
celular reiteradamente sefalado como necesario para preservar la homeostasis general
del organismo (Munoz-Espin and Serrano 2014). Por ello, existe un amplio abanico de
posibles engranajes moleculares de los que los miembros de Spry pueden estar

sirviéndose para contribuir al establecimiento del fenotipo senescente en la célula.

Comprensiblemente, la sospecha mas inmediata que sobreviene respecto a la relacion
de los Sprys con la senescencia celular esta vinculada a la funcion clasica de los Sprys
sobre la via ERK, también relacionada con la senescencia celular aunque de manera
algo tacita. Muy brevemente, la via ERK resulta por supuesto activada en OIS y
contribuye, por su funciébn mitogénica, en parte del establecimiento de senescencia
celular a través de la induccion de dafio al DNA (Di Micco, Fumagalli et al. 2006), la
produccion aumentada de ROS (Colavitti and Finkel 2005) e incluso promoviendo la
expresion de p16INK4a a través de Ets1/2 (Ohtani, Zebedee et al. 2001), ademas de
otros marcadores tipicos de esta respuesta celular (Deschenes-Simard, Gaumont-Leclerc
et al. 2013). La sefializacién aumentada de ERK ha sido también observada en contextos
de senescencia que nada tienen que ver con la inducida por oncogenes como, por
ejemplo, la que se da en el desarrollo embrionario (Storer, Mas et al. 2013), asi como en
procesos directamente relacionados con la senescencia celular como son la respuesta a
estrés oxidativo (Son, Kim et al. 2013) o el dafio al DNA (Khalil, Morgan et al. 2011). Pese
a todo ello, los trabajos realizados en nuestro grupo ya comentados indican como la
relacion de los Sprys con la senescencia, al menos en el caso de Spry1, nada tiene que
ver con un efecto sobre el estado de activacién de ERK (Macia, Gallel et al. 2012, Macia,
Vaquero et al. 2014).

De los interactores que se le han descrito a las proteinas Spry es Caveolin-1 el socio
molecular que muestra una relacion mas documentada con el proceso de senescencia
celular (Zou, Stoppani et al. 2011, Kim, Noh et al. 2017). Estudios iniciales sefialaron la
comparecencia de Caveolin-1 en zonas de inhibicion por contacto entre células (Galbiati,
Volonte et al. 1998). Ademas, posteriormente se observd, mediante la sobreexpresion de
esta proteina en MEFs, la relevancia de Caveolin-1 en la modulacién del eje p53-p21 en
la senescencia causada por varios de los inductores clasicos (Bartholomew, Volonte et al.

2009). En este mismo sentido, Caveolin-1 es capaz de reforzar el fenotipo senescente
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mediante el secuestro de PP2A necesario para el mantenimiento de la fosforilacion de
ATM desencadenante de la senalizacion DDR (Volonte and Galbiati 2009). Otro de los
indicios que posicionan a Caveolin-1 en un lugar notable en cuanto a la senescencia es
aquel que relata cdmo la via p38 es capaz de influir sobre los niveles de esta proteina
tanto transcripcionalmente a través de la activacién de Sp1 (Dasari, Bartholomew et al.
2006) como postraduccionalmente mediante la fosforilacion de una tirosina N-terminal
(Chretien, Piront et al. 2008). No obstante, un estudio reciente resalta como la
disminuciéon de los niveles de Caveolin-1 es capaz de producir senescencia celular
mediante la induccion de disfuncidn mitocondrial (Yu, Jung et al. 2017), previamente
descrita como factor desencadenante de senescencia (Wiley, Velarde et al. 2016), hecho

que advierte acerca del papel controvertido de esta proteina en la respuesta senescente.

Por otro lado, hace ya algunos afios se demostro que la fosfatasa PP2A (Kim, Song et al.
2003), como sucede con otras fosfatasas, pierde gran parte de su actividad debido a la
oxidacién de algunos de sus residuos de cisteina a causa del estrés oxidativo (Denu and
Tanner 1998). Afios mas tarde se vio cdmo esta pérdida de actividad por parte de PP2A
también es responsable de la activaciéon de ERK derivada de la induccion de senescencia
por estrés oxidativo (Kim, Song et al. 2003), mostrando asi un rol adicional de PP2A en
senescencia celular aparte del ya citado en la potenciacion de la sefializacion por dafio al
DNA (Volonte and Galbiati 2009). Caso algo aparentemente inconexo con los mentados
es el que relaciona PP2A con el control de los niveles de c-Myc en senescencia de
melanocitos normales y cancerosos (Mannava, Omilian et al. 2012) aunque, a la postre,

afada algo mas de trascendencia al papel de esta proteina en las células senescentes.

La asociacién directa entre Cbl, ubiquitin ligasa reiteradamente asociada con Spry1y 2,y
la senescencia celular ha irrumpido de manera reciente en la literatura cientifica. Un
unico estudio senala cémo Cbl interfiere con la respuesta senescente mediante la
ubiquitinizacion de la enzima generadora de ROS Nox4 (Desai, Zhou et al. 2014). Si bien,
también hay documentadas ciertas implicaciones de Cbl en la regulacion de vias
claramente vinculadas con la senescencia, como sucede en el caso de NFkB (Qiao, Li et
al. 2008). Asimismo, la accion combinada de Cbl con uno de sus socios moleculares mas
reconocidos, CIN85, es capaz tanto de decantar la activacion que hace MEKK4 de las
vias p38 y JNK en favor de la primera (Aissouni, Zapart et al. 2005), como de potenciar la
activacion de la via TGFbeta (Yakymovych, Yakymovych et al. 2015). Por su parte, p38

es capaz de influir sobre la actividad de Cbl en cuanto a su capacidad de ubiquitinizar
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EGFR, siendo necesaria la fosforilacion de p38 alpha para la degradacion del receptor de

EGF por parte del complejo Cbl-CIN85 en células de colon (Frey, Dise et al. 2006).

La fosfatasa SHP2, vinculada a la defosforilacién de la tirosina 53 de Spry1 (Hanafusa,
Torii et al. 2004) asi como a la inactivacién de gran parte las vias MAPK como ERK o p38
(Hu, Fang et al. 2014), ha sido recientemente identificada como un importante elemento
de evasion de la respuesta senescente en la transformacion tumoral (Lan, Holland et al.
2015). Sin embargo, los mecanismos esgrimidos en el citado trabajo para la inhibicién de
la senescencia por parte de SHP2, lejos de mostrar relacién con los Sprys o con las vias
MAPK, senalan la contribucion de esta fosfatasa en la disminucién de los niveles de p27
y p53 causado por el incremento de AURKA, DLL1 y SKP2 del que SHP2 es responsable

en células de cancer de mama.

En cuanto a la quinasa Mnk, diana molecular de las vias ERK y p38 ademas de
responsable de la fosforilacion del dominio rico en serinas de los Sprys, existe un unico
estudio que la vincula con la senescencia celular (Ziaei, Shimada et al. 2012). Dicho
trabajo expone simplemente un incremento de los niveles de fosforilacién activadora de
esta quinasa en senescencia celular, sin desarrollar las consecuencias de dicha

modificaciéon postraduccional.

Por ultimo, Dyrk1a, identificada como quinasa responsable de la fosforilacion de la
treonina 75 de Spry2, participa en la formacion del llamado complejo DREAM,
responsable de la inhibicion del ciclo celular a través del ensamblaje inactivador de
proteinas como Rb, E2F, DP1 o p130, tanto en procesos de quiescencia como en

senescencia celular inducida por oncogenes (Litovchick, Florens et al. 2011).

Por tanto, existen indicios suficientes que permiten hipotetizar acerca de la accion precisa
de Sprouty en el establecimiento de la senescencia celular. Desentrafar por consiguiente
las implicaciones moleculares de esta familia de proteinas en este proceso de creciente

relevancia se advierte tan necesario como interesante.

62



LA SENESCENCIA CELULAR

La senescencia celular fue conceptualmente descrita por primera vez en el afio 1961 en
un trabajo publicado por Leonard Hayflick y Paul Moorhead (Hayflick and Moorhead
1961). Dicha publicacién relata cdmo, al cabo de cierto numero de divisiones, las células
agotan su capacidad proliferativa, induciendo una parada de ciclo celular permanente.
Esta caracteristica descrita por Hayflick y Moorhead trajo consigo el alumbramiento de
una de las primeras conjeturas acerca del envejecimiento en su entendimiento mas
simplista. El hecho de que una célula disponga de un numero finito de divisiones permitio
especular sobre la extrapolacion de este mismo rasgo a un nivel mas generalista en el
que los distintos tejidos celulares que componen los organismos complejos sufririan de
este agotamiento proliferativo, contribuyendo asi al deterioro tisular caracteristico del
envejecimiento. Hoy en dia sabemos que la senescencia celular es una de las
caracteristicas o “hallmarks” del envejecimiento (Lopez-Otin, Blasco et al. 2013),
tratandose, de hecho, de un proceso clave en su repentina aparicion tipica (Baker, Childs
et al. 2016).

Tras la descripcion primitiva efectuada por Hayflick, otro de los hitos en el campo de la
senescencia celular fue el descubrimiento de la senescencia inducida por oncogenes
(Oncogene-Induced Senescence, OIS) en el afno 1997 (Serrano, Lin et al. 1997). Este
hecho, desvelado en el laboratorio de Scott Lowe, presenta a la senescencia a modo de
barrera que las células contraponen a la transformacién tumoral, situandola en un lugar
de gran relevancia como mecanismo frente a la aparicion del cancer (Hanahan and
Weinberg 2011). Por tanto, con el paso de los anos, el entendimiento inicial de la
senescencia celular como meramente replicativa fue desdibujandose y en su lugar
emergié conceptualmente como una respuesta determinada que las células inducen
frente a distintos tipos de dafos y estresores (Munoz-Espin and Serrano 2014). Entre
estos inductores de senescencia se encuentran, ademas de la erosion de los telédmeros
(Replicative Senescence, RS) y la activacion de ciertos oncogenes (Oncogene-Induced
Senescence, OIS), el dafio al DNA (DNA Damage-Induced Senescence, DDIS) y el estrés
oxidativo (Stress-Induced Premature Senescence, SIPS). No obstante, cabe sefialar que
todos ellos se encuentran relacionados de manera tan intima que en la mayoria de

ocasiones resultan dificiimente disociables.
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Las células senescentes manifiestan ciertas caracteristicas que nos permiten
identificarlas y que no estan en absoluto presentes en todos los tipos celulares ni
aparecen en todas las circunstancias inductoras. Pese a ello, existe un cierto nivel de
consenso en torno a los rasgos tipicos que son indicativos de la entrada en senescencia
por parte de una célula. Marcadores fenotipicos como la tincion positiva para actividad
beta-galactosidasa asociada a senescencia (Senescence-associated beta-galactosidase,
SAbetaGal) o una morfologia celular agrandada han sido identificados de manera comun
como representativos de este tipo de células (Dimri, Lee et al. 1995). A nivel molecular, la
induccién de parada proliferativa mediante el incremento de los niveles de inhibidores de
ciclo celular (Salama, Sadaie et al. 2014) y la produccion de una serie de factores que las
células senescentes secretan para influir de manera tanto autocrina como paracrina en el
medio intersticial definen la esencia comun de las células senescentes (Freund, Orjalo et
al. 2010).

Dicho fenotipo secretor implementado por las células senescentes, ademas de contribuir
de manera paracrina a la supresién tumoral (Acosta, Banito et al. 2013), es capaz de
otorgarles un papel primordial incluso en procesos fisiolégicos como la regeneraciéon de
tejidos (Demaria, Ohtani et al. 2014) o el desarrollo embrionario (Munoz-Espin, Canamero
et al. 2013). Sin embargo, cuando la eliminacion de las células senescentes se torna
deficiente en edades avanzadas, la senescencia contribuye al envejecimiento (Childs,
Durik et al. 2015) y a la aparicion de patologias relacionadas con el mismo, constituyendo
asi un ejemplo de un proceso beneficioso en organismos jévenes que resulta mas tarde

perjudicial cuando el funcionamiento tisular entra en declive (McHugh and Gil 2017).

Por todo lo resefiado en los parrafos anteriores, el estudio de los mecanismos
moleculares implicados en la regulacion de la senescencia en los distintos contextos en
los que se presenta se advierte crucial hoy en dia, por lo que en esta introduccién se
pretende desarrollar de manera mas profunda el entendimiento de los intrincados

procesos moleculares ejecutados por las células senescentes.

INDUCTORES DE SENESCENCIA CELULAR

El abanico de estimulos inductores de senescencia celular esta en constante crecimiento

a medida que la investigacion avanza en su identificacién y caracterizacion (Kuilman,
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Michaloglou et al. 2010). Sin embargo, existen inductores ampliamente caracterizados y
aceptados como causantes de senescencia tipicos o “candnicos”. Cabe senalar que
todos ellos poseen entre si una intima relacién en la que la incursién de uno de los
estimulos habitualmente desencadena la aparicion de mas. De hecho, las vias de
sefalizacion que alertan a la célula de los distintos dafos suelen confluir, por lo que su

analisis adecuado requiere de una diseccion genética extremadamente precisa.

Senescencia replicativa (Replicative senescence, RS)

Cuando las células alcanzan el llamado limite de Hayflick, es decir, agotan la longitud de
las regiones teloméricas situadas en los extremos de sus cromosomas, la acumulacion
de histonas fosforiladas H2AX y de 53BP1 en la cromatina desencadena la activacién de
las quinasas ATM y ATR (d'Adda di Fagagna, Reaper et al. 2003), iniciadoras de la
respuesta a dano al DNA (DNA damage response, DDR). Tras ello, la sefal de dafo
cromosomico se amplifica mediante la activacion de CHK1 y CHK2, convergiendo en la
fosforilacién de la serina 15 de p53 (Herbig, Jobling et al. 2004). De este modo, las
células inducen una parada del ciclo celular mediante el incremento de la expresion del
inhibidor de complejos ciclina-cdk p21. Por otro lado, pese a que los mecanismos
precisos no han sido completamente desvelados todavia, la senescencia replicativa se
encuentra intimamente relacionada con la disminucion de los elementos de represion
transcripcional del locus CDKN2A, los llamados grupos Polycomb (Gil, Bernard et al.
2004). La edad celular favorece la desaparicion de ciertos componentes de estos
complejos proteicos (Bracken, Kleine-Kohlbrecher et al. 2007) y, en consecuencia, se
pierden las marcas epigenéticas represoras H3K27me3 dando lugar a la expresién del
locus INK4a/ARF. Ello promueve la estabilizacion de p53 por la accion de ARF sobre
MDMZ2 vy la hipofosforilacion de Retinoblastoma (RB) que impide la progresion del ciclo

celular (Itahana, Zou et al. 2003).
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Senescencia inducida por dafio al DNA (DNA damage-induced
senescence, DDIS)

De manera similar a lo descrito en el apartado anterior, cuando las células sufren dafio en
la estructura de su cromatina, se desencadena una respuesta de dano al DNA, activando
las mismas vias de senalizacion ya citadas (DNA damage response, DDR). Esta
induccidn es llevada a cabo cuando, de manera sub-letal para la célula, se producen
roturas en la estructura del DNA a consecuencia de radiaciones ionizantes, compuestos
quimicos (Correia-Melo, Marques et al. 2016), radicales libres causados por el estrés
oxidativo (Barzilai and Yamamoto 2004) y errores en la replicacion causados por una
acelerada proliferacion celular debida a la activacion de oncogenes (Di Micco, Fumagalli
et al. 2006). Por tanto, de alguna manera, la via de DDR recoge e integra las sefiales del
conjunto de los inductores de senescencia celular clasicos puesto que todos son capaces
de inducir esta respuesta molecular ya sea de manera mas o menos directa (d'Adda di

Fagagna 2008, Feringa, Raaijmakers et al. 2018).

Senescencia inducida por estrés oxidativo (Stress-induced premature
senescence, SIPS)

El estrés oxidativo es un agente causante de senescencia celular a través de la
produccion, anteriormente comentada, de dafo al DNA asi como mediante la activacion
de las quinasas de la familia de MAPK p38 (Passos, Nelson et al. 2010). Como sucede
en el caso comentado en el apartado anterior, este tipo de induccidén de senescencia es
independiente de la integridad telomérica. Ello queda patente cuando cultivos de
fibroblastos de ratén, cuyos telédmeros son sustancialmente mas largos que los humanos
(Kipling and Cooke 1990), inducen una parada proliferativa a los pocos pases llevados a
cabo en un ambiente de oxigeno a concentracion atmosférica (21%). Esta detencion del
ciclo celular prematura no se halla en estas mismas células cultivadas a una
concentracion de oxigeno cercana a la fisiolégica (3%), poniendo de manifiesto la
relevancia de la sensibilidad de las distintas especies al estrés oxidativo en cuanto a la
induccién de senescencia celular (Parrinello, Samper et al. 2003). La activacion de la via
de p38 debida al estrés oxidativo es capaz de inducir senescencia celular mediante la

modulacioén del eje p53/p21 y la induccién de p16 INK4a (Han and Sun 2007). Ademas, la
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produccion de radicales oxidantes puede contribuir a la formacioén y el mantenimiento de
focos de dafio sub-letal en el DNA, estableciendo asi la conexion entre el estrés oxidativo

y la sefalizacion de DNA damage response (Passos, Nelson et al. 2010).

Senescencia inducida por oncogenes (Oncogene-induced senescence,
QlIS)

Las células del organismo responden a la activacion aberrante de ciertos genes
promotores de tumores, los llamados oncogenes, mediante la induccion de senescencia
celular. Este concepto decisivo fue descrito por primera vez por Manuel Serrano y Scott
Lowe en el afio 1997, suponiendo la evidencia inicial de que la senescencia celular actua
como barrera frente a la transformacion tumoral de las células. Tras este primigenio
descubrimiento, se han identificado gran cantidad de oncogenes que producen
senescencia al ser anormalmente activados (Gorgoulis and Halazonetis 2010) y de
supresores tumorales que al ver alterada su correcta funcién despiertan esta misma
respuesta en las células (Courtois-Cox, Genther Williams et al. 2006). La sefializacion
descontrolada que se da en las primeras fases de la transformacién carcinogénica
produce los estimulos necesarios para inducir senescencia celular, evitando asi de
manera inicial un crecimiento celular descontrolado dentro de los diferentes tejidos que
componen el organismo (Collado and Serrano 2010). Los distintos estimulos inductores
que integran la OIS dan una idea de la complejidad del fendmeno, albergando gran
variabilidad en las vias que se activan dependiendo de tipo celular y especie (Efeyan and
Serrano 2007). Este tipo de senescencia manifiesta todas las caracteristicas e integra
todas las vias de sefializacion relacionadas con la senescencia: la produccién de estrés
oxidativo que activa p38 MAPK (Wang, Chen et al. 2002), el dafio al DNA que induce la
respuesta de las quinasas ATM y ATR que conlleva la activacién de p53 (Halazonetis,
Gorgoulis et al. 2008) o la induccion del locus INK4a/ARF (Evangelou, Bartkova et al.
2013).
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Figura 9. Esquema grafico de los distintos inductores clasicos de senescencia celular. En
la figura se muestran los inductores de respuesta senescente comentados en este apartado de la
introduccion como son la activacidon de oncogenes, el estrés oxidativo, el dafo al DNA o el

agotamiento telomérico.

CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS SENESCENTES

Inhibicion del ciclo celular (Senescence-associated growth arrest, SAGA)

Uno de los pilares centrales de la senescencia celular es la induccion de una parada
proliferativa de la célula irreversible por definicion (Serrano, Lin et al. 1997). Dentro de
este rasgo fundamental de las células senescentes, pese a la coexistencia con mas
inhibidores de ciclo, dos ejes moleculares emergen como principales para este cometido:
p53/p21 y p16INK4a/RB (Munoz-Espin and Serrano 2014).

El primero de ellos, p53/p21, como profundizaremos mas tarde, esta regulado por las
vias de DNA damage response y p38 MAPK. La modulacién que estas dos vias producen
sobre determinados residuos de la estructura de p53 induce la transcripcion del inhibidor
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de quinasas dependientes de ciclina p21. Este inhibidor de ciclo ejerce su actividad sobre
la proteinas como la CDK4/6, impidiendo la fosforilacion de RB que tiene como
consecuencia la progresion del ciclo celular (Stein, Drullinger et al. 1999). No obstante, la
induccion no transitoria de esta via requiere de la activacion sostenida de p53 a causa de
niveles sub-letales de dafio al DNA producidos en los llamados DNA-SCARSs, o zonas con
alteraciones de la cromatina que refuerzan la senescencia (Kruiswijk, Labuschagne et al.
2015). Ademas, existen elementos de injerencia por parte del eje de p16INK4a sobre
p53/p21. Fundamentalmente, el transcrito alternativo del locus INK4a/ARF, la llamada
proteina p14ARF, es capaz de impedir la degradacion de p53 mediante el secuestro de
MDM2 (Kim and Sharpless 2006).

Por otro lado, p16INK4a es el principal efector del eje p16INK4a/RB. Ademas, este
inhibidor de ciclo tan relevante en fendmenos sistémicos como el envejecimiento
(Krishnamurthy, Torrice et al. 2004) cohabita en el mismo locus del genoma con dos
supresores tumorales mas: el ya citado p14ARF, codificado por el mismo gen que
p16INK4a, denominado CDKN2A, y p15INK4b, codificado por el gen CDKN2B, y
relacionado con la induccion de senescencia a través de TGFbeta (Acosta, Banito et al.
2013). Aparte de la funcién de p14ARF ya comentada, tanto p16INK4a (Rayess, Wang et
al. 2012) como p15INK4b (Kuilman, Michaloglou et al. 2010) son capaces de inhibir el

ciclo celular de manera similar a p21, resultando en la hipofosforilacién de RB.

La regulacion transcripcional del locus INK4a/ARF depende en gran medida de la
deposicion de marcas epigenéticas represoras H3K27me3 (Bracken, Kleine-Kohlbrecher
et al. 2007). Dicho control represor es ejercido por los llamados grupos Polycomb (PRC2,
PRC1) y se ve afectado cuando alguno de sus componentes, como CBX7 (Gil, Bernard et
al. 2004), EZH2 (Vire, Brenner et al. 2006) o SUZ12 (Kotake, Cao et al. 2007) aparecen
mutados. También es de vital relevancia la accion demetilasa de H3K27 realizada por
JMJD3 durante la induccion de senescencia para la transcripcidn del locus INK4a/ARF
(Barradas, Anderton et al. 2009). Por otro lado, como elemento adicional de regulacion de
los grupos Polycomb, encontramos los complejos proteicos SWI/SNF. Estos ejercen de
inhibidores de los grupos Polycomb, facilitando la induccién del locus INK4a/ARF (Kia,
Gorski et al. 2008). En un nivel aun mas intrincado, los complejos MLL1 son capaces de
alterar estructuralmente la zona del locus INK4a/ARF mediante la deposicién de marcas
epigenéticas activadoras H3K4me3. Sin embargo, a través de la disminucién de los

niveles de proteinas ID, cuyo papel como reguladoras negativas de factores de
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transcripcion como Ets1/2 ha sido caracterizado (Zebedee and Hara 2001), son capaces
de impedir la induccién de p16INK4a. En este doble ajuste molecular por parte de MLL1
parece tener un mayor peso para la célula el control sobre las proteinas ID, puesto que la
eliminaciéon de un elemento de los complejos MLL1 facilita el acceso de factores de
transcripcion necesarios para la induccién de INK4a/ARF pese a la ausencia de marcas

activadoras H3K4me3 en el promotor de este locus (Simboeck and Di Croce 2013).

En relacién con las vias de senalizacion MAPK, tanto p38 como ERK son capaces de
regular la transcripcion de INK4a/ARF mediante la inhibicién de la unién a cromatina de
los represores BMI1 (Voncken, Niessen et al. 2005) o HBP1 (Xiu, Kim et al. 2003)
dependientes de p38, asi como a través de la modulacién directa de factores
transcripcionales requeridos en senescencia para la induccion de p16INK4a como Ets1/2
por parte de ERK (Ohtani, Zebedee et al. 2001) o Sp1 por parte de p38 (Wu, Xue et al.
2007). Recientemente se ha descrito como Msk1, diana conjunta de ambas vias de
sefalizacion mentadas, es capaz de controlar la transcripcion del locus INK4a/ARF en
OIS (Culerrier, Carraz et al. 2016), adicionando una prueba mas de la relevancia de las
vias ERK y p38 en la regulacién de la inhibicion del ciclo celular en las células

senescentes.

De manera tan llamativa como sustancial, la induccion de senescencia celular por la
mera sobreexpresion de inhibidores de ciclo como p16INK4a o p21 no conlleva la
secrecion de SASP (Coppe, Rodier et al. 2011). Ello indica que las dos caracteristicas
principales de la senescencia celular, el SASP y la inhibicién del ciclo, son controladas
por vias de sefializacion que, aunque comunes, son completamente separables si se

realizan las disecciones genéticas suficientemente precisas.

Fenotipo secretor (Senescence-associated secretory phenotype, SASP)

El fenotipo de senescencia no queda restringido a una simple inhibicién de la progresion
del ciclo celular. De hecho, las células senescentes implementan la secrecion de un
amplio conglomerado de factores que modulan la comunicacion que éstas llevan a cabo
con su entorno (Coppe, Desprez et al. 2010). Este hecho es de vital importancia dado
que su efecto sobre el vecindario celular es capital para comprender la dualidad que la

senescencia celular muestra como agente de pleiotropia antagonista en el organismo,
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siendo beneficiosa en seres jévenes y globalmente equilibrados y perniciosa en un
contexto de decadencia homeostatica (Campisi 2005). Precisamente, el efecto nocivo de
las células senescentes en los contextos patolégicos en que aparecen radica, en gran
medida, en la influencia paracrina descontrolada que ejercen sobre el entorno tisular, mas
alla de la mera acumulacién de células con un freno irreversible sobre su capacidad

mitotica.

En un primer grupo de factores secretados por las células senescentes podemos incluir al
llamado SASP inflamatorio, regulado de manera principal por la via NFkB (Chien,
Scuoppo et al. 2011). En esta categoria de SASP se encuentran la amplia mayoria de
factores que estas células secretan al medio y, por ende, los estudiados a un nivel mas
profundo en cuanto a su funcién y su control. Entre un gran numero de citoquinas y
quimiocinas destacan la IL6, la IL8 o la IL1a, cuyo papel en senescencia ha sido
prédigamente descrito en cuanto a la transmision autocrina y paracrina de ésta (Acosta,
O'Loghlen et al. 2008). Incluso, recientes descubrimientos describen de qué forma este
tipo de SASP es capaz de favorecer procesos como la plasticidad celular relacionada con
la regeneracién de tejidos dafados (Ritschka, Storer et al. 2017) o el reprogramming en
un interesante modelo murino de induccién de pluripotencia celular (Mosteiro, Pantoja et
al. 2016). Sin embargo, también algunos efectos nocivos del SASP inflamatorio han sido
descritos. Generalmente, se asume que cuando las células senescentes no son
eficientemente eliminadas este tipo de SASP favorece procesos como el envejecimiento

(Childs, Durik et al. 2015) o la iniciacion y progresion tumoral (Rodier and Campisi 2011).

Otra subclase de factores del SASP es la que encierra a las llamadas IGF-binding
proteins, o IGFBPs. Son capaces de modular la via de sefializacion de IGF (Insulin-like
growth factor) y fueron causalmente relacionados con la senescencia celular debido a la
induccion de ésta por parte de IGFBPS (Kim, Seu et al. 2007). Otro estudio posterior
muestra como IGFBP7 es capaz de modular la induccién de senescencia de manera
tanto autocrina como paracrina (Wajapeyee, Serra et al. 2008). En general, todos los
factores de esta familia de proteinas se encuentran incrementados en senescencia, lo
que indica que la injerencia sobre la via de sefalizacion de IGF es de gran relevancia
para las células senescentes. Como refuerzo sobre esta necesidad de modulacion de la
via de IGF, se ha descrito en qué modo otros componentes del SASP como la IL6 o IL1a
son capaces de causar resistencia a esta via de sefializacion (O'Connor, McCusker et al.

2008), lo que manifiesta una cierta redundancia acerca de la funcién de distintos
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componentes secretados por las células senescentes en cuanto a la intromision en la

sefalizacion metabdlica de tejidos circundantes.

El SASP también es capaz de influir sobre la matriz extracelular (Liu and Hornsby 2007)
mediante la secrecion de proteinas de la familia de las MMP (Matrix-metalloproteinases).
Ademas, este tipo de factores secretados son capaces de contribuir al procesamiento de
otros factores del SASP como IL8 (McQuibban, Gong et al. 2002), entre otros miembros
de esta familia de quimiocinas CXCL/CCL (Van Den Steen, Wuyts et al. 2003).

Otros factores como serin-proteasas y sus inhibidores (uPA, tPA, PAI-1, PAI-2) son
secretados por células senescentes (Blasi and Carmeliet 2002). De hecho, PAI-1 es un
factor que ha sido descrito como crucial para la induccion de senescencia replicativa por
p53, puesto que la refuerza (Kortlever, Higgins et al. 2006). Ademas, PAI-1 aparece como
un marcador ciertamente robusto que se expresa en mayor medida en células de
donantes envejecidos (Mu, Staiano-Coico et al. 1998) e, incluso, en tejidos de ratones
con progeria (Baker, Wijshake et al. 2011) o envejecidos de manera natural (Baker, Childs
et al. 2016).

Factores de crecimiento como FGF2, FGF7 (Coutu and Galipeau 2011), FGF4, FGF8
(Storer, Mas et al. 2013), EGF (Park, Cho et al. 2001), VEGF (Coppe, Kauser et al. 2006)
o PDGF (Demaria, Ohtani et al. 2014) han sido descritos como componentes del SASP.
Sin embargo, su funcion respecto a la induccion de senescencia celular no resulta
evidente todavia, puesto que gran parte de los estudios que relacionan estos factores con
la senescencia hablan de un posible papel inhibidor de algunos de ellos en funcion del
contexto (Alexander, Yuan et al. 2015). Ademas, sus niveles de expresion relativamente
bajos en comparacién con los del SASP inflamatorio (Freund, Orjalo et al. 2010) han
ensombrecido su relevancia dentro de la plétora de factores descritos. Cabe la posibilidad
de que su induccion, mas que como sostén autocrino y paracrino de senescencia celular,
esté centrada en la inhibicion de senescencia en algunos tejidos circundantes, asi como
en la diferenciacion o el mantenimiento de las células madre (Coutu, Francois et al. 2011)

que permitan la sustitucion de los tejidos senescentes.

Mencién especial cabe para TGFbeta. Dicho factor de crecimiento fue relacionado por
primera vez con la senescencia celular como un inductor autocrino y paracrino de la
parada del ciclo celular (Acosta, Banito et al. 2013). De hecho, TGFbeta es capaz de

inducir la expresion de p15 y p21 en células vecinas, asi como de p21 en procesos como



la senescencia programada en desarrollo embrionario (Munoz-Espin, Canamero et al.
2013).

En torno al 75% de los factores secretados por el SASP estan controlados, al menos en
parte, por la via NFKkB (Davalos, Coppe et al. 2010). Ademas, esta via requiere de la
comparecencia de otras que ejercen como potenciadores o complementos necesarios
para una secrecion efectiva de este tipo de SASP como DDR (Rodier, Coppe et al. 2009),
p38 MAPK (Freund, Patil et al. 2011), mTOR (Herranz, Gallage et al. 2015), MLL1
(Capell, Drake et al. 2016) o GATA4 (Kang, Xu et al. 2015).

Sin embargo, quedan todavia por caracterizar en profundidad los reguladores cruciales
para la secrecion de gran numero de factores de las familias de FGF, EGF o TGFbeta. En
este ultimo caso, recientemente se ha descrito como el control de la célula sobre la via
Notch es necesario para la secrecion temprana de TGFbeta en senescencia (Hoare, Ito
et al. 2016) y, de manera relevante, dicha sefializacién reprime en una etapa inicial el
SASP inflamatorio, poniendo de manifiesto la existencia de una dimension temporal en la

que la composiciéon del SASP varia.

Modificaciones estructurales de la cromatina (Senescence-associated
heterochromatic foci, SAHF)

Las células senescentes establecen una serie de modificaciones estructurales en su
cromatina que conllevan la ablacion de la expresion de genes de progresion del ciclo
celular como E2F (Narita, Nunez et al. 2003). Dichas modificaciones fueron definidas
como Senescence-associated heterochromatic foci (SAHF) y consisten en el cambio
global en ciertas regiones de la cromatina de las células senescentes que acumulan
marcas epigenéticas represoras como H3K9 metilada, HP1 o macroH2A (Aird and Zhang
2013). También se produce una translocacion del complejo de histonas y chaperonas
HIRA a zonas de acumulo de proteinas nucleares PML necesaria para la represion de
E2F (Vernier, Bourdeau et al. 2011), de algun modo dependiendo de la inhibicién de la via
WNT (Ye, Zerlanko et al. 2007). Los SAHFs esencialmente estan compuestos de nucleos
de H3K9me3 rodeados por capas de H3K27me3 (Chandra, Kirschner et al. 2012). La
complejidad de este fendmeno permite que los cambios globales de la cromatina en las
células senescentes sean capaces tanto de reprimir la expresion de ciertos genes como
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de activar la de otros necesarios para la implantacion de su fenotipo (Chandra and Narita
2013).

Actividad beta-galactosidasa asociada a senescencia (Senescence-
associated beta-galactosidase, SAbetaGal)

La actividad beta-galactosidasa especifica de senescencia (SAbetaGal) es un marcador
de uso comun para la identificacion de la senescencia celular (Dimri, Lee et al. 1995). Su
incremento de actividad se deriva de la potenciacion que las células senescentes
manifiestan en cuanto a su actividad lisosomal (Debacg-Chainiaux, Erusalimsky et al.
2009). Su deteccion requiere de una minima conservacion de la actividad enzimatica de
los tejidos o células a explorar y se fundamenta en la deteccion de dicha actividad del
enzima beta-d-galactosidasa a un pH subdptimo de 6.0, difiiendo asi de la actividad beta
galactosidasa tipica que se da a pH 4.0. Sin embargo, todavia se desconoce la
implicacién que esta actividad lisosomal mantiene en la consecucién de la senescencia
mas alla de ser aceptada como marcador clasico que acompana de manera habitual a las
células senescentes (Lee, Han et al. 2006). A nivel transcripcional, la expresion de este
enzima depende de un factor de transcripcion relacionado con otros marcadores de
senescencia como la induccién de p16INK4a, el factor Sp1 (Morreau, Bonten et al. 1991).
Ello suscita la posibilidad de que un marcador tan inexplorado como la actividad beta
galactosidasa asociada a las células senescentes puede encontrarse bajo el control de
vias de sefializacion comunes a otras caracteristicas de la senescencia que han sido

delineadas molecularmente con un mayor detalle.

Recientemente, el grupo de Manuel Serrano ha hallado una manera de servirse de esta
caracteristica de las células senescentes, la actividad beta-galactosidasa a pH 6.0, para
distribuir farmacos especificamente en estas células que permitan, por ejemplo, inducir
su desaparicion en contextos donde su presencia resulte nociva para la homeostasis

tisular (Munoz-Espin, Rovira et al. 2018).
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Alteraciones metabdlicas de las células senescentes

Las células senescentes, en contraste con las apoptéticas o las quiescentes, mantienen
una elevada actividad metabdlica (Wiley and Campisi 2016). Existen varias obviedades al
respecto como, por ejemplo, el evidente incremento del tamano celular derivado del
desacoplamiento entre vias anabdlicas como PI3K-AKT y el ciclo celular (Demidenko and
Blagosklonny 2009). Otro de los fenotipos manifestados por estas células es la
produccion exacerbada de un gran numero de factores secretados necesarios para incidir
en el estado celular de manera tanto autocrina como paracrina, el llamado SASP.
Curiosamente, ambas caracteristicas dependen en ultimo término de la activaciéon de
MmTOR de la que la senescencia celular ha sido identificada como dependiente para

muchos de sus rasgos primordiales (Laberge, Sun et al. 2015).

Es conocido de hace tiempo cémo las células senescentes adquieren una mayor
induccién de vias glicoliticas en comparacion con su fase proliferativa (Bittles and Harper
1984). Sin embargo, y de manera aparentemente contradictoria, tal nivel de activacion de
la glicdlisis conlleva un estado energético bajo debido a los requisitos metabdlicos de
estas células, produciéndose un incremento importante de los niveles de AMP
(Zwerschke, Mazurek et al. 2003) en el que influyen ademas ciertos cortafuegos
metabdlicos como, por ejemplo, los que se dan a nivel de la produccion de nucleétidos
trifosfato para la sintesis de DNA (Aird, Zhang et al. 2013). Este aumento de AMP
conduce a la activacion de AMPK, uno de los principales sensores celulares de estrés
energético (Hardie, Ross et al. 2012). La quinasa AMPK contribuye a la biogénesis
mitocondrial, incide sobre la incorporacién de glucosa e, incluso, esta relacionada de
manera intima con la activacion de p53 (Jones, Plas et al. 2005) o de p21 y p16INK4a a
través de la degradacion de HUR (Wang, Yang et al. 2003). No obstante, y como sucede
en diversas facetas fenotipicas de la senescencia celular, en el caso de la biogénesis
mitocondrial paraddjicamente se requiere también de la activacion de mTOR (Correia-
Melo, Marques et al. 2016). A este respecto, la activacion simultdnea de AMPK y mTOR
se ha demostrado como necesaria para la produccion de metabolitos requeridos en
procesos en los que aumenta la biosintesis celular (Dalle Pezze, Ruf et al. 2016).
Casualmente, durante la senescencia, la localizacion subcelular de mTOR se ve
modificada (Narita, Young et al. 2011) y ello habilita su comparecencia simultanea con

una via metabdlica clasicamente definida como opuesta: la autofagia. Esta variacion en la
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ubicacién celular de mTOR puede implicar también una interrupcion en la inhibicion de
esta via llevada a cabo por AMPK al ser activada. Determinar si se requiere de la
concurrencia de estas dos vias, mTOR y AMPK, para la produccion de metabolitos
intermedios destinados a la biosintesis aumentada tipica de la senescencia esta todavia

por explorar.

Por otro lado, ademas de contribuir a la inhibicién del ciclo celular, p53 es capaz de incidir
sobre el estado metabdlico de la célula orientandolo, en detrimento de la glicdlisis, hacia
la fosforilacion oxidativa (Kruiswijk, Labuschagne et al. 2015), ruta metabdlica descrita
como necesaria tanto para la inducciéon (Kaplon, Zheng et al. 2013) como para el
mantenimiento de la senescencia (Passos, Nelson et al. 2010). Con este fin, p53 puede
oponerse a la incorporacion de glucosa disminuyendo la expresion de transportadores
GLUT1 y GLUT4 (Schwartzenberg-Bar-Yoseph, Armoni et al. 2004), desviando el flujo
glicolitico hacia las vias pentosa-fosfato (PPP) para combatir el estrés oxidativo mediante
la induccion de TIGAR (Bensaad, Tsuruta et al. 2006), inhibiendo la glicélisis a nivel de la
PDK2 al favorecer la expresion de PARK2 (Zhang, Lin et al. 2011) e incluso conteniendo
la activacion de mTOR a través de AMPK y PTEN (Feng, Hu et al. 2007). Ademas,
reforzando el papel de AMPK y p53 en parte de la modulacién metabdlica que se produce
en senescencia, un trabajo reciente describe como la disfuncién mitocondrial conduce a
la activacion de ambas vias y establece un tipo de senescencia especial que carece de la
produccion del SASP inflamatorio (Wiley, Velarde et al. 2016). En este mismo sentido
metabdlico, otra via de sefalizacién crucial para la senescencia recientemente vinculada
con el apoyo a la respiraciéon mitocondrial en la célula es p38 (Trempolec, Munoz et al.
2017). Concretamente, MK2, quinasa controlada de manera directa por p38, es una de
las piezas clave en la influencia de esta via de estrés sobre el balance del metabolismo
celular. No obstante, y de manera aparentemente contradictoria a lo expuesto en la
anterior linea, es capaz de afectar a la célula también favoreciendo el flujo glicolitico
(Novellasdemunt, Bultot et al. 2013), lo que hace intuir que la accion de la via sobre el
metabolismo puede actuar en sentidos diferentes en funciéon de factores que se sabe
influyen en otras vias como, por ejemplo, los niveles de activacion o el estado de vias

adyacentes.

Otro de los procesos metabdlicos inducidos, también controvertido en relacion a la
activacion en senescencia de mTOR, es la autofagia (Narita, Young et al. 2011). A este

respecto, la activacién simultanea de ambas vias es capaz de lidiar con el necesario
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incremento en el recambio celular derivado de una sintesis proteica desmesurada
(Salama, Sadaie et al. 2014). De hecho, el incremento global de la autofagia derivada del
estrés al que estan sometidas las células senescentes permite la estabilizacion de
elementos que son degradados por autofagia basal, como en el caso de GATA4,

necesario para la induccion del SASP inflamatorio (Kang, Xu et al. 2015).

Por ultimo, existe un estudio reciente que exhibe un nivel de contradiccidén similar a todo
lo ya mencionado en relacion con el metabolismo de las células senescentes, puesto que
destaca el papel de RB en la induccion de genes que aumentan el flujo glicolitico aunque,
al fin y al cabo, sea para terminar favoreciendo un aumento de la fosforilacion oxidativa

mitocondrial (Takebayashi, Tanaka et al. 2015).

Por tanto, en las células senescentes se da una activacién de vias metabdlicas en
principio opuestas que son requeridas para el complejo despliegue fenotipico que
manifiestan. Determinar de manera detallada el equilibrio energético en que se
encuentran es necesario para comprender la contribucion concreta de cada una de las
vias de seRalizacion asociadas a senescencia al control metabdlico, y por ende

fenotipico, de la misma.

Fenotipo dinamico de las células senescentes

Con la publicacion reciente de diversos trabajos esenciales en el campo de la
senescencia, el estudio estatico de la misma mediante la comparacion de células cuya
capacidad proliferativa se mantiene intacta con células llevadas a término en su estado
senescente otorga una visidon muy limitada debido a la naturaleza dinamica de dicho
proceso de respuesta celular (van Deursen 2014). Son varias las vias que manifiestan un
comportamiento fluctuante durante las distintas fases de la implementacién del fenotipo
senescente y se presume necesario especificar la relacion entre el comportamiento
dinamico de todas ellas para el adecuado control de la senescencia, asi como para el

establecimiento pertinente de la misma en los distintos contextos en que se presenta.
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Figura 10. La senescencia no es un fendmeno estatico. Las células senescentes muestran un
fenotipo dinamico en el que el control de distintas vias es capaz de coordinar la evolucion
adecuada de la respuesta en funcién del estrés.

La activacién de p53 depende principalmente de la senalizacion por dafo al DNA (d'Adda
di Fagagna 2008). Resulta notorio el hecho de que la sefalizacién DDR es al inicio mas
potente y va atenuandose conforme la célula senescente se adentra en su evolucion
temporal (Freund, Patil et al. 2011). De hecho, para el mantenimiento residual de dicha
senalizacion, uno de los mecanismos postulados es el de la produccién de ROS por parte
de la mitocondria (Passos, Nelson et al. 2010). En un primer momento, la célula
senescente muestra un pico de produccion de ROS que parece disminuir levemente para
permanecer constante después. Sin embargo, existen diversos trabajos en los que se
resalta como la produccion de ROS mitocondrial no implica necesariamente la produccién
de dafio en el DNA nuclear (Wiley, Velarde et al. 2016), indicando la comprensién parcial
existente a este respecto. Una de las dianas insignes de la funcion de p53 como factor de
transcripcion en senescencia es p21 (Rufini, Tucci et al. 2013). Existe un gran numero de
datos en la literatura que destacan como los niveles de transcripcién de p21 son mayores
en un primer momento de la senescencia, coincidiendo con la activacion aguda de p53
por DDR, y disminuyen ligeramente con el paso del tiempo (van Deursen 2014). Otro de
los indicios que situan a p53 como actor clave en el control de la evolucién del fenotipo

de las células senescentes es el hecho de que mitigue la secrecion del SASP
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inflamatorio, marcador de senescencia terminal, como ha sido demostrado tanto in vitro
(Coppe, Patil et al. 2008) como in vivo (Mosteiro, Pantoja et al. 2016). Existe, por otro
lado, un estudio que describe como la expresion de Notch1 en queratinocitos, modelo
conocido de senescencia (Lewis, Yi et al. 2008), esta regulada positivamente por p53. Si
en senescencia, la activacion temprana de p53 puede conllevar un aumento en la
expresion de Notch (Lefort, Mandinova et al. 2007), éste puede acumularse en la
membrana y desencadenar la inhibicion de C/EBPbeta de la que ya ha sido demostrado
como responsable en la fase inicial de la respuesta senescente (Hoare, Ito et al. 2016),
produciendo en primer término la represion del SASP inflamatorio. De hecho, el
mecanismo que favorece la acumulacién de Notch en la membrana de las células

senescentes no ha sido todavia desvelado.

En relacion con lo mentado en el anterior parrafo acerca de p53, parece logico que, en
cuanto a la inhibicién del ciclo celular, la accién casi inmediata del eje p53/p21 preceda al
progresivo establecimiento de la expresion persistente de p16INK4a (Stein, Drullinger et
al. 1999), puesto que ésta depende en ultimo término de la regulacion de elementos
epigenéticos como los grupos Polycomb (Bracken, Kleine-Kohlbrecher et al. 2007). A este
respecto, la modificacion estructural global de la cromatina en las células senescentes es
responsable de la consecucion de varias de sus diversas caracteristicas (Shah, Donahue
et al. 2013), tratandose de un proceso que se intuye mas sosegado que una respuesta

inicial de dafio al DNA via p53.

Resulta también llamativo el progresivo incremento de la activacion de la via p38 a lo
largo de la implementacion dinamica de la senescencia celular. La via p38, ampliamente
descrita como elemento de respuesta al estrés, resulta inducida rapidamente tras
cualquier estimulo inductor de senescencia (Debacg-Chainiaux, Boilan et al. 2010). No
obstante, al comienzo sus niveles de induccion son manifiestamente menores a los que
muestra en la etapa final, encajando ademas con el grado de expresion de marcadores
del SASP tardio como IL6. Concordando con lo anteriormente mentado respecto a la
mayor activacion de la sefalizacion DDR y p53 en la senescencia temprana, los niveles
de activacion de p38 son controlados por p53 (Freund, Patil et al. 2011), probablemente a
través de la fosfatasa WIP1 (Takekawa, Adachi et al. 2000, Lee, Lee et al. 2009). Cabe
también citar la relacion de la via p38 con la induccidon de un marcador inicial de
senescencia, Notch (Hoare, Ito et al. 2016) en un contexto de expresién oncogénica de

Ras (Weijzen, Rizzo et al. 2002). Incluso la consecuencia celular mas relevante de dicha
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activacién de Notch en senescencia, la secrecién de TGFbeta, guarda una intima relacion
con la via p38 (Passos, Nelson et al. 2010). Por tanto, el volumen de indicios existentes
en torno a la relaciéon de p38 con todas las fases de la senescencia celular posibilita
especular acerca de la relevancia de esta via en la adecuada evolucién temporal del

fenotipo de la célula senescente.

Por otro lado, la activacion de mTOR actua como soporte metabdlico esencial de las
células senescentes para la consecucion de su fenotipo (Laberge, Sun et al. 2015). De
hecho, guardando gran semejanza con la via p38, mTOR es primordial para la
produccion tanto del SASP inicial, representado por TGFbeta (Aarts, Georgilis et al.
2017), como del SASP tardio, compuesto de elementos inflamatorios (Herranz, Gallage
et al. 2015). En esta misma linea de similitudes con p38, la activacion de mTOR es
contenida por parte de p53 (Feng, Hu et al. 2007), lo que muestra cémo un control inicial
por parte de p53 sobre la activacién de estas dos vias puede ser crucial para la
naturaleza cambiante del fenotipo senescente. En este mismo sentido caminan ciertos
estudios que muestran como la activacion perpetuada de AMPK, elemento a su vez
inhibidor de mTOR y activador de p53, es capaz de estancar a las células senescentes
en uno de sus fenotipos tempranos dado que bloquea la produccion del SASP
inflamatorio mientras la expresion de inhibidores de ciclo no se ve perturbada (Moiseeva,
Deschenes-Simard et al. 2013). Cabe sefialar, ademas, cdmo la senescencia derivada de
disfunciéon mitocondrial, encauzada a través de la activacién de p53 y AMPK, muestra un
SASP diferencial en el cual no se hallan los principales elementos del SASP inflamatorio
(Wiley, Velarde et al. 2016).

Haciendo acopio de todo lo mentado en los anteriores parrafos, parece que la potente
comparecencia inicial de p53 en la senescencia que presenta dafio al DNA permite que la
célula sea capaz de madurar paulatinamente su respuesta, posibilitando asi que sea
pertinente y controlada, mostrando dos fases bien diferenciadas: una en que se secreta
el SASP derivado de Notch y otra dirigida por NFkB para la secrecion del SASP
inflamatorio. No obstante, existen contextos en los cuales la senescencia no requiere de
la funcién de p53 para su consecucién, y en los que ademas no se ha hallado la
presencia de marcadores de dano al DNA ni produccién de SASP inflamatorio. Como
ejemplo primordial se encuentra la senescencia asociada al desarrollo embrionario
(Munoz-Espin, Canamero et al. 2013). Este tipo de senescencia pasa por la integridad de

p21 pero es independiente de p53, y requiere de la secrecién de elementos del SASP no
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relacionados con la via DDR como TGFbeta o FGFs, ademas de vias como Hedgehog,
PI3BK-AKT-mTOR o ERK (Storer, Mas et al. 2013). Existe ya literatura que senala la
relevancia de las vias mTOR y TGFbeta para la expresion de p21 en senescencia (Aarts,
Georgilis et al. 2017), por lo que se deduce que no se trata de un fendmeno aislado sino
mas bien de un mecanismo adyacente e, incluso, alternativo a la activacion de p21 por
pS3.

NIS type RIS type N1ICD-high senescence
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Figura 11. La induccién de la via Notch es capaz de evitar la secrecion de SASP
inflamatorio en la fase temprana de la senescencia. Mediante la induccion del SASP centrado
en TGFbeta, la via Notch es capaz de reprimir la accion de CEBPbeta y, por tanto, la induccién de
NFKB y el consiguiente SASP inflamatorio. Obtenido de (lto, Hoare et al. 2017).

Por tanto, parece que la senescencia dirigida por dafio al DNA requiere de la atenuacién
inicial de la sefalizacion de vias como p38 y mTOR por parte de p53 para, al menos, la
coordinacion dinamica de los distintos tipos de SASP, mientras que la senescencia
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independiente de DDR no necesita de este control temporal sobre la secrecion del SASP
inflamatorio puesto que no posee activadas todas las vias requeridas para este cometido.
Determinar la relacidén exacta y precisa entre todos estos factores ayudaria a desvelar la
relevancia concreta de los mismos en cada fase asi como en cada tipo de senescencia

celular.

VIAS DE SENALIZACION QUE MODULAN LA SENESCENCIA

DNA damage response (DDR)

La respuesta de dafio al DNA (DNA damage response, DDR) es un complejo mecanismo
celular capaz de contestar molecularmente ante la formacion de lesiones en la estructura
del DNA mediante la activacion de diversas vias de sefalizacién. En un primer momento,
dichas lesiones acumulan proteinas sensoras que culminan en la induccién de las vias de
ATM y ATR. Estas desencadenan la fosforilacién de CHK1 y CHK2, conduciendo a la
modificacion de proteinas efectoras como p53 y CDC25 (d'Adda di Fagagna 2008). La
persistencia de dicha senalizacion, representada tanto por el agotamiento definitivo de los
telomeros (Herbig, Ferreira et al. 2006) como por segmentos de DNA con alteraciones
estructurales de la cromatina que refuerzan la senescencia (DNA-SCARs) (Rodier and
Campisi 2011), es una de las caracteristicas asociadas al mantenimiento de la activacion
de p53. Sin embargo, conforme se profundiza en el conocimiento y la caracterizacion de
los diversos tipos de senescencia, se comienza a observar cdmo no en todos los casos
se requiere de la activacién de la DDR para la funcion pertinente de ésta, ya que existen
varios contextos en los cuales la secrecion de los principales factores SASP regulados
por dicha senalizaciéon (IL6, IL8) no se produce. Ello sucede en procesos donde se ha
determinado recientemente el papel crucial de la senescencia como en el desarrollo
embrionario (Storer, Mas et al. 2013) o la reparacion de heridas cutaneas (Demaria,
Ohtani et al. 2014).



p53

La funcion que uno de los genes mas célebres del genoma de los vertebrados, p53,
ejerce en relacion con la senescencia celular es tan destacada como compleja. Ello es
debido a que en la modulacion postraduccional de un amplio abanico de motivos
reguladores de p53 convergen varias de las principales vias de sefalizacion relacionadas
con senescencia. De hecho, de la combinacién de las diferentes modificaciones
postraduccionales de p53 se desprende la accion de éste sobre el destino que la célula
afronta frente a un determinado estrés, dirimiendo asi entre la induccion de senescencia
o de apoptosis (Childs, Baker et al. 2014). En un primer momento, p53 fue descrito como
un mediador molecular crucial para la induccién de apoptosis en respuesta al estrés
celular. Sin embargo, dependiendo de la intensidad o la clase de estresor, p53 es capaz
de modular ademas genes relacionados con homeostasis, inhibicidn del ciclo celular
transitoria e, incluso, senescencia celular (Murray-Zmijewski, Slee et al. 2008). De hecho,
el rol principal de p53 en senescencia es la induccion de la expresion de p21, mediador
clave de la inhibicion del ciclo celular (Rufini, Tucci et al. 2013). La intrincada labor de p53
en senescencia se adivina tras la descripcidn del papel que interpreta en cuanto a la
modulacién del SASP inflamatorio, el cual aparece aumentado tanto en células cuya
actividad de p53 es inhibida (Coppe, Patil et al. 2008) como en un modelo murino de
reprogramming que posee un alelo nulo para este gen (Mosteiro, Pantoja et al. 2016). De
acuerdo con este rol controvertido en referencia al SASP, ciertas evidencias senalan que
p53 es capaz de influir sobre la sefializacidén metabdlica de las células a nivel de AMPK 'y
PTEN, promoviendo por tanto la inhibicién de la via PISBK-AKT-mTOR (Feng, Hu et al.
2007) cuya implicacion en la induccién del SASP inflamatorio ha sido recientemente
descrita (Herranz, Gallage et al. 2015). No obstante, en un contexto de dafio hepatico, la
ausencia de p53 es suficiente para evadir la respuesta de senescencia en las células
esteladas del higado, conduciendo a un defecto en la secrecibn de mediadores
inflamatorios necesarios para evitar la fibrosis hepatica tales como IL6 o ICAM1
(Lujambio, Akkari et al. 2013).

Tanto la sefializaciéon de respuesta a dafo al DNA como p38 MAPK son capaces de
activar p53 mediante la fosforilacion de la serina 15 (Saito, Goodarzi et al. 2002) y de las
serinas 33 y 37 (Bulavin, Saito et al. 1999), respectivamente. Ademas, la induccién de

p14ARF es capaz de incrementar los niveles de p53 mediante el secuestro de su



ubiquitin ligasa MDM2 (Kim and Sharpless 2006). Recientemente se han descrito otras
formas para regular la funcion de p53 en senescencia como, por ejemplo, el control de su
localizacion celular por parte de FOXO4 (Baar, Brandt et al. 2017). En senescencia, p53
requiere de interaccion con FOXO4 para favorecer su funcibn como factor de
transcripcion de genes pro-supervivencia y pro-senescencia. Por citar un ejemplo
esencial, el gen a partir del que se transcribe p21 posee motivos de regulacion
transcripcional de p53 y FOXO4, sehalando que la accidon coordinada de ambos factores
de transcripcion es requerida para la correcta induccion del mRNA en cuestidon. Sin
embargo, cuando esta interaccidn no se lleva a cabo, p53 desencadena apoptosis a
través de la transcripcion de otro tipo de genes como PUMA, BAX o NOXA, o bien a
través de su accion directa sobre los mecanismos de muerte celular (Fridman and Lowe
2003).

Por tanto, p53 se presenta como un efector central de la inmediata inhibicion del ciclo
celular que se establece en senescencia. Sin embargo, hechos controvertidos como su
papel inhibitorio del SASP inflamatorio dan visos de la todavia somera descripcion de la

labor que p53 lleva a cabo en las células senescentes.

p38 MAPK

La via p38 es una de las vias de sefalizacion de las llamadas MAPK (Mitogen-activated
protein kinase), compuestas, ademas, por las vias ERK y JNK. La familia de quinasas
p38, también denominadas SAPK (Stress-activated protein kinase) esta compuesta por
cuatro isoformas: alpha, beta, delta y gamma. Estas isoformas difieren en expresiéon a
través de los diferentes tipos celulares, en las quinasas responsables de su activacion y
en las consecuencias a nivel molecular de dichas activaciones. Como en otras cascadas
de sefalizacién, la via de p38 requiere de la activacién escalonada de MAPK quinasas
quinasas en primer término (MAPK3Ks como MTK1, MLK2, MLK3, DLK, ASK1 o TAK1), y
de MAPK quinasas en segundo lugar (MKKs como MKK3, MKK4 o MKKG). Estas ultimas
activan directamente p38 mediante fosforilaciones que dependen de tipo celular y de
estimulo inductor (Cuadrado and Nebreda 2010). No obstante, la activacion de p38 de
manera independiente de las MKKs ha sido también observada en varios contextos
celulares (Ashwell 2006). Tras la induccion, la actividad de p38 es negativamente

regulada por fosfatasas como MKP1, MKP4 o MKP5, ademas de otras como PP2C o
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WIP1. Por otro lado, numerosas serina-treonina quinasas, factores de transcripcién y
reguladores de ciclo celular han sido identificados como dianas moleculares que median

la accidén de p38 sobre el statu quo celular (Shi and Gaestel 2002).

Growth U Environmental Inflammatory

factors stress cytokines

Figura 12. Diagrama descriptivo de la via p38 MAPK. Se muestran en este esquema tanto los
distintos inductores de la via como los elementos que forman parte de la misma, las MAP3Ks,
MAP2Ks y MAPKs, asi como sus sustratos moleculares que determinan el efecto sobre la célula.
Obtenido de (Cuadrado and Nebreda 2010).

La implicacién de la via p38 MAPK en la senescencia celular fue puesta de manifiesto por
primera vez al ser observada como efecto colateral de la hiperactivacion de la via RAS
asociada a la senescencia inducida por oncogenes (Wang, Chen et al. 2002). De hecho,
en dicha publicacién se relata como, de ser inhibida la via p38, la senescencia inducida
por RAS no se lleva a cabo, desvelando asi el papel esencial que p38 interpreta en la
respuesta celular frente a la sefializacion aberrante en este tipo de senescencia. Este rol
concreto de p38 en OIS pasa por la activacion que se da en las MKKs 3 y 6 a
consecuencia de la induccion de ERK, situada bajo el control del eje RAS-RAF-MEK

(lwasa, Han et al. 2003). El exceso de sefalizacién de ERK conduce a la activacién de
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las MKKs no mediante una modulaciéon directa de la via p38, sino a través del aumento
de produccién de ROS que conlleva tal exceso de actividad mitogénica (Colavitti and
Finkel 2005). Dicha conexion entre las vias ERK y p38 a través de la produccion de ROS
requiere, en parte, de la accién de las oxidasas Nox1 y Nox4 (Kodama, Kato et al. 2013).
No obstante, un fendmeno que enlaza dos vias cruciales para la senescencia, ERK y
p38, requiere de una caracterizacion mas profunda de los recursos moleculares utilizados
por la célula para el acoplamiento de estas dos vias de sefalizacién. Ademas, los nexos
descritos se dan en casos y tipos celulares concretos, como sucede para Nox1 y Nox4 en
células REF52 y TIG-3 o para MINK en células epiteliales de ovario, por lo que
actualmente se carece del conocimiento de mecanismos mas generales suficientemente
detallados que establezcan una relacion mas robusta entre ERK, ROS y p38 en

senescencia.
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Figura 13. Representacion de los elementos moleculares sobre los que la via p38 tiene un
papel en la senescencia. En la figura se muestran, ademas del principal inductor, el estrés
oxidativo, las proteinas sobre las que p38 ejerce un control ya demostrado en la senescencia
celular.
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El hecho de que la expresion forzada de mutantes constitutivamente activos de MKK3 y 6
cause senescencia y de que la adicion de un inhibidor de p38 denominado SB203580
evite la induccion de OIS situan a p38 en un lugar central de la respuesta celular al estrés
causado por activacion oncogénica (Han and Sun 2007). Con los conocimientos
desarrollados en torno a la senescencia celular de manera posterior al estudio de p38 en
OIS, el papel de esta via adquiere una relevancia incluso mayor dado que ha sido
identificada como activada por todos los inductores de senescencia celular. Tanto el
estrés oxidativo (Barascu, Le Chalony et al. 2012) como el dano al DNA (Raman, Earnest
et al. 2007) que se producen como consecuencia de la activacion de oncogenes son
estimulos que convergen en el incremento de la actividad de p38. También, otros
elementos de la via como la quinasa Mnk1, que también depende de ERK, incrementa su
actividad en senescencia (Ziaei, Shimada et al. 2012). Incluso, en situaciones en las que
la senescencia es controlada de manera paracrina mediante TGFbeta (Acosta, Banito et
al. 2013) p38 puede aparecer como elemento relevante debido a la estrecha relacion
molecular que mantiene con esta via (Yu, Hebert et al. 2002). De hecho, el eje que
comprende a p53/p21, ROS, p38 y TGFbeta ha sido desvelado como una de las rutas
clave de retroalimentacién positiva para el establecimiento y la persistencia de la
senescencia celular (Passos, Nelson et al. 2010). Por tanto, obviando la relacion
jerarquica existente entre todos los estimulos inductores de senescencia, p38 aparece

como mediador clave de todos ellos.

Varios estudios situan a p38 como regulador directo de diversos eventos relacionados
con las caracteristicas clasicas manifestadas por las células senescentes. En primer
lugar, la activacién de p38 modula post-traduccionalmente a p53, influyendo de manera
directa o indirecta en éste mediante fosforilaciones en diversos residuos de serina
relevantes para la funcion de p53 en senescencia (Sun, Yoshizuka et al. 2007). No
obstante, a su vez, p53 es capaz de controlar el nivel de activaciéon de p38 por medio de
la induccion de WIP1, indicando la necesidad de una cierta contencion de la actividad de
p38 en funcion de los requerimientos de la célula (Takekawa, Adachi et al. 2000). De
hecho, existe un considerable numero de estudios que sefialan, por ejemplo, la
intervencién de WIP1 en un sentido contrario a la induccién de senescencia por la
cooperacion de p53 y p38 (Sakai, Fujigaki et al. 2014), la oposicion de esta fosfatasa a la
induccién de p16INK4a por parte de p38 en tumores mamarios (Bulavin, Phillips et al.
2004), e incluso la contraposicion de WIP1 a la induccién de la via NFkB derivada de la

activacién de p38 (Chew, Biswas et al. 2009). No obstante, la jerarquia y la relevancia
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mecanistica entre WIP1, p53 y p38 en senescencia celular es un asunto que todavia esta
por desvelar. Aunque no entre en gran detalle, existe ya un estudio que muestra la
relevancia de la via p38 en la expresion de diversos inhibidores de ciclo en varios tejidos
envejecidos que correlacionan, ademas, con la disminucién de los niveles de WIP1 en los
mismos (Wong, Le Guezennec et al. 2009), hecho que insinua la importancia que puede
guardar la relacion entre las proteinas citadas en procesos relacionados con la

senescencia.

Por otro lado, p38 es capaz de regular la expresion del locus INK4a/ARF mediante la
fosforilacién inactivadora de HBP1, que ejerce como represor transcripcional de dicho
locus (Xiu, Kim et al. 2003), la activacion de Msk1, que ejerce control epigenético de la
expresion del locus (Culerrier, Carraz et al. 2016) o la inhibicion de la unién a cromatina
del componente represor Polycomb BMI1 (Voncken, Niessen et al. 2005). Un estudio
reciente habla, incluso, de la influencia directa de p38 sobre el estado post-traduccional
de RB (Gubern, Joaquin et al. 2016). Aunque se hayan demostrado de manera algo
preliminar, existen elementos moleculares relacionados con esta via que se han
desvelado relevantes para la inhibicion del ciclo implementada en senescencia como, por
ejemplo, el control del factor de transcripcion Sp1 por parte de p38 (Wu, Xue et al. 2007).
Sin embargo, el hecho de que p38 sea activado también en la inhibicion por contacto de
la proliferacion celular (Faust, Dolado et al. 2005) indica que la regulacion de la expresion
de inhibidores de ciclo por parte de esta via requiere de elementos adicionales, y todavia
inexplorados, que desencadenen una induccion irreversible con tal de establecer

senescencia (Sun 2014).

En cuanto al SASP, p38 ha sido caracterizado como un potenciador necesario de la via
NFkB que actua independientemente de la sefalizacion de dafo al DNA para la
produccion del SASP inflamatorio (Freund, Patil et al. 2011). Pese a que en el citado
trabajo la induccion forzada de p38 mediante MKK3/6 constitutivamente activa es capaz
de conducir a la célula a la produccion de citoquinas como IL6 e IL8, una reduccion de la
activacion de p38 a niveles acordes a lo que acaece en una senescencia canonica
sugiere la necesidad de confluencia de varias vias reguladoras del SASP inflamatorio
para la produccion efectiva de éste. Ademas, en relacion a este tipo de SASP, p38
colabora con mTOR puesto que, mediante 4EBP1, mTOR regula los niveles de MK2,
quinasa directamente regulada por p38 que controla los niveles de mRNA de

componentes del SASP inflamatorio (Herranz, Gallage et al. 2015). Recientemente, la via
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Notch ha sido descrita como crucial para la regulacion en cuanto a la dindmica temporal
de induccion del SASP (Hoare, Ito et al. 2016). En un primer momento, en la OIS, se
induce la via Notch y se produce la secrecion de factores de SASP cuyo elemento central
es TGFbeta. Posteriormente, este tipo de SASP da paso al de cariz inflamatorio centrado
en citoquinas como IL6 e IL8 (lto, Hoare et al. 2017). Pese a que la relacion directa no
esta descrita de manera concreta, la regulacion de la activacion de Notch por p38 en un
contexto de senescencia (Weijzen, Rizzo et al. 2002) permite especular sobre la
importancia de esta via en la variaciéon del contenido del SASP en un sentido temporal. El
control de p38 sobre fendmenos que son excluyentes en la senescencia, como los dos
SASPs citados, puede ser explicado, por ejemplo, por la variacion en los niveles de
activacion que se dan en la via al comparar una etapa de senescencia temprana con una
tardia, siendo sustancialmente mayores en esta ultima fase de la respuesta senescente
(Freund, Patil et al. 2011). Incluso, dado que aparece intimamente relacionada, cuando
no implicada directamente, con todos los tipos de senescencia descritos hasta la fecha, la
via p38 se presume como relevante en la modulacién del fenotipo de senescencia
implementado por la célula en funcion del contexto en que ésta se presenta, pudiendo
ejercer de elemento de control central dependiente de la comparecencia de otras vias

adyacentes que terminen de definir la respuesta senescente en cada situacion.

AKT - mTOR

Este eje regulador crucial del metabolismo anabdlico celular, compuesto por la diana
molecular de la rapamicina (mammalian target of rapamycin, mTOR) y PI3K-AKT, ha sido
descrito en gran numero de publicaciones como una de las vias activadas en la
senescencia causada por todos los tipos de inductores clasicos (Blagosklonny 2012). De
hecho, mas alla de la activacién aberrante de PI3K-AKT que se presupone de la
sefnalizacion constitutiva de Ras en OIS, AKT se activa tras la produccion de dano al DNA
(Viniegra, Martinez et al. 2005) y es un mediador clave de la transmision de dicha senal
de estrés a la via ERK que permite que las células sobrevivan con niveles de dafio como
los que inducen senescencia en lugar de apoptosis (Khalil, Morgan et al. 2011).
Adicionalmente, a este nivel de la via AKT-mTOR, la delecién del regulador negativo
PTEN es capaz de inducir un tipo de senescencia celular que no esta mediada por la
induccion de DDR (Alimonti, Nardella et al. 2010).

89



Las células senescentes, debido a su caracter secretor, requieren de una elevada
sintesis proteica que puede explicar la dependencia de éstas de la via mTOR. De hecho,
se ha descrito como en células a las que se les ha inducido senescencia con tratamientos
quimioterapéuticos el indice de incorporaciéon de metionina marcada se ve incrementado
(Dorr, Yu et al. 2013). También, una de las caracteristicas que manifiestan las células
senescentes es un incremento en su tamafo que puede estar reflejando el
desacoplamiento de las vias de crecimiento anabdlico como mTOR vy el ciclo celular
(Demidenko and Blagosklonny 2009).

Como anteriormente ya se ha relatado, mTOR es capaz de influir sobre el SASP
inflamatorio mediante la regulacion de los niveles de traduccién tanto de la IL1a (Laberge,
Sun et al. 2015) como de la quinasa dependiente de p38 MK2 (Herranz, Gallage et al.
2015). Este ultimo estudio se basa en el analisis del fenotipo secretor de las células
senescentes tras la adicion de reconocidos inhibidores de la via mTOR como la
rapamicina. No obstante, generalmente, la disminuciéon en la secreciéon de factores del
SASP se acompafia de un defecto en la induccién de los inhibidores de ciclo clasicos de
senescencia como p16INK4a o p21 suficiente para la evasion de senescencia inducida
por reprogramming con OSKM (Aarts, Georgilis et al. 2017) pero incapaz de revertir su
freno proliferativo en OIS (Herranz, Gallage et al. 2015). Tal refuerzo de la capacidad de
mTOR de inducir la inhibicién del ciclo celular se deriva, principalmente al menos, de la
necesidad celular de activacion de esta via para mantener un soporte metabdlico a la
produccion de todos los tipos de SASP, tanto el temprano asociado a TGFbeta (Aarts,
Georgilis et al. 2017) como el tardio dependiente de NFkB (Herranz, Gallage et al. 2015).
Por otro lado, la via mTOR puede servir de enlace entre la sefalizacion DDR activadora
de AKT vy la producciéon aumentada de mitocondrias, y por consiguiente de ROS, a través

del incremento de PGC1b (Correia-Melo, Marques et al. 2016).

Sin embargo, pese al soporte que la sehalizacion de mTOR proporciona a la expresion
de los inhibidores de ciclo, esta via parece guardar un mayor nivel de trascendencia para
la faceta secretora de las células senescentes. Apuntando en esta direccidon, existen
estudios que senalan como el uso de farmacos que inhiben mTOR tanto de manera
directa, siendo la rapamicina el ejemplo por antonomasia (Laberge, Sun et al. 2015),
como de manera indirecta al referirnos al activador molecular de AMPK, la metformina
(Moiseeva, Deschenes-Simard et al. 2013), son capaces de entorpecer la secrecion del
SASP.
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Figura 14. La via PI3BK-AKT-mTOR y su papel en la senescencia celular. En el esquema se
muestran los distintos activadores directos de AKT-mTOR en senescencia y sus consecuencias
moleculares, relevantes para las distintas caracteristicas de las células senescentes.

NFkB

Varias de las vias ya desglosadas, como DDR, mTOR o p38 son capaces de inducir o
potenciar NFKB, promoviendo en ultimo término la produccion del SASP inflamatorio, uno
de los principales fenotipos que manifiestan las células senescentes (Chien, Scuoppo et
al. 2011). Esta activacion de NFkB y CEBPbeta es capaz de desencadenar el
establecimiento de un loop autocrino y paracrino iniciado por IL1 que conlleva la

secrecion amplificada de IL6 e IL8 (Kuilman, Michaloglou et al. 2008).

Los complejos de NFkB involucran la dimerizacion de cinco miembros: p65 (RelA), RelB,
c-Rel, p50/p105 y p52/p100, siendo la composicion candnica el dimero p50 y p65
(Hoffmann and Baltimore 2006). Esta via se mantiene inactiva hasta que se produce la

disgregacion entre los elementos inactivadores |kB y la subunidad con actividad
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transcripcional p65, permitiendo asi la interaccion de esta ultima con p50 y la posterior

translocacioén al nucleo de la célula (Wan and Lenardo 2009).

La relevancia de esta via para el control del SASP es tal que se responsabiliza de la
correcta secrecion de en torno al 75% del compendio de factores producidos por las
células senescentes (Davalos, Coppe et al. 2010). Por ello, requiere de multiples
elementos de control adyacentes que modulan el espectro de factores producidos en

funcién del tipo celular y el estimulo inductor (Soto-Gamez and Demaria 2017).

Resistencia a apoptosis

Esencialmente, la senescencia es una respuesta celular ante un variado catalogo de
estresores capaces de desencadenar sus procesos moleculares caracteristicos ya
desglosados. Sin embargo, cuando la magnitud de estos estresores es lo suficientemente
grande, las células favorecen una respuesta de tipo apoptética (Childs, Baker et al.
2014). Dilucidar los mecanismos de los que se sirven las células para dirimir la respuesta
frente a un determinado estrés se presume esencial de cara a un necesario

entendimiento de la relacién entre los fendmenos de senescencia y apoptosis.

Como ya se ha comentado, vias de sefializacidn como la respuesta al dafio en el DNA
son capaces de inducir senescencia celular (d'Adda di Fagagna, Reaper et al. 2003). Sin
embargo, dicha via de sefializacion ha sido ampliamente descrita como una de las
causas del proceso de apoptosis (Roos and Kaina 2006). Curiosamente, uno de los
principales elementos regulados por la sefializacion DDR es p53, clave tanto en
senescencia (Efeyan and Serrano 2007) como en apoptosis (Vousden and Lane 2007).
De hecho, ha sido reiteradamente descrito cémo, en funcién de la intensidad del estrés,
las células inducen senescencia en el caso de niveles bajos de estresor o apoptosis si se
trata de dosis elevadas, siempre y cuando dichos estresores superan cierto umbral. Para
este cometido, se han utilizado inductores de dafo al DNA como etopdsido (Probin,
Wang et al. 2006) o radiacion ultravioleta (Debacg-Chainiaux, Borlon et al. 2005) y se ha

evaluado el contraste de la respuesta celular a diferentes niveles de dafio.
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Figura 15. La determinacion de la magnitud del estrés recibido por la célula llevada a cabo
por p53 es capaz de decidir entre senescencia y apoptosis. En el esquema se especifica
como, a través de las modificaciones post-traduccionales de p53, la célula es capaz de activar
programas de senescencia o apoptosis en funcion del nivel de dafio recibido.

De manera similar a los agentes lesivos del DNA, el estrés oxidativo manifiesta esta
caracteristica de dependencia de dosis en cuanto a la induccidon de senescencia o
apoptosis en fibroblastos como las IMR90. En estas aproximaciones experimentales, la
induccién de estrés oxidativo en fibroblastos produce un mosaico de células que inducen
senescencia o apoptosis en funcién del estrés recibido. Al analizar los niveles de p53 en
cada uno de los casos, se observa como aquellas condenadas a muerte apoptética se
expresa casi el doble que en las que implementan senescencia (Chen, Liu et al. 2000).
Por tanto, los inputs que recibe p53 en funcion del estrés utilizado parecen ser
determinantes para el destino de la célula y ello conduce a que una revision exhaustiva
de las vias de sefializacién reguladoras de p53 activadas en cada caso adquiera gran
relevancia. De hecho, en un modelo de ratén cuyo p53 tiene una capacidad deficiente de
induccién de la respuesta apoptotica al albergar la mutacion R172P, la acumulacion de
células senescentes en el organismo se produce de forma prematura y conduce a la
aparicion de enfermedades asociadas a la edad como la diabetes tipo 2 (Tavana, Puebla-
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Osorio et al. 2010), sugiriendo la capacidad de p53 de influir sobre la aparicién del
envejecimiento en funcion de su mediacidon entre las respuestas de apoptosis y

senescencia.

Senescence
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Normal cell + Akt, p38, ERK .
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> elements such as

PUMA, NOXA
Apoptosis

High p53 activity
Activation of
stress JNK >
High stress pathway

Figura 16. Resumen grafico de las vias activadas por la célula en funcién del estrés. En
este esquema podemos observar como a niveles bajos de estresor se activan vias de
supervivencia y de senescencia como AKT, p38 o ERK mientras que, en casos de dafio elevado,
las células no son capaces de activarlas y la accion de p53 se dirige hacia la induccidon de
apoptosis.

A este respecto, tanto las vias de supervivencia asociadas a senescencia como las de
muerte apoptética son capaces de regular a p53 y de ser, a su vez, moduladas por éste.
Esta proteina, tan célebre como compleja, posee un gran numero de reguladores que
pueden influir en un amplio abanico de modificaciones post-traduccionales hacen
discernir a este factor de transcripcion entre la induccién de apoptosis 0 senescencia
(Webley, Bond et al. 2000). Por ejemplo, residuos de p53 acetilables como la lisina 117
son capaces de determinar la preferencia de la proteina por la induccion de PUMA o
NOXA en lugar de p21 (Li, Kon et al. 2012). Existen diversos estudios que relacionan
p53 y p38 en la modulacién de la respuesta apoptética en funcion de la magnitud del
estrés ocasionado a la célula (Gong, Liu et al. 2010). En este mismo sentido, ciertas
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serinas de p53 pueden ser reguladas por p38, favoreciendo asi la expresion de p21
necesaria para la senescencia en gran variedad de contextos celulares en que se
presenta (Sun, Yoshizuka et al. 2007, Xu, Li et al. 2014). Este inhibidor de ciclo ha sido
recientemente sefialado como crucial para el mantenimiento de la viabilidad celular bajo
la sefalizacion persistente de dafno al DNA caracteristica de senescencia a través de la
contencion en cuanto a los niveles de activacion de esta via asi como, simultaneamente,
mediante la inhibicion de JNK (Yosef, Pilpel et al. 2017). En este sentido, resulta
relevante sefalar como el balance entre p38 y JNK controla la expresion de p16INK4a en
funcién de la dosis de estresores como, por ejemplo, la doxorrubicina (Spallarossa, Altieri
et al. 2010). En fibroblastos MRC5, la induccion de la via PKC se presenta como
necesaria para el impedimento de la induccion de apoptosis por parte de p53, al parecer
a través del control de su nivel de expresién tras la accion de un estresor (Bluwstein,
Kumar et al. 2013). En cuanto a la via PI3K-AKT, las células requieren de su activacion
para el mantenimiento de la viabilidad celular, puesto que cuando dicha sehfalizacion es
deficiente aumenta la susceptibilidad a apoptosis en condiciones de estrés oxidativo
(Nogueira, Park et al. 2008). Reforzando la posibilidad de una cierta cooperacién entre
todas estas vias relacionadas con la supervivencia en ciertas circunstancias de estrés
leve o moderado, p38 es capaz de favorecer la activacion del eje mTOR-S6K (Gutierrez-
Uzquiza, Arechederra et al. 2012).

Las células senescentes, por tanto, son células que deciden hacer frente a un estrés
induciendo vias de supervivencia y resistencia a apoptosis. El sentido evolutivo de esta
dicotomia molecular reside en que la persistencia de las células senescentes
debidamente controladas favorece procesos de regeneracion o vigilancia inmune frente a
la aparicién de estresores que rompen con la homeostasis tisular como dafos celulares o
activacién de oncogenes en comparacion con el mero suicidio celular que implementan
las células apoptoticas (Childs, Baker et al. 2014). Sin embargo, el hecho de que las
células senescentes activen vias de supervivencia surge como compensacion a la
activacion de vias apoptéticas inherentes al dafio celular (Baar, Brandt et al. 2017). De
hecho, las células senescentes se situan en un delicado equilibrio sostenido por vias que
mantienen su viabilidad y evitan que caigan en la induccién de una apoptosis hacia la que
estan molecularmente orientadas mediante la induccién de genes como PUMA o BIM.
Esta caracteristica esta siendo explotada a través de la adicion de farmacos llamados
senoliticos, cuyo objetivo es eliminar preferentemente células senescentes bloqueando

sus imprescindibles soportes de viabilidad. De hecho, inhibidores de proteinas



antiapoptoticas de la familia de BCL2 (Chang, Wang et al. 2016) como BCL-XL (Yosef,
Pilpel et al. 2016), inhibidores de HSP90 (Fuhrmann-Stroissnigg, Ling et al. 2017) o un
inhibidor de la interaccion entre FOXO4 y p53 (Baar, Brandt et al. 2017) han sido
probados como efectivos para la eliminacion de células senescentes en contextos donde
ejercen un papel nocivo para el organismo, revirtiendo asi los perjuicios tisulares de los
que son responsables. Por tanto, nos encontramos ante un momento clave en que la
identificacion de posibles dianas senoliticas a través del conocimiento de las vias
especificas requeridas por las células senescentes para su supervivencia se presume
esencial para abordar problemas de salud tan relevantes como el envejecimiento (Soto-

Gamez and Demaria 2017) o el cancer (Demaria, O'Leary et al. 2017).

Existen también estudios que resultan ciertamente controvertidos en cuanto a la relacion
excluyente entre senescencia y apoptosis comentada en este apartado. Siendo mas
concretos, los dos articulos primigenios acerca de la senescencia en el desarrollo
embrionario (Munoz-Espin, Canamero et al. 2013, Storer, Mas et al. 2013), comentan
cdmo, una vez realizada la funcién morfogénica de la que hacen gala en las diversas
estructuras embrionarias, las células senescentes desaparecen por apoptosis y son
eliminadas por el sistema inmune. La entrada de las células senescentes en apoptosis en
este caso particular, resulta, cuanto menos, llamativa si consideramos todo lo expuesto
en los anteriores parrafos. No obstante, incluso en los estudios citados en estas lineas,
se especula acerca del papel antiapoptotico que protagonizaria p21 en un primer
momento, conducido por TGFbeta, mientras que al cabo de un determinado tiempo dicho
pico de expresion, al disminuir, conduciria a la induccion de apoptosis, hecho que no
sucede en otros casos mas generales de senescencia, que se sirven de otros
mecanismos de irreversibilidad que probablemente también se contrapongan a la muerte
apoptética (Storer, Mas et al. 2013). Sin embargo, para un mejor entendimiento del
proceso que nos aleje de la mera especulacion se necesitaria un estudio en mayor
profundidad de la dinamica de los distintos estimulos recibidos por las células

senescentes en este contexto especifico y un conocimiento preciso de las vias de
sefalizacion activadas en cada momento.
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Figura 17. Esquema general de las vias relevantes para la senescencia celular descritas en
la literatura. Las tres causas principales, activacion oncogénica, dafio al DNA y produccién de
ROS, intimamente relacionadas entre si, activan diferentes vias de sefializacién con el objetivo
de coordinar de manera precisa la induccién de senescencia.
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SENESCENCIA CELULAR IN VIVO

Regeneracion tisular

La senescencia, a través de su fenotipo secretor, es capaz de coordinar la reparacion
eficiente de ciertos tejidos tras la produccién de lesiones celulares en éstos. Un ejemplo
bien descrito de este papel beneficioso en cuanto a la regeneracion de tejidos dafados
se halla en la reparacién de heridas cutaneas (Jun and Lau 2010). En este primer estudio
se describié como los fibroblastos son reclutados a las zonas danadas y se diferencian
en miofibroblastos productores de matriz extracelular necesaria para la reparaciéon. La
union de dichos miofibroblastos a CCN1, una proteina de la matriz, desencadena la
induccién de senescencia celular, hecho que parece impedir la aparicion de fibrosis en el
tejido cutaneo. Ello fue corroborado por un estudio reciente que ofrece una
profundizacién en el entendimiento de la implicacidn de la senescencia en la reparaciéon
de este tipo de lesiones (Demaria, Ohtani et al. 2014). A través de un modelo murino
transgénico en el que se pueden eliminar de manera selectiva las células senescentes se
identificd cdmo la produccion de ciertos factores del SASP por éstas es necesaria para la
reparacion 6ptima del tejido cutaneo. Concretamente, se revela como la produccion de
PDGFaa por parte de células epiteliales senescentes es crucial para este proceso de
regeneracion. No obstante, la aproximacion experimental que realizan para obtener las
células senescentes del tejido danado produce un enriquecimiento en el contenido de
células epiteliales, omitiendo el rol de otros tipos celulares previamente descritos como
relevantes, como son los miofibroblastos. Este hecho oscurece la comprension de la
contribucion de los factores SASP producidos otras estirpes celulares senescentes en
este proceso. Por ejemplo, existen claras evidencias del papel de factores englobados en
el SASP en la reparacion de heridas cutaneas. Algunos como TGFbeta (Penn,
Grobbelaar et al. 2012), PAI-1 (Kortlever and Bernards 2006), FGF2 (Akita, Akino et al.
2013), FGF7 (Peng, Chen et al. 2011), VEGF (Bao, Kodra et al. 2009) o IL6 (Lin, Kondo
et al. 2003) han sido relacionados con la cicatrizacion cutanea. Sin embargo, la
implicaciéon directa de las células senescentes en la producciéon de factores de este tipo
en las heridas, asi como su causalidad sobre la mejora del proceso regenerativo son, por
el momento, hechos por desvelar. No obstante, en consonancia con la dualidad

beneficiosa-perjudicial de la senescencia celular en el organismo, la presencia nociva de
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células senescentes en heridas cronificadas ha sido repetidamente documentada
(Velarde and Demaria 2016, Wang and Dreesen 2018).

Otro paradigma del papel bienhechor de la senescencia en la regeneracion tisular es la
fibrosis hepatica (Krizhanovsky, Yon et al. 2008). En este caso, la senescencia es
inducida en las células esteladas para controlar su proliferacion a consecuencia de un
dafo hepatico, controlando asi la producciéon de matriz extracelular requerida para la
reparacion del tejido pero perjudicial cuando se genera en exceso. En ratones
poseedores de defectos genéticos en efectores clave de la senescencia, las células
esteladas contindan proliferando tras la fase inicial de dafio hepatico y terminan
favoreciendo la aparicion de fibrosis. Sin embargo, y de manera similar a los efectos
pleiotrépicos de la senescencia en cuanto al cancer, la senescencia es, a la larga, un
elemento promotor de la fibrosis hepatica severa y conduce a la aparicidn de cirrosis
(Hardy, Oakley et al. 2016).

Otro ejemplo de este tipo se da en la fibrosis renal. Pese al claramente establecido papel
nocivo (Naesens 2011) e incluso causal (Baar, Brandt et al. 2017) de las células
senescentes en esta patologia, se ha observado como, en ratones mutantes para
CDKN2A, el dano renal a consecuencia de una obstruccion de los uréteres se agrava en

comparacién con ratones normales (Wolstein, Lee et al. 2010).

Tumor supression
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Figura 18. Representacion esquematica de los distintos roles de la senescencia in vivo.
Cuando la senescencia se da de forma eficiente resulta beneficiosa en determinados contextos
como la supresion tumoral, la reparacion de tejidos o la coordinacién del desarrollo embrionario.
Sin embargo, al cronificarse en organismos envejecidos, puede favorecer el envejecimiento e,
incluso, promover la carcinogénesis.
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Cabe mencionar también la recientemente descrita habilidad de las células senescentes
para intervenir, por medio del SASP, en procesos novedosos como la desdiferenciacion
celular (Mosteiro, Pantoja et al. 2016), fendmeno de plasticidad que posee gran
relevancia en la reparacién un amplio numero de tejidos (Tata, Mou et al. 2013). No
obstante, la exposicion incontrolada y persistente a factores del SASP ofrece el efecto
opuesto, dificultando este tipo de eventos de soporte a la regeneracion tisular (Ritschka,
Storer et al. 2017).

Por tanto, como sucede en relaciéon con el cancer, la senescencia es capaz de influir
tanto de manera positiva como negativa en la reparacion de tejidos en funcién del estado
general del organismo, favoreciendo la regeneracion tisular en un contexto de
homeostasis 0 promoviendo la aparicion de patologias diversas en un entorno sistémico

descompensado.

Supresion tumoral

Otro de los efectos beneficiosos de la senescencia celular en un contexto de homeostasis
de los distintos sistemas es la contraposicién a la transformacion tumoral (Collado and
Serrano 2010). Todos los estimulos inductores clasicos de senescencia estan
relacionados con la iniciacion o progresion tumoral y la evasién de la respuesta de
supresion carcinogénica llevada a cabo por ésta es de hecho uno de los hallmarks
establecidos acerca del cancer (Hanahan and Weinberg 2011). Diversos estudios
muestran como la senescencia celular esta presente en lesiones premalignas como
adenomas de pulmon, neoplasias intraductales de pancreas o nevus melanociticos
(Collado, Gil et al. 2005) y su presencia se pierde o disminuye en sus correspondientes
estadios avanzados malignos (Collado, Blasco et al. 2007). Ademas, la asociacion entre
la supresion tumoral y la senescencia celular ha sido validada en diversos modelos
murinos de cancer como los ratones BRAF V600E, inductores de tumores pulmonares y
melanomas (Dankort, Filenova et al. 2007), y los HRAS G12V, inductores de tumores
mamarios (Sarkisian, Keister et al. 2007). En practicamente todos los modelos de
carcinogénesis, la delecién genética de CDKN2A o p53 impide la induccion de
senescencia y habilita la progresion de las lesiones premalignas a sus estadios
avanzados (He and Sharpless 2017), constatando la causalidad presente en la evasion

de la senescencia para la formacion de carcinomas.
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Figura 19. La senescencia como barrera frente a la progresiéon tumoral. Las células, al
activar ciertas vias de sefnalizacion oncogénicas, promueven el establecimiento de senescencia
para evitar la progresion del tumor a etapas mas avanzadas del cancer. Obtenido de (Collado and
Serrano 2010).

Sin embargo, no todos los casos premalignos de senescencia dependen de la correcta
funcién de p16INK4a, ARF o p53. Por ejemplo, lesiones pre-linfomagénicas producidas
por la activacion aberrante de Beta-catenina muestran una respuesta senescente estable
incluso en ausencia de p53 (Xu, Yu et al. 2008). De manera similar, aunque la deficiencia
en p16INK4a favorece la produccion de melanomas causados por BRAF V600E, ello no
sucede de forma completa puesto que algunos nevus senescentes continuan
produciéndose (Dhomen, Reis-Filho et al. 2009). Todo ello indica que existen
mecanismos redundantes para oponerse a la transformacion tumoral mas alla de los
clasicos que han sido interrogados en este tipo de estudios, apuntalando la trascendencia

de la senescencia celular en la resistencia al cancer.

En este mismo sentido, otro hecho que cabe recalcar es la existencia de terapias
anticancerigenas a través de la induccion forzada de senescencia celular en lesiones
tumorales. Moléculas como el Palbociclib (Dosil, Mirantes et al. 2017), que ejerce un

papel farmacolégico que mimetiza a los inhibidores de ciclo celular clasicos de
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senescencia, o el inhibidor de MDM2 denominado Nutlin-3a (Borthakur, Duvvuri et al.
2015), han sido recientemente caracterizados como efectivos frente a la progresiéon de
distintos tipos de tumores, siendo por ello aprobados por la FDA para ser objeto de
ensayos clinicos (Dickson 2014). El uso de un inhibidor desarrollado recientemente
contra la funcion de SHP2, una fosfatasa de tirosinas relacionada con la modulacion de
las vias de receptores tirosina quinasa, ha sido probado como efectivo contra la
progresion de un tipo de tumores mamarios (Lan, Holland et al. 2015). Dicho inhibidor
actua induciendo senescencia en éste y otros tipos de carcinomas (Chen, LaMarche et al.
2016) aunque los mecanismos precisos que emplea para este cometido requieren de una

descripcion mas detallada.

Por tanto, los mecanismos de senescencia asociada a la supresion tumoral in vivo son
tan complejos y dependientes de tipo celular como redundantes. No obstante, la
progresiva pérdida de funcion de los distintos supresores tumorales asociados a la
induccion de senescencia desencadena la carcinogénesis y la evasion de los

mecanismos de control frente a la aparicion del cancer (Rodier and Campisi 2011).

Desarrollo embrionario

Pese a que la senescencia, como respuesta a distintos estresores, parecia estar
restringida a contextos de dafio celular, el hallazgo de ésta como parte activa en
procesos de desarrollo embrionario ha sido clave para expandir el punto de vista desde el
que era observada (Munoz-Espin and Serrano 2014). Este llamativo hecho fue observado
por primera vez tras el analisis de la tincion de SAbetaGal en embriones de raton a
diferentes edades (Munoz-Espin, Canamero et al. 2013). Se observaron zonas positivas
para dicha tincion que comprendian estructuras transitorias de desarrollo como los
tubulos mesonéfricos, el saco endolinfatico, la cresta ectodérmica apical de las
extremidades, las membranas interdigitales o el tubo neural. En estos casos, la presencia
de senescencia fue corroborada con la deteccion de mas marcadores como la ausencia
de proliferacion, y la expresion de inhibidores de ciclo celular (Storer, Mas et al. 2013).
Cabe senalar que entre estos marcadores de senescencia no se pudo hallar ninguno
relacionado con dafo al DNA, indicando la posible comparecencia de este proceso de

manera ajena a esta sefalizacion DDR, necesaria para la secrecion del SASP
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inflamatorio. De hecho, al ser estudiados detalladamente los factores SASP implicados
en este tipo de senescencia embrionaria, tanto TGFbeta como algunos FGFs fueron
desvelados como cruciales para la coordinacion del desarrollo por parte de las células
senescentes, quedando apartados de este proceso factores como IL6 o IL8, hecho que

concuerda con dicha ausencia de DDR (Davalos, Coppe et al. 2010).
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Figura 20. La senescencia celular programada en el desarrollo embrionario. En
determinados procesos embrionarios de las estructuras sefialadas en la figura se ha hallado
presencia de células senescentes cuyo papel es, debido a la produccion de factores paracrinos,
el de coordinar la generacion correcta de algunas partes del embrion. Obtenido de (Munoz-Espin
and Serrano 2014).
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En cuanto a las vias responsables de este tipo de senescencia, el inhibidor de ciclo p21
muestra un papel central pese a que se intuye cierto nivel de redundancia en su funcion
con los otros inhibidores de ciclo, de manera similar a lo que sucede en la regeneracién
de heridas cutaneas (Demaria, Ohtani et al. 2014). Las vias WNT, Hedgehog v,
destacadamente, TGFbeta, PI3K-FOXO y ERK modulan la induccién de p21 y, en menor
medida, de p15 en este contexto de senescencia puesto que, tras la adicion de
inhibidores farmacolégicos de éstas, dicho proceso embrionario muestra defectos

presentes en el ratbn mutante de p21.

En este caso, las células senescentes tienen una relevancia temporal y terminan siendo
eliminadas de las estructuras embrionarias mediante la accion del sistema inmune, pese
a la ausencia de deteccion de SASP inflamatorio en este contexto de senescencia. Sin
embargo, cuando existen defectos en la induccidn de senescencia en este tipo de
estructuras, el organismo es capaz de compensar este tipo de carencias mediante la
induccion de apoptosis, proceso ampliamente establecido como esencial para el
desarrollo (Fuchs and Steller 2011). Ademas, la conexion entre senescencia y apoptosis
es un campo de la ciencia emergente (Childs, Baker et al. 2014) y determinar la relacién
entre estos procesos en desarrollo resulta fundamental para una comprensién mas
completa del fendbmeno mas alla de la actual vision compensatoria que existe a este

respecto.

Soporte a la iniciacidon y progresion tumoral

El cancer es, en la mayor parte de casos, una enfermedad asociada al envejecimiento
(Balducci and Ershler 2005). La edad es el mayor factor de riesgo para la aparicion del
cancer, aumentando de forma exponencial a partir de los 50 afos en humanos.
Evolutivamente, organismos como el humano han ido adaptandose favoreciendo
procesos celulares que son beneficiosos en edades tempranas haciendo caso omiso del
papel de éstos en un contexto de envejecimiento, dado que la presion selectiva, a lo largo
de su historia bioldgica, no se ha llevado a cabo en edades tardias (Rodriguez, Marigorta
et al. 2017). Un ejemplo de este tipo de procesos es la senescencia celular y su rol en

cuanto al cancer.
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Figura 21. La senescencia, cronificada, es capaz de favorecer la progresion tumoral. En la
imagen se muestran varios de los procesos que favorecen la disfuncion de la respuesta
senescente y que, por ello, pueden causar la aparicion y la potenciacion de tumores. Obtenido de
(Loaiza and Demaria 2016).

Conforme el tiempo hace acopio de dafios en los organismos, las células senescentes se
acumulan y ejercen de elemento impulsor del envejecimiento (Lopez-Otin, Blasco et al.
2013). Ello conlleva la secrecién persistente de miembros del elenco de factores del
SASP que son capaces de favorecer la aparicidon de neoplasias o de impulsar el caracter

maligno de las que hayan podido surgir (Rodier and Campisi 2011, Loaiza and Demaria
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2016). Concretamente, GROalpha (Yang, Rosen et al. 2006), IL6 e IL8 (Coppe, Patil et al.
2008), VEGF (Coppe, Kauser et al. 2006) o MMPs (Coppe, Desprez et al. 2010),
producidos por las células senescentes, son capaces de potenciar rasgos de las células
cancerosas como la sefalizacién proliferativa sostenida, el establecimiento de
inflamacion pro-tumoral, la angiogénesis o la activacion de procesos de invasion y
metastasis, respectivamente (Hanahan and Weinberg 2011). De hecho, la co-inyeccion
de células epiteliales y fibroblastos senescentes en ratones es capaz de producir tumores
malignos, en contraste a lo que sucede cuando los fibroblastos inyectados son normales
(Krtolica, Parrinello et al. 2001). Ademas, los fibroblastos senescentes son también
capaces de acelerar la formacién de tumores cuando son co-inyectados con células
cancerosas (Bartholomew, Volonte et al. 2009). Sin embargo, los efectos pro-tumorales
citados no dejan de ser aproximaciones experimentales simplistas en comparacion a un
contexto sistémico completo, puesto que se trata de xenotransplantes inyectados en
ratones inmunodeficientes. Colectivamente, se necesita de relaciones de causalidad
directa que establezcan de manera firme el papel promotor de tumores de la senescencia

celular.

En este sentido, estudios muy recientes comienzan a evidenciar el este rol nocivo de la
senescencia en el cancer al observar un retardo en la apariciéon de tumores al eliminar las
células senescentes en ratones envejecidos (Baker, Childs et al. 2016) y una disminucién
en la aparicion de metastasis y recidivas tumorales tras la eliminacién de células que a
causa del tratamiento con algunos quimioterapéuticos clasicos han inducido senescencia
como efecto secundario (Demaria, O'Leary et al. 2017). También, mas alla de un efecto
extrinseco causado por el SASP, y ahondando en la relacion de la senescencia celular y
el reprogramming (Mosteiro, Pantoja et al. 2016) o la desdiferenciacién (Ritschka, Storer
et al. 2017), ambos fenomenos relacionados con la adquisicion de caracteristicas de
células madre, un trabajo reciente describe cémo la induccion de senescencia por
tratamiento quimioterapéutico en las propias células tumorales promueve la aparicion de
programas transcripcionales de pluripotencia (Milanovic, Fan et al. 2018). La evasidn
posterior de los mecanismos que afianzan la senescencia celular en estas células, como
la accién de p53 o la deposicion de marcas epigenéticas represoras H3K9me3,
incrementa la agresividad en comparacién con los tumores que no han sido previamente
participes del establecimiento de una respuesta senescente. Ello indica que la terapia
inductora de senescencia en determinados tumores puede favorecer la reaparicion de los

mismos con un fenotipo de mayor desdiferenciacion, al causar la implementacion de
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perfiles transcripcionales de pluripotencia que se hallan latentes hasta que se produce la

evasion de los mecanismos de parada de ciclo celular (Milanovic, Yu et al. 2018).

Envejecimiento

El envejecimiento se define como la pérdida progresiva de funcion de los diversos tejidos
que componen el organismo a lo largo del tiempo (Flatt 2012). La investigacidn reciente
situa a la senescencia como a una de las caracteristicas clave del envejecimiento (Lopez-
Otin, Blasco et al. 2013), proponiéndola como una de las respuestas celulares
conductoras de gran parte de los fendmenos que causan un declive en la funcion
homeostatica de los diversos 6rganos y sistemas. Como cabria esperar, la pérdida de la
capacidad mitética de las células senescentes ocasiona un progresivo agotamiento en
cuanto al recambio celular necesario para la regeneracion de los tejidos dafados. No
obstante, la secrecidon de los componentes del SASP por las células senescentes modula
su entorno tisular préximo, siendo éste un aspecto clave para la potenciacion de los
efectos nocivos de la acumulacion de células senescentes en los diversos tejidos en que
se ha descrito su presencia (Childs, Durik et al. 2015). Con el paso del tiempo y la
acumulacion progresiva de dafo, el organismo franquea un cierto umbral a partir del cual
la senescencia celular se convierte en un propulsor de la repentina aceleracion con la

que el envejecimiento se manifiesta (Rodriguez, Marigorta et al. 2017).

Las caracteristicas del envejecimiento propuestas por el ya célebre articulo “Hallmarks of
Aging” de Lopez-Otin y sus colegas se estratifican en tres categorias: primarias, es decir,
aquellas causas directas a nivel molecular de la aparicion del dano celular que conduce
al envejecimiento; antagonistas, aquellas respuestas que surgen a consecuencia de los
dafios primarios; e integrativas, que mas concretamente resultan en la culminacion a
nivel fenotipico de los déficits tisulares que se manifiestan en el envejecimiento. Dentro
de dichos grupos, la senescencia juega un papel central puesto que se encuentra en el
estrato de las respuestas antagonistas. Ademas, la senescencia aparece como elemento
de respuesta a todas las causas primarias descritas y esta relacionada de manera intima

con los demas candidatos del grupo de “hallmarks” antagonistas.
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Primary

Genomic instability [l Telomere attrition |l Epigenetic alterations Loss of protestasis

hallmarks

AntagonlStlc | Mitochondrial disfunction | — _<—>| Deregulated nutrient sensing
hallmarks / \
Integratlve Stem cell exhaustion Altered intercellular communication
hallmarks

Figura 22. Imagen representativa de la relacion de los distintos hallmarks del
envejecimiento con la senescencia celular. Basandose en la descripcion realizada en la
revision que describe las caracteristicas del envejecimiento, la senescencia celular ocupa un
lugar central como respuesta que, cuando se halla descompensada, puede conducir el progresivo
deterioro del organismo.

Concretamente, las células senescentes, como ha sido desglosado en el apartado de
SASP, son capaces de influir sobre la sefalizacion a nivel metabdlico de las células del
entorno a nivel de las vias de IGF o PI3K. Incluso a nivel de la produccién de hormona
del crecimiento por parte de la glandula pituitaria, la senescencia de esta ultima ejerce un
incremento en su actividad secretora que desencadena profundos cambios a nivel de la
senalizacion de IGF en tejidos como el adiposo (Chesnokova, Zhou et al. 2013). En este
sentido, la presencia de SASP inflamatorio es capaz de entorpecer de manera indirecta la
senalizacion de IGF (O'Connor, McCusker et al. 2008) a través de la interferencia llevada
a cabo, entre otras citoquinas, por IL6 (Al-Shanti and Stewart 2012), reconocido marcador
de envejecimiento sistémico (Maggio, Guralnik et al. 2006). De manera llamativa, la
acumulacion de células expresoras de p16INK4a en grasa y en pancreas se dispara en
organismos envejecidos (Krishnamurthy, Ramsey et al. 2006). Otro hecho nada
desdenable, pese a la ausencia de datos que certifiquen la relacion directa de ambos
fendmenos, es la implicacion de farmacos relacionados con vias metabdlicas cruciales,
como la rapamicina y la metformina, tanto en la ablacién a nivel molecular del fenotipo

secretor de las células senescentes (Soto-Gamez and Demaria 2017) como en el
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incremento de la longevidad en diversos organismos (Blagosklonny 2017). Para finalizar
la inmersion en el ambito metabdlico, con la posterior demostracion de que la eliminacion
de células senescentes en edades avanzadas favorece la funcién del tejido adiposo en
ratones (Baker, Childs et al. 2016) y diversos estudios previos que apuntan en la misma
direccion (Baker, Perez-Terzic et al. 2008, Minamino, Orimo et al. 2009, Tchkonia,
Morbeck et al. 2010), se adivina la relevancia de la relacién intima de la senescencia
celular con el correcto funcionamiento del metabolismo, hecho necesario para la

homeostasis de los organismos no envejecidos.

En cuanto a otros “hallmarks”, las células senescentes son capaces de influir sobre el
agotamiento de las células madre mediante su propia extenuacion replicativa (Wagner,
Horn et al. 2008) o a través del SASP a nivel paracrino (Ritschka, Storer et al. 2017). Por
ejemplo, el incremento de uno de los factores del SASP, FGF2, es capaz de agotar la
capacidad regenerativa del tejido muscular (Chakkalakal, Jones et al. 2012). Por otro
lado, PAI1, otro de los componentes reconocidos del SASP, es capaz de promover la
degeneracion tisular que acompafa al envejecimiento al inhibir la protedlisis de la matriz
extracelular (Eren, Boe et al. 2014). Respecto a la funcién del sistema inmune en
envejecimiento, la senescencia celular puede conducir a la cronificacién de la accién del
mismo a partir de la secrecion permanente de mediadores inflamatorios presentes en el
SASP (Maggio, Guralnik et al. 2006). Este hecho favorece la disfuncion del propio
sistema inmune asi como la acumulacion progresiva de dafos sistémicos en un circulo
vicioso en que las células de la defensa son cada vez menos capaces de hacerse cargo

de ellos (Salminen, Kaarniranta et al. 2012).

Parece que el papel de la senescencia respecto al envejecimiento se deriva de una
pérdida de coordinacion sistémica tanto en su induccién como en su eliminacién de los
tejidos, siendo una cuestion que va mas alld de su mera presencia o ausencia en el
organismo (Childs, Gluscevic et al. 2017). Sistemas biolégicos como las Naked Mole Rats
(Zhao, Tyshkovskiy et al. 2018) o el raton super p53 (Garcia-Cao, Garcia-Cao et al.
2002), pese a su potenciacion en la activacidon de ciertos recursos celulares relacionados
con la induccidon de senescencia, no muestran, ni levemente siquiera, indicios de
envejecimiento acelerado, sino mas bien resistencia a enfermedades asociadas edades
tardias como el cancer. Ademas, la eliminacion eficiente de las células senescentes por
parte del sistema inmune es uno de los fendmenos que parecen perderse con el tiempo

(Lujambio 2016), hecho que concuerda con la pérdida de eficacia en la actuacion del
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sistema inmune que muestran los organismos envejecidos (Montecino-Rodriguez,
Berent-Maoz et al. 2013).

Cabe senalar que existe un paradigma perjudicial similar al de la senescencia presente
en el envejecimiento: la senescencia inducida por quimioterapia (Childs, Durik et al.
2015). Salvando el gran numero de discordancias entre ambos fendmenos, la
quimioterapia general induce, ademas de dafio gendmico causante de senescencia en
los tejidos sanos (Demaria, O'Leary et al. 2017), una disminucién de la funcién del
sistema inmune (Bracci, Schiavoni et al. 2014), siendo ambos aspectos sistémicos que se
presentan en envejecimiento.

La presencia de senescencia celular en diversas patologias relacionadas con la edad
esta viéndose incrementada a medida que la investigacion avanza en este campo. De
hecho, ha sido hallada siendo participe de enfermedades como el glaucoma (Liton,
Challa et al. 2005), la diabetes de tipo 2 (Krishnamurthy, Ramsey et al. 2006, Tavana,
Puebla-Osorio et al. 2010), la fibrosis pulmonar (Schafer, White et al. 2017), el enfisema
de este mismo tejido (Mikawa, Suzuki et al. 2018), la aterosclerosis (Childs, Baker et al.
2016), el Alzheimer (Bussian, Aziz et al. 2018) o la fibrosis/cirrosis hepatica (Kim, Chen et
al. 2013). Por ello, la descripcion precisa de los complejos mecanismos que gobiernan la
senescencia celular puede permitirnos establecer dianas terapéuticas nuevas contra un
gran numero de patologias de las que no se sospechaban intervenciones a través de la
eliminacién de células senescentes. De hecho, dichas intervenciones han sido ya
probadas como eficaces in vivo mediante el uso de herramientas transgénicas (Baker,
Childs et al. 2016), o farmacos denominados senoliticos, cuya principal diana de
eliminacidon son las células senescentes presentes en los tejidos envejecidos. De entre
los muchos descritos a dia de hoy, existen algunos entre los que se encuentran un
péptido sintético que impide la interaccion de FOX0O4 y p53 (Baar, Brandt et al. 2017), la
combinacion de Dasatinib y Quercetin (Xu, Pirtskhalava et al. 2018) que interfiere con la
actividad de receptores tirosina quinasa y la via PI3K-AKT (Zhu, Tchkonia et al. 2015),
respectivamente, o inhibidores de proteinas antiapoptdticas necesarias para la
supervivencia de células senescentes como el ABT-263 (Chang, Wang et al. 2016) o el
ABT-767 (Yosef, Pilpel et al. 2016). Sin embargo, se requiere de una mayor
profundizacion en el conocimiento de los requisitos moleculares necesarios para hacer de

las células senescentes dianas de este tipo de tratamientos, ademas de una
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caracterizacion mas exhaustiva de los efectos o dafos colaterales producidos por estas

intervenciones farmacoldgicas.

Por otro lado, el incremento de la longevidad a causa de la atenuacién de ciertas vias de
sefalizacion implicadas en senescencia, como en el caso de PISK-AKT-mTOR, bien sea
a nivel genético por la interrupcion mutacional de ciertos elementos de la via (Fontana,
Partridge et al. 2010), ambiental mediante restriccion caldrica (Mercken, Crosby et al.
2013) o farmacoldgico a través de la administracion de distintos inhibidores moleculares
(Johnson, Rabinovitch et al. 2013), sugiere que cabe la posibilidad de extender la
esperanza de vida por medio del entorpecimiento de otras vias también relacionadas con
la senescencia celular. No obstante, todavia se ha de escudrifiar de manera precisa y con
mayor detalle la intervencion de la senescencia en tal enlentecimiento de la aparicion de
la vejez tisular en aproximaciones como, por ejemplo, la restriccion calérica (Fontana,
Nehme et al. 2018), como por primera vez ha sido ya advertido en colon (Fontana,
Mitchell et al. 2018). Concretamente, dicha necesidad cientifica se deriva de que las vias
de sefalizacibn mentadas, tanto las ya demostradas (Blagosklonny 2017) como las
posibles candidatas (lto, Hirao et al. 2006), resultan también cruciales para un amplio
abanico de procesos celulares ajenos a la senescencia celular (Soto-Gamez and
Demaria 2017). Si bien, este tipo de intromisiones leves en el funcionamiento de ciertas
vias pueden significar efectos beneficiosos en cuanto al declive sistémico a largo plazo,
mientras que no tienen por qué comprometer funciones necesarias para los procesos
habituales del organismo, como ya ha sido demostrado para PI3K (Ortega-Molina, Lopez-
Guadamillas et al. 2015), NFkB (Tilstra, Robinson et al. 2012), p38 (lto, Hirao et al. 2006)
o AMPK (Martin-Montalvo, Mercken et al. 2013), pese a que en este ultimo caso se trata
de una activacion de la via y no de una atenuacion. Sin embargo, la influencia directa de
este tipo de tratamientos sobre la acumulacion de células senescentes en los tejidos

envejecidos esta todavia lejos de encontrarse suficientemente explorada.
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Objetivos
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Objetivo 1. Analizar el papel de la tirosina 53 de Spry1l en en otros contextos de

senescencia mas alla de los previamente descritos.

1.1 Analisis del papel de Spry1 en la senescencia asociada al envejecimiento.

1.2 Analisis del papel de Spry1 en la senescencia asociada a la regeneracion de

heridas.

Objetivo 2. Caracterizacion del rol de Spry1 en la senescencia en distintos modelos
celulares como los fibroblastos dérmicos de ratén o las células IMR90.

2.1 Valoracion de la induccién de la senescencia en fibroblastos provenientes de

ratones con la mutacion Y53A.

2.2 Caracterizacion de las vias de senescencia celular ejecutadas por Sprouty en
células IMR90.

2.3 Determinacion de la influencia mecanistica de Spry1 sobre la senescencia

celular mediante analisis transcriptomico.
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Materiales y Metodos
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ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Consideraciones previas

Los métodos experimentales utilizados con los animales de laboratorio que se detallan a
continuacion se han regido siguiendo las recomendaciones recogidas en las siguientes

disposiciones legales:

- Ley 5/1995, de 21 de junio, de la Generalidad de Catalufa, de proteccién de los

animales utilizados para experimentacion y para otras finalidades cientificas.
- Decreto 214/1997, de 30 de julio, que desarrolla la citada ley.

- Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los animales

utilizados para experimentacion y otros fines cientificos.

- Directiva ECC 63/2010, del 22 de septiembre, del Parlamento Europeo, sobre la

proteccion de animales utilizados con fines cientificos.

Todos los procedimientos en los que se utilizaron ratones, se realizaron bajo la
supervision del personal pertinente de nuestra institucion, respetando todas las
disposiciones legales y éticas vigentes para la manipulacion de animales de
experimentacion. Ademas, el presente trabajo ha sido aprobado por el Comité Etico de

Experimentacion Animal de la Universidad de Lleida.

Los ratones fueron alojados en instalaciones barrera, siguiendo procedimientos libres de
patdgenos en las salas de trabajo. Los animales se mantuvieron con ciclos de 12 horas

de luz/oscuridad, a una temperatura de 22°C y acceso ad libutum a agua y comida.

Ratones knockout para Spryl

Los ratones knockout para Sprouty1 (Basson, Akbulut et al. 2005) utilizados en este
trabajo fueron cedidos amablemente por el Dr. M. Albert Basson (Kings College,
Londres). La generacién de estos ratones se llevé a cabo mediante la tecnologia Cre/lox,
presentando delecionada toda la secuencia codificante del alelo de Spry1. Los
experimentos se llevaron a cabo con ratones que presentaban un fondo genético 129/
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SVJ, C57BL/6 o bien mixto (129/SVJ; C57BL/6). El fondo genético se eligié en funcion del

fondo genético del otro modelo murino con que los estuviéramos comparando.

Ratones Flpe

Estos ratones expresan recombinasa Flpe desde el locus Rosa26. Fueron generados en
el laboratorio de la Dra. Susan M. Dymecki y adquiridos de Jackson Laboratories
(Gt(ROSA)26Sortm1(FLP1)Dym).

Generacion de los ratones knockin Spryl Y53A

Los ratones knockin por la Tirosina 53 de Spry1 se generaron en nuestro laboratorio con
la colaboracion del Servicio de Transgénicos de la Universidad de Lleida y del Dr.
Joaquim Egea. En un primer momento obtuvimos la linea Spry1 Y53ANeo, derivada del
proceso de seleccion de clones con recombinacion homologa del alelo knockin y
consistente en la presencia cromosdmica de la mutacion Y53A acompafiada de una
cassette de resistencia a Neomicina. Para eliminar dicha cassette se cruzaron los ratones
Spry1 Y53ANeo/+ con ratones de la cepa Flpe y las crias que habian sufrido la escisidon
de dicha cassette se cruzaron con ratones C57BL/6 para segregar el mentado alelo. Por
otro lado, los resultados que se obtuvieron con los clones 4AD4 y 6DA1 fueron idénticos,
pero la mayoria de experimentos se han realizado con la linea proveniente del clon
4AD4.

Genotipado de ratones

Los ratones se sexan y se destetan a los 21 dias, momento en el que se procede a su
genotipado. Se obtiene una biopsia de la cola de los ratones y después se digiere con un
tampdén de genotipado que contiene 100mm Tris pH 8.5; 200mm NaCl, 5mm EDTA y
0.2% SDS y proteinasa K a 1.5 mg/mL (Sigma Aldrich). La digestion se lleva a cabo a
55°C durante 16horas en agitacidon y se precipita el DNA con etanol frio. Finalmente el



DNA se resuspende en H20 MilliQ y se procede a realizar las reacciones de PCR para

cada gen.

La delecion del alelo de Sprouty1 es confirmada mediante el programa de genotipado por
PCR que consta de 33 ciclos de 30" a 94°C, 30" a 57°C y 45" a 72°C, con un ciclo final

de 7 min a 72°C. Los primers utilizados son:

P1 (primer WT): 5-CTCAATAGGAGTGGACTGTGAAACTGC-3’
P2 (primer comun): 5-GGGAAAACCGTGTTCTAAGGAGTAGC-3
P3 (primer KO): 5-GTTCTTTGTGGCAGACACTCTTCATTC-3’

El genotipado del alelo Flpe es confirmado mediante el programa de PCR siguiente: 42
ciclos de 1' a 94°C, 2' a 58.8°C y 1' a 72°C, con un ciclo final de 10 min a 72°C. Los

primers utilizados son:
P1 (primer Fwd): 5-CACTGATATTGTAAGTAGTTTGC-3’
P2 (primer Rev): 5-CTAGTGCGAAGTAGTGATCAGG-3’

El genotipado del alelo Spry1l Y53ANeo y Spry1l Y53A es confirmado mediante el
programa de PCR siguiente: 40 ciclos de 30" a 94°C, 30" a 60°C y 45" a 72°C, con un

ciclo final de 7 min a 72°C. Los primers utilizados son:
P1 (primer Y53ANeo): 5-CTACCGGTGGATGTGGAATGTGT-3’
P2 (primer comun): 5-TATCAGCCAAGGGTTTCACTACGAG-3’

P3 (primer WT/Y53A no Neo): 5-TCTAAGAGCACCTCAGAAAGCCAGA-3’

Produccidon de heridas cutaneas

Para valorar la capacidad de cicatrizacion cutanea, dos heridas fueron producidas por
animal con un punch de biopsia de 6mm. Para ello, la espalda de cada ratén fue depilada
y desinfectada con etanol 70% previamente. Durante todo el procedimiento, los ratones

se encontraban anestesiados con 3% de isoflurano. Ademas, como medida analgésica,



los ratones fueron inyectados el dia de la produccién de la herida y el siguiente con
0.05mg/kg con buprenorfina por via subcutanea. Para la medicion de las heridas, las
imagenes fueron escaladas con la ayuda del software Imaged, permitiendo calcular el
porcentaje de herida abierta respecto al tamafo medido el dia de la produccion de la

misma.

Induccidn de senescencia con doxorrubicina

Las diferentes inducciones de senescencia producida por quimioterapia se realizaron
como ya habia sido previamente descrito (Demaria, O'Leary et al. 2017), mediante la
inyeccion intraperitoneal de una dosis de 10mg/kg de doxorrubicina, seguida de los
distintos tratamientos, administrados también por via intraperitoneal, que han
acompafado a dicha induccién (tratamiento con vehiculo, tratamiento con SB203580

5mg/kg).

Ensayo luciferasa ratén p16-3MR

Los ratones, una vez inyectados intraperitonealmente con 15ug de Xenolight RediJect
Coelentarazine h (Perkin Elmer), fueron anestesiados con 150ul de ketamina/xilacina,
cuyo efecto dura unos 40-45 minutos. 25 minutos mas tarde, los ratones fueron
introducidos, con el fin de detectar la bioluminiscencia emitida por los animales, en un

Photonimager (Biospace Lab), realizando exposiciones de 10 minutos.

Extraccidon de suero

Las extracciones de sangre de los ratones envejecidos se realizaron con el ratdén
antestesiado mediante puncion en la vena facial. La sangre obtenida se centrifugaron
durante 10 minutos a 12000rpm. El suero resultante se transfiri6 a un nuevo tubo y se

mantuvo congelado a -80°C.



CULTIVOS CELULARES

Cultivo de la linea celular HEK 293T

Las células HEK 293T son una linea celular humana de rifidn embrionario, es un buen
modelo para la sobreexpresion de proteinas intracelulares, extracelulares, secretadas o
de membrana. Es una variante de la linea celular humana del epitelio renal 293,
transformada con el gen E1A de adenovirus, que expresa el antigeno T de SV40. El
mantenimiento de esta linea celular se realiza tripsinitzando las células y luego se
centrifugan a 1000rpm durante 3 minutos y se dividen las células 1:10 o 1:15, ya que el
tiempo de duplicacion es muy rapido. Las células se mantienen en DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle medium, GIBCO Invitrogen) suplementado con 10% de Suero Fetal
Bovino inactivado, 1% de aminoacidos no esenciales (NEAA, GIBCO), 1% de Piruvato de
sodio (GIBCO) y 100ug/ml de Penicilina/Streptomicina (GIBCO) a 37°C en un atmdsfera
controlada del 5% de CO2.

Cultivo de las células IMR90

La linea IMR90 es una linea celular de fibroblastos diploide humana derivada de tejido
pulmonar de un feto de 16 semanas de una hembra caucasica. Se trata de un tipo celular
genéticamente estable vy, por ello, tiene una esperanza de vida limitada a causa de su
entrada en senescencia celular tras un cierto numero de rondas de division. Estas células
se mantienen en MEM (Modified Eagle Medium, GIBCO Invitrogen) + 2mM de Glutamina
+ 1% Aminoacidos no esenciales + 1% Piruvato de sodio + 10% de Suero Fetal Bovino +
0.5% Penicilina/Estreptomicina. Las células se dividen 1:2 casi llegadas a la confluencia y

se incuban en una atmoésfera controlada del 5% de CO2 a 37°C.

Cultivo primario de fibroblastos dérmicos de raton

Los ratones de entre 0 y 3 dias de edad se sacrifican mediante decapitacion tras haber
estado en hielo durante unos 5 minutos y se lavan con etanol 70%. A continuacion se
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corta la cola con unas tijeras para proceder a la extraccion del DNA y el posterior
genotipado de cada raton. Con unas agujas se clava el cuerpo del ratén en una placa de
silicona para las extremidades con la parte ventral hacia la placa y, con la ayuda de unas
pinzas y unas tijeras, se diseca la piel de la parte posterior. Seguidamente se coloca la
piel bien estirada en una placa de 35 mm vacia, quedando la capa dérmica en la parte de
abajo. Se afaden unos 4ml de una solucion 0.25% de tripsina (REF:15090-46, GIBCO)
en HBSS (REF:14175-053, GIBCO) a la placa y se incuba a 4°C durante toda la noche.
Es importante que las pieles floten en la solucion de tripsina. El dia siguiente se quita la
piel de la tripsina y se coloca en una placa de petri vacia, se estira y con la ayuda de
unas pinzas se separa la epidermis de la dermis empezando desde uno de los extremos
de la piel. La dermis se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente, en agitacion,
en una soluciéon 0.5mg/ml de Colagenasa IV en HBSS. Después se homogeneiza y se
disgrega a través de un strainer de 70um con la ayuda de un émbolo de jeringa. Este
homogeneizado se recoge en un tubo de 15ml donde se afiaden 8ml de medio de cultivo
(MEM + 10% FBS + 1% L-glutamina + 1% Penicilina/Estreptomicina). Se centrifuga 5
minutos a 1000 rpm, el pellet de células se resuspende en medio de cultivo, se planta en
una p100 y se deja en el incubador a 37°C y con un 5% CO2 hasta que las células

lleguen a un 90% de confluencia y se puedan dividir.

PRODUCCION DE LENTIVIRUS

Construcciones plasmidicas: generacion de vectores lentivirales de
sobreexpresion de proteinas

En el laboratorio hemos generado varias construcciones lentivirales para sobrexpresar
los distintos genes utilizados en los experimentos reportados en este estudio. Las
mutaciones que hemos utilizado son las siguientes: RasV12, Spry1, Spry2, Spry4, Spry1
Y53A, Spryl R62/R70A y Spryl R250D. La técnica utilizada para generar estas

mutaciones se conoce como Megaprimer.



Tras generar las diversas mutaciones, con el fin de obtener expresiones homogéneas,
decidimos utilizar el mismo vector lentiviral para todas ellas, denominado FUSPA. El
vector FUSPA es un vector lentiviral de sobreexpresion que contiene el promotor de la
ubiquitina C seguido de un cloning site unico (Ascl), ademas de un cassette de seleccion
de resistencia a puromicina. Todas las construcciones se generaron de forma que
contuvieran un tag HA en su extremo N-terminal. El sistema Megaprimer consiste en dos
amplificaciones por PCR separadas con primeros mutagénicos que contienen una region
de solapamiento donde se encuentra la mutacién, seguido de otra PCR adicional que
acaba fusionando los dos fragmentos obtenidos.

Los primers utilizados para generar las mutaciones son los siguientes:
Y53A:

Mutagenic Fwd CCATCAGAGGCAGCAATGAAGCCACAGAGGGACCTTCGGTAGC
Mutagenic Rev GCTACCGAAGGTCCCTCTGTGGCTTCATTGCTGCCTCTGATGG.

R62/R70A:

R62A Mutagenic Fwd GTAGCGAGAGCACCTGCTCCT,

R62A Mutagenic Rev AGGAGCAGGTGCTCTCGCTAC

R70A Mutagenic Fwd ACTGC ACCAGCACCCGAAAAG

R70A Mutagenic Rev CTTTTCGGGTCTTGGTGCAGT

R250D:

Mutagenic Fwd TGCTGCTCCGATTACCTGTGC

Mutagenic Rev GCACAGGTAATCGGAGCAGCA

Los primers comunes utilizados por todos los mutantes de Spry1 son el
BamHI-Ascl-HA-mSpry1 Fwd:

AACGGATCCGGCGCGCCATGTATCCCTATGACGTCCCGGACTATGCAGATTCCCCAA
GTCAGCATGGC

BamHI-Ascl-mSpry1 Rev:

ATCGGATCCGGCGCGCCTCATGACAGCTTGCCCTGAGC



El primer protocolo de PCR es el siguiente: 1 ciclo de 94°C durante 10 minutos, 25 ciclos
de 95°C 20 segundos, 59°C 1 minuto y 68°C 2 minutos vy, finalmente un ciclo de 72°C
durante 10 minutos. El protocolo de la reaccion de PCR que une los dos fragmentos
mutagénicos es diferente con 1 ciclo de 94°C durante 10 minutos, 36 ciclos de 94°C
durante 30 segundos, 55°C 30 segundos y 72°C 30 segundos terminando con un ciclo de
72°C de 10 minutos. Una vez realizadas estas PCRs, se corren en un gel de agarosa del
1% y se extrae banda con el kit MinElute gel Extraction Kit (QIAGEN). Los dos
fragmentos obtenidos de cada mutante se utilizan como molde y se realiza otra PCR
utilizando los primeros comunes, que uniran las dos secuencias en una que contendra la
mutacion deseada. Se vuelve a pasar por un gel de agarosa 1%, se extrae banda y se
realiza la digestion del fragmento y del vector FUSPA con Ascl (10U/ml, Biolabs) en EDTA
y buffer de digestion. La defosforilacién del vector y las ligaciones se llevaron a cabo con
el Rapid DNA Dephosphorylation and Ligation Kit de Roche. Las comprobaciones se
realizaron con EcoRI (10U/ml, Fermentas) y BstXl (10U/ml, Roche).

Para la introduccion de los vectores clonados en bacterias Stbl3 utiliza un método fisico
de transformacion mediante choque térmico. Se incuban entre 1-5ul de los productos de
ligacion con 50yl de bacterias competentes durante 20 minutos en hielo. Se lleva a cabo
un choque térmico a 42°C durante 45 segundos y se deja en hielo durante 2 minutos
mas. A continuaciéon, se afiaden 250ul de medio SOC y se incuba durante una hora a
37°C. EIl cultivo resultante se planta en placas con antibiético (LB + Ampicilina) para
seleccionar las bacterias que hayan incorporado el vector ya que este contiene la

resistencia al antibiético que le confiere la presencia de dicha construccién plasmidica.

Transformacion bacteriana

Para la introduccion de los vectores clonados en bacterias (Stbl3, BL21) se utiliza un
meétodo fisico de transformacién mediante choque térmico. 1-5ul de los productos de
ligacién se incuban durante 20 minutos en hielo con 50ul de bacterias competentes. Se
realiza un choque térmico a 420C durante 45 segundos y se deja en hielo durante 2
minutos mas. A continuacion, se anaden 250yl de medio SOC y se incuba una hora a
370C. El cultivo resultante se plaquea en placas con antibiético (LB + Ampicilina) para



seleccionar las bacterias que hayan incorporado el vector debido a que éste contiene

resistencia a antibioético.

Transduccion lentiviral

Los vectores lentivirales permiten la integracion de DNA plasmidico en el genoma de las
células que infectan, por tanto presentan la ventaja de conseguir una expresion
mantenida a lo largo del tiempo y que ésta se transmita a la descendencia. Con el fin de
realizar dicha infeccién, las células utilizadas fueron plantadas a una confluencia del
60-70% e incubadas hasta el dia siguiente con el sobrenadante que contiene las

particulas viricas.

Transfeccion y produccion de lentivirus en la linea celular HEK293T

El método de transfeccion utilizado para la linea celular 293T es el del fosfato calcico. Se
fundamenta en la formacién de precipitados insolubles de sales de calcio que atrapan el
DNA'y lo depositan en las superficies de las células, lo que las induce a endocitar dichos
precipitados, liberando asi el material genético en el interior celular. Para realizar esta
técnica se usan dos soluciones. La primera contiene el DNA plasmidico, agua y CaCl2
250mM mientras que la segunda es un buffer llamado BBS a pH 7 (concentrado a 2X),
que se deposita gota a gota sobre la primera solucion. El pH del buffer BBS es un factor

critico en el éxito del proceso de transfeccion.

Se transfecta un total de 30ug de DNA por placa de p100 con 4 millones de células,
correspondiente con los tres vectores plasmidicos que se utilizan para la produccion viral
en proporcion 1:1:1. El primero de los vectores es el que contiene la secuencia de DNA a
transferir a las células diana, es decir, el material genético que se pretende integrar. El
segundo es el vector que contiene todas las proteinas necesarias para el
empaquetamiento del virus (psPAX2). Finalmente, el tercer vector contiene todas las

secuencias que codifican para la envoltura del virus (PMD2G).

En nuestro caso, el material genético (RasV12, Spry1, Spry2, Spry4 y los distintos

mutantes de Spry1) a integrar se halla en vectores lentivirales como FUSPA.
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Un dia después de la transfeccién se cambia el medio de las células con medio completo
y se dejan incubando durante 2-3 dias mas con el fin de que las 293T tengan tiempo de
producir las particulas viricas y secretarlas al medio de cultivo. A continuacién se recogen
los sobrenadantes de las placas donde se encuentran las particulas viricas, se filtran con

filtros de 0,45um y se aplican directamente sobre las células que se quieren infectar.

ENSAYOS DE PROLIFERACION

Recuento celular mediante el sistema 3T3

Por lo que respecta a los fibroblastos dérmicos, éstos fueron sometidos a un sistema 3T3
(3-day transfer, inoculum 3x105 cells), es decir, primero se plantaron 800.000 células en
p100s y cada tres dias se replantan a la misma densidad.

Ensayo de incorporacion de Bromodeoxyuridina

La Bromodeoxyuridina (BrdU) es un nucleétido sintético analogo a la timidina que se usa
para medir la incorporacion de DNA que realiza una célula. Se afiade la BrdU en el medio
de cultivo a 4pg/ml y pasado el tiempo de incorporacion de ésta, que varia en funcién de
la linea celular, en el caso de las IMR90 y de los fibroblastos dérmicos se fijan a las 24
horas con 4% de paraformaldehido (PFA) frio durante 20 minutos, se lava con PBS y se
afiade HCI 2M durante 30 minutos a 37°C, para que el DNA se desnaturalice y el
anticuerpo contra BrdU se pueda unir. Transcurrida la media hora se afade Tetraborato
Sédico 0,1M durante 2 minutos para neutralizar el pH. Después se afiade la solucién de
bloqueo (PBS + 5% HS + 5% FBS + 0,2% glicina + 0,1 Tritébn) durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion se afiade el anticuerpo anti BrdU (Dako) 1:100
durante toda la noche, se lava y se incuba con el secundario conjugado a un fluorocromo

(Dylight, Jackson) y 0,5ug/ml de Hoechst durante 1 hora a temperatura ambiente.



Cristal violeta

Para realizar dichos ensayos, las células ya senescentes se plantan a un 50% de
confluencia y se cultivan durante una semana. Tras este periodo en el que las diferencias
de proliferacién culminan en la representacién grafica del efecto de las diferentes
condiciones sobre la induccion de senescencia, las células se lavan dos veces con PBS y
se fijan durante 15 minutos en una solucion de 4% de PFA a temperatura ambiente, se
lavan de nuevo con PBS dos veces y se incuban con una solucion de 0.1% de cristal
violeta durante 30 minutos. Tras esto, los pocillos de la placa se lavan con dos veces con

agua milliQ para eliminar el exceso de cristal violeta y se deja secar.

PCR EN TIEMPO REAL: RT-gPCR

Extraccion de RNA

La extraccion del RNA se realiza mediante Trizol, utilizando tanto células como tejidos,
previamente disgregados con bolas de metal en el propio reactivo. Después de pasar 10
veces por aguja de 20G, se extrae mediante la adicién de cloroformo la fase acuosa que
contiene el RNA, se precipita con isopropanol y se resuspende en agua RNAse-free. Se
cuantifica la concentraciéon de los RNAs obtenidos con el NanoDrop ® ND-1000 y

posteriormente los extractos se almacenan a -80°C.

Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se retrotranscriben entre 500ng y 1ug de RNA utilizando el
protocolo descrito del kit Tagman® (Applied Biosystems). Las condiciones de la reaccion
de retrotranscripcion son: 2min a 90°C (sélo el RNA), 10min a 25°C, 60min a 42°C y 5min
a 95°C. Una vez sintetizado el cDNA se puede utilizar directamente para la técnica de RT-
gPCR.



RT-gPCR

La técnica de qPCR en tiempo real utiliza un par de primers especificos para cada gen a
analizar, ademas de mix SYBR green. La amplificacion resultante de la PCR contiene la
presencia de un fluorocromo (normalmente FAM) que el termociclador ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems) lee y cuantifica. EI programa de PCR
varia en funcion de la mix utilizada. El gen de la Actina beta, ACTB, tanto humano como

de raton, fue utilizado como control de expresién de las muestras analizadas.

Una vez finalizado el protocolo de PCR, los resultados nos muestran a qué ciclo de PCR
comienza el crecimiento exponencial de sintesis de la muestra analizada, es decir la Ct
(Cycle Threshold). Por lo tanto, cuanto mas pequefia sea la Ct de un gen analizado mas
cantidad de mRNA se ha amplificado y por tanto mas niveles de expresion de este gen
hay en la muestra. La cantidad relativa de mRNA de cada gen se calcula de la siguiente
manera: deltaCt = Ct del gen diana - Ct del gen ACTB. Después se calcula la
delta(deltaCt) = deltaCt muestra - deltaCt control, donde el control seran los niveles
relativos iguales a 1. A partir de estos calculos los niveles relativos de mRNA en
comparacién al control es 2*(delta(deltaCt)). Con estos valores se calcula el valor

promedio de cada muestra por triplicado y los errores estandar.

Los primers utilizados para la deteccion de la expresion de cada gen fueron los

mostrados en la tabla 1.
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Primer ID Sequence 5' -> 3! Primer ID Sequence 5' -> 3'

Spryl F CTCTGCGGGCTAAGGAGC IL6 F AGTGAGGAACAAGCCAGAGC
Spryl R ACGCCGGCTGATCTTGC IL6 R GTCAGGGGTGGTTATTGCAT
Cdknla F TTGCCAGCAGAATAAAAGGTG ACTB F GCACAGAGCCTCGCCTT
Cdknla R TTTGCTCCTGTGCGGAAC ACTB R GTTGTCGACGACGAGCG
Actb F TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT CDKN1A F AGTCAGTTCCTTGTGGAGCC
Actb R ATGGAGGGGAATACAGCCC CDKN1AR CATGGGTTCTGACGGACAT
116 F ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC TGFB1 F CTTCCAGCCGAGGTCCTT

16 R TGATGCACTTGCAGAAAACA TGFB1 R CCCTGGACACCAACTATTGC
p19Arf F CGTGAACATGTTGTTGAGGC p16INK4a F GTTACGGTCGGAGGCCG
p19Arf R GCAGAAGAGCTGCTACGTGA p16INK4a R GTGAGAGTGGCGGGGTC
pl6inkda F | CCCAACGCCCCGAACT CDKN2B F CAGGGTCTGCGCAGTTG
pl6inkda R | GCAGAAGAGCTGCTACGTGAA CDKN2B R GAGTCAACCGTTTCGGGA
Tgfb2 F ATAAAATCGACATGCCGTCC IL1a F ACTGCCCAAGATGAAGACCA
7gfb2 R TTGTTGAGACATCAAAGCGG IL1a R CCGTGAGTTTCCCAGAAGAA
Tefbl F AGCTGGTGAAACGGAAGCG IL8 F TCCTGATTTCTGCAGCTCTGT
?gﬂol R GCGAGCCTTAGTTTGGACAGG IL8 R AAATTTGGGGTGGAAAGGTT
llI1a F AGCGCTCAAGGAGAAGACC PAI1 F ACAACAGGAGGAGAAACCCA
llla R CCAGAAGAAAATGAGGTCGG PAI1 R AGCTCCTTGTACAGATGCCG
Cxcll F CCACACTCAAGAATGGTCGC FGF2 F GGAGAAGAGCGACCCTCAC
Cxcll R TCTCCGTTACTTGGGGACAC FGF2 R AGCCAGGTAACGGTTAGCAC
Fgf2 F AGAAGAGCGACCCACACG HES1 F TCAACACGACACCGGATAAAC
?gfz R TTCATAGCAAGGTACCGGTTG HES1 R GCCGCGAGCTATCTTTCTTCA
Pdgfa F TAACACCAGCAGCGTCAAGT PUMA F GACCTCAACGCACAGTACGAG
P_dgfa R TCAATTTTGGCTTCTTCCTGA PUMA R AGGAGTCCCATGATGAGATTGT
Vim F TCCACTTTCCGTTCAAGGTC NOTCH1 F CAATGTGGATGCCGCAGTTGTG
Vim R AGAGAGAGGAAGCCGAAAGC NOTCH1 R CAGCACCTTGGCGGTCTCGTA
Cdh2 F CGTCCACCTTGAAATCTGCT BCL2L2 F GATGGTGGCCTACCTGGAGA
Cdh2 R AAGGACAGCCCCTTCTCAAT BCL2L2 R AGAGCTGTGAACTCCGCCCA
Cdkn2b F GATCCCAACGCCCTGAAC

Cdkn2b R TGGTAAGGGTGGCAGGGT

Cdknlb F GTGGACCAAATGCCTGACTC

Cdknlb R TTCTTCTGTTCTGTTGGCCC

lgfbp7 F CATCACCCAGGTCAGCAAG

I-gfbp7 R CTCAAGAACACCTTGGCACC

Hey2 F TGAAGATGCTCCAGGCTACA

Hey2 R TCTGTCAAGCACTCTCGGAA

Tabla 1. Lista de primers utilizados para la RT-qPCR. Las dos tablas muestran las secuencias
utilizadas para la amplificacion en qPCRs de genes de raton (izquierda) y de humano (derecha).
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INMUNODETECCION DE PROTEINAS

Western Blot

La extraccion de proteina se debe realizar de forma rapida y eficiente para evitar
degradaciones, mantener fosforilaciones y para que el extracto proteico represente de

manera fidedigna el estado original de las proteinas en la muestra.

Para extraer proteina de células en monocapa éstas se lavan con PBS frio antes de
procesar la muestra. En el caso de la extraccién proteica de los diversos érganos y
tejidos analizados, primero se extrae el érgano del ratén se limpia cuidadosamente y se
congela rapidamente en nitrégeno liquido, después con la ayuda de bolas metélicas se

tritura inmerso en el buffer de extraccion proteica.

En cuanto a los buffers de extraccion o lisis proteica varian en funcion de la finalidad y la
aplicaciéon que queramos otorgar a ese extracto. Nosotros basicamente utilizamos dos
buffers diferentes: uno que consiste en una soluciéon desnaturalizante y otro que contiene
una solucién que mantiene la estructura de las proteinas (no desnaturalizante, cuyo
detergente es NP-40). En el primer caso se utiliza un tampon de extraccion que contiene
Tris-HCI 62.5nM (pH 6,8) con 2% de SDS. En el segundo caso se utiliza un buffer que
contiene 1% de NP-40, 150mm NaCl, 50mm Tris pH8, 1mm EDTA, 1mm EGTA,

complementado con un coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas.

Una vez obtenidos los extractos de proteina, estos son resueltos mediante electroforesis
en geles de poli-acrilamida con SDS. Dichos geles se utilizan para separar extractos
proteicos complejos segun su peso molecular. Se preparan a partir de la solucion Acryl/
BIS TM, que contiene un 39% de acrilamida con un 1% de bis-acrilamida. La reaccion de
polimerizacion se realiza con 0,1% de TEMED (Sigma) como iniciador de la reaccion y
con persulfato de amonio (Sigma S208) al 0,05% como catalizador. Los geles estan
formados basicamente por dos partes; la parte superior (o gel apilador) donde se cargan
las muestras y se utiliza un porcentaje bajo de acrilamida (3-5%) y la parte inferior (o gel
separador) donde el porcentaje de acrilamida dependera del peso molecular de las
proteinas que queremos separar. Las muestras ya cuantificadas, mediante el kit de Lowry

Bio-Rad), se preparan afadiendo tampoén de carga 5x, compuesto por 10% SDS, 250
( prep p g p p
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mM Tris pH 6,8, 50% glicerol, 720nM de [B-mercaptoetanol y azul de bromofenol. La
electroforesis y la migracion de las proteinas se realiza a voltaje constante (150 V) con un

tampdn de migracion que contiene 25mm Tris, 1,44% glicina'y 0,1% SDS.

Una vez las proteinas estan separadas se realiza el electro-transferencia de éstas a una
membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore), gracias a una solucién de transferencia que
contiene 25 mM Tris, 192 mM glicina a pH 8,3 y se transfiere a voltaje constante
(90-100V) durante 1 hora. Una vez finaliza la transferencia, la membrana se incuba con
solucion de bloqueo que contiene TBST (20 mM Tris a pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1%
Tween 20) con 5% de albumina de suero bovino (BSA) durante una hora a temperatura

ambiente, para minimizar y reducir las hibridaciones inespecificas.

A continuacion se incuba la membrana con el anticuerpo primario indicado en cada
experimento (Tabla 2) en una solucion de TBST con 3% de BSAy 0,02% de Azida sddica,

durante toda la noche a 4°C.

Después, la membrana se lava 3 veces (3x10 minutos) con TBST y se incuba con el
anticuerpo secundario (1:10000) en una solucion de TBST durante 1 hora a temperatura

ambiente. Finalmente la membrana se lava 3 veces (3x 10 minutos) con TBST.

El anticuerpo secundario estd conjugado a una peroxidasa (HRP), y para detectarla
utilizamos unos reactivos que asocian la catalisis del agua oxigenada a la oxidacion del
luminol, dando lugar a un incremento de la quimioluminiscencia. Los reactivos utilizados
para revelar la sehal son EZ-ECL (Biological Industries) o ECL TM Advance Western
Blotting Detection Kit (Amersham Biosciences) si tenemos mucha o poca sefial
quimioluminiscente respectivamente. La membrana se analiza con el VersaDoc Imaging

system 4000 (BioRad Laboratories).
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Antibody Dilution Company Cat#/ID

Spryl (D9V6P) 1:1000 | Cell Signaling 13013

Spryl (D9V6I) 1:1000 | Cell Signaling 12993

Phospho-Akt (Ser473) 1:1000 | Cell Signaling 4060

Spry2 1:1000 | Sigma-Aldrich S1444

Beta-Actin 1:3000 | Santa Cruz Biotechnology [sc-1616
Phospho-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204) 1:2000 | Biolegend i 675502
Phospho-p38 MAPK(Thr180/Tyr182) 1:1000 | Biolegend 903501

HA 1:1000 J Roche 11867423001 (3F10)
Phospho-p70 S6 Kinase (Thr389) 1:1000 | Cell Signaling 9205
Phospho-AMPKa (Thrl72) 1:1000 | Cell Signaling 2531

p53 (DO-1) 1:1000 | Santa Cruz Biotechnology [sc-126

Phospho-p53 (Serl5) 1:1000 | Cell Signaling l 9284

Phospho-Chk1 (Ser345) 1:1000 | Cell Signaling 2348
Phospho-Mnk1 (Thr197/202) 1:1000 | Cell Signaling 2111
Phospho-MAPKAPK2 1:1000 | Santa Cruz Biotechnology Jsc-293140
Phospho-PKC zeta/lambda (Thr410/403) }1:1000 | Cell Signaling 9378

p21 1:500 Millipore 05-345

Antibody Dilution Company Cat#/ID

Rabbit IgG-HRP 1:10000 § Jackson 111-035-003

Mouse IgG-HRP | 1:10000 Jackson §115-035-003 |
Goat IgG-HRP | 1:10000 Jackson |705-035-147 |

Tabla 2. Lista de anticuerpos utilizados en Western Blot. La tabla muestra los diferentes
anticuerpos primarios (arriba) y secundarios (abajo) utilizados para la técnica de Western Blot.
Ademas, en dicha tabla se indica la dilucion utilizada, la compafia de origen y el nimero o
referencia que identifica cada anticuerpo.

Histologia y técnicas de inmunodeteccién

Los organos de los ratones se extraen del animal e inmediatamente se fijan con
paraformaldehido al 4% en PBS (pH 7.4) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente,
en funcién de la técnica histolégica que queremos llevar a cabo, se pueden seguir
protocolos diferentes. Para protocolos de Inmunohistoquimica, los tejidos se incluyen en
parafina y posteriormente se hacen secciones de 5um con un micrétomo para hacer
tinciones de Hematoxilina-Eosina (HE) con el fin de estudiar la histologia de cada tejido o
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tinciones contra antigenos especificos para el analisis de marcadores proteicos. En
cambio, para realizar protocolos de Inmunofluorescencia, los tejidos fijados se sumergen
en una soluciéon de PBS con 20% de sacarosa toda la noche a 4°C para crioproteger la
pieza extraida. Posteriormente, se incluye el tejido en OCT para congelar el material a

-80°C y poder hacer secciones de 10-12um con un criostato.

En cuanto a la inmunohistoquimica, antes de comenzar el proceso, los cortes de 5um de
parafina se secan en una estufa a 65°C durante 1h, luego se realiza un pretratamiento de
desparafinacion y rehidratacion del tejido. Posteriormente se sumergen los portaobjetos
en un buffer que contiene 50x Tris/EDTA a pH 9 a 95°C durante 20 minutos, utilizando un
aparato de pretratamiento PTLink (Dako), a fin de recuperar los antigenos enmascarados
durante la preparacién de los tejidos para la tincion (epitope retrieval). Antes de la tincion,
los cortes de parafina se incuban con 0.3% de H202 para bloquear la peroxidasa
endégena y reducir el fondo cuando utilizamos el cromdgeno. Después se hacen tres
lavados con PBS y ya podemos aplicar el anticuerpo primario durante 20-30 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente se hacen tres lavados con PBS y se aplica el
anticuerpo secundario. Si se utiliza directamente el anticuerpo secundario unido a la
peroxidasa (HRP) se incuba durante 30 minutos, en cambio si se utiliza un sistema de
amplificacion de la sefal, se incuba primero el anticuerpo unido a biotina durante 30
minutos, después se hacen tres lavados con PBS y se incuba el tejido con Streptavidina
unida a peroxidasa (HRP) durante 15 minutos, todo a temperatura ambiente. Finalmente
el fin de visualizar la reaccion se aplica el cromégeno de diaminobenzidina (DAB) y se

contra-tine con Hematoxilina para marcar los nucleos de las células del tejido analizado.

En lo relativo a la inmunofluorescencia, la hemos realizado tanto en células en cultivo
fijadas como con cortes congelados de criostato. En primer lugar se hacen tres lavados
con PBS y en el caso de la deteccién de p65 y phospho-H2AX se incuba con metanol

100% frio durante 10 minutos, con el fin de mejorar la deteccion nuclear.

Antes de aplicar el anticuerpo primario, hay que incubar las células o el corte del tejido
con solucion de bloqueo, que contiene PBS con 5% HS y 0.2% de Triton X-100 durante 1
hora a temperatura ambiente. En el caso de la caspasa-3 activada, la solucion de
bloqueo estd compuesta de 2% BSA, 2% HS y 0.1% Triton X-100 en PBS. Durante el
proceso de bloqueo se dan dos procesos, por un lado el Triton permeabiliza las

membranas de las células, lo que permitira el acceso de los anticuerpos y la unién a sus



antigenos especificos y por la otra, gracias al suero de caballo (HS) se bloquean los sitios

de unién inespecificos.

El anticuerpo primario requerido (Tabla 3) se incuba toda la noche a 4°C. Después de tres
lavados con PBS se incuba con el anticuerpo secundario (Tabla 3) unido al fluorocromo
acompanado de DAPI durante 2 horas a temperatura ambiente. Al terminar se hacen tres
lavados de 10 minutos con PBS y, una vez montadas, ya se pueden observar y analizar
las muestras al microscopio 6ptico invertido de epifluorescencia Olympus 1X70 o bien al

microscopio confocal Olympus FV-1000.

Antibody Dilution Company Cat#/ID
Phospho-H2AX (Ser139) 1:100 Biolegend 613402
BrdU 1:100 Dako- MO0744

p65 1:100 Santa Cruz Biotechnology sc-372
Cleaved Caspase-3 1:100 Cell Signaling ) 9661
Antibody Dilution Company Cat#/1D
Mouse IgG Dylight488 1:500 Jackson 715-485-150
Rabbit IgG Dylight488 1:500 Jackson 711-485-152
Mouse IgG Dylight594 1:500 Jackson 715-515-150
Rabbit IgG Dylight594 1:500 Jackson 711-515-152
Rat 1gG Dylight594 1:500 Jackson 712-515-150

Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia. Las tablas mostradas
indican los anticuerpos primarios (arriba) y secundarios (abajo) utilizados en esta serie de
procedimientos.

Actividad Beta-galactosidasa asociada a la senescencia

Para analizar la actividad B-galactosidasa asociada a la senescencia celular utilizamos
tanto células en cultivo como secciones de tejido en OCT fijadas con un buffer de PBS
con 0.5% de glutaraldehido o PFA al 4%, respectivamente. En primer lugar, tanto en el
caso de las células en cultivo como en las secciones de tejido se llevd a cabo una

incubacion de 10 minutos en un buffer que contiene PBS con 2Mm de MgCI2 y
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seguidamente se incuban a 370C con la solucién de tincion, compuesta por 1mg/ml X-
Gal (Sigma), 5Mm K3Fe (CN) 6, 5Mm K4Fe (CN) 6 y 2Mm MgCI2 en un buffer de PBS a
pH 6. El tiempo de incubacion varia en funcién del tipo celular analizado, de ahi que los
tiempos pueden oscilar entre las 2 y las 16 horas. El pH de la reacciéon es muy critico ya
que la actividad B-galactosidasa de los lisosomas sélo es activa a dicho pH levemente
acido. Para poder comparar las muestras analizadas, el ensayo se llevo a cabo con todas

las muestras simultaneamente.

ANALISIS TRANSCRIPTOMICO

Obtencidon de las muestras

Las muestras, triplicados obtenidos de animales diferentes de los genotipos indicados a
dia 14 post-extraccion, en el inicio de la senescencia por tanto, fueron extraidas, con el
fin de preservar el RNA resultante en condiciones 6ptimas, mediante RNAeasy mini kit

(Qiagen) una vez pelleteadas las células de cada condicién.

Analisis de los datos mediante Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)

Siguiendo las directrices del tutorial proporcionado por los desarrolladores de la
aplicacion GSEA, los datos obtenidos en el microarray no fueron filtrados y los valores de
expresion utilizados en la aplicacion no se introdujeron en escala logaritmica en base 2
(Subramanian, Tamayo et al. 2005). Todos los gene sets mostrados en este trabajo tienen
los valores estadisticos pertinentes para ser considerados como significativamente

asociados a una de las condiciones (P < 0.05; FDR < 0.25).

Heatmaps de expresion de genes seleccionados

Los datos de expresion de los genes mostrados en diversos heatmaps fueron obtenidos
del microarray, siendo introducidos en este caso en la escala logaritmica en base 2

proporcionada por el propio experimento.
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La mutacion Y53A desvela la relevancia de Spryl en la senescencia celular
relacionada con el envejecimiento

Mas alla de los ambitos de senescencia necesitados de la funcidon de Spry1 previamente
observados en nuestro grupo, el cancer (Macia, Gallel et al. 2012) y el desarrollo
embrionario, decidimos valorar la relevancia de Spry1 en senescencia analizando otros
contextos donde ésta resulta nociva para el organismo, como en el caso del
envejecimiento (McHugh and Gil 2017) o en el de la senescencia inducida por tratamiento
con quimioterapia (Demaria, O'Leary et al. 2017). Para ello, dejamos envejecer 5 ratones
Spry1 WT y 5 ratones Spry1 Y53A/+, estando estos ultimos siempre carentes de los
defectos del desarrollo que en cierto porcentaje presentan, durante 18 meses, edad a la
que los efectos de la senescencia asociada al envejecimiento son suficientemente
mensurables (Childs, Durik et al. 2015). Cuando comparamos ambos genotipos, a simple
vista se pueden observar varios de los signos de la aparicion del envejecimiento (Figura
23A) como caquexia o aparicion de zonas de menor densidad o blanqueamiento de pelo
(Lopez-Otin, Blasco et al. 2013) solamente observadas en el genotipo Spry1 WT. Para
cerciorarnos de la relaciéon de la senescencia celular con las diferencias mostradas entre
ambos genotipos, comparamos la expresion de varios genes ya descritos como
marcadores de senescencia (Figura 23B) como p16 INK4a, p21 o IL6 en tejidos como el
pulmoén (Baker, Wijshake et al. 2011) entre ratones de ambos genotipos a 3 y a 18 meses
de edad. Mientras que la expresion de los tres marcadores no es diferente entre
genotipos a los 3 meses en el tejido pulmonar, al situarnos en los 18 meses de edad se
pueden observar diferencias significativas en los genes interrogados, existiendo una
disminucion de la induccion de todos ellos en los ratones Y53A/+. Ademas, el marcador
beta-galactosidasa asociada a la senescencia (Figura 23C) aparecié en menor medida en
los pulmones de los ratones Y53A/+ al compararlos con los ratones Spry1 WT. Por otro
lado, los defectos en la induccion de la senescencia asociada al envejecimiento natural
de los ratones Y53A/+ no parece promover la aparicion de tumores en los animales que
albergan una copia de la mutacion (Figura 23D). De hecho, en ambos genotipos,
solamente 2 animales de 7 fueron sacrificados a causa del surgimiento de neoplasias,
proporciones que se acercan a las de la incidencia natural de tumores en ratones de

laboratorio (Pompei, Polkanov et al. 2001).

141



4 * %
mM
. 35
oo
- £ s
© £ 25
2 2
= g
o g 15
S o
0 z 1
— =
< 05
0 4
p16 INK4a
Cc Lungs
Spryl WT Spryl YS53A/+
SA-BetaGal
staining

DAPI

40 -
35 -
30 -
25
20 -
15

10 4

SA-BetaGal positive (%)

Only considering death by
1101 tumors

Percent survival

Figura 23. La mutacion de la tirosina 53 de Spry1 entorpece la inducciéon de senescencia
celular en un contexto de envejecimiento. En la figura se muestra una imagen (A)
representativa (n=5) donde se observan las diferencias en cuanto al aspecto de los ratones WT y
los mutantes de Spry1 en referencia a la caquexia y la presencia de blanqueamiento de pelo. El
analisis por RT-gPCR de la expresion de los marcadores de senescencia mostrados (B) muestra
las diferencias en la expresion de p16INK4a, p21 e IL6 en pulmdn. La presencia de marcador
beta-galactosidasa asociada a la senescencia fue medida y cuantificada en los pulmones de los
ratones envejecidos (C) asi como la aparicion espontanea de tumores valorada y representada

en forma de grafico (D).
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Algunas variables asociadas al envejecimiento como el peso o los niveles de glucosa y
urea en sangre fueron medidas (Figura 24A), arrojando valores asociados al
envejecimiento, como son la disminucién del peso y el aumento de glucosa en sangre, en
los ratones WT. En cambio, la presencia de urea plasmatica no resulté significativamente
distinta entre los dos genotipos estudiados. Ello encaja con el hecho de que, al observar
la tincion beta-galactosidasa asociada a la senescencia en distintos tejidos de los
animales envejecidos (Figura 24B), encontramos o&rganos cuyo nivel de marcaje
resultaba similar entre los ratones Spry1 WT y Spry1 Y53A/+, como sucede por ejemplo
en el tejido renal, cuyo deterioro resultante de la acumulacion de células senescentes con
la edad es responsable del aumento de los niveles de urea en sangre (Baker, Childs et al.
2016).
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Figura 24. El papel de Spryl en la induccion de senescencia en un contexto de
envejecimiento es especifico de ciertos tejidos. Algunos marcadores sistémicos del
envejecimiento como la reduccion de peso y el nivel de glucosa o de urea en sangre fueron
analizados y agrupados por genotipo (A). Panel de imagenes representativo de las diferencias en
la tincion beta-galactosidasa asociada a la senescencia en dos tejidos relacionados con los
marcadores valorados en sangre como el pancreas y el rindn (B).
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Ademas, mediante Western blot, pudimos advertir un aumento claro de los niveles de
Spry1 en tejidos de ratones envejecidos como el pulmén o la piel (Figura 25). No
obstante, el aumento de los niveles de Spry1 es claramente menor en los ratones
mutantes Y53A, mostrando un cierto papel de la tirosina en la estabilizacion, ya sea de
manera directa o indirecta, de los niveles de Spry1. Cabe sefialar que, pese a la
presencia de un alelo no mutado en los ratones con la mutacién Y53A, el efecto de
induccién de Spry1 no se da, sugiriendo por tanto un papel de la tirosina 53 que va mas
alla de la mera estabilizacién de la propia proteina en este caso, pudiendo la mutacion
tanto interferir con el incremento de la forma WT como con el establecimiento de una
respuesta senescente que promueva el aumento de sus niveles.

3mo 18 mo 18 mo
ctrl Spryl WT SprylY53A/+

Spryl "’-&.
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Spryl s D e
SKIN

ACHin | we— o a— . g S G —

Figura 25. Los niveles de proteina Spry1 aumentan en tejidos de animales envejecidos
como el pulmén y la piel, mostrando un mayor aumento en los que no albergan la
mutacidon Y53A. Los Western Blots mostrados muestran los niveles de Spry1 comparados entre
genotipos y edades (A).

Para constatar la relevancia de la tirosina 53 de Spry1 en la senescencia asociada al
envejecimiento utilizamos un modelo de senescencia inducida por quimioterapia. Como
bien es sabido, la quimioterapia clasica, en este caso la doxorrubicina, conlleva en la
célula la produccioén de dafo al DNA (Demaria, O'Leary et al. 2017), conduciendo tanto a
la apoptosis como a la senescencia de las células cancerosas y, como efecto colateral,
también de las sanas. Por otro lado, el acumulo de dafio al DNA es una de las principales
causas del envejecimiento (Lopez-Otin, Blasco et al. 2013) asi como de la senescencia
celular (d'Adda di Fagagna 2008). Ademas, tanto en los tratamientos con quimioterapia
(Bracci, Schiavoni et al. 2014) como en el envejecimiento (Salminen, Kaarniranta et al.
2012) la funcién adecuada del sistema inmune se encuentra comprometida. Por tanto, la

senescencia inducida por quimioterapia ha sido resefiada como un modelo que guarda
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grandes similitudes con la senescencia de los organismos envejecidos (Childs, Durik et
al. 2015).

En nuestro caso, utilizamos un modelo bien documentado de produccidén de senescencia
por tratamiento unico con doxorrubicina 10mg/kg (Demaria, O'Leary et al. 2017) para
comparar, a los diez dias post-administraciéon del farmaco, la senescencia en ratones
Spry1 WT y Spry1 Y53A/+. Para evaluar la induccion de senescencia, en primer lugar,
hicimos uso del raton p16-3MR. Al realizar la comparacion entre los ratones mutantes de
la tirosina y los ratones Spry1 WT, pudimos observar una clara disminucion en la
actividad luciferasa bajo el control de p16 INK4a (Figura 26A). Por otro lado, la expresion
de p21 e IL6 en los pulmones de los ratones Y53A/+ se induce en mucha menor medida
que en el caso de los Spry1 WT (Figura 26B). Ello, de nuevo, respalda el concepto de la
trascendencia de Spry1 en otro modelo de senescencia nociva relacionado con la
acumulacion de lesiones en el DNA, como las que se producen tanto con la quimioterapia
convencional como con el paso del tiempo (Lopez-Otin, Blasco et al. 2013).
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Figura 26. La senescencia inducida por tratamiento con quimioterapia, relacionada con el
envejecimiento, también requiere de la integridad de la tirosina 53 de Spry1. La figura
muestra, en primer lugar, la induccion de actividad luciferasa representativa (n=6 por condicion)
dependiente de la expresion del promotor de p16 en el ratén transgénico 3MR (A). Ademas, en
pulmoén, la expresion de p21 e IL6 fue valorada por medio de RT-gPCR (B).
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El efecto beneficioso de la senescencia en un contexto de reparacion de
heridas cutaneas también requiere de la integridad de Spry1

Como ya ha sido extensamente desarrollado en la introduccion, la senescencia celular,
mas alla de un simple fendmeno que sucede a las células en cultivo, es un proceso que
sucede in vivo con contrastadas funciones perjudiciales en situaciones como las
estudiadas en el anterior apartado. Sin embargo, cuando la respuesta senescente se
desarrolla de manera eficaz ampara procesos esenciales para el organismo como la
regeneracion de heridas (Krizhanovsky, Yon et al. 2008), el desarrollo embrionario
(Munoz-Espin, Canamero et al. 2013) o la contraposicion a la transformacion tumoral de
los tejidos (Collado, Gil et al. 2005). Para comprobar si la accion de Spry1 es también
relevante en estos modelos beneficiosos de senescencia in vivo, como ya sucede con el
desarrollo embrionario, decidimos, en primer lugar, evaluar la capacidad de induccion de
dicha respuesta en un modelo recientemente descrito, la regeneracion de heridas
cutaneas (Demaria, Ohtani et al. 2014). Tras la produccién de esta clase de lesiones en
la parte dorsal del raton, observamos la cinética de cierre de dichas heridas, en cada
genotipo (n=7 por genotipo), relativizando cada una de ellas a su tamafo inicial (en tanto
por ciento) en los dias indicados. En el estudio primigenio de la relacion de la
senescencia con este tipo de proceso curativo, las diferencias en machos son maximas a
dia 9 post-herida, dado que en ese momento se produce el pico de cantidad de células
presentes en la zona afectada. Ello concuerda con los resultados obtenidos en nuestro
caso ya que, siendo maximas las diferencias de tamano de herida entre WT e Y53A/+ a
dia 9 (Figuras 27A y 27B), observamos también una reduccién en la expresion de
marcadores de senescencia p21, p16 INK4a, TGFB1, TGFB2, FGF2, FGF7 y PDGFA
(Figura 27C), asi como la presencia de actividad luciferasa bajo el control del promotor de
p16INK4a debido al uso del raton p16-3MR (Figura 27B).
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Figura 27. Spry1 favorece la correcta induccion de senescencia en un contexto in vivo de
regeneracion de lesiones cutaneas. Para el analisis de la integridad de la senescencia en la
regeneracion de heridas de la piel (n=7 por genotipo), en primer lugar, se determind la dinamica
de cierre de las heridas producidas con un punch de 6mm en los distintos genotipos (A). El
cuadro representativo (B) muestra, a dia de induccion maxima de senescencia en este modelo, la
diferencia entre respecto al tamafio de las heridas asi como a la expresién de luciferasa del ratén
3MR. En ese mismo dia, mediante RT-qPCR, diversos genes implicados en senescencia fueron

analizados (C).
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Los fibroblastos dérmicos obtenidos de ratones Spryl Y53A/Y53A evitan
el establecimiento de senescencia celular prematura causada por estrés

Con la intencion de estudiar el papel de la mutacion Y53A en un modelo de senescencia
que nos permitiera un estudio mas minucioso del papel de Spry1 en este proceso celular,
decidimos obtener, de ratones recién nacidos, cultivos primarios de fibroblastos dérmicos,
relevantes en uno de los modelos in vivo de senescencia en que hemos desvelado un

papel esencial de Spry1, la regeneracion de heridas cutaneas (Jun and Lau 2010).

En primer lugar, utilizando dichos fibroblastos evaluamos la capacidad de induccion de
senescencia de las células provenientes de ratones Spry1 Y53A/Y53A. Siguiendo un
estricto esquema de cultivo 3T3 en el que 300.000 células de cada condicidon son
plantadas cada tres dias consecutivamente, advertimos como, mientras las células de
ratones Spry1 WT o -/- agotan progresivamente su capacidad de crecimiento a partir del
dia 14-15, las células Spry1 Y53A/Y53A evitan este freno proliferativo (Figura 28A).
Comprobamos si esta parada del crecimiento celular encaja con el establecimiento de
senescencia celular realizando ensayos beta-galactosidasa a pH 6.0 (Figuras 28B y
28C), obteniendo claras diferencias entre la tincion que muestran las células Spry1 WT
comparadas con las Y53A/Y53A a tiempo final (dia 22 post-extraccién). En este mismo
sentido, los fibroblastos Spry1 WT redujeron casi por completo la incorporacion de BrdU,
a diferencia de los Y53A/Y53A (Figura 28D). En cuanto a la expresiéon de inhibidores de
ciclo como p16 INK4a, p19 ARF, p21, p15INK4b o p27, observamos una induccion
sumamente acusada cuando comparamos entre el dia 2 post-extraccion y el dia 22
(datos no mostrados), siendo ademas claramente diferencial entre los dias 22 de las
células Spry1 WT y las Y53A/Y53A en todos los casos excepto en el de p27 (Figura 28E).
Sorprende que el establecimiento de la parada proliferativa se produzca a tal velocidad
en ausencia de estimulo de senescencia aparente, dado que dificiilmente podria tratarse
de un acortamiento telomérico critico en un lapso de tiempo tan corto como son menos
de treinta dias en cultivo. De hecho, teniendo en cuenta el contraste entre el conocido
mayor tamano de los telomeros de raton en comparacion con los humanos y la menor
capacidad proliferativa de las células murinas respecto a las humanas en cultivo, parece
mas razonable considerar que las condiciones artificiales de cultivo celular, en las que las
células se encuentran a un artificial 21% de oxigeno atmosférico frente al 3% en el que

habitan en el organismo, causan un estrés oxidativo al que los fibroblastos de ratén son
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sumamente sensibles y por el que inducen un tipo de senescencia prematura, como ha

sido ya demostrado (Parrinello, Samper et al. 2003).
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Figura 28. Los fibroblastos dérmicos obtenidos de ratones recién nacidos Spry1 Y53A/
Y53A, en contraste con los Spry1 WT y Spry1 KO, escapan a la senescencia prematura
inducida por estrés. Mediante el esquema 3T3, las diferencias en el agotamiento proliferativo de
los fibroblastos dérmicos fueron valoradas (A). Ademas, la presencia de senescencia celular fue
confirmada mediante los ensayos clonogénicos, la tincion Beta-galactosidasa asociada a la
senescencia (B y C) y la incorporaciéon de BrdU (D). La expresion de los inhibidores de ciclo p21,
p16INK4a, p19ARF, p15 y p27 en cada genotipo fue interrogada por medio de RT-qPCR (E).
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Las proteinas Spry son inducidas a consecuencia de todos los estimulos
clasicos desencadenantes de senescencia celular.

Debido a los factores que condicionan el estudio de la senescencia en cultivos derivados
de células de raton relatados en el anterior apartado, y como prueba de un papel mas
universal de las proteinas de la familia Spry en senescencia, decidimos utilizar uno de los
modelos candnicos para el estudio de la senescencia celular en células humanas, los
fibroblastos de pulmén embrionario IMR90 (Nichols, Murphy et al. 1977). Con el fin de
caracterizar la funcion de los diferentes Spry en los distintos tipos de senescencia in vitro,
utilizamos diversos métodos reiteradamente descritos para la induccién de senescencia
celular en este tipo celular. En nuestro trabajo, dichos estimulos inductores de
senescencia fueron la introduccion lentiviral de un alelo constitutivamente activo de Ras
(RasV12) y los tratamientos con etopdsido y perdxido de hidrégeno (H202), con el fin de
producir en las células senescencia inducida por oncogenes, por dano al DNA y por
estrés oxidativo, respectivamente. Pese a utilizar métodos ya previamente descritos para
la induccién de los tipos de senescencia nombrados, realizamos las comprobaciones
pertinentes para asegurarnos de que estaban conduciendo a las células al estado
senescente deseado para nuestros posteriores estudios. Ello fue realizado mediante la
tincion de las células con el marcador beta galactosidasa asociada a la senescencia, asi
como a través de la valoraciéon de la capacidad proliferativa de las células cuantificando el
numero de éstas capaces de incorporar BrdU en cada una de las condiciones. Como se
puede observar en la figura 29, las células tratadas con los diversos inductores, 12 dias
después de los estimulos, disminuyeron su proliferacion de manera significativa y
manifestaron una tincion claramente incrementada del marcador beta galactosidasa a pH
6.0 (Figuras 29A y 29B), indicando que las diversas aproximaciones para establecer

senescencia funcionaron del modo adecuado.
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Figura 29. Inducciones de senescencia en las células IMR90 con los estresores clasicos y
sus comprobaciones pertinentes. Las células inducidas a estado senescente con distintos
estresores fueron comprobadas mediante presencia de beta galactosidasa asociada a
senescencia (Ay B) y la parada proliferativa medida por la incorporacion de BrdU (B).

Llegados a este punto, pretendimos comprobar los niveles de proteina de los dos
miembros de la familia Spry que pueden ser valorados de manera fiable por Western
Blot, Spry1 y Spry2. Dado que la senescencia se ha descrito recientemente como un
fendmeno dinamico (Hoare, Ito et al. 2016), también pusimos interés en el posible papel
de las proteinas Spry en una etapa temprana de esta respuesta celular (dia 2-3 post-
estimulo), mas alla de la valoracion simplista que aporta la observacion de este
fendmeno a tiempo final. Para asegurarnos de la correcta eleccion de este intervalo de
respuesta correspondiente a la senescencia temprana, valoramos por RT-qPCR la
inducciéon de varios marcadores. Uno, exclusivo de este periodo inicial, TGFB1,
adecuadamente expresado en mayor medida en todos los tipos de senescencia
interrogados. Otro, excluido de esta etapa, IL6, todavia no expresado en ninguna de las
condiciones tempranas (Figura 30). Adicionalmente, comprobamos la expresion de p21,
expresado en ambas fases de la respuesta senescente debido a su rapida induccién por
p53 (Herbig, Jobling et al. 2004).
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Figura 30. Comprobacion por gPCR de la separacion de las distintas fases de la
senescencia celular en IMR90. La expresién de los marcadores presentes en las distintas
etapas de la senescencia, p21, TGFB1 e IL6, fueron comprobados por RT-gPCR tras la

produccidn de los estimulos estresores especificados en la fase inicial (dias 2-3) asi como en la
final (dia 12).

Por tanto, tras cerciorarnos de la correcta separacién de ambas fases de la senescencia
en nuestro modelo experimental, nos dispusimos a desvelar los niveles de Spry1 y Spry2
en dichas condiciones. De manera sumamente relevante, tanto Spry1 como Spry2 son
inducidos en todos los tipos de senescencia estudiados (Figura 31). No obstante, parece
que el aumento de los niveles de Spry1l se da de una manera mas semejante en
respuesta a todos los dafios utilizados mientras que Spry2 se induce en mayor medida
cuando el estimulo es la forma oncogénica de Ras, encajando con el papel clasico
descrito de Sprouty como elementos de respuesta a la activacion de la via ERK. De
hecho, se observa como la evolucion en el aumento de la sefalizacion ERK en los otros
dos tipos de senescencia es mucho mas pausada que en el caso de RasV12, encajando
ademas con los niveles de Spry2. Otra de las vias mostradas en este panel es p38,
reiteradamente descrita como elemento clave de la senescencia celular en todos los tipos

de senescencia utilizados en nuestro estudio. Cabe sefalar que, reforzando la
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separacién de las dos fases de la senescencia hechas en nuestro trabajo, el incremento
de la activacion de p38 a medida que avanzan los dias en las células senescentes ha
sido previamente demostrado (Freund, Patil et al. 2011), encajando con la mayor
activacion obtenida en nuestro caso en los dias 12 respecto de los dias 2-3 de cada

condicion.
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Figura 31. Spry1 y Spry2 se inducen ya en la etapa temprana de la senescencia y, ademas,
se mantienen aumentados en la tardia. Separando la senescencia por los distintos estresores
en las fases comprobadas en la anterior figura, los niveles de Spry1, Spry2, phospho-ERK vy
phospho-p38 fueron valorados por Western Blot.

La expresion ectopica de Spry en IMR90 es suficiente para inducir
senescencia celular.

Por otro lado, quisimos comprobar si la sola expresion de Spry es capaz de inducir
senescencia en las células IMR90. De manera relevante, dicha expresion de los distintos
miembros de Spry es capaz de inducir una parada proliferativa de las células (Figura
32A), asi como de producir el aumento de la tincion beta galactosidasa asociada a
senescencia (Figuras 32C y 32D) ademas una reduccion de la incorporacion de BrdU a
niveles del control positivo RasV12 (Figura 32E). También, en nuestro estudio utilizamos
algunos mutantes de ciertas regiones relevantes de Spryl ya comentadas en la
introduccién. Tanto la mutacién de la tirosina N-terminal Y53A (ya estudiada en nuestro
raton knockin y, también, descrita como residuo de interaccion con c-Cbl), la doble



sustitucién de las argininas 62 y 70 (residuos necesarios para la unién a CIN85) o la
forma mutante R250D (residuo de unién a caveolina) eliminan la capacidad de Spry1
para conducir a la célula a un estado senescente. Es necesario sefialar que, en el caso
del doble mutante R62/70A, la transduccién lentiviral de los mutantes simples fue incapaz
de eliminar la capacidad de establecer senescencia, poniendo asi de manifiesto la
necesidad de eliminar ambos residuos para abolir tal funcién de Spry1. Por tanto, todos
los residuos mutados mostrados son relevantes para el papel que Spry1 juega en la
senescencia celular. Ademas, la expresion correcta de todas las construcciones ectopicas
introducidas en las células fueron comprobadas mediante Western Blot (Figura 32B),
asegurando asi que la ausencia de induccion de senescencia por parte de las formas
mutantes no se debe a un defecto en su expresién o en su estabilidad proteica en la
célula.
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Figura 32. La expresion de los distintos Sprys establece senescencia en células IMR90.
Valorada mediante ensayo clonogénico (A) Beta-galactosidasa asociada a senescencia (Cy E) y
BrdU (D), la senescencia fue comprobada en los Sprys y en mutantes de ciertos residuos de
Spry1 relevantes para su funcion.
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La expresion ectdpica de Spryl induce un tipo senescencia celular que
carece de SASP inflamatorio

Al valorar por gPCR la expresion de los inhibidores de ciclo inducidos de manera habitual
y caracteristica por las células senescentes, p21, p16INK4a y p15, pudimos comprobar el
aumento transcripcional claro, principalmente de los dos primeros, a niveles similares a
los encontrados en el control positivo de las células senescentes con RasV12 (Figura 33).
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Figura 33. Expresion de los inhibidores de ciclo clasicos de senescencia medida mediante
qPCR en células con sobreexpresion de Spry1 causante de senescencia celular. Mediante
RT-gPCR, los niveles de expresion de inhibidores de ciclo tipicos de las células senescentes
como p21, p16INK4a y p15 fueron valorados en células sobreexpresoras de Spry1 plenamente
senescentes a dia 21 post-infeccion.

Sin embargo, las células senescentes no solo poseen entre sus rasgos reconocidos la
inhibicion del ciclo celular debida al aumento de inhibidores de los diversos complejos
Cdk-Ciclina sino que, ademas, son capaces de producir un amplio abanico de factores
que secretan al medio para comunicarse con su entorno con fines tan diversos como
escasamente escrutados (Freund, Orjalo et al. 2010). Cuando analizamos elementos
reconocidos del SASP como TGFB1, PAI1 o FGF2, nos encontramos con que el
establecimiento de senescencia derivado de la expresion de Spry1 incrementa los niveles
de la mayoria de ellos a un nivel similar al manifestado por las células senescentes a
causa de RasV12 (Figura 34A). Sin embargo, sorprendentemente, cuando analizamos la
expresion de 3 de los elementos mas representativos del SASP controlado por NFkB
(Davalos, Coppe et al. 2010), IL1a, IL6 e IL8, advertimos cémo dichos mediadores
inflamatorios se encontraban ausentes en el repertorio de miembros del SASP inducidos
por la sobreexpresion de Spry1. Ademas, en el caso de los fibroblastos de la piel

obtenidos de los ratones, observamos que la expresiéon de dichos factores inflamatorios
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no evidencia diferencias entre genotipos (Figura 34B), en contraste con el defecto en la
induccion de TGFB2, PDGFa o FGF2 mostrado por parte de las células Spry1 Y53A/
Y53A, hecho que concuerda tanto con lo hallado en las células IMR90 sobreexpresoras
de Spry1 como con lo descrito para la senescencia presente en la regeneracion cutanea,
cuya correcta articulacion depende principalmente de elementos ajenos al SASP

inflamatorio (Demaria, Ohtani et al. 2014).
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Figura 34. El SASP modulado por Spry1 en IMR90 y en fibroblastos dérmicos de ratén no
incluye los mediadores inflamatorios IL1a, IL6 e IL8. La expresion de distintos miembros del
SASP fue valorada en IMR90 sobreexpresoras de Spry1 (A) asi como en fibroblastos dérmicos
de raton (B) por RT-gPCR.

No obstante, cuando analizamos la presencia de la mutacion Y53A en un modelo mas
canonico de senescencia como son las células IMR90 y producimos senescencia celular
con etopdsido, tanto el SASP restringido a la etapa inicial de la senescencia,
representado por TGFB1, como el caracteristico de la etapa final, compuesto

principalmente por IL6 e IL8, se ven afectados por la mutacion de la tirosina N-terminal de
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Spry1 (Figura 35). Ello indica que, en funcién del estimulo, que puede variar segun el
contexto en el que concurre la respuesta senescente, la proteina Spry1, a través de la
integridad de su tirosina 53, es capaz de modular distintos tipos de SASP, reforzando un
papel todavia mas general de esta familia de proteinas en los distintos tipos de respuesta

senescente.
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Figura 35. El SASP inicial y el SASP tardio en células IMR90 se ven afectados tras la
induccidén de senescencia con etopdsido. La expresion de distintos miembros del SASP fue
valorada en IMR90 sobreexpresoras del alelo Y53A tratadas con etopdsido durante los dias
sefalados.

La senescencia inducida por Spryl no es debida a la inhibicidn de la via
ERK y activa p38

Al utilizar los fibroblastos de raton y valorar el papel clasico de Spry como elementos de
inhibicion de la via ERK tras la activacion de diversos RTKs, en este caso mediante la
estimulaciéon con suero, advertimos que en ningun caso obtuvimos diferencias en
experimentos de curso temporal del estimulo (Figura 36). En este caso, tras deprivar 3h
con medio sin suero, valoramos el estado de activaciéon de ERK a lo largo de los tiempos

mostrados.
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Figura 36. Curso temporal de fibroblastos dérmicos de ratéon en el que observamos la
ausencia de diferencias en la inhibicion de la via ERK entre genotipos. A lo largo de los
tiempos sefalados en el panel de Western Blot, la activacion de via ERK por estimulacién con
suero fue analizada agrupada en los distintos genotipos de los que provenian los fibroblastos
dérmicos.

Por ello, con el fin de determinar las vias de sefializacién responsables de la participacion
de Sprouty en la senescencia, interrogamos por Western Blot en células IMR90 varias de
las vias previamente descritas como esenciales para las células senescentes. Ademas,
de nuevo, quisimos comprobar si, como en nuestros anteriores trabajos, la induccion de
senescencia controlada por Spry1 no es causada por su accion clasica sobre la via ERK.
En el panel de Western Blot mostrado se puede observar cdmo, a excepcion de p38, ni
ERK ni ninguna de las otras vias comprobadas se vio inducida por la expresiéon de Spry1
en IMRO0 (Figura 37). Entrando en un mayor nivel de detalle, resulta relevante apuntar
que dos de las vias descritas como clave para la produccién del SASP inflamatorio, Akt-
mTOR (Laberge, Sun et al. 2015) y la sefalizacion de respuesta al dafio al DNA (Rodier,
Coppe et al. 2009), no se ven activadas por la expresion de Spry1, explicando la
ausencia del SASP inflamatorio en la senescencia inducida por la sobreexpresion de este
miembro de Sprouty. La via AMPK, sefialada recientemente como vector molecular de un
tipo particular de senescencia causada por la disfuncién mitocondrial (Wiley, Velarde et
al. 2016), también carente de SASP inflamatorio, no se encuentra alterada por Spry1 en
este caso, por lo que no parece ser responsable del fenotipo que observamos en
nuestros experimentos. De hecho, la Unica via que encontramos activada, la via p38, ha
sido reiteradamente descrita como esencial tanto para la parada de ciclo celular (Xiu, Kim
et al. 2003, Passos, Nelson et al. 2010, Xu, Li et al. 2014) como para la produccion de
SASP inflamatorio (Freund, Patil et al. 2011). No obstante, en relacién a esto ultimo, la
reduccion de la activacion de p38 debida a sobreexpresion de su elemento
inmediatamente superior en la via, MKK3/6, a un nivel similar al observado en células

senescentes tras ser irradiadas muestra la necesidad de la comparecencia conjunta de



esta via con la de respuesta a dafo al DNA para la produccion efectiva de IL6. Por tanto,
la ausencia de SASP inflamatorio pese a la activacion de p38 por Spry1 es perfectamente
explicable por el motivo expuesto, dado que la via de respuesta a dafio al DNA no se
encuentra activada en este particular tipo de senescencia. También resultaria llamativo el
hecho de la falta de activaciéon de una diana directa de p38, MK2, de no ser por un
reciente estudio que sefala la dependencia que esta proteina tiene de mTOR, 4EBP1 en
concreto, para la adecuada induccion de MK2 y, en consecuencia, del SASP inflamatorio
(Herranz, Gallage et al. 2015). En el panel mostrado se puede observar también el
comportamiento similar de la senescencia inducida por Spry2, asi como la falta de

activacién de la via p38 por parte de Y53A.
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Figura 37. Screening por Western Blot de la activacion de las principales vias de
sefnalizacién relacionadas con la senescencia en células IMR90. En el panel de Western Blot
mostrado en la figura se puede analizar comparativamente la activacion de ciertas vias en las
distintas sobreexpresiones de Spry respecto de la que se da en el control positivo de senescencia

por RasV12.

Por otro lado, también valoramos mediante inmunofluorescencia la activacion tanto de la
via NFkB, a través de la presencia nuclear de su subunidad transcripcionalmente activa
p65/RelA, como la fosforilacion de la serina 139 de la histona H2AX, esencial para

desencadenar la respuesta de dafio al DNA en la célula. En el panel de imagenes de las

159



distintas inmunofluorescencias, p65 y phospho H2AX, podemos observar la introduccion
de p65/RelA en los nucleos de células senescentes por tratamiento con etopdsido,
mientras que aquellas que desarrollan senescencia a causa de Spry1 mantienen la
localizacion citoplasmatica mostrada por las células control (Figura 38A). En este mismo
sentido, una de las sefalizaciones clave para la activacion de NFkB y la posterior
secrecion del SASP inflamatorio en senescencia, la respuesta de dafio al DNA (Rodier,
Coppe et al. 2009), se presenta de nuevo inactiva al no observarse foci de histona H2AX
fosforilada, contrastando con lo que sucede de manera habitual en las células
senescentes, en nuestro caso las tratadas con etopdsido (Figura 38B), y que se ha
propuesto repetidamente como refuerzo de dicha respuesta celular (Salama, Sadaie et al.
2014).
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Figura 38. La vias de dafio al DNA y NFkB, intimamente relacionadas entre si en
senescencia, no se encuentran inducidas en la senescencia inducida por sobreexpresion
de Spry1. La valoracion de la activacion de p65 (A) e histona H2Ax fosforilada (B) fue realizada
mediante inmunofluorescencia en la senescencia inducida por Spry1. Las imagenes mostradas

son representativas de 4 experimentos independientes, cuya cuantificacion se halla dispuesta en
los graficos contiguos.
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Cabe mencionar que la activacién de p38 por la sobreexpresion de Spry1 sucede con
una dinamica muy lenta, siendo percibida a dia 14 post-infeccion (Figura 39), hecho que
da una idea de que la accién de Spry1 sobre la via p38 se trate de un proceso lento que
poco tenga que ver con una activacién aguda. Sin embargo, dado que la induccion de la
via p38 en células que entran en senescencia por metodos clasicos esta ya presente al
menos 7-8 dias antes de la fase final de la senescencia, todos los analisis realizados a
raiz de la activacion de p38 por Spry1 estan realizados a dia 22 post-infeccién, lo que da

margen a un posible establecimiento definitivo de la senescencia por Spry1.
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Figura 39. La dinamica de activaciéon de la via p38 por Spry1 en IMR90 muestra como ésta
se trata de una induccién lenta. El Western Blot de phospho p38 durante los dias indicados en
las sobreexpresiones sefialadas evidencia una induccion de dicha via lenta pero diferencial en el

caso de Spry1.

La mutacidn de la tirosina 53 de Spry1 entorpece la activacion de p38 en
distintas fases de la senescencia celular

Con el fin de comprobar si la presencia en la célula de un alelo dominante negativo de
Spry1 es capaz de interferir con la activacién de la via p38 en la senescencia celular, nos
servimos del analisis de la dinamica de activacion de dicha via tanto en el modelo celular
de las IMR90 como en los fibroblastos dérmicos de ratén. Como otros ya habian descrito
(Freund, Patil et al. 2011) y nosotros hemos confirmado, la induccién de la via p38,
crucial para la senescencia celular (Xu, Li et al. 2014), aumenta de manera progresiva a

lo largo de la respuesta senescente. Por tanto, en nuestros experimentos, decidimos
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valorar la capacidad de Spry1 de influir sobre la activacién de p38 en ambas fases de la

senescencia, la inicial y la final.

Para evaluar adecuadamente el efecto de la presencia de la proteina mutante Y53A en
ambas fases de la senescencia, en este caso de la inducida por el dafio al DNA que
produce el etopdsido, nos dispusimos a analizar la expresion de p21 en la fase inicial y
p16INK4a en la final, ademas de, mediante Western Blot, los niveles de p38 activo, Spry2

y el tag HA como control de la presencia de la forma mutante en el experimento.

Si nos centramos en primer lugar en lo observado en la fase temprana, podemos
observar como la presencia de la mutacion Y53A es capaz de disminuir la expresion a
nivel de mRNA de p21 (Figura 40B). En cuanto al Western Blot, Spry1 Y53A se encuentra
correctamente expresado y es capaz de entorpecer la sefializacion de p38 derivada de la
induccién de senescencia por etopdsido, mientras que los niveles de Spry2 se inducen de

manera similar pese a la presencia del alelo Y53A (Figura 40A).

Si nuestro foco se orienta hacia el estudio de lo que sucede en la etapa tardia de la
senescencia, a dia 12 post-tratamiento, la qPCR nos muestra una manifiesta menor
expresion de p16 INK4a siempre que el alelo Y53A se encuentra presente (Figura 40B).
Ademas, en esta fase, mediante Western Blot pudimos también advertir una induccion
todavia mas deficiente de la via p38, asi como diferencias en la induccién final de Spry2
(Figura 40A), siendo este ultimo un hecho que no sucedia en el caso de la etapa inicial

de la respuesta senescente.

Asimismo, teniendo en cuenta los experimentos 3T3 mostrados en la figura 28,
observamos que el primero de los dias en que las células reducian su capacidad de
divisién era siempre alrededor del dia 14 post-extraccion. Como ha sido descrito ya
desde el descubrimiento de la senescencia inducida por oncogenes (Serrano, Lin et al.
1997), la parada proliferativa es un fenémeno que se da prontamente en la senescencia,
en contraste, por ejemplo, con el desarrollo del SASP inflamatorio en la mayoria de
modelos celulares utilizados (Salama, Sadaie et al. 2014). Por tanto, para estudiar de
nuevo las caracteristicas de la evasion de la senescencia producida por la presencia de
la mutacion Y53A, escogimos como punto inicial de la respuesta el dia 14 y el dia 22
como punto final. Al analizar por Western Blot la dinamica de activacién de la via p38 a
través de los dias 3, 14 y 22 post-extraccion, advertimos como la presencia de la

mutacion interfiere con la activacion de la via p38 tanto en el dia 14 como en el dia 22
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(Figura 40C), siendo este ultimo punto temporal aquel en el que, de nuevo, las
diferencias resultan mas pronunciadas, como también sucede en las IMR90, separadas
de nuevo en las dos fases, esta vez comprobadas por la expresion de p21, presente ya al
inicio, y p16INK4a, restringida a la fase tardia (Stein, Drullinger et al. 1999). De nuevo, la
via ERK dist6 mucho de ser inhibida por la accién de Spry1 en un contexto de
senescencia (Macia, Gallel et al. 2012), viéndose incluso ligeramente mas activada en el
punto final de las células Spry1 WT. En definitiva, existe gran coherencia entre el papel
en la senescencia llevado a cabo por Spry1 en el modelo celular de las IMR90 y en el
modelo de fibroblastos dérmicos de ratén en cuanto al control de la via p38.
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Figura 40. La presencia del alelo dominante negativo Y53A entorpece la activacién de la via
p38 tanto en la fase temprana como en la fase final de la senescencia celular en
fibroblastos dérmicos de ratén y en fibroblastos humanos IMR90. El defecto en la induccién
de la via p38 fue valorado mediante Western Blot en los fibroblastos dérmicos de ratén (A) y en
las células IMR90 (B y C) a lo largo de las distintas etapas de la senescencia.
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La tirosina 53 de Spry1 sdélo es requerida para la activacion de p38 en un
contexto de senescencia y no para su induccion aguda

Con el fin de ahondar en el entendimiento acerca de la implicacion de la tirosina 53 de
Spry1 en la activacién de p38, decidimos estimular los fibroblastos dérmicos poco tiempo
después de extraidos con peréxido de hidrégeno. El peroxido de hidrégeno es uno de los
estimulos canonicos que producen en la via p38 tanto su activacion aguda (Gutierrez-
Uzquiza, Arechederra et al. 2012) como su activacién persistente, resultando esta ultima
en la progresiva induccion de senescencia (lwasa, Han et al. 2003). Mediante Western
Blot pudimos confirmar que, de nuevo, la activacion crénica de la via p38 relacionada con
la induccidn de senescencia es defectuosa en ausencia de la tirosina 53 (Figura 41A). No
obstante, sugiriendo un comportamiento diferente de Spry1 en funcién de las
necesidades de la célula en cuanto a establecer senescencia, probablemente
determinadas por el nivel y la duracién del estrés, la activacién aguda de p38 no se ve
afectada por la mutacion Y53A (Figura 41B). Por tanto, al parecer, la funcion de la tirosina
53 sblo es necesaria para la potenciaciéon prolongada de la via p38 y no para su

respuesta aguda al estrés oxidativo.
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Figura 41. La tirosina 53 de Spry1 sélo es requerida para la activaciéon crénica de p38
relacionada con la induccién de senescencia y no para su induccion aguda. Las diferencias
entre la influencia de Spry1 en la induccion de p38 de manera persistente durante tiempos
prolongados, relacionada con la senescencia (A), y de manera aguda a tiempos cortos (B) fue
valorada en fibroblastos dérmicos de ratén mediante Western Blot tras los estimulos indicados
con peroxido de hidrégeno.
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La via p38 es esencial para la induccion de senescencia por parte de
Spryly Spry2 en IMR9S0

Posteriormente, decidimos comprobar si la mayor parte de la capacidad de induccién de
senescencia por parte de Sprouty pasa por la potenciacion de la via p38. De nuevo,
mediante la expresion ectépica de los miembros de Spry en IMR90, analizamos la
capacidad de establecer senescencia a través de cada uno de los miembros de esta
familia de proteinas tras la adicibn de uno de los mas reconocidos inhibidores de la
actividad de p38, SB203580. Cabe sefalar que se trata de un inhibidor farmacologico que
no impide la fosforilacién activadora de p38, sino que interrumpe la actividad catalitica de
dicha forma activada sobre sus dianas moleculares. Tanto en el caso de Spry1 como en
el de Spry2, el tratamiento continuado con inhibidor de p38 es capaz de abolir la
capacidad de estas dos proteinas para implementar la respuesta senescente en las
células (Figuras 42A, 42B y 42C).
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Figura 42. La actividad Beta-galactosidasa asociada a senescencia muestra como la via
p38 es esencial para la induccién de senescencia por la expresion de Spry1 y Spry2 en
células IMR90. Para comprobar el papel primordial de la via p38 en la senescencia inducida por
Spry1y Spry2, tratamos las células sobreexpresoras de todos los Sprys y analizamos la actividad
Beta-galactosidasa asociada a la senescencia (A y B) asi como la capacidad de proliferacion de
las distintas condiciones mediante cristal violeta (C).
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La activacion de la via p38 por parte de Sprouty es esencial para la
induccion de senescencia en los distintos contextos analizados
previamente

A continuacion, nos dispusimos a valorar la importancia de la activacién de la via p38 en
los distintos contextos de senescencia en los que habiamos desvelado la relevancia de la
funcion de Spry. En primer lugar, la senescencia prematura exhibida por los fibroblastos
de la dermis utilizados depende de la funcién de p38 para su correcto establecimiento.
Ello fue observado cuando, al tratar estas células con el inhibidor de p38 SB203580, la
parada proliferativa que se da en las células WT no se produce en presencia de dicho
farmaco, a semejanza de lo que sucede en los fibroblastos Y53A/Y53A (Figura 43A). A
dia 22, los niveles de p21 por Western Blot se ven disminuidos cuando las células WT
han sido tratadas de manera continua con inhibidor SB203580, siendo enormemente

similares a los mostrados por los fibroblastos Y53A/Y53A (Figura 43B).

>
o

16 - Day 22

14
Spryl Spryl Spryl
12 Day 0 WT  Y53A/YS3A WT +SB

==Spryl WT
—8—Spryl Y53A/Y53A .- P21
—f=Spryl WT + 5B

N R R e Actin

o N B O

Cumulative population doublings

0 3 6 9 12 15 18 21 24

Days of culture

Figura 43. La senescencia prematura de los fibroblastos dérmicos de ratén requiere de la
activacion de la via p38. Grafico que muestra la proliferacion de las distintas condiciones
estudiadas en un esquema 3T3 (A) y la expresién a tiempo final del inhibidor de ciclo p21 (B).

En cuanto a los ambitos de senescencia in vivo, el primero de los procesos en que
valoramos la funcién del eje Spry1-p38 fue la cicatrizacién cutanea. Para ello, decidimos
realizar el mismo experimento con el que demostramos la relevancia de Spry1 en dicho
proceso pero, ademas, comparando con ratones a los que se trata de manera topica con

8ug de SB203580 durante 5 dias seguidos a partir del dia siguiente a la produccion de
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las heridas de 6mm (Figura 44A). El tratamiento tépico de las heridas se realiz6 diluyendo
8ug de SB203580 en 50 ul de acetona, método previamente probado como efectivo para
la administracion de este mismo farmaco en piel de ratéon (Kim, Kundu et al. 2005). A dia
6 post-herida, cuando las diferencias son maximas en hembras debido a la presencia de
células senescentes, tanto los ratones mutantes Y53A como los tratados con inhibidor de
p38 muestran una disminucion marcada en el ritmo de cierre de las heridas de su zona
dorsal (Figuras 44B y 44C), reforzando de nuevo la idea del requerimiento de la via p38
para la funcion de Spry1 en este contexto de senescencia. Ademas, a dia 6, la expresion
de los marcadores p21 y p16INK4a se ven reducidos a causa del tratamiento con el
inhibidor de p38 (Figura 44D). De manera llamativa, la adicién de este inhibidor parece

aumentar los niveles de expresion de Spry1 en comparacion con la condicidén control.
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Figura 44. La senescencia en un contexto de reparaciéon de heridas cutaneas requiere de la
accion del eje Spry1-p38. Siguiendo el esquema experimental para la adicion de inhibidor
SB203580 en las heridas producidas (A), comprobamos el efecto de la ablacién de la via p38
sobre la dinamica de cierre de las heridas cutaneas (B y C) asi como la expresion de marcadores

de senescencia por RT-qPCR a dia 6 (D).
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Por otra parte, decidimos valorar la induccidon de senescencia por quimioterapia de
manera simultanea a la interferencia con la actividad de la via p38 mediante el uso del
inhibidor SB203580. Basandonos en estudios previos (lto, Hirao et al. 2006, Tan, Yu et al.
2014), establecimos como pertinente el tratamiento con inhibidor de p38 a 5mg/kg/dia
intraperitonealmente durante 9 dias desde el mismo momento en que el tratamiento con
doxorrubicina se le administra a cada animal (Figura 45A). A dia 10, fueron realizadas
tanto la obtencion de las imagenes de la actividad luciferasa como la extraccion de RNA
mensajero de los pulmones. De manera similar a lo que sucede en los ratones que
albergan la mutacién Y53A de Spry1, la actividad luciferasa asociada a la expresion de
p16INK4a (Figura 45B) y la expresion de p21 e IL6 en pulmdn (Figura 45C) se ven
claramente disminuidas en presencia del tratamiento con p38, subrayando, de nuevo, el

papel relevante de la activaciéon de p38 por parte de Spry1.
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Figura 45. La senescencia inducida por tratamiento con quimioterapia necesita de la
activacion de p38 que lleva a cabo Spry1. Siguiendo el esquema experimental para los
distintos tratamientos llevados a cabo en estos ensayos (A), comprobamos mediante la actividad
luciferasa asociada a expresion de p16INK4a (B) y mediante expresién de marcadores como p21
e IL6 en pulmodn (C) el efecto de la inhibicion de p38 en este contexto de senescencia.
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El tratamiento con inhibidor de p38 no disminuye los niveles de Spry1,
sino que ademas revela la contencion que realiza la via p38 sobre su
induccion

Con el fin de examinar si la adicibn de este inhibidor no impedia la induccion de
senescencia por Sprouty por un efecto directo sobre la estabilidad de la proteina en la
célula y no por la accion especifica sobre la funcion de p38, decidimos analizar por
Western Blot los niveles de Spry1 asi como de otras proteinas. Para ello, en primer lugar,
analizamos los niveles de proteina en la sobreexpresion de Spry1 en IMR90 en presencia
del inhibidor SB203580. En el mentado panel de Western Blot, analizando las
condiciones de células control y células senescentes por la expresion ectépica de Spry1
con y sin el farmaco, observamos, en primer lugar, que los niveles de esta proteina en las
células de esta particular senescencia, tanto la enddégena como la exégena, no solo no se
ven disminuidos por la adicién de inhibidor, sino que ademas aumentan en gran medida,
sugiriendo un cierto control de los niveles de Spry1 por parte de la forma fosforilada de
p38 (Figura 46). Principalmente, ello nos indica que la accién del inhibidor no afecta a la
estabilidad de Spry1 vy, por tanto, sus efectos sobre la senescencia inducida por su
expresion ectopica no pueden ser atribuidos a un efecto indeseado sobre esta proteina.
Ello también indica la participacion de ambos elementos moleculares, Spry1 y p38, en la
misma via de sefalizacion en senescencia puesto que el incremento de Spry1 al impedir
la accién de p38 sefiala que dicha via ejerce un control que se observa en sefializacion
celular dentro de elementos de la misma via en un determinado proceso (Ambrosino,
Mace et al. 2003). La inhibicibn de p38 también afecté a sus propios niveles de
fosforilacién, aumentandolos en semejanza a lo sucedido con los niveles totales de
Spry1. Asimismo, los niveles de Spry2 se incrementan en la senescencia producida por
Spry1, hecho que insinda la cooperacion que ambas proteinas de esta familia pueden
estar realizando para la activacion de p38 en senescencia. Dicho fendmeno de
cooperacion entre los Sprys ha sido repetidamente descrito, incluso, en un contexto de
senescencia celular programada ligada al desarrollo, descrita por nuestro grupo y citada

en la introduccion.
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Figura 46. La presencia del inhibidor de p38 SB203580 no solo no entorpece la presencia
de Spry1 en células IMR90 sino que, ademas, aumenta sus niveles. En el Western blot se
muestran las distintas proteinas interrogadas en este experimento, fundamentalmente Spry1 y
HA, en las condiciones senaladas.

La via p38 reprime los niveles de Spry1 en la fase inicial de la senescencia
pero no en la final

Para valorar el control inhibitorio por parte de la via p38 sobre Spry1 en las distintas fases
de la senescencia decidimos utilizar nuestro modelo de fibroblastos dérmicos de ratén.
En dicho paradigma, al inhibir la via p38 en la fase temprana de la respuesta senescente,
pudimos observar por Western Blot el aumento evidente de los niveles de Spry1, con
independencia de la presencia de la tirosina 53 (Figura 47A). Dicho aumento se
corresponde también con un incremento en la expresion de Spry1 en presencia de
SB203580 durante 3 dias (Figura 47B), aunque puede no ser el Unico mecanismo de
represion de los niveles de Spry1 por parte de p38 puesto que, ademas del efecto
observado en la figura 46 sobre los niveles del Spry1 exégeno no sujeto a regulacion
transcripcional, existen proteinas que regulan directamente los niveles de los Sprys de
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manera independiente al estado de la tirosina N-terminal como la ubiquitin ligasa SIAHZ2,
dependiente de la via p38 segun ha sido descrito (Nadeau, Toher et al. 2007). Por otro
lado, ni la inhibicién de la via ERK a través del tratamiento durante 3 dias con U0126, ni
la potenciacion de esta misma via debido al tratamiento con peroxido de hidrégeno,
parecen influir transcripcionalmente sobre los niveles de Spry1 (Figuras 47A y 47B),
separando de nuevo la regulacién de este miembro de la familia de Spry del estado de la
via ERK en células que inician la respuesta senescente. Por tanto, resulta evidente que la
célula parece compensar la activacion de p38 derivada de la estabilizacion de Spry1
intentando contener los niveles de esta proteina, al menos en la etapa inicial de la

senescencia.
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Figura 47. La célula contiene la induccién de Spry1 en la etapa inicial de la senescencia a
través de la via p38. Dicha contencién fue comprobada tras el tratamiento con los distintos
farmacos o estimulos indicados mediante Western Blot (A) y RT-gPCR (B) en fibroblastos
dérmicos de ratdn durante la etapa temprana de la senescencia.
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Al utilizar fibroblastos ya emplazados en el dia 22 post-extraccién, plenamente
senescentes, el tratamiento durante 3 dias con los citados inhibidores, concretamente el
de la via p38, produjo un efecto bien distinto. En este caso, la presencia del inhibidor
SB203580 no aumenta los niveles de Spry1 en absoluto, tanto mediante la observacion
por Western Blot como por gPCR (Figuras 48A y 48B). Mas bien, si posee algun efecto,
es el contrario al manifestado en la fase inicial de la senescencia, puesto que de algun
modo parece bajar los niveles de Spry1, siendo ademas la tirosina 53 de Spry1 relevante
para este hecho. En cuanto a la via ERK, de nuevo, no podemos observar efecto alguno
sobre los niveles de Spry1, en concordancia con la independencia manifestada por esta
proteina de la influencia de la via ERK mostrada al principio de la senescencia. Por ello,
podemos concluir que la represion inicial que la via p38 ejerce sobre Spry1 no sucede en
la etapa tardia de la respuesta senescente, indicando una mas que posible variacion en

la regulacién de Spry1 en ambas etapas de la senescencia.

A Spryl WT Spry1 Y53A/Y53A

SB203580 10uM - + - + - + - +
U0126 10uM - - + + - - + +

.- O O O e e | em

Phospho ERK

— - e

D — — ’

- O - G & D & == Phospho p38
- - oy Phospho MK2

D D W e | Actin

1.4 4

1.2
1
0.8 @ Untreated
0.6 @s8 | Spry1 expression
04 4 mUO
0.2
0 T v

Spry WT Spryl
YS53A/YS3A

Figura 48. La contencién de los niveles de Spry1 por parte de p38 no sucede en la etapa
final de la senescencia celular. Dicha contencién, de nuevo, fue analizada tras el tratamiento
con los distintos farmacos indicados mediante Western Blot (A) y RT-gPCR (B) en fibroblastos
dérmicos de ratdn durante la etapa final de la senescencia.
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La proteina Spryl se acumula por estrés oxidativo y sus niveles son
contenidos por la via p38

Para corroborar los resultados obtenidos en los fibroblastos de piel y, ademas, encontrar
los posibles estimulos que, contrarios a la accién de p38 en la senescencia inicial,
promueven el aumento de los niveles de Sprouty, decidimos interrogar todos los tipos de
senescencia utilizados en nuestros experimentos con las células IMR90. Dado que
originariamente los componentes de la familia Spry fueron descritos como elementos de
respuesta inhibitoria a la sefalizacion ERK, pese a que ya hemos demostrado que no
ejercen como represores de esta via durante la senescencia celular, nuestro siguiente
objetivo fue el de comprobar si el estimulo causante de la induccion de estas proteinas
en dicho proceso es la activacion de la via ERK. Esta via, en un marco celular de
senescencia, es activada tanto por Ras (Pearson, Robinson et al. 2001) como por dafio al
DNA (Khalil, Morgan et al. 2011) o estrés oxidativo (Kim, Song et al. 2003). Otro dato
resefiable es el que indica que la activacion de la via p38 esta promovida por la induccion
de ERK en OIS, pese a que el nexo molecular entre ambas sefalizaciones no esta
todavia claro. Por tanto, determinar si los miembros de Sprouty pueden enlazar ambas
vias tanto por su reconocida respuesta a la via ERK como por la novedosa activaciéon de
la via p38 que favorecen en senescencia, descrita por nosotros en este estudio, se
convirtio en un objetivo ineludible. Para ello, utilizando los fibroblastos humanos IMR90,
distintos estimulos de senescencia y diferentes inhibidores, analizamos los niveles de
Spry1, Spry2, p38 fosforilado, MK2 fosforilado como control de la accion de SB203580 y

ERK fosforilado, interrogados todos ellos en la fase inicial de la senescencia (dia 2-3).

En el primero de los paneles, el de la senescencia inducida por RasV12, como ya
habiamos demostrado en la figura 31, observamos Spry1 y Spry2 aumentados, asi como
ERK'y p38 activados (Figura 49). El unico efecto de la adicién del inhibidor de la via p38,
como también habiamos observado en la figura 47, fue el aumento de los niveles de
Spry1, indicando una vez mas el control que p38 ejerce sobre Spry1, al menos en esta
fase de la senescencia. Al afiadir U0126, reconocido inhibidor de la quinasa que activa
ERK, la quinasa MEK, los niveles de Spry1, Spry2, ERK y p38 disminuyen de manera
llamativa en comparacién con las células senescentes sin tratar, indicando que gran parte
de las alarmas moleculares que accionan la senescencia por Ras pasan por la activacion

de ERK. Uno de los mediadores candidatos a ser responsables de la conexion entre ERK
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y p38 es el estrés oxidativo (Xu, Li et al. 2014). Por ello, ademas de los inhibidores de
p38 y ERK, utilizamos la N-acetil-cisteina (NAC), molécula capaz de mitigar el estrés
oxidativo de la célula. Curiosamente, al utilizar este elemento tamponador de radicales
libres, los niveles de Spry1 disminuyen, mientras que los de Spry2 se mantienen intactos.
También, en concordancia con lo previamente citado, los niveles de activaciéon de p38 se
reducen a causa de la disminucién del estrés oxidativo producido por la activacion

oncogénica de Ras.

Al focalizar sobre la induccién con etopdsido, advertimos que, tras el tratamiento con
SB203580, los niveles de Spry1 vuelven a aumentar mientras que los de Spry2 no,
reforzando lo interpretado en la OIS a este respecto (Figura 49). En cuanto a la adicién
de U0126, los niveles de Spry1 y Spry2 disminuyen. También, sorprendentemente, se
puede observar como, al parecer, la activacion de p38 en la senescencia inducida por
dafio al DNA se ve afectada por la disminucién de la via ERK con el inhibidor U0126,
sugiriendo la contribucion de esta via mas alla de una activacion directa de p38 a causa
del dafio cromosoémico. La via ERK, de manera légica, desciende a niveles del control.
En el caso del NAC, de nuevo los niveles de Spry1 se ven afectados mientras que los de

Spry2 se mantienen intactos.

En el caso del estimulo directo con perdxido de hidrégeno, uno de los agentes principales
de estrés oxidativo en la célula, observamos que la presencia de SB203580 vuelve a
aumentar los niveles de Spry1 y no de Spry2 (Figura 49). Sin embargo, en este caso,
advertimos un incremento en la propia activacion de p38 por el tratamiento con el
inhibidor. De manera sumamente llamativa, al observar la condicién en la que esta
presente U0126, los niveles de Spry1 no se reducen esta vez mientras que los de Spry2
lo hacen de nuevo. Ello indica que, pese a inhibicion de la via ERK, Spry1 se sigue
induciendo en respuesta al estrés oxidativo, a diferencia de lo que sucede con Spry2. De
hecho, un estudio sefiala la coordinacion de centros Fe-S, moléculas capaces de sensar
el estado redox celular, por parte de la estructura de Sprouty (Wu, Alexander et al. 2005),
hecho que podria estar siendo aprovechado por Spry1 en este contexto celular. Ademas,
la activacién de p38, habitualmente vinculada con el estrés oxidativo, no se ve afectada
en este caso por la presencia de U0126. De manera coherente, la presencia de NAC
disminuye los niveles de Spry1 en este tipo de senescencia, mientras que los de Spry2,

de nuevo, quedan intactos pese a que la via ERK esté menos activada en este caso.
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Asimismo, la via p38 aparece menos activada por la menor presencia de radicales

oxidantes en la condicién con NAC.

En definitiva, una vez analizados todos los escenarios mostrados, advertimos la diferente
respuesta por parte de Spry1 y Spry2 a los diferentes estimulos de senescencia. Por un
lado, Spry1 parece depender principalmente de la presencia de estrés oxidativo para su
induccién. Sin embargo, en el caso de Spry2, sus niveles aparentan responder al estado
de la via ERK.
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Figura 49. Spry1 se induce a causa del estrés oxidativo mientras que el incremento de
Spry2 depende integramente de la via ERK. El panel de Western Blot muestra, en la etapa
temprana en IMR90 de las distintas inducciones de senescencia indicadas, el efecto de cada uno

de los tratamientos sobre Spry1, Spry2, p38 y ERK.

Dado que disponiamos de un fantastico modelo de senescencia por estrés oxidativo, el
de los fibroblastos de raton a 21% de oxigeno, nos dispusimos a analizar el
comportamiento de Spry1 y Spry2 en este modelo. Los fibroblastos dérmicos de raton,
después de ser incubados desde su extraccion en un ambiente de 3% fisiolégico de
oxigeno, aumentan los niveles de Spry1, pero no los de Spry2, tras un corto periodo de
24 horas en un ambiente estresante del 21% de oxigeno (Figura 50). Dicha acumulacién
de Spry1 sucede de manera simultanea a la activacion de la via p38, mientras que la via

ERK no se encuentra afectada en este lapso de tiempo en condiciones estresantes.
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Figura 50. La proteina Spry1 se induce de manera muy temprana a causa del exceso de
estrés oxidativo causante de senescencia prematura en fibroblastos dérmicos. Western blot
en células dérmicas de ratdbn que muestra la induccion de Spry1, phospho p38 y phospho ERK en
los distintos tiempos indicados de estimulo.

Ademas, la estabilizacion de Spry1 no depende de la presencia de la tirosina 53, al
observarse el mismo efecto del ambiente estresante del 21% de oxigeno sobre células de
genotipos Spry1 WT o Spry1 Y53A/Y53A (Figura 51A). De nuevo, la presencia de
inhibidor SB203580 es capaz de elevar incluso mas los niveles de la proteina Spry1,
volviendo a mostrar el control represivo que la via p38 ejerce sobre esta proteina en la
induccién temprana a causa de un estimulo de senescencia como el cultivo al 21% de
oxigeno de este tipo celular. En concordancia, en dichas condiciones de oxigeno, las
atmosféricas, los fibroblastos dérmicos de raton no aumentan los niveles de Spry1 en
presencia del antioxidante N-acetilcisteina (NAC), fortaleciendo el concepto de que la
induccién de Spry1 depende de manera directa de la presencia de estrés oxidativo. Para
comprobar si el aumento de Spry1 en las condiciones de estrés mentadas depende de un
aumento en la transcripcion del RNA que lo codifica, evaluamos su expresion por RT-
gPCR. De manera crucial, observamos cémo, en este punto del proceso senescente, el
incremento de los niveles de proteina Spry1l no se debe a una potenciacién en la
expresion del propio gen, sino que depende enteramente de las posibles modificaciones
estructurales que el estrés oxidativo pueda causar sobre la proteina Spry1 a través de
mediadores todavia por determinar (Figura 51B). Ello pone de manifiesto el papel de

sensor del nivel de estrés oxidativo que Spry1 puede estar llevando a cabo en
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senescencia y le otorga un rol tan novedoso como relevante en este proceso. Ademas, y
como sucede también en la figura 46, la adicion de inhibidor de p38 vuelve a sefialar una
contencion por parte de esta via sobre el aumento de los niveles de Spry1 que, al menos

en parte, se lleva a cabo a nivel transcripcional.
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Figura 50. La induccién de Spry1 a causa del estrés oxidativo no depende de la presencia
de la tirosina 53. Los niveles de las diferentes proteinas mostradas en el panel (A) fueron
valorada mediante Western Blot en células WT e Y53A/Y53A tras 24h de estimulo. Por otro lado,
los niveles de expresion de Spry1 fueron analizados mediante RT-gPCR (B) en las mismas
condiciones mostradas en el Western Blot.
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El analisis transcriptémico de fibroblastos dérmicos de raton confirma
gue la activacion de p38 por parte de Spryl es necesaria para la correcta
induccion de elementos de la fase inicial de la senescencia

Para desentrafiar las diferencias a nivel transcriptomico entre los fibroblastos del ratén
mutante de la tirosina 53 y el WT, realizamos un analisis por microarray de dichas
condiciones en el punto inicial de la senescencia en este modelo celular, el dia 14 post-
extraccién. Tras introducir los valores de expresion obtenidos en la aplicacion GSEA, que
nos permite realizar un analisis global y preciso de los datos recogidos en este tipo de
experimentos a gran escala, obtuvimos un interesante numero de “hallmarks” que se
correlacionan de manera significativa con las dos condiciones introducidas. De manera
llamativa, dos sets de genes intimamente relacionados entre si, la respuesta inflamatoria
y la sefalizaciéon |IL6-Stat3, aparecieron correlacionados de manera clara con el perfil de
expresion gendémica de las células Y53A/Y53A. Por otro lado, curiosamente, las células
WT mostraron una asociacion clara con el set de genes relacionados con la activacion de
la via Notch (Figura 52A). Como ya ha sido descrito previamente, la via Notch tiene un
papel clave en la represion de la produccion del SASP inflamatorio en la fase inicial de la
senescencia celular (Hoare, Ito et al. 2016). Al seleccionar un amplio numero de genes
diana de NFKkB, responsable del SASP inflamatorio, y otros tantos de Notch y comparar
su expresion, observamos cdmo la correlacion ya mostrada por el GSEA se reproduce de
manera clara, encontrandose los primeros aumentados en las células Y53A/Y53A y los
segundos en las que mantienen Spry1 integro (Figura 52C). Dichos resultados fueron
corroborados por qPCR de los genes TGFB2, HEY2 e IL6 en experimentos
independientes a los que, ademas, se anadidé la condicidn en la que la sefalizacion de
p38 se ve interrumpida por la adicion de SB203580 (Figura 52D). Cabe resaltar que, a
diferencia de los principales genes valorados en el estudio del grupo de Masashi Narita,
escogimos TGFB2 y HEY2 debido a la ausencia de induccion de TGFB1 y HES1 en
nuestro modelo de fibroblastos de ratén (datos no mostrados). En este caso,
demostramos cémo el control efectuado por Spry1 sobre Notch y la dinamica del SASP
depende de su papel como activador de p38 en senescencia, dado que la inhibicién de
p38 impide también la activacion de Notch y la transcripcion de sus genes diana en
senescencia, HEY2 y TGFB2 (Figura 52B).
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Figura 52. El analisis transcriptomico de la fase inicial de la senescencia en fibroblastos
dérmicos de ratén revela que la induccién de p38 por parte de Spry1 es necesaria para la
coordinacion de los distintos SASPs llevada a cabo por Notch. El analisis transcriptomico fue
realizado mediante la introduccion de los datos del microarray en la aplicacion Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA) en fibroblastos dérmicos de ratén situados a dia 14 post-extraccion
(A). En dicho momento de la respuesta senescente, la activacion de p38 se muestra por Western
Blot (B). De los sets escogidos, se realizé un heatmap (C) con aquellos genes implicados en las
dos vias contrapuestas en los fibroblastos dérmicos a dia 14 y, el efecto de Spry1 sobre la via
p38 en la expresion de los principales elementos de esas vias, confirmado mediante RT-qPCR
(D).

Mediante RT-gPCR, comprobamos también la dindmica de expresién de estos genes
interrogados a lo largo de diversos puntos temporales en este modelo celular concreto.
Como se puede observar, en los fibroblastos dérmicos la expresion de TGFB2 comienza
siendo similar entre WT e Y53A/Y53A en los dias 2 y 6. Al inicio de la senescencia en el
dia 14, la expresiéon de TGFB2 es claramente mayor en las células WT de Spry1,
coincidiendo con el pico de expresion que observamos en HEY2, de manera similar a lo
que ocurre en el caso de las IMR90 en esta etapa inicial (Figura 53). Sin embargo, la

expresion de TGFB2 se mantiene aumentada en las células WT incluso al final de la
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senescencia, a diferencia de lo que sucede tras la induccion de ésta con ciertos
estresores en IMR90. En el caso de IL6, pudimos observar como a dia 6 hay un
incremento muy leve de la expresion tanto en células WT como Y53A/YS53A. Dicho
incremento se ve disminuido a dia 14 soélo en el caso de las células Spry1 WT,
coincidiendo también con el pico de expresion de HEY2 que sélo se da en esta condicion.
A punto final, la expresién de la IL6 en ambos genotipos se ve sustancialmente
incrementada y no muestra diferencias entre ambas condiciones, como ya habiamos

descrito en experimentos mostrados con anterioridad.
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Figura 53. Dinamica de expresion de los principales elementos coordinados por Spry1-p38
en el modelo celular de senescencia de los fibroblastos dérmicos de raton. Mediante RT-
gPCR, la dinamica de expresion de los genes TGFB2, HEY2 e IL6 fue comprobada en este
modelo celular concreto.

Por otro lado, quisimos comprobar si la accion de Spry1 sobre p38 y de este ultimo sobre
TGFbeta y Notch observada en los fibroblastos dérmicos de raton era extrapolable a las
IMR90. Para ello, analizando la expresion de TGFB1 y HES1 en la etapa inicial de la
senescencia inducida por dafio al DNA con etopdsido, observamos que tanto la
introduccion de un alelo Y53A como el tratamiento con inhibidor de p38 producen una
disminucién en la expresién de estos genes, en concordancia con lo ocurrido en nuestro
modelo de fibroblastos de raton (Figura 54). Ello se acompafia, ademas, de efectos sobre
la transcripcidon de otros genes presentes en la etapa inicial de la senescencia como, por
ejemplo, p21, que guarda una estrecha relacion no sélo con p53 sino también con
TGFbeta para su expresion en ciertos contextos de senescencia (Aarts, Georgilis et al.
2017). El efecto del alelo mutado de Spry1 tanto sobre la expresién de p21 como de
TGFB1 ya habia sido mentado pero sélo como un simple reflejo de la interferencia de la
forma mutante sobre la expresién de marcadores iniciales de senescencia. Sin embargo,

en este experimento, pudimos ver como dicha expresion disminuida de estos marcadores
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encaja con la deficiente induccion de la via p38 que conlleva la presencia del mutante
YS53A. Por otro lado, aunque se halle escasamente descrito en la literatura, la expresion
de Notch1 depende de p53 en un modelo de senescencia como los queratinocitos (Lefort,
Mandinova et al. 2007). Ademas, en nuestros experimentos, como también sucede con el
reconocido target de p53, p21, la interrupcion de la via p38 a través de la mutacion de
Spry1 o del tratamiento con SB reduce el aumento de expresion de Notch1 que se
produce en la fase temprana de la senescencia en IMR90. Si en dicho periodo inicial de
la respuesta senescente la activacion coordinada de p53 y p38 puede conllevar un
aumento en la expresion de Notch1, éste puede acumularse en la membrana y
desencadenar la inhibicion de C/EBPbeta de la que ya ha sido demostrado como
responsable en senescencia (Hoare, Ito et al. 2016), produciendo la represion inicial del
SASP inflamatorio y explicando, al menos en parte, el mecanismo por el cual las células

senescentes acumulan inicialmente Notch1 en sus membranas, todavia por determinar.
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Figura 54. La activacion deficiente de p38 en la etapa inicial de la senescencia en células
con presencia del alelo Y53A también impide la induccién adecuada de Notch-TGFbeta en
IMR90. La expresion de los genes TGFB1, HES1 y p21 fue comprobada en este modelo celular
concreto en la etapa inicial de la senescencia causada por Etopdsido en IMR90, es decir, a dia 2
post-estimulo.
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La fase inicial de la respuesta senescente dependiente de la activacion de
Spry1-p38 guarda grandes similitudes con la senescencia programada en
el desarrollo

El analisis transcriptomico de los fibroblastos a dia 14 también nos ofrecié algunos otros
datos interesantes. Ademas de al eje Notch-TGFbeta, la activacion deficiente de p38
causada por la mutacion Y53A parece afectar a la expresidn de genes relacionados con
otras vias como Hedgehog o Wnt (Figura 55A). Curiosamente, las vias mentadas han
sido recientemente identificadas como mediadores clave de la senescencia programada
que se da en procesos de desarrollo embrionario (Munoz-Espin, Canamero et al. 2013,
Storer, Mas et al. 2013). Ademas, en nuestro grupo, hemos desvelado el papel clave de
la tirosina 53 de Spry1 en la senescencia programada que tiene lugar en el sistema
genitourinario. FGF2, intimamente relacionado tanto con el SASP (Coppe, Desprez et al.
2010) como con TGFbeta (Chen, Qin et al. 2012), Hedgehog (Lavine, White et al. 2006) o
Wnt (ten Berge, Brugmann et al. 2008), es uno de los genes del microarray mas
diferencialmente aumentados en las células Spry1 WT. Incluso en fibroblastos IMR9O0 la
induccion de FGF2 se ve entorpecida por la interrupcion de la via p38 bien sea a través
de la introduccién de un alelo Y53A o mediante la adicion de inhibidor SB203580 (Figura
55B). Al agrupar gran parte de los genes que son dianas comunes de las vias mentadas,
TGFbeta, Wnt y Hedgehog, en un heatmap de los valores de expresion obtenidos en el
microarray (Figura 55C), pudimos observar la clara correlacion de la induccién de dichos

genes con el genotipo Spry1 WT.
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Figura 55. Vias de senescencia asociadas al desarrollo y a la fase inicial de senescencia
como TGFbeta, Wnt o Shh se encuentran afectadas por la presencia de la mutaciéon Y53A.
Los datos del microarray de fibroblastos dérmicos a dia 14 fueron analizados a través de GSEA
(A), obteniendo la correlacién del genotipo Spry1 WT con los gene sets mostrados en la figura. La
expresion del principal elemento de dichos gene sets, FGF2, fue comprobada también mediante
RT-gPCR en células IMR90 (B). Ademas, realizamos un heatmap que muestra los principales
elementos de los gene sets expuestos en los dos genotipos incluidos en el microarray (C).

Ademas, posteriormente comprobamos que FGF2 aumenta su expresion en IMR9O0 tras
todos los estimulos de senescencia que hemos utilizado en este estudio ya en la fase
temprana, indicando que también se trata de un marcador presente ya etapa inicial de la
respuesta senescente in vitro (Figura 56). Todo ello puede implicar que, mas alla de la
induccién de Notch-TGFbeta, la activaciéon de p38 por Spry1 puede influir sobre otras
vias de sefalizacion como Hedgehog o Wnt en la etapa inicial de la senescencia,
coincidiendo ésta en gran medida con la que se da en el desarrollo embrionario a nivel de
senalizacion. Por tanto, dado que el eje Spry1-p38 emerge como sustancial para las vias
de senalizacion desveladas en la etapa temprana de la respuesta senescente in vitro, y
éstas son clave para procesos singulares de senescencia como la programada
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embrionaria puede que, de manera preliminar, nos encontremos ante una explicacién del
porqué de la relevancia de Spry1 para las estructuras senescentes presentes en el

desarrollo genitourinario.
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Figura 56. La expresion de FGF2 se incrementa ya en la etapa inicial de la respuesta
senescente en células IMR90. La dinamica de expresién de FGF2 fue comprobada, en
fibroblastos IMR90, mediante RT-gPCR de las distintas fases de la senescencia causada por los
inductores indicados.

La mutacidon Y53A presente en la etapa inicial de la senescencia en
fibroblastos dérmicos es capaz de alterar otros aspectos asociados a las
células senescentes

Aunque menos explorados, otros de los aspectos que podrian verse alterados por la
interrupcién del eje Spry1-p38 (Figura 57) podrian ser tanto aspectos relacionados con la
remodelacion de la cromatina asociada, por ejemplo, a la expresion de los inhibidores de
ciclo reprimida por los grupos Polycomb (Vire, Brenner et al. 2006, Bracken, Kleine-
Kohlbrecher et al. 2007), en nuestro caso representados por EZH2 y SUZ12, como
aspectos que conciernen a la compleja modulaciéon del metabolismo llevada a cabo en

las células senescentes (Wiley and Campisi 2016).
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Spryl1 Y53A/Y53A vs Spry1 +/+ skin fibroblasts
at day 14
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Figura 57. Aspectos relacionados con la senescencia encontrados por el analisis con
GSEA de los datos obtenidos en el microarray de los fibroblastos dérmicos en la etapa
inicial de la senescencia. Algunos de los datos menos explorados en nuestro experimento
transcriptdmico muestran asociacién de los genotipos analizados con rasgos de las células
senescentes como el control de la remodelaciéon de la cromatina (A) o la modulacién del
metabolismo celular (B).

La activacion del eje Spryl1-p38 en respuesta a estimulos estresores
favorece la induccion de senescencia frente a la de apoptosis

Las células han de enfrentarse, a lo largo del periodo de su existencia, a un amplio
abanico de eventos moleculares inductores de estrés. Dos de los principales elementos
de esta nutrida lista son el dafio en el DNA y el estrés oxidativo, encontrandose ademas
intimamente relacionados entre si. Existen desde tiempo atras estudios que indican como
dichos estresores son capaces de desencadenar las dos respuestas que la célula ofrece
de manera predominante ante la producciéon de dafio: la senescencia y la apoptosis
(Childs, Baker et al. 2014, Munoz-Espin and Serrano 2014). No obstante, la primera de

las respuestas nombradas, la senescencia, es inducida solo a partir de cierto nivel de
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dafio capaz de comprometer el estado celular (Chen, Liu et al. 2000, Debacqg-Chainiaux,
Borlon et al. 2005, Probin, Wang et al. 2006, Krenning, Feringa et al. 2014) siempre que
sea sin alcanzar un extremo lesivo que conduzca a la muerte apoptética (Childs, Baker et
al. 2014). En realidad, mientras que los mecanismos de muerte programada se
encuentran inducidos en ambos tipos de respuesta al estrés, sélo la célula senescente
activa rutas moleculares de supervivencia que compensan dicha orientacion hacia el
suicidio celular (Yosef, Pilpel et al. 2017). Ademas, en estos ultimos afos el estudio de
dicho equilibrio celular entre la apoptosis y la senescencia se halla ciertamente en boga,
puesto que posibilita la eliminacién de las células senescentes mediante el fomento de su
entrada en apoptosis a través de la interrupcién de las vias de supervivencia (Chang,
Wang et al. 2016, Yosef, Pilpel et al. 2016, Demaria, O'Leary et al. 2017).

Aparte de todos los gene sets previamente mostrados asociados con uno de los
genotipos, Spryl WT o Spry1 Y53A/Y53A, en el estudio transcriptomico de los
fibroblastos dérmicos de raton con GSEA, uno de los todavia no mencionados es el
Hallmark Apoptosis, significativamente asociado con las células Spry1 Y53A/Y53A a dia
14 post-extraccion (Figura 58A). Ademas, durante la realizacion de los experimentos 3T3
con dichas células, tuvimos la sensacion de una mayor proporcion de células muertas en
los cultivos obtenidos del raton mutante Y53A respecto al WT. Teniendo en cuenta lo
brevemente introducido en el anterior parrafo y extensamente desarrollado en la
introduccién, nos propusimos valorar si, como ya ha sido previamente demostrado (Yosef,
Pilpel et al. 2017), el defecto en la induccion de la respuesta senescente manifestado en
distintos contextos, en nuestro caso en presencia del alelo mutante Y53A, disminuye el

umbral de estrés a partir del que comparece la muerte apoptética.

En primer lugar, usando el mismo modelo celular en el que realizamos el analisis
transcriptomico, decidimos establecer un rango de dosis de peroxido de hidrogeno
estimulando células cultivadas a 3% de oxigeno para evitar la influencia de las
condiciones estresantes producidas por la concentraciéon de oxigeno atmosférico (21%).
Tras 24 horas de estimulo, pudimos observar como, de manera clara, la proporcién de
células que permanecian vivas tras la adicion de H202 800uM era superior en la
condicién Spry1l WT que en las Spry1 Y53A/Y53A o en las Spry1l WT tratadas con
inhibidor de la via p38 (Figura 58B). Ademas, al realizar sobre dichos fibroblastos la

tincion por inmunofluorescencia de la caspasa 3 activada, uno de los principales
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efectores de la apoptosis, pudimos constatar la mayor orientacion de las células Spry1
Y53A/Y53Ay WT con inhibidor SB hacia la respuesta apoptoética (Figura 58C).
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Figura 58. La activacion de la via p38 por parte de Spry1 en un contexto de senescencia in
vitro favorece la resistencia a apoptosis. El analisis transcriptomico con GSEA de los
fibroblastos dérmicos de raton en la etapa temprana de la senescencia desvela una clara
asociacion del perfil de expresion de las células Spry1 Y53A/Y53A con la apoptosis (A). Para
corroborar dicho escenario, el mismo tipo celular fue utilizado en un experimento en el que, tras
estimular con distintas dosis de estrés oxidativo, se tratd de hallar diferencias entre las
condiciones analizadas (B). La inmunofluorescencia de la caspasa 3 activada en la condicion
800uM de H202 muestra las diferencias entre condiciones (C).
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Dado que la presencia de células senescentes resulta nociva en determinados contextos
y que habiamos probado la necesidad de las células de activar el eje Spry1-p38 tanto
para la induccion eficiente de senescencia como para el fomento de los mecanismos de
supervivencia que, frente al estrés, de ella se derivan, decidimos comprobar la relevancia
de este ultimo fendmeno en un paradigma como la senescencia inducida por
quimioterapia. De manera relevante, en dicho escenario, la eliminacion de células
senescentes causadas por el tratamiento con doxorrubicina mediante el uso de
senoliticos se ha probado como beneficiosa para evitar efectos secundarios perniciosos
de la quimioterapia, como son la recidiva tumoral o la metastasis (Demaria, O'Leary et al.
2017).

Por ello, realizamos una inmunofluorescencia de caspasa 3 activada en los pulmones de
ratones tratados con doxorrubicina, comparando ratones Spry1 WT, Spry1 Y53A/+ y
Spry1 WT con SB, tratados de manera similar al experimento mostrado en la figura 45
mediante la administracion intraperitoneal de inhibidor de p38 a 5mg/kg/dia durante 9
dias desde el mismo momento en que el tratamiento con doxorrubicina se le administra a
cada animal. Al evaluar la presencia de células positivas para caspasa 3 activa nos
percatamos de que, en consonancia con lo observado en fibroblastos dérmicos, los
ratones con el alelo Y53A o tratados con SB mostraban una mayor proporcion de células
apoptéticas en el tejido pulmonar (Figuras 59A y 59B). En contraste con el concepto de
eliminacion de las células senescentes una vez ya presentes en los distintos contextos
(Zhu, Tchkonia et al. 2016), este experimento aporta una nueva vision en la cual,
mediante la interrupcién del eje Spry1-p38, la senescencia perniciosa causada por la
quimioterapia es sustituida por apoptosis al interferir en los mecanismos de induccién y
viabilidad de la respuesta senescente. Cabe sefialar que, en las mismas condiciones, en
este tejido, hemos demostrado previamente que la induccidn de senescencia es
deficiente puesto que la induccién de dos de sus principales marcadores, p21 e IL6, se
ve disminuida en las condiciones que aqui aparecen con mayor presencia de apoptosis,
las del ratén mutante Y53A o las tratadas con inhibidor de p38. En relacion a lo mostrado,
y como ha sido demostrado por otro grupo, la expresion de p21 es capaz de inhibir la
apoptosis en un contexto de senescencia celular (Yosef, Pilpel et al. 2017), encajando

con lo que observamos en nuestro caso.
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Figura 59. La activaciéon del eje Spry1-p38 es necesaria para la resistencia a la apoptosis
que ofrecen las células senescentes en un contexto in vivo. La inmunofluorescencia de la
caspasa 3 activada en las distintas condiciones muestra las diferencias existentes en el tejido
pulmonar expuesto a la presencia de doxorrubicina causante de senescencia (A), asi como la
cuantificacién resultante en tanto por ciento (B).

Por otro lado, al inhibir la via p38 en la senescencia inducida por etoposido en IMR90, la
expresion de PUMA, descrita en la respuesta senescente (Baar, Brandt et al. 2017), no
se ve alterada (Figura 60A). No obstante, la activacion de p38 que se deriva de la
integridad de la tirosina 53 de Spry1 favorece la expresion de proteinas anti-apoptéticas
como Bcl-w (Yosef, Pilpel et al. 2016), cuyo gen es BCL2L2, explicando asi, al menos en
parte, la resistencia a apoptosis que favorece el eje Spry1-p38 en senescencia. Es
necesario indicar que BCL2L2 es, de todos los genes antiapoptéticos inducidos en
senescencia, aquel cuyo incremento sucede de manera mas frecuente a lo largo de todos
los tipos celulares utilizados como modelos de respuesta senescente (Hernandez-
Segura, de Jong et al. 2017) y su expresion ha sido previamente identificada como
dependiente de p38 (Frevel, Bakheet et al. 2003, Danckwardt, Gantzert et al. 2011). Por

otra parte, en consonancia con lo ya mostrado, la senescencia inducida por la
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sobreexpresiéon de Spry1, a diferencia de la senescencia candnica, no muestra
susceptibilidad al tratamiento con inhibidores de proteinas antiapoptoticas como Bcl-2.
Dicho de otra forma, basandonos en experimentos realizados por otros grupos (Chang,
Wang et al. 2016), la induccion de senescencia por Spry1l en IMR90 no permite la
eliminacién de estas células por tratamiento con senoliticos como el ABT-263 (Figura
60B). Por tanto, al menos en este paradigma, la activacion del eje Spry1-p38 no favorece
la faceta apoptética de la senescencia sino que, mas bien, ejerce como mecanismo de
compensacion para la viabilidad en las células senescentes. Asimismo, la senescencia
causada por la sobreexpresion de Spry1 no conlleva la induccion de PUMA, mientras que
causa el aumento de la expresion de BCL2L2 (Figura 60C), encajando con lo descrito en
esta misma figura en cuanto a la inhibicidon del eje Spry1-p38 en la senescencia inducida

por etopésido.
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Figura 60. La induccién de senescencia por el eje Spry1-p38 no muestra la susceptibilidad
a los senoliticos caracteristica de esta respuesta. El numero de células vivas tras 72h de
tratamiento con ABT-263 muestra el contraste entre las células senescentes por estimulos
canonicos y las inducidas por Spry1 (A). Ademas, la sobreexpresion de Spry1 no produce la
expresion de PUMA en senescencia, a diferencia de lo que sucede en una senescencia candnica
causada por etoposido (B). La expresion de PUMA fue medida en células en la etapa inicial de la
senescencia a causa de etoposido en las distintas condiciones mostradas (C).
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Nuestro trabajo, principalmente, sitia de manera definitiva a la familia de genes de
Sprouty como componentes celulares necesarios para la induccion adecuada de la
respuesta senescente. Considerados, casi de manera exclusiva, como elementos de
respuesta a la sefalizacion por receptores tirosina-quinasa, la descripcidn minuciosa
realizada en esta tesis, apoyada firmemente en los datos previos generados en nuestro
grupo, confirma de forma contundente la participacion de los miembros de la familia
Sprouty en la senescencia celular. En primer lugar, el unico estudio previo al respecto
habla de los componentes de la familia Sprouty como elementos que responden, segun
lo comentado en dicho trabajo, a la sefalizacion aberrante de ERK en la senescencia
inducida por oncogenes a causa de la activacion de Ras causada por la pérdida de NF1
(Courtois-Cox, Genther Williams et al. 2006). En dicho trabajo se atribuye la induccion de
Spry1, Spry2 y Spry4 al establecimiento de un programa celular de oposicion a la
activacion descontrolada de la via ERK. No obstante, pese a que la pérdida de NF1
conlleva la entrada de senescencia en células humanas como las IMR90 o las BJ, la
cinética de activacion de AKT y ERK posee un pico inicial que luego disminuye con el
tiempo, fendmeno disonante tanto con los tipos y modelos de senescencia estudiados en
nuestro trabajo como con los mostrados en un gran numero de publicaciones de diversos

laboratorios.

En cuanto a la via AKT, se ha mostrado en un gran numero de articulos cémo la célula
requiere de su activacion para el establecimiento y la persistencia de la senescencia
producida por todos los inductores candnicos (Nogueira, Park et al. 2008, Astle, Hannan
et al. 2012, Xu, Li et al. 2014, Correia-Melo, Marques et al. 2016). En este mismo sentido,
la activacion continuada de AKT por la eliminacion de PTEN es capaz de causar
senescencia (Chen, Trotman et al. 2005). Por otro lado, la via mTOR, intimamente
relacionada con PI3K-AKT, es una de las vias mas reiteradamente descritas como
requeridas por la célula para el establecimiento adecuado del fenotipo senescente,
principalmente del aparato secretor de estas células (Herranz, Gallage et al. 2015,
Laberge, Sun et al. 2015), pero también relevantes para la expresién de inhibidores de
ciclo celular (Aarts, Georgilis et al. 2017) asi como para el mantenimiento de la

senescencia por la produccién de ROS mitocondrial (Correia-Melo, Marques et al. 2016).
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Por otro lado, respecto a la via ERK, menos explorada que el eje PI3K-AKT-mTOR en
senescencia, se ha observado como la célula establece una activacion prolongada de la
misma durante la respuesta senescente (Kim, Song et al. 2003) en respuesta a estrés
oxidativo, dano al DNA (Khalil, Morgan et al. 2011) y, por supuesto, activacién de
oncogenes como Ras o Raf (Deschenes-Simard, Gaumont-Leclerc et al. 2013). De
hecho, mas alla de la activacion persistente de ERK requerida para, por ejemplo, la
expresion crucial de p16 INK4a en senescencia en modelos celulares (Ohtani, Zebedee
et al. 2001), dicha induccién de la via se ha demostrado necesaria incluso para la
consecucion de la senescencia en un paradigma tan particular como el desarrollo (Storer,
Mas et al. 2013). Por todo ello, el concepto en el que la comparecencia de los diferentes
miembros de Sprouty en la respuesta senescente tiene como cometido la inhibicion de la
via ERK queda, cuanto menos, en entredicho, puesto que en la amplisima mayoria de los
casos la célula senescente requiere de la activacion continuada de esta via. Ademas,
como ya habiamos demostrado previamente (Macia, Gallel et al. 2012, Macia, Vaquero et
al. 2014) y en este trabajo hemos constatado, la via ERK no se ve afectada por la funcién

de Sprouty en senescencia.

Sin embargo, todo lo expuesto no excluye la posibilidad de que los miembros de Sprouty
aumenten sus niveles en las células senescentes debido a la activacion de la via ERK.
En este sentido, y como ya hemos sefalado en el apartado de resultados, parece
evidente que es Spry2 el miembro de la familia que responde al estado de la sefalizacion
de ERK mientras que Spry1, por otro lado, depende de manera directa de la presencia de
estrés oxidativo. No obstante, en ciertos de los experimentos que hemos llevado a cabo
en las IMROO, los niveles de Spry1 se han visto afectados por la adicion del inhibidor de
la activacion de ERK denominado U0126. Sin embargo, de manera sumamente
relevante, ello sucede en los casos en los que la induccion de estrés oxidativo no es
directa como en la senescencia inducida por peréxido de hidrégeno, sino que se deriva
de la activacién excesiva de Ras o de la produccion de dafio al DNA con etopdsido. El
mecanismo aceptado de activacién de la via p38 en la senescencia inducida por
oncogenes describe como una activacion aberrante de ERK produce un gran aumento de
ROS en la célula, lo que mediante mecanismos, hasta la elaboracion de nuestro presente
trabajo, poco explorados conlleva la induccion de p38 (Wang, Chen et al. 2002, Dolado,
Swat et al. 2007). Por otro lado, la produccion de dafio al DNA inductora de senescencia
es capaz de activar la via ERK (Khalil, Morgan et al. 2011), probablemente con el fin de

mantener la viabilidad celular. Por ello, podemos especular que la reduccion de ERK en

194



nuestros experimentos en los casos en que la produccion de estrés oxidativo no es
directa puede afectar de manera parcial a los niveles de Spry1 por medio de la reduccion
en la produccion de ROS en las células. Debido al panel de Western Blots que obtuvimos
en la senescencia inducida por peroxido de hidrégeno, observamos como la inhibicion de
ERK no afecta a los niveles de proteina de Spry1 cuando el estrés oxidativo se induce
directamente sobre la célula, hecho que refuerza el concepto de la diferente reaccién de

Spry1y Spry2 a los estimulos inductores de senescencia.

Early
senescence

Figura 61. Esquema representativo de los mecanismos de inducciéon diferencial entre
Spry1 y Spry2 en senescencia. En esta figura se resume de manera grafica lo desvelado en los
experimentos realizados tanto en las células IMR90 con los distintos inductores de senescencia
como en los fibroblastos dérmicos tras el estimulo del 21% de oxigeno en el ambiente de cultivo.

De hecho, coincidiendo con la conjetura propuesta, datos transcriptomicos obtenidos en
la pagina Gene Expression Omnibus en que se comparan células que han sufrido OIS
con shRNA ctrl y shRNAs contra ERK2 (Deschenes-Simard, Gaumont-Leclerc et al.
2013), demuestran cédmo, de todos los miembros de Sprouty, sélo la expresion de Spry2
y Spry4 depende de la via ERK en las células senescentes (Figura 62). Por tanto, parece
que la célula coordina la induccion de los distintos miembros de Sprouty en senescencia

mediante mecanismos diferentes pero, al fin y al cabo, complementarios.
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Figura 62. Datos extraidos de Gene Expression Omnibus (GEO) indican cémo, en un
modelo de senescencia inducida por Ras, la activacion de ERK no influye sobre la
expresion de Spry1. El set de datos GSE33613, obtenidos de GEO (Gene Expression Omnibus,
fue filtrado para mostrar en un heatmap los genes indicados en la figura.

El exceso de estrés oxidativo ha sido repetidamente citado como una de las causas de la
respuesta senescente a lo largo de los afos de abordaje experimental de este proceso
celular (Munoz-Espin and Serrano 2014). Sin embargo, los mecanismos por los que la
célula detecta cuando dicho estrés ha de ser necesariamente motivo de la induccion de
senescencia estan todavia pobremente explorados. Mas alla de que, en presencia de
ROS, la célula induce la via p38 y ello es parte necesaria del establecimiento de
senescencia (de Magalhaes and Passos 2018), el conocimiento existente no detalla
minuciosamente el modo en que la maquinaria celular es capaz de detectar tales niveles

de estrés asi como de establecer una activacion persistente de la via p38.

En este sentido, y basandonos en varios de los experimentos que hemos realizado en
nuestro laboratorio, cabe la posibilidad de que Spry1 sea capaz de actuar como una
suerte de sensor de los niveles de radicales oxidantes que, una vez sobrepasado cierto
umbral de estrés, ha de desencadenar la induccién de senescencia en las células. De
hecho, como se muestra en la figura 63, los fibroblastos dérmicos, como ya ha sido
mostrado en otros experimentos de esta tesis, incrementan la cantidad de Spry1 de
manera independiente al aumento de mMRNA en presencia de concentraciones

atmosféricas de oxigeno estresantes (21% 0O2) ya a las 24 horas de estimulo.
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Curiosamente, al devolver las células durante otras 24 horas a su ambiente fisiologica
(8% 0O2), el nivel de Spry1 es devuelto al estado inicial. Sin embargo, cuando el estrés
causado por el cultivo al 21% de oxigeno supera las 48h, la induccion de Spry1 resulta,
cuanto menos, mas dificil de revertir al devolver las células a las condiciones de oxigeno
de 3%. Ello también sucede cuando el estimulo estresor del 21% de oxigeno se da
durante 4 dias. Por tanto, pese a que no se pueda aseverar la total irreversibilidad de la
induccién de Spry1 en los estimulos utilizados en el experimento descrito en este parrafo,
resulta inequivoco que la capacidad de la célula para regresar al estado inicial se ve
dramaticamente alterada a los 2 y a los 4 dias, sugiriendo un posible mecanismo celular
que desencadena la respuesta senescente en funcién de la intensidad y/o duracién del
estrés sufrido, oxidativo en este caso. Respecto a los mecanismos que utiliza la célula
para hacer de la senescencia una respuesta irreversible, resulta relevante la posibilidad
de que hayamos definido uno que se adhiera a los escasos ya descritos, entre los que se
incluyen las alteraciones cromatinicas SAHF (Narita, Nunez et al. 2003), ademas de
ciertos loops de retroalimentacion mediados por rutas como NFkB-Stat3 (Kuilman,
Michaloglou et al. 2010), la respuesta al dafio al DNA en los DNA-SCARS (Rodier, Munoz
et al. 2011) o la produccion de ROS mitocondrial (Correia-Melo, Marques et al. 2016,
Wiley, Velarde et al. 2016).
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Figura 63. La induccién de Spry1 en fibroblastos de ratén expuestos a condiciones
estresantes se torna menos reversible a partir de las 48 horas de estimulo. Los fibroblastos
de dermis de raton utilizados, al exceder las 48h de cultivo al 21% de oxigeno, resultaron mucho
menos capaces de revertir la induccién de Spry1.

Resulta, cuanto menos, sorprendente y novedoso el mecanismo por el cual la presencia

de altos niveles de estrés oxidativo incrementan la estabilidad de la proteina Spry1 de
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una forma nunca antes descrita para ninguno de los miembros de esta familia de genes.
Uno de los posibles responsables estructurales de llevar a cabo el cometido de la
deteccién del exceso de estrés oxidativo puede que resida en la zona rica en cisteinas, el
llamado dominio Spry. Dicho dominio, en un estudio sobre Spry2 (Wu, Alexander et al.
2005), es capaz de coordinar centros Fe-S, prodigamente descritos como estructuras
moleculares capaces de mensurar el estrés oxidativo mediante la alteracion de su
estructura en funcion del estado redox celular (Mettert and Kiley 2015). De manera muy
relevante, el estudio sobre la coordinacion de centros Fe-S por parte de los diferentes
Sprouty describe cdmo, mediante la modificacion estructural de dichos centros, la funciéon
de Spry2 se ve afectada en cuanto a la inhibicidon de la sefializacién FGF. Ello posibilita el
hecho de que, en situaciones en las que los Sprys se vean ante circunstancias de
prolongado estrés oxidativo, pierdan su funciéon principal y pasen a realizar funciones
alternativas como, por ejemplo, podria suceder en el caso de la senescencia celular,
donde no actuan como inhibidores de la via ERK. Concretamente, experimentos que
hemos realizado en nuestro grupo sugieren que, en presencia de estrés oxidativo, en los
fibroblastos dérmicos de ratén que usamos como modelo de senescencia, la mutacion de
la tirosina 53 de Spry1 no tiene un efecto sobre la inhibicion de la via ERK mientras que,
en un entorno mas fisiolégico del 3% de oxigeno, dicha mutacién interfiere con el
comportamiento feedback negativo de Sprouty sobre la sefalizacion ERK al estimular

con suero.

Es necesario destacar que, al menos en los modelos celulares utilizados en nuestros
trabajos, el miembro de la familia Sprouty capaz de responder de manera principal al
estrés oxidativo es Spry1. Ello implica que, al ser el elemento de la familia que responde
de forma inicial y preponderante a dichas circunstancias de estrés oxidativo, pueda ser el
conductor de la respuesta senescente, asi como el encargado de coordinarla de manera
apropiada, al menos en lo que respecta a la actuacion de los otros miembros de Sprouty
en senescencia. Ello también podria explicar el hecho de que la mutacién de la tirosina
53 de Spry1 sea relevante principalmente en fenotipos enmarcados en la respuesta de
las células senescentes en detrimento del posible papel mas canodnico en cuanto a la

sefalizacion por RTKs de la tirosina 55 de Spry2.

En referencia al momento de la comparecencia de los diferentes componentes de la
familia Sprouty en las células senescentes, queda claro que sucede de manera temprana

a lo largo del proceso de evolucion dinamica que es la senescencia celular, y se prolonga
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a lo largo del tiempo que comprende esta particular respuesta. De hecho, tanto la
activacion de la via ERK como el aumento del nivel de estrés oxidativo (Passos, Nelson
et al. 2010) son acontecimientos que acaecen en las células senescentes ya al comienzo
de la ejecucidn de su respuesta a los diversos estresores que la producen. Para
comprobarlo de manera eficaz, nuestros experimentos son capaces de discernir entre las
dos fases de la senescencia previamente establecidas por el grupo del Dr. Masashi
Narita (Ito, Hoare et al. 2017) a través de la valoracion de la expresion de sus diferentes
marcadores TGFbeta e IL6. La evolucién del fenotipo senescente es una caracteristica
sumamente en boga en la actualidad y ampliamente aceptada por todos los grupos que
lideran la investigacion en este campo (van Deursen 2014). Por ello, la presencia de
Spry1y Spry2 en las fases que hemos descrito deja entrever la importancia de estas dos
proteinas en la correcta evolucién del fenotipo de las células senescentes, mas alla de
una mera induccion a tiempo final previamente descrita en un unico estudio (Courtois-
Cox, Genther Williams et al. 2006).

Respecto a la clasica modulacién de la via ERK realizada por la familia Spry en un gran
namero de modelos celulares (Masoumi-Moghaddam, Amini et al. 2014), podemos
aseverar que, en el caso de la senescencia celular, su funciéon no esta mediada, al menos
en un sentido principal, por la inhibicion de dicha via de sefalizacion. A favor de ello,
existe también un elevado numero de publicaciones que indican papeles alternativos de
los miembros de la familia Spry en la modulaciéon de vias ajenas a ERK como, por
ejemplo, uPa-uPAR (Mekkawy and Morris 2013), Wnt (Tennis, Van Scoyk et al. 2010) o
HIF (Hicks and Patel 2017). En nuestros contextos celulares in vitro e in vivo, en los
diversos tipos de senescencia mostrados, parece que la funcién de los Spry 1y 2 en
dicho proceso celular reside en la capacidad de estas proteinas para potenciar la via p38,
previamente demostrada como clave para la induccion de senescencia (Xu, Li et al.
2014).

Cuando profundizamos en la activacion por parte de Sprouty de la via p38 en la
sobreexpresion en fibroblastos humanos, pudimos constatar que la capacidad de
induccién de senescencia de Spry1 y Spry2 pasa por la integridad de dicha via de
sefalizacion, puesto que, en presencia del inhibidor SB203580 tal capacidad es abolida.
Consecuentemente, en presencia de la mutacién Y53A, de demostrado comportamiento

dominante negativo in vitro (Sasaki, Taketomi et al. 2001) e in vivo (datos de nuestro
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grupo no publicados), tanto en células IMR90 como en fibroblastos dérmicos de raton, la

induccion de p38 en senescencia celular se ve comprometida.

Por otro lado, la sola sobreexpresion de Spry1 es capaz de inducir un fenotipo de
senescencia que carece del SASP inflamatorio, hecho que, aparentemente, resulta
contradictorio respecto a lo descrito previamente por nuestro grupo en cuanto a la
induccién de NFkB por Spry1 en la senescencia de la glandula tiroides (Macia, Vaquero
et al. 2014). Sin embargo, en presencia de la mutacién Y53A en células IMROO0, la
expresion de elementos del SASP tardio controlado por NFKB como IL6 e IL8 se ve
reducida. Ello es explicable en base a la inestimable tarea realizada por el grupo liderado
por Judith Campisi en algunos trabajos relacionados con el SASP en los que se describe
que la via p38 es capaz de potenciar el SASP inflamatorio siempre y cuando coincida con
la activacion de la sefalizacion de dafio al DNA (Freund, Patil et al. 2011). En este mismo
sentido, recientes estudios muestran como la induccién del SASP inflamatorio depende
de la activacion de mTOR (Laberge, Sun et al. 2015), del aumento traduccional de MK2
que se deriva de dicha activacion y converge con p38 (Herranz, Gallage et al. 2015), y de
la senalizacion de dafio al DNA (Rodier, Coppe et al. 2009), todos ellos ausentes en la
induccién de senescencia causada por la transduccion de Spry1 en células IMR90
(Figura 64). Por tanto, principalmente, la sobreexpresion de Spry1 en IMR90 nos muestra
de manera algo incompleta el hecho de que la via controlada por esta proteina es p38, lo
que no excluye defectos en la expresion del SASP inflamatorio en los contextos en que

se da cuando la mutacion Y53A se halla presente y la induccién de senescencia se
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Figura 64. Esquema representativo de las vias activadas por la senescencia inducida por
Spry1 en IMR90. La figura desgrana las vias activadas por Spry1 al ser sobreexpresado en
células IMR90 y recapitula las caracteristicas moleculares halladas en este tipo particular de
senescencia, asi como las consecuencias en facetas de esta respuesta como la induccién de
inhibidores de ciclo o la produccion de SASP inflamatorio.

realiza con estimulos canodnicos.
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No obstante, en nuestros experimentos hemos desvelado, de manera novedosa, la
influencia de la via p38 sobre la produccién de otros elementos del SASP no regulados
por NFkB. Pese a la escasa informacién existente, la regulacién de la activacion de Notch
por p38 en un contexto de senescencia (Weijzen, Rizzo et al. 2002), asi como la intima
relacion de la via p38 con TGFbeta (Passos, Nelson et al. 2010) permiten especular no
s6lo con el papel de p38 en la producciéon la mayoria de elementos del SASP, sino,
también, sobre la importancia de esta via en la variacion del contenido del SASP en un
sentido temporal. La modulacion llevada a cabo por p38 sobre los dos SASPs citados,
en distintas fases de la respuesta senescente podria ser explicada, por ejemplo, por la
variacion en los niveles de activacion mostrados por esta via al comparar una etapa de
senescencia temprana con una tardia, incrementandose a lo largo de los dias durante los
que la senescencia evoluciona fenotipicamente (Freund, Patil et al. 2011). Asimismo, en
ausencia de dano al DNA, la activacion de p38 es incapaz de producir SASP inflamatorio,
tanto en nuestro trabajo como en anteriores (Freund, Patil et al. 2011). No obstante, en
presencia de dafio al DNA, la induccion de p53 mitiga tanto la activacion de p38 como la
secrecion de SASP inflamatorio (Coppe, Patil et al. 2008), sugiriendo la necesidad de una
contencion inicial en la activacion de la via p38 o, incluso, de la comparecencia de p53 en
caso de desencadenarse una senescencia dirigida por dafno al DNA para la correcta
coordinacion de la evoluciéon del SASP. En este sentido, la induccion persistente de p53
en un contexto de senescencia causada por dafio al DNA es capaz de impedir la
produccion del SASP inflamatorio (Wiley, Schaum et al. 2018) e incluso, como ha sido ya
mentado en la introduccion, la mayor activacién inicial de p53 en senescencia,
responsable de fendmenos como la secrecion inicial de elementos de alarma intersticial
como HMBG1 (Davalos, Kawahara et al. 2013), puede ser determinante para la evolucion
del SASP dado que controla el aumento de expresion de Notch en presencia de
estimulos estresores (Mandinova, Lefort et al. 2008). De hecho, utilizando datos
transcriptomicos del laboratorio de Masashi Narita (Kirschner, Samarajiwa et al. 2015),
mediante su analisis con la aplicacion GSEA, podemos observar como, en fibroblastos
IMR90, p53 potencia el SASP inicial de TGFbeta en la fase temprana de la respuesta
senescente (Figura 65) mientras que, como es bien sabido, es responsable de la
contencion del SASP inflamatorio en la etapa tardia de la senescencia (Coppe, Patil et al.
2008, Mosteiro, Pantoja et al. 2016). Sin embargo, y contrariamente a lo que sucede en la
etapa final de la senescencia, en la que p38 y p53 parecen antagonizar en la produccion

del SASP inflamatorio (Freund, Patil et al. 2011), si tenemos en cuenta los experimentos
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que presentamos en esta tesis, p38 y p53 pueden estar coordinando de manera inicial el
SASP de TGFbeta, puesto que tanto interfiriendo la funcién de Sprouty con el mutante
Y53A, como inhibiendo la via p38 con SB o, segun lo observado en los datos
transcriptomicos del laboratorio del Dr. Narita, impidiendo la funcién de p53, la produccién
de dicho SASP se ve afectada. Ademas, la accidon coordinada de p53 y p38 en la etapa
inicial de la senescencia también parece darse en, por ejemplo, la induccion de p21 (Sun,

Yoshizuka et al. 2007), por lo que existen precedentes que hacen las conjeturas aqui
propuestas algo mas factibles.

Early senescence Late senescence
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Figura 65. El analisis mediante GSEA de datos transcriptomicos que comparan células
IMR90 con y sin p53 tanto en la etapa temprana como en la etapa tardia de la senescencia
muestran el papel dual de p53 en el control de los distintos SASPs. Los datos de microarray,
obtenidos del GEO (Gene Expression Omnibus), cuya referencia es GSE53379, nos permiten

observar tanto el papel potenciador de p53 en referencia al SASP inicial liderado por TGFbeta
como su papel inhibidor en cuanto al SASP inflamatorio tardio.

Ya que, en nuestro trabajo, hemos también desvelado que la via p38 es necesaria para la
produccion de elementos de SASP relacionados con contextos de senescencia que
carecen de dafio al DNA, como en el caso de FGF y Wnt (Storer, Mas et al. 2013), dicha
senalizacion se sitia en un lugar preponderante en el control del fenotipo secretor

senescente en funcién del contexto.
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La via p38, en senescencia, es capaz de regular la expresion del locus INK4a/ARF
mediante la fosforilacidn inactivadora de HBP1, que ejerce como represor transcripcional
de dicho locus (Xiu, Kim et al. 2003), la induccién de Msk1, que actua como elemento de
control epigenético de la expresion del locus (Culerrier, Carraz et al. 2016) o la inhibicion
de la unién a cromatina del componente represor Polycomb BMI1 (Voncken, Niessen et
al. 2005). Asimismo, existen elementos moleculares relacionados con esta via que se han
desvelado cruciales para la inhibicién del ciclo implementada en senescencia como, por
ejemplo, el control del factor de transcripcion Sp1 por parte de p38 (Wu, Xue et al. 2007).
Ademas, p38 es capaz de inducir la expresion de p21 tanto orientando la afinidad
molecular de p53 hacia su transcripcion (Sanchez-Prieto, Rojas et al. 2000, Sun,
Yoshizuka et al. 2007) como activando la produccion de TGFbeta, demostrada por
nosotros, que causa la también el incremento de p21 en senescencia (Munoz-Espin,
Canamero et al. 2013, Aarts, Georgilis et al. 2017). Por tanto, teniendo en cuenta los
datos ya existentes y los proporcionados por nuestro estudio, encaja el hecho de que la
interrupcion de la via p38 tenga, principalmente, efecto sobre la induccion de los
inhibidores de ciclo en senescencia celular, en contraste a lo que sucede con los
elementos del SASP, afectados o no en funcion del contexto y del estado de otras vias de
sefalizacion. Este mismo hecho, pero en un sentido contrario, sucede con la via AKT-
mTOR puesto que, en funcién del contexto, es capaz de afectar (Aarts, Georgilis et al.
2017) o no (Herranz, Gallage et al. 2015) a la expresién de los inhibidores de ciclo y, sin
embargo, es requerida para la secrecion de todos los tipos de SASP en un gran numero

de contextos (Herranz, Gallage et al. 2015, Laberge, Sun et al. 2015).

Otro de los hechos que resultan llamativos es el que muestra cémo, en el microarray de
los fibroblastos dérmicos de ratén, todos los genes que pertenecen a la familia de MAPK
p38, sin excepcion, ademas de MKK6 (MAP2K6), se encuentran menos expresados en
las células que tienen, en ese momento, mayor activacion de la via, las células Spry1 WT
(Figura 66). Ello refuerza la vision de que la via p38 esta mas activada en este genotipo
respecto a las células Y53A/Y53A puesto que, a modo de feedback negativo, la propia
célula muestra a nivel transcriptdmico una menor expresiéon de los miembros de la familia
p38 debido su activacion incrementada. Este mecanismo ya ha sido descrito para esta
misma via en el caso de MKK6 y MAPK14 (Ambrosino, Mace et al. 2003), dos de los

elementos que aparecen en nuestro microarray.
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Figura 66. La expresion disminuida de los elementos de la via p38 en los fibroblastos
dérmicos de raton WT confiesan la mayor activacion de p38 en presencia de la tirosina 53
de Spry1. El heatmap desplegado muestra la expresion de los distintos genes a dia 14 post-
extraccion (senescencia temprana) en los fibroblastos dérmicos WT.

Resulta necesario profundizar en los posibles mecanismos precisos por los que Sprouty
es capaz de potenciar la via p38 en un contexto de senescencia celular. No obstante,
disponemos de indicios que permiten especular sobre la manera en la que estas
proteinas activan la via p38. Es evidente que, al mutar ciertos residuos de la estructura
de Spry1, la capacidad de induccién de senescencia a través de p38 de esta proteina se
ve interrumpida, como sucede en los casos de la tirosina 53, las argininas 62 y 70 y la
arginina 250. Inferir que la relacion de Spry1 con el proceso de senescencia se deriva de
la interaccién de ciertas proteinas con los dominios a los que pertenecen los residuos
mutados posibilita la reduccién de un amplio abanico de interactores posibles. En Spry1,
tanto la region circundante a la tirosina 53 como a las argininas 62 y 70 guarda un
elevado nivel de homologia con las que se hallan en Spry2. Dichos dominios posibilitan la
interaccion de alta afinidad entre Spry1, Spry2 y c-Cbl (Wong, Lim et al. 2001), en el caso
de la tirosina citada, y entre dichos Sprys y CIN85, en referencia a las argininas situadas
en N-terminal (Haglund, Schmidt et al. 2005). Ademas, nuestros experimentos muestran
que Spry2 es capaz de inducir senescencia también a través de la activacion de p38. Por
otro lado, Spry4 difiere en la estructura de los dominios citados con Spry1 y Spry2, lo que
disminuye la afinidad de este miembro por los interactores mentados (Ng, Jackson et al.
2008, Edwin, Anderson et al. 2009). En definitiva, parece plausible que la activacion de la
via p38 por parte de Spry1 y Spry2 sea llevada a cabo por algun proceso que dependa

de la interaccion entre los elementos descritos. En este sentido, la interaccién entre
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Sprouty, c-Cbl y CIN85 ya ha sido descrita para la activacion de una via de sefalizacion,
la via ERK, a partir del receptor de EGF (Haglund, Schmidt et al. 2005). Adicionalmente,
aunque en absoluto explorado en cuanto a Spry, se ha descrito un complejo de proteinas
en los que la unién de c-Cbl y CIN85 con MEKK4 es necesaria para impulsar la
activaciéon de p38 por parte de GADD45a (Aissouni, Zapart et al. 2005). Resulta llamativo
lo poco que se sabe del papel de esta proteina, GADD45a, expresada a causa de la
activacién de p53 e intimamente relacionada con p21 (Moskalev, Smit-McBride et al.
2012), en el proceso de senescencia. Cabe la posibilidad de que ejerza como elemento
de conexidon adicional de la respuesta de dano al DNA, mediada por p53, con la
potenciacion de p38 en presencia de Spry-CbI-CIN85 y, de hecho, ya ha sido citada como
elemento molecular del eje de sefalizacion que engloba a p53, p38, ROS y TGFbeta en
senescencia (Passos, Nelson et al. 2010), asi como crucial para la induccion de p38 en
un contexto de activacion oncogénica de Ras (Bulavin, Kovalsky et al. 2003). Ademas, en
referencia a los resultados obtenidos respecto a la apoptosis, la interaccion de GADD45a,
c-Cbl y CIN85 favorece la induccion, por parte de MEKK4, de la via p38 frente a la via
JNK, inequivocamente implicada esta ultima en mayor medida en los procesos de muerte

apoptotica que p38 (Dhanasekaran and Reddy 2008).

Por otro lado, segun lo observado en nuestros modelos, el incremento de Spry1 derivado
del estrés oxidativo esta contenido por la propia via p38, mostrando un posible rechazo
celular a la acumulaciéon de este miembro de Sprouty salvo que se trate de un caso de
estrés lo suficientemente intenso y prolongado que, finalmente, conlleve la induccion de
senescencia. Sin embargo, dicha contraposicién celular a la acumulacion de Spry1 por la
inhibicion mediada por p38 parece sélo darse en una fase primaria de la senescencia
celular, donde todavia esta respuesta muestra cierta reversibilidad (van Deursen 2014).
En nuestros experimentos, las células manifiestan una clara diferencia en cuanto a la
regulacion de los niveles de Spry1 por parte de p38, a causa de factores que
desconocemos por el momento. Dichos factores, casi con toda seguridad relacionados
con la evolucion dinamica de la senescencia, bien pudieran ser elementos que conducen
a la irreversibilidad de la respuesta senescente como, por ejemplo, la alteracion definitiva
de la estructura de la cromatina (Chandra and Narita 2013) asi como la evolucién de la
sefalizacion celular en un sentido que inhabilite el control inicial de p38 sobre el nivel de
Spry1, como sucede en la regulacion temporal de otras vias de senescencia como
CEBPbeta por parte de Notch (Hoare, Ito et al. 2016). En efecto, en la etapa final de la

senescencia, podemos observar como la inhibicién de la via p38 no sélo no aumenta los

205



niveles de Spry1 sino que los disminuye en nuestro modelo de fibroblastos dérmicos,
mostrando un evidente comportamiento dual en cuanto al control de esta proteina.
Consecuentemente, las células que no albergan la mutacién Y53A y muestran una
induccion completa de p38 poseen, de manera clara, una cantidad de proteina Spry1
superior a las mutantes de deficiente activacién de p38 en la etapa final de la respuesta
senescente. Por otra parte, un contexto in vivo de senescencia cronica y completa,
relacionada con el SASP inflamatorio de la etapa final de las células senescentes, es el
envejecimiento (McHugh and Gil 2017). En nuestros ratones envejecidos, la mayor
proporcion de células senescentes presentes en el pulmén y en la piel de los ratones
Spry1 WT muestran, por western blot, elevados niveles de esta proteina en comparacion
con los tejidos provenientes de ratones con la mutacion, en consonancia con lo que
sucede en la senescencia final de los fibroblastos de piel. Si bien, en el caso de la
regeneracion de heridas cutaneas, un contexto de senescencia de cariz mas agudo y
quiza cercano a la respuesta inicial de las células senescentes, la adicién del inhibidor de
p38, SB203580, es capaz de aumentar los niveles de expresion de Spry1 respecto al

control.

Como hemos podido comprobar, la integridad de la tirosina 53 de la proteina Spry1,
estabilizada por mecanismos ajenos a dicho residuo, parece ser solo necesaria para la
correcta potenciacion de la via p38 en senescencia y no para la activacion aguda de la
misma. Ello encaja con la posibilidad de que, en senescencia, superado cierto umbral de
estrés, en este caso oxidativo, la célula estabilice los niveles de Spry1 de manera
irreversible y ello favorezca la activacion prolongada y creciente de p38. Sin embargo, si
los niveles de estresor oxidante no alcanzan dicho umbral desencadenante de
senescencia, la activacion transitoria de p38 no se vea en ninguna forma influida por
Spry1 ni, por supuesto, por la mutacién de su tirosina 53. En este sentido, existen desde
hace largo tiempo estudios que sefalan como la induccion de senescencia se produce a
partir de cierta dosis de estimulos productores de estrés oxidativo (Chen, Liu et al. 2000)
o dafio al DNA (Debacqg-Chainiaux, Borlon et al. 2005, Probin, Wang et al. 2006,
Krenning, Feringa et al. 2014), siempre a niveles que comprometen el statu quo celular
sin llegar al extremo de producirles lesiones desmedidas que conducen a la muerte
apoptotica (Childs, Baker et al. 2014), siendo el destino celular controlado en ultima
instancia por el estado post-traduccional de p53 (Marusyk, Wheeler et al. 2007, Qian and
Chen 2013, Saha, Adhikary et al. 2014, Baar, Brandt et al. 2017). Por otro lado, respecto

a la existencia de tal umbral de estrés para la induccion de senescencia, es necesario
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que la célula ofrezca una cierta resistencia al establecimiento de la misma o, al menos,
una contraposicion inicial a las vias que propician el desarrollo de este tipo de respuesta
celular. Cabe la posibilidad, ademas, de que la irreversibilidad de la respuesta
senescente no sélo dependa de alcanzar ciertos niveles de estresor sino, también, de
que dichos niveles sean capaces de coordinar la activacion simultanea de un numero
minimo de vias necesarias para la induccion de senescencia (Sun 2014). Ello queda
patente debido a la implicacién, cuando se activan en solitario, de algunas de dichas
sefalizaciones en procesos reversibles que se asemejan a la respuesta senescente en
cuanto a la parada de ciclo celular, como sucede en el caso de p38 y la inhibicion por
contacto. Pese a tratarse de una induccién mas leve que la que se da en las células
senescentes, la activacion de p38 contribuye al establecimiento de un freno proliferativo
en las células que no encuentran espacio por llenar con una nueva divisién celular. Sin
embargo, la reversibilidad de tal freno se manifiesta cuando dichas células vuelven a
disponer de sitio que ocupar mediante el reingreso en el ciclo celular (Faust, Dolado et al.
2005). No obstante, vias como AKT (Leontieva, Demidenko et al. 2014) o ERK (Swat,
Dolado et al. 2009) no se encuentran activadas en este tipo de parada reversible,
diferenciandose asi de la sefalizacion incrementada que muestran en senescencia. Por
otro lado, en cuanto a la activaciéon de elementos clave de la senescencia como p53,
parece que ademas requieran de la aparicion de vias paralelas que afiancen su papel en
la parada proliferativa irreversible de las células senescentes. Concretamente,
experimentos que utilizan moléculas estabilizadoras de p53 como la nutlin-3a o MI-63
(Wiley, Schaum et al. 2018) son capaces de inducir parada proliferativa en fibroblastos
como las IMR90 de manera reversible en condiciones de cultivo de normoxia (3% de
oxigeno) e irreversible en condiciones estresantes (21% de oxigeno), siendo esta ultima
de cariz permanente probablemente por la activacion simultanea de p38 causada por el
estrés oxidativo, aunque todavia por explorar. Ello también abre la posibilidad al uso
simultaneo de estabilizadores de p53 junto con moduladores de la actividad de p38, en
funcion de la necesidad de establecer senescencia o de impedirla en procesos
fisiopatolégicos como los tumorales.

Otro de los hechos que, por supuesto, no han de pasar inadvertidos es el de la presencia
de Spry1 en los diversos contextos in vivo de senescencia celular que hemos interrogado
en éste y previos trabajos. En primer lugar, hemos demostrado el control de la via p38
por parte de Spry1 en la senescencia inducida por quimioterapia. Ello sugiere que, en

otro de los paradigmas en los que hemos comprobado la relevancia de Spry1 para la
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senescencia, el envejecimiento, dicho papel sobre p38 pueda verse reproducido debido a
la similitud entre los dos tipos de respuesta senescente mentados (Childs, Durik et al.
2015, Lujambio 2016, Demaria, O'Leary et al. 2017). Tales semejanzas se sustentan en la
causa inductora comun, el dafo al DNA producido a las células, asi como en la
comparecencia ineficiente del sistema inmune en el manejo de la situacion lesiva
(Salminen, Kaarniranta et al. 2012, Bracci, Schiavoni et al. 2014). Por otro lado, la
activacion de la via p38 necesaria para la induccién de inhibidores de ciclo o IL6 en
sistemas envejecidos ha sido repetidamente observada (Ito, Hirao et al. 2006, Wong, Le
Guezennec et al. 2009, Ren, Du et al. 2014) y, en este trabajo, hemos identificado el
aumento de niveles de Spry1 en sistemas donde el estrés oxidativo juega un papel clave
en la activacion de p38 como el pulméon o la piel (Shin, Rhie et al. 2005). En
concordancia, hemos sido testigos de diferencias en la presencia del marcador beta
galactosidasa asociada a la senescencia en dichos tejidos, asi como de una marcada
disminucién de la expresion de marcadores de senescencia como p16INK4a, p21 o IL6
en los pulmones de ratones poseedores de la mutacidn Y53A. Incluso, existen estudios
GWAS (Genome-Wide Association Studies) que, en cierta consonancia con la
coordinacion de Spry1 y Spry2 para la induccién de senescencia que sugieren nuestros
datos, identifican SNPs de Spry2 en humanos longevos (Newman, Walter et al. 2010).
Asimismo, la mediacion del estrés oxidativo en la activacidon de p38 ha sido descrita,
ademas de en el envejecimiento (Hsieh and Papaconstantinou 2002, Ito, Hirao et al.
2006), en contextos relacionados con la senescencia como la supresion tumoral (Dolado,
Swat et al. 2007), el desarrollo embrionario (Bradham and McClay 2006) o la
regeneracion de tejidos (Li, Nadelman et al. 2001, Sharma, He et al. 2003, Saika, Okada
et al. 2004). En este ultimo contexto, de forma sustancial, se ha descrito como la
respuesta al estrés oxidativo, tanto en heridas cutdaneas como en lesiones hepaticas,
media la induccion de células senescentes necesarias para el desarrollo correcto del

proceso curativo (Jun and Lau 2010, Kim, Chen et al. 2013).

Es necesario precisar que los distintos ambitos asociados a la senescencia difieren
mucho entre si en los efectores moleculares de los que se sirven. En los casos del
envejecimiento o el cancer, parece que la funcién de la senescencia depende en mayor
medida de p16INK4a y del SASP inflamatorio. Dicha senescencia de cariz mas cronico
se distingue en cierta medida de la que se halla en otros procesos como el desarrollo y la
regeneracion, de caracter mas agudo y centrada en activar otras vias como p21 y

componentes del SASP inicial como TGFbeta, PDGFa o FGFs (Munoz-Espin, Canamero

208



et al. 2013, Storer, Mas et al. 2013, Demaria, Ohtani et al. 2014, Aarts, Georgilis et al.
2017). En el control de todos los elementos mencionados hemos demostrado como la
activacién de p38 por Spry1 es esencial, lo que explica la promiscua presencia de Spry1
en los paradigmas de senescencia dispares que hemos citado. De hecho, pese a que se
maximizan al final de la senescencia tanto en IMR90 como en fibroblastos de piel, las
diferencias en la activacion de la via p38 entre las células con presencia del alelo Y53A'y
las que no albergan dicha forma mutante son evidentes ya en la senescencia temprana,
donde casualmente se potencia sobremanera el SASP relacionado con los procesos
agudos de senescencia. De hecho, aunque habiendo sido ya mentado, de forma
llamativa, y como sucede en la fase inicial de la senescencia, la inhibicion de la via p38

causa un aumento de la expresion de Spry1 en las heridas cutaneas.

Todo lo comentado en el anterior parrafo encaja con el hecho de que, como ya ha sido
descrito (Freund, Patil et al. 2011), la via p38 se halla activada ya desde poco después
del inicio de la respuesta senescente, estando por tanto presente durante ambas fases
de la senescencia, en contraste con, por ejemplo, las vias NOTCH-TGFbeta o NFkB (lto,
Hoare et al. 2017). Ello, considerando ademas que, en senescencia, la via p38 es
necesaria tanto para el adecuado despliegue fenotipico de la fase inicial como de la final
(Freund, Patil et al. 2011), reviste de cierto sentido la participacion del eje Spry1-p38 en la
evolucion adecuada de la respuesta senescente en la amplia mayoria de contextos
donde ésta se presenta. Pese a que parece quedar claro que la via p38 requiere de vias
adyacentes y complementarias que dirijan su efecto sobre las células senescentes en
funcién del contexto, su situacion central tanto en la activacion por los principales
estimulos inductores de senescencia (Barascu, Le Chalony et al. 2012, Xu, Li et al.
2014), asi como su implicacion en la ejecucion de gran parte de los rasgos caracteristicos
de dicho proceso como la inhibicidn del ciclo celular (Xiu, Kim et al. 2003, Wu, Xue et al.
2007, Passos, Nelson et al. 2010, Spallarossa, Altieri et al. 2010, Culerrier, Carraz et al.
2016), el SASP inflamatorio (Freund, Patil et al. 2011), la actividad beta-galactosidasa
(Morreau, Bonten et al. 1991) o, descrito en este trabajo por nosotros, el SASP inicial,
dotan a la via p38 de una relevancia esencial para la confeccion de este tipo de

respuesta al estrés.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante la inhibicion de la via p38 en un contexto
in vivo de senescencia por tratamiento con quimioterapia se presumen sumamente

interesantes. No s6lo hemos comprobado que la interrupcion de la via p38 impide el
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establecimiento eficiente de senescencia en un tejido como el pulmonar, sino que
ademas hemos desvelado la desaparicion de las células receptoras del estrés terapéutico
mediante la disminucion del umbral de dafio en el que se produce la apoptosis. Ello
puede sustentarse en estudios previos que demuestran como, en respuesta a estres,
tanto la induccion de p21 (Yosef, Pilpel et al. 2017), dependiente en parte de p38 en
senescencia segun datos propios y ajenos (Sun, Yoshizuka et al. 2007, Xu, Li et al.
2014), como la propia activacién de esta via (Gong, Liu et al. 2010), son capaces de
favorecer la supervivencia frente a la muerte apoptética, encajando con lo observado en
nuestras aproximaciones experimentales. De hecho, p53, elemento molecular clave para
la resolucién de la dicotomia senescencia-apoptosis (Purvis, Karhohs et al. 2012, Childs,
Baker et al. 2014, Chen 2016), posee, entre una miriada de residuos post-
traduccionalmente modulables, serinas como la 392 que, al ser fosforiladas directa o
indirectamente por p38, son capaces de alterar la afinidad de p53 por determinados
genes diana (Bruins, Zwart et al. 2004). Sin embargo, pese a la conveniencia del
fendmeno observado para evitar las consecuencias nocivas de las células senescentes
en este contexto (Demaria, O'Leary et al. 2017), el efecto de la inhibicion de p38, en
nuestra aproximacion experimental, solo ha sido comprobado sobre células no tumorales,
lo que otorga una vision algo incompleta del proceso fisiopatologico real. Pese a ello,
existen numerosos estudios que sefialan el efecto antitumoral del tratamiento con
inhibidores de la via p38. De hecho, existen claros casos en los que, por ejemplo, la
inhibicion de p38 es capaz de impedir la resistencia a la quimioterapia en el propio
pulmén (Bent, Gilbert et al. 2016), asi como de favorecer la entrada en apoptosis de las
células cancerosas (Pereira, Igea et al. 2013, Tan, Yu et al. 2014). No obstante, y como
sucede con la propia senescencia (Serrano 2015), el papel dual de p38 en cuanto a la
funcion que desempefia en un contexto tumoral, siendo tanto promotor de la
supervivencia (Gutierrez-Uzquiza, Arechederra et al. 2012, Gil-Araujo, Toledo Lobo et al.
2014) como de la apoptosis (Porras, Zuluaga et al. 2004) dependiendo de la situacion,
hace que cada caso haya de ser analizado en profundidad para la consecucidén de
tratamientos propicios para cada tipo de cancer. Pese a todo lo mentado, el
preponderante papel de p38 como via que permite la resistencia al tratamiento con
quimioterapia (Ilgea and Nebreda 2015) nos permite mantener una vision optimista

respecto a las posibilidades de nuestras contribuciones en este particular paradigma.

Al reflexionar acerca del papel de dicho umbral de estrés influido por Spry1-p38 en un

contexto como el del envejecimiento, la primera de las consideraciones que surgen es
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que la incapacidad de las células para inducir senescencia, en favor de la apoptosis, a
causa del principal fendbmeno que conduce al envejecimiento, el dafo al DNA (Lopez-
Otin, Blasco et al. 2013) pueda resultar tan atil como la eliminacion de las mismas una
vez ya senescentes (Xu, Pirtskhalava et al. 2018). En favor de esta conjetura, otras
aproximaciones experimentales que atenuan vias relacionadas con la senescencia, como
PI3K-AKT-mTOR (Johnson, Rabinovitch et al. 2013, Mercken, Crosby et al. 2013, Ortega-
Molina, Lopez-Guadamillas et al. 2015), NFkB (Tilstra, Robinson et al. 2012), la propia via
p38 (Ito, Hirao et al. 2006) o AMPK (Martin-Montalvo, Mercken et al. 2013), pese a que en
este ultimo caso se trata de una activacion de la via, han sido demostradas como
exitosas para retrasar la aparicion de los signos del envejecimiento, aunque su influencia
directa sobre la acumulacion de células senescentes en los tejidos no haya sido
interrogada. Ademas, elegantes modelos transgénicos como el ratén super p53 y super
ARF (Garcia-Cao, Garcia-Cao et al. 2002, Matheu, Maraver et al. 2007), muestran una
ralentizacion del envejecimiento que facilmente podria derivarse de la respuesta
apoptotica aumentada que manifiestan las células de dicho ratén frente a la produccién
de dano al DNA, debido a la mayor cantidad de p53 adicionada por el transgen, hecho
crucial, el del aumento de los niveles de p53, para la induccion de apoptosis en lugar de
senescencia (Chen, Liu et al. 2000). En concordancia, la presencia de una mutacién que
entorpece la induccion de apoptosis por parte de p53, la R172P (Attardi and DePinho
2004, Liu, Parant et al. 2004), muestra un fenotipo acelerado de envejecimiento que
desencadena enfermedades asociadas a la senescencia como la diabetes tipo 2 (Tavana,
Puebla-Osorio et al. 2010). Asimismo, en contraste a lo que sucede en modelos de ratén
carentes de efectores clave de la senescencia celular, como p16INK4a o ARF (Sharpless,
Ramsey et al. 2004), cuya incidencia de patologias cancerosas enmascara un posible
efecto sobre el envejecimiento, probablemente a causa de un impedimento demasiado
severo de la respuesta senescente, la modulacién sutil del umbral de estrés
desencadenante de senescencia o apoptosis puede causar efectos mas controlables y, al
fin y al cabo, provechosos mediante la interferencia moderada sobre las vias que lo

controlan.
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Primera. La mutacién de la tirosina 53 de Spry1 entorpece la induccién de senescencia
celular en contextos aparentemente dispares como el envejecimiento o la regeneracion

de heridas.

Segunda. Las proteinas de Spry son inducidas de manera temprana en la senescencia

celular y mantienen elevados sus niveles a lo largo de esta respuesta.

Tercera. Las proteinas de Spry potencian los dos tipos de SASP descritos, el dependiente
de NOTCH y el de NFkB.

Cuarta. Las proteinas de Spry activan la via p38 en senescencia celular y promueven la
induccién adecuada de esta respuesta en los distintos contextos estudiados, tanto in vitro

como in vivo.

Quinta. La via p38 reprime la induccion de los niveles de Spry1 en la etapa inicial de la

senescencia.

Sexta. El estrés oxidativo incrementa los niveles de Spry1l por mecanismos post-
transcripcionales.

Séptima. La induccién de Spry2 en senescencia, a diferencia de lo que sucede con

Spry1, depende de la activacion de ERK.

Octava. El analisis transcriptomico de la senescencia inducida por Spry1 desvela el

control de p38 sobre multiples elementos de SASP alternativos al SASP inflamatorio.

Novena. La induccién de senescencia por parte del eje Spry1-p38 favorece la resistencia

a apoptosis frente a ciertos niveles de estrés celular.
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