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Resumen

La senescencia celular y los procesos de gliosis en el cerebro desempefian un papel
crucial en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas y el deterioro cognitivo.
Factores como el estrés oxidativo, provocado por una dieta alta en grasas, se han
identificado como elementos que favorecen el establecimiento de estos fenotipos en
el cerebro. Este estudio se enfoca en identificar los cambios en las marcas
epigenéticas y factores epigenéticos relacionados con la modificacién del estado de
la cromatina en astrocitos senescentes y en gliosis, con el objetivo de comprender

como se regulan estos fenotipos a nivel epigenético.

Para ello, se realizaron cultivos primarios de astrocitos obtenidos de la corteza
cerebral de ratas neonatales, los cuales fueron expuestos a concentraciones
especificas de palmitato, un acido graso saturado comun en dietas ricas en grasas,
con el fin de inducir senescencia o gliosis. Posteriormente, se evaluaron las marcas
epigenéticas H3K9ac y H3K9me3, la expresion de las enzimas Sirtl y SUV39HL1, y
otros factores epigenéticos, utilizando técnicas de inmunofluorescencia y analisis de

secuenciacion de ARN (RNA-seq).

Los resultados evidenciaron un aumento significativo en las marcas epigenéticas en
ambos estados celulares. En los astrocitos senescentes, se observdé una mayor
intensidad de la marca H3K9me3 y un incremento en la cantidad de SUV39H1, lo
gue sugiere la formacién de focis de heterocromatina. En los astrocitos en gliosis, se
identific6 un mayor nimero de factores epigenéticos diferencialmente expresados en
comparacién con los astrocitos senescentes, principalmente asociados a la

regulacion de la transcripcion, remodelacidon de la cromatina y cambios metabdlicos.

Estos hallazgos indican que, mientras los cambios en el estado de la cromatina en
astrocitos en gliosis son regulados, los astrocitos senescentes parecen perder este

control, lo que podria conducirlos a desarrollar procesos de ex-diferenciacion.



Abstract

Cellular senescence and gliosis in the brain play a crucial role in the development of
neurodegenerative diseases and cognitive decline. Factors such as oxidative stress
induced by a high-fat diet have been identified as promoters of these phenotypes in
the brain. This study aims to identify changes in epigenetic marks and factors
associated with chromatin state modifications in senescent and reactive astrocytes

to understand how both cellular phenotypes are regulated at the epigenetic level.

To this end, primary cultures of astrocytes were obtained from the cerebral cortex of
neonatal rats and exposed to specific concentrations of palmitate, a saturated fatty
acid commonly found in high-fat diets, to induce either senescence or gliosis.
Epigenetic marks H3K9ac and H3K9me3, the expression of the enzymes Sirtl and
SUV39H1, and other epigenetic factors were then evaluated using

immunofluorescence techniques and RNA sequencing (RNA-seq) analysis.

The results revealed a significant increase in epigenetic marks in both cellular
states. In senescent astrocytes, a higher intensity of the H3K9me3 mark and an
increase in SUV39H1 were observed, suggesting the formation of heterochromatin
foci. In reactive astrocyte s, a greater number of differentially expressed epigenetic
factors were identified compared to senescent astrocytes, mainly associated with

transcriptional regulation, chromatin remodeling, and metabolic changes.

These findings indicate that while chromatin state changes in reactive astrocytes
are regulated, senescent astrocytes appear to lose this control, potentially leading

to processes of ex-differentiation.
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1. Introducciéon

1.1 Astrogliosis

El correcto funcionamiento del sistema nervioso central (SNC) es posible gracias a
una optima interaccion de las diversas células que lo componen, como las neuronas
y la neuroglia (Halassa et al.,, 2007; Nimmerjahn et al., 2005; Pfrieger & Barres,
1997). La neuroglia se conforma a su vez por células de la microglia,
oligodendrocitos, células ependimarias y astrocitos. Los astrocitos, son las células
gliales mas abundantes del SNC encargados de mantener la homeostasis molecular
y metabdlica mediante procesos como la eliminacion y el metabolismo de los
neurotransmisores, la sintesis de glucégeno y el suministro de sustratos energéticos
a las neuronas (Sofroniew & Vinters, 2010). A través de una creciente respuesta
reactiva, los astrocitos junto con la microglia componen el principal sistema defensivo
del SNC. Esta respuesta reactiva denominada como astrogliosis son un espectro de
posibles cambios moleculares, celulares y funcionales en los astrocitos que alteran
su actividad a través de la ganancia o pérdida de sus funciones y que tienen un
impacto benéfico o perjudicial en las células neuronales y no neuronales
circundantes. Estos cambios se producen en respuesta a lesiones, traumas
cerebrales y enfermedades del SNC. La astrogliosis es dependiente de la severidad
del dafio, dando lugar a alteraciones progresivas en la expresion molecular,
hipertrofia celular y, en casos severos, proliferacion y formacion de cicatrices (Adams
& Gallo, 2018). Durante la astrogliosis los astrocitos producen un coctel de citocinas,
quimiocinas y otras moléculas cuya composicion depende de las condiciones del

estimulo efector del dafio. Las moléculas secretadas por los astrocitos tienen el
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potencial de impactar en todos los aspectos de la funcién neuronal, desde la
regulacion del flujo sanguineo, el suministro de energia hasta la funcion sinaptica y

la plasticidad neuronal (Sofroniew & Vinters, 2010; Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

En respuesta a lesiones de leves a moderadas la proliferacion de los astrocitos se
mantiene estable o0 aumenta muy poco produciendo una leve o nula reorganizacion
tisular; si el mecanismo desencadenante se resuelve, la astrogliosis asume un papel
resolutivo en donde los astrocitos recuperan la morfologia en reposo, caracteristica
del tejido sano (Sofroniew & Vinters, 2010). Por el contrario, en la astrogliosis difusa
grave causada por una lesion de mayor magnitud, ocurre un aumento en la
proliferacion de los astrocitos produciendo una reorganizacion de la arquitectura
tisular que puede extenderse de manera difusa sobre areas importantes (Faulkner
et al., 2004). Esta es una respuesta normal y fisiolégica de los astrocitos frente a un

dafio (Escartin et al., 2021)

Cuando sucede una lesion grave, como un dafio tisular severo derivado de un
traumatismo penetrante (como una isquemia), necrosis, infecciones invasivas o
neurodegeneracion cronica, se produce una astrogliosis severa que incrementa la
proliferacion celular e induce la formacion de una cicatriz glial densa, estrecha y
compacta a lo largo de los bordes del sitio donde sucedio la lesion. La formacion de
una cicatriz glial es esencial en la resolucion del dafio ya que inhibe la propagacion
y persistencia de las células inflamatorias (Myer, 2006), facilita la reparacion de la
barrera hematoencefélica (BHE), evita la pérdida neuronal y desmielinizacion,
disminuye el tamafio de la lesion lo que produce a su vez una disminucion de los

signos clinicos (Faulkner et al., 2004).
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Se ha clasificado a los astrocitos en gliosis dependiendo de su fenotipo. Los
astrocitos reactivos tipo Al se caracterizan por una respuesta inflamatoria
desregulada que puede generar una reaccion inflamatoria crénica en el cerebro y la
médula espinal. Se ha sugerido que la presencia de astrocitos A1 puede contribuir a
la progresién de las enfermedades neurodegenerativas al alterar el equilibrio entre
la supervivencia y la muerte celular en el cerebro y la médula espinal. Los astrocitos
reactivos A2, por su parte son inducidos por isquemias y pertenecen a un fenotipo
anti-inflamatorio y neuroprotector que promueve la regeneracion del SNC al secretar
factores neurotréficos y trombospondinas que ayudan a la supervivencia de las
neuronas y a la recuperacion de las sinapsis, respectivamente (Lazic et al., 2022).
Si bien esta vision binaria de los fenotipos que adquieren los astrocitos durante la
astrogliosis ayuda a tener un panorama general de lo que ocurre en el contexto
celular, no captura la diversidad de estados que pueden tener los astrocitos reactivos
en las diferentes enfermedades del SNC. Escartin et al., (2021) proponen que “Existe
un espectro continuo de fenotipos de astrocitos reactivos que coexisten en el cerebro
donde la ganancia de funciones protectoras y la pérdida de funciones beneficas de
los astrocitos reactivos durante la enfermedad pueden ocurrir simultaneamente”
(Escartin et al., 2021). En otras palabras, en diferentes etapas de la respuesta frente
a un estimulo adverso, los astrocitos reactivos adquieren diferentes estados los
cuales pueden tener efectos protectores o perjudiciales al mismo tiempo, por lo que

no es conveniente separarlos en astrocitos A1y A2 (Sofroniew, 2020).

La astrogliosis, que en ciertos momentos se considera una respuesta protectora del

SNC, también puede resultar perjudicial en el contexto de la neurodegeneracion,
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donde se presenta una inflamacién cronica. En estos casos, puede aumentar el dafio
neuronal al facilitar la produccién de citocinas proinflamatorias, aumentar la

permeabilidad de la BHE y aumentar el estrés oxidativo (Ferrer, 2017).
1.2 Senescencia Celular

El aumento del estrés oxidativo y una inflamacion crénica de bajo grado son eventos
caracteristicos del envejecimiento que producen cambios en la estructura y funcién
de los astrocitos e incluso a la disfuncion de los mismos, contribuyendo al desarrollo
de enfermedades neurologicas genéticas y neurodegenerativas, tales como la
enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP) que ocurren con
mayor frecuencia en cerebros envejecidos (Salminen etal.,, 2011). Estas
enfermedades neurodegenerativas o estados patolégicos previos pueden tener
respuestas particulares vinculadas a la astrogliosis y sufrir cambios relacionados con
la senescencia, lo que significa que estos dos estados de los astrocitos comparten

el mismo espacio-tiempo en el cerebro (Ferrer, 2017).

La senescencia celular se define como un estado prolongado y generalmente
irreversible de arresto del ciclo celular. La senescencia se induce como respuesta a
estimulos estresores ya sean internos, tales como alteraciones epigenéticas, un
estado de inflamacion cronico, acortamiento de los telémeros, activacion de
oncogenes, estrés oxidativo y disfuncidon de la mitocondria, 0 externos como
radiacion ionizante y exposicion a agentes quimioterapéuticos que activan una
respuesta al dafio del ADN (DDR, por sus siglas en inglés) (d’Adda Di Fagagna,

2008; Wiley & Campisi, 2016). Debido a los mdultiples factores que pueden participar
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en el establecimiento de la senescencia se han propuesto diversos tipos de
senescencia, incluida la senescencia replicativa, la senescencia programada en el

desarrollo y la senescencia inducida por estrés (Zhu et al., 2021).

Las células senescentes estan presentes en diferentes estadios de la vida, durante
la embriogénesis ayudan al desarrollo y remodelacion de tejidos; en la vida adulta
previenen la propagacion de células dafiadas y suprimen la generacioén de tumores;
y en la vejez su acumulacién esta relacionada con el deterioro de tejidos y la
aparicion de enfermedades (Gorgoulis et al., 2019; Herranz & Gil, 2018). En el
envejecimiento la presencia de células senescentes interfiere con la capacidad de
los tejidos para repararse y regenerarse con consecuencias graves para el

mantenimiento de la homeostasis de los mismos (Herranz & Gil, 2018).

Si bien los estimulos iniciales que inducen senescencia son suficientes para iniciar
la salida del ciclo celular, las células senescentes adicionalmente hacen uso de otros
mecanismos para mantener dicho arresto del ciclo celular. Las células senescentes
mantienen un estado metabdlico activo que les permite llevar a cabo diversos
procesos como la remodelacibn de su cromatina (Herranz & Gil, 2018). La
remodelacion de la cromatina es relevante para la formaciéon de focos de
heterocromatina relacionados a senescencia (SAHF) en algunos tipos de
senescencia (Chandra, 2016). Los focos de heterocromatina se manifiestan en forma
de compartimentos subnucleares que conforman regiones densas de cromatina que
dan lugar al silenciamiento de genes necesarios para la progresion del ciclo celular
(lvanov et al., 2013) y brindan proteccién contra la sefalizacion excesiva de dafios

en el ADN durante el estrés inducido por oncogenes, por ejemplo (Fortuny et al.,
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2021). Otros marcadores de senescencia celular incluyen la presencia de la histona
y-H2Ax fosforilada en la S139 (y-H2AX) que aumenta durante la respuesta del dafio
al ADN (DDR); la sobreexpresion de las proteinas p21¢'Pty p16'Nk4 | que participan
en la inhibicion de las CDK2 y CDK4/6, para inhibir la progresion del ciclo celular
(Herranz & Gil, 2018) y la disminuciéon de la Lamina B1 (Shimi et al., 2011). Sin
embargo, el marcador de senescencia mas utilizado es la actividad de la enzima 3-
galactosidasa asociada a la senescencia (SA B-gal) la cual se encuentra elevada
como resultado de un aumento en el contenido lisosomal (Herranz & Gil, 2018; Kurz
et al., 2000). Las multiples vias de sefalizacion que participan en la regulacién de la
senescencia, también convergen en una inflamacion desregulada, alteracion de

procesos epigenéticos y un desequilibrio metabdlico (Zhu et al., 2021).
1.3 La epigenética

A los mecanismos que ocasionan cambios en la expresion génica debido a
modificaciones quimicas en el ADN y/o en las proteinas involucradas en su
regulacion, sin modificar su secuencia de nucleétidos, se les conoce como
mecanismos epigenéticos (Bird, 2007). Estos involucran mecanismos ampliamente
estudiados como la metilacion del ADN (Senner, 2011), y las modificaciones
postraduccionales de de las histonas (Kouzarides, 2007) , y otros propuestos
recientemente que tienen que ver con la organizacién 3D del genoma (Aboelnour &

Bonev, 2021) y la participacion de los IncRNAs (Kumar et al., 2020).

Dentro de las modificaciones epigenéticas destacan las modificaciones post-

traduccionales de las histonas. Estas modificaciones son esenciales para regular la
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dinamica de la cromatina, la cual constituye “la forma fisica de nuestro material
genético” y cuyos cambios son esenciales para activar o desactivar la actividad
transcripcional de regiones gendmicas especificas, con el fin de producir cambios
celulares y fisiologicos (Allis & Jenuwein, 2016). Las histonas son proteinas de
naturaleza basicas que al agruparse dan lugar a los nucleosomas, octameros de
histonas en los cuales se enrolla el ADN con el fin de empaquetarse, protegerse y
regularse (Fuggle et al., 2022). Se reconocen cuatro como las histonas canonicas
qgue forman parte del core de los nucleosomas y cada una de ella se encuentra por
duplicado en los nucleosomas: la H2A, la H2B, la H3 y la H4 (Hodawadekar &
Marmorstein, 2007). Sin embargo, existe una gran variedad de variables de histonas

(Martire & Banaszynski, 2020).

Las modificaciones postraduccionales que presentan estas proteinas pueden
producir cambios en su naturaleza quimica, alterando asi su interaccion con el ADN
y con las proteinas adyacentes dentro del nucleosoma (Bannister & Kouzarides,
2011) Ademas, estas modificaciones pueden facilitar el reclutamiento de enzimas
gue contribuyen a cambios en la estructura de la cromatina. Estas modificaciones
ocurren principalmente en la histona 3 y 4, y pueden ser metilaciones, acetilaciones
y fosforilaciones, entre otras, siendo las primeras dos las mas estudiadas

(Kouzarides, 2007),

La acetilacion de las histonas se lleva a cabo en sus residuos de lisina por un familia
de enzimas conocidas como acetil-transferasas de histonas (HATS, por sus siglas en
inglés) (Kouzarides, 2007). La acetilacion de un residuo de lisina produce la

neutralizacion de su carga positiva, provocando el debilitamiento de la interaccion
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histona-ADN. Esta pérdida o debilitamiento en la interaccion de las histonas con el
ADN permite la apertura de ciertas regiones genémicas, pudiendo ser abordadas por
la maquinaria transcripcional. Es por ello que se considera a la acetilacion de las
histonas como una modificacion activadora que se observa principalmente en
promotores y enhancers activos. (Armenta-Castro et al.,, 2020). Sin embargo, la
acetilacion es un proceso altamente dinamico que puede ser revertido por la accion
de una familia de enzimas conocidas como desacetilasas de histonas (HDACS, por
sus siglas en inglés) que se encargan de retirar la acetilacion de los residuos de
lisina, y de esta manera restablecer su carga negativa, y por ende, su interaccién con

el ADN (Bannister & Kouzarides, 2011).

De acuerdo con estudios filogenéticos, las HDACs se han dividido en cuatro familias:
las clase I, clase I, clase lll y las clase IV. Dentro de las Clase Ill se encuentran las
Sirtuinas (SIRT), una familia de 7 enzimas que usan como cofactor el NAD+
(Hodawadekar & Marmorstein, 2007) y que participan en la regulaciéon de la
expresion génica, reparacion de ADN, en respuesta al estrés oxidativo y la disfuncién
mitocondrial. Las sirtuinas se localizan en diferentes compartimentos celulares, por
ejemplo, SIRT1, SIRT6 y SIRT7 se encuentran en el nucleo, destacando SIRT1 por
ser la mas estudiada (Iside et al., 2020). La SIRT1 se ha visto involucrada no solo en
la desacetilacion de histonas, sino también de proteinas de gran importancia
biolégica como p53, FoxOs, PGC1-a, PPARy y NFkB, participando en la regulacion
de diversos procesos biolégicos como el envejecimiento y la senescencia celular
(Chen et al., 2020). Se ha observado que durante la senescencia celular el contenido

proteico de SIRT1 disminuye independientemente de sus niveles de RNAmM (Sasaki
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et al., 2006) y que su sobreexpresion puede, por el contrario, revertirla (Ota et al.,

2007).

Por otro lado, la metilacion de histonas se lleva a cabo principalmente en sus
residuos de lisina (K) y arginina (R), y contrario a la acetilacion, esta modificacion
post-traduccional no modifica la carga de las histonas (Bannister & Kouzarides,
2011). Las lisinas, especificamente, pueden ser mono-, di-, o tri-metiladas; En este
sentido, la metilacion de histonas esta regulada por una red compleja de enzimas
gue reconocen sitios y otras marcas especificas con el fin de reconocer, metilar o

desmetilar dichos sitios (Bannister & Kouzarides, 2011; Lan & Shi, 2009).

Una de las primeras histonas-metiltransferasa en ser caracterizada fue el Supresor
de Variegacion 3-9 Homologo 1 (SUV39H1), responsable de la formacion de la
marca H3K9me3 a través de la di y tri-metilacién de la lisina nueve de la histona 3
(H3K9). Esta marca se ha asociado con la organizacién de la heterocromatina en
regiones pericentroméricas y teloméricas, el silenciamiento de dominios de
eucromatina y represion transcripcional. Ademas, durante la senescencia replicativa
y el envejecimiento se ha observado disminuida, al igual que SUV39H1. Esta
disminucién en la marca H3K9me3, asi como en la enzima responsable de su
establecimiento, durante el envejecimiento y la senescencia replicativa sugiere que
durante ambos estados hay una pérdida global de la heterocromatina y cambios en

la estabilidad gendémica (Sidler et al., 2014).

Tanto la acetilacion como la metilacion tienen un papel muy importante en la

regulacion de la dindmica de la cromatina y, por ende, de la regulacion génica; ya
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que una cromatina condensada, llamada clasicamente heterocromatina, no permite
el paso de factores de transcripcion y/o RNA polimerasas para llevar a cabo la
expresion de los genes ubicados en estas regiones. Por otro lado, una cromatina
laxa, conocida también como eucromatina, permite el acceso y la interaccién de
estos factores y proteinas, que juntos pueden llevar a cabo la transcripcion de

diversos genes (Klemm et al., 2019).

Sin embargo, no s6lo las modificaciones post traduccionales de las histonas son
cruciales en la regulacion de la expresidon génica a través de la modificacién de la
dinamica de la cromatina. Diversas proteinas se encargan también de orquestar
estos cambios en la organizacion cromosdmica a través de diversos mecanismos.
Gracias a un repositorio llamado “Epifactores” (Marakulina et al., 2022) es posible
identificar y clasificar cada una de estas proteinas, asi como otros epifactores. De
acuerdo con este repositorio, los epifactores se definen a través de varias
consideraciones e incluyen a proteinas que cambian la estructura general de la
cromatina, cofactores proteicos que forman complejos con factores epigenéticos,
proteinas que actian como histonas, variantes de histonas o protaminas asi como
aquellas proteinas que ayudan al plegamiento y ensamblaje de histonas. También
incluye a proteinas que actuan sobre modificaciones del ADN o ARN de tal manera
que afecta la expresion génica, pero no a través del procesamiento del ARN y
finalmente, los LncRNA que participan en la regulacion epigenética mediante
diversos mecanismos. A traves del analisis de expresion génica mediante RNA-seq,

por ejemplo, se puede obtener informacion valiosa para evaluar el estado
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transcripcional de estos epifactores e intentar determinar su papel en el estado

celular.

1.4 Respuesta de los astrocitos al estrés oxidativo

Tanto la aparicion de astrocitos senescentes como en gliosis puede ocurrir en
respuesta a un aumento en el estrés oxidativo dentro del SNC (Sofroniew, 2009). Es
importante mencionar que el cerebro es especialmente susceptible a sufrir estrés
oxidativo como consecuencia del metabolismo principalmente oxidativo de las
neuronas, de esta manera generan una alta cantidad de especies reactivas de
oxigeno (ERO) durante la fosforilacion oxidativa; Lo anterior aunado al hecho de que
el cerebro posee una capacidad antioxidante relativamente baja como consecuencia
de la actividad intrinsecamente disminuida de enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa y la glutatibn peroxidasa constituye una
importante fuente de ERO dentro del cerebro (Droge, 2002). Ademas el cerebro es
rico en acidos grasos insaturados los cuales son el blanco de los procesos de
lipoperoxidacion que ocurren como consecuencia de un aumento de las ERO
(Dringen, 2000). Sin embargo, el cerebro también cuenta con sistemas de defensa
contra esta elevada produccion de ERO. Estos sistemas de defensa provienen
principalmente de los astrocitos, ya que poseen un gran namero de moléculas y
enzimas antioxidantes, tales como el glutation (GSH), la glutation peroxidasa y la
catalasa; asi como una mayor expresion y activacion de Nrf2, un factor de
transcripcion sensible a cambios en el estado redox que desencadena una respuesta

antioxidante con el fin de proteger, principalmente a las neuronas (Bélanger et al.,
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2011; Vargas & Johnson, 2009). Ademas, los astrocitos tienen una ubicacién clave
dentro del cerebro donde a través de sus procesos vasculares, hacen contacto con
los endotelios de los vasos sanguineos cercanos, de esta manera son los primeros
en detectar el entorno que los rodea y responder a los cambios extracelulares y en
la circulacion, con el fin de proteger al resto de las células del cerebro (Bélanger

et al., 2011).

Diversos estudios han demostrado que una dieta alta en grasas puede ser el origen
del estrés oxidativo en el cerebro, o bien, un potenciador del estrés preexistente
ocasionado por el envejecimiento per se o0 estados patolégicos (Lopez-Teros et al.,
2022; Ogrodnik et al., 2019; Salas-Venegas et al., 2023), debido a la acumulacion de
acidos grasos libres en la sangre que ocasiona. Dentro de estos acidos grasos libres
en sangre que aumentan en respuesta a una dieta alta en grasas, destaca el acido
palmitico (C16:0) por ser el mas abundante (Ubhayasekera et al., 2013). Diversos
estudios relacionan el aumento de este acido graso con la presencia de procesos
inflamatorios en diversos 6rganos (Zeng et al., 2015) y regiones cerebrales (Dalvi
et al., 2017; Lieu et al., 2021). De manera que el estrés oxidativo generado por los
acidos grasos podria favorecer la aparicion tanto de astrocitos senescentes como en

gliosis.

2. Antecedentes

El envejecimiento es un factor de riesgo importante para el desarrollo de diversas
enfermedades neurodegenerativas; el deterioro cognitivo leve, la atrofia e

hipoperfusion cerebrales ocurren con mas frecuencia durante el envejecimiento, asi
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como la prevalencia de enfermedades metabdlicas (Albert et al., 2011). Ademas, los
pacientes con diabetes u obesidad son los que mayores probabilidades tienen de
desarrollar complicaciones relacionadas con la edad (A. K. Palmer et al., 2019). El
aumento en el riesgo de padecer alguna enfermedad neurodegenerativa durante el
envejecimiento esta relacionado con el incremento del estrés oxidativo como
consecuencia de la disminucion en la capacidad de eliminar las ERO, acompafiado
de otros factores como una dieta poco saludable (Ferrer, 2017; A. L. Palmer &
Ousman, 2018). Estudios recientes han encontrado que una dieta alta en grasas y
azucares mantenida durante varios meses desencadena la aparicion de astrogliosis
en el hipotdlamo mediobasal (MBH) produciendo inflamacion local y un aumento en
el estrés oxidativo (Rosenbaum etal., 2022). En paralelo, Gupta etal. (2012)
encontraron que los altos niveles de &cidos grasos saturados circulantes, como el
acido palmitico (PA), pueden causar astrogliosis e inflamacion cerebral in vivo al
aumentar el estrés oxidativo (Gupta et al., 2012). Como se mencioné arriba, el estrés
oxidativo también esta involucrado en el establecimiento de la senescencia celular
(Passos et al., 2010). Investigaciones han revelado que los astrocitos senescentes
exhiben un mayor dafio oxidativo y una mayor produccion de superéxido (Garcia-
Matas et al., 2008), lo que sugiere la formacion de un circulo vicioso donde se

perpetlda la generacion de estrés oxidante.

A través de los afios se ha acumulado evidencia que sostiene que las modificaciones
epigenéticas regulan una amplia gama de procesos neurofisiologicos vy
neuropatolégicos. Los estudios sobre la regulacion epigenética de los astrocitos

durante su diferenciacién en el desarrollo son abundantes y aunque estos estudios
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no tienen un impacto directo en la neurodegeneracion, pueden proporcionar
informacion util para entender los mecanismos epigenéticos en los astrocitos que
pueden estar implicados en enfermedades neurodegenerativas. Tal es el caso del
estudio realizado por Sriram etal.,, (2004) que demuestra que mecanismos
epigenéticos como la metilacion del ADN pueden influir en la via de STAT3 (Sriram
etal., 2004). Cabe mencionar que STAT3 es un importante regulador de la
astrogliosis reactiva, por lo tanto, se puede deducir que la metilacion del ADN podria
alterar potencialmente la reactividad de los astrocitos y el estado inflamatorio en
enfermedades neurodegenerativas mediante el control de la via STAT3, junto con

otras vias de sefializacion. Sin embargo, se necesita mas investigacion al respecto.

La mayor parte de la informacion obtenida sobre los cambios en las modificaciones
epigenéticas que ocurren en un contexto de astrogliosis se ha obtenido a partir de
un modelo de oclusién de la arteria cerebral media en roedores, que representa las
condiciones de un accidente cerebrovascular en humanos (Schweizer et al., 2013).
Al analizar estos estudios se observa una brecha significativa en la informacion
obtenida sobre los cambios en las modificaciones epigenéticas de astrocitos
reactivos en comparacion con la encontrada en neuronas de regiones cerebrales
especificas. En otras palabras, aunque se tiene una gran cantidad de informacién
sobre los cambios epigenéticos en las neuronas que ocurren durante un accidente
cerebrovascular, se dispone de poca informacion similar sobre los astrocitos

reactivos.

Su etal., (2015) encontraron que el PA induce la metilacion del promotor del

Coactivador 1a de PPAR (PGC-1a) en los principales tipos de células del cerebro,
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incluidos los astrocitos (Su et al., 2015). Este cambio en la metilaciéon provoca una
disminucién en la expresion de PGC-1qa, impidiendo asi que ejerza sus efectos
neuroprotectores al evitar su union con el receptor activado por proliferadores de
peroxisomas B (PPAR B) y contribuir entonces a la disminucion de las ERO (Su et al.,
2015). Ademas de cambios en el estado de metilacién del ADN e histonas, diversos
estudios han mostrado cambios en el nivel de acetilacion de las histonas en un
contexto de gliosis. Tal es el caso de Kalinin et al. (2013) que encontraron que los
astrocitos de rata in vivo después de una lesion cerebral traumética muestran una

acetilacion reducida de la histona H3 (Kalinin et al., 2013).

Por otro lado, los cambios en las modificaciones epigenéticas que ocurren durante
la senescencia celular se han caracterizado en algunos tipos celulares; sin embargo,

la exploracion de estos cambios es muy poca en lo que se refiere a los astrocitos.

Chisholm et al. (2015) demostraron que las modificaciones epigenéticas en
astrocitos de ratas hembra de 11 meses, 48 horas después de haber sufrido una
isquemia cerebral, presentan cambios significativos . En comparacién con ratas de
6 meses, las de 11 meses mostraron un patron de cromatina mas inactiva en los
astrocitos, caracterizado por una disminucion de la marca epigenética asociada con
la activacion transcripcional, H3K4me3, y un aumento de la marca vinculada a la

represion transcripcional, H3K9me3 (Chisholm et al., 2015).

Se ha discutido previamente que, frente a un estimulo adverso dentro del cerebro,
pueden coexistir de manera simultanea tanto astrocitos en gliosis reactiva como en

senescencia. Sin embargo, actualmente no existen estudios comparativos que

22


https://www.zotero.org/google-docs/?GHJb6J
https://www.zotero.org/google-docs/?95qepd
https://www.zotero.org/google-docs/?95qepd
https://www.zotero.org/google-docs/?dNrF0U
https://www.zotero.org/google-docs/?bP2JWC

analicen las diferencias en las modificaciones epigenéticas cuando los astrocitos
atraviesan uno u otro estado en respuesta a dicho estimulo, especificamente, con

relacion a la respuesta a un estrés oxidativo causado por una dieta alta en grasas.

3. Justificacion

Debido a que una dieta alta en grasas produce un aumento en el estrés oxidativo
que promueve la aparicion de astrocitos senescentes y en gliosis, fenotipos
altamente relacionados con la aparicién de enfermedades neurodegenerativas y
procesos de deterioro cognitivo, es importante estudiar los mecanismos que
subyacen al establecimiento de ambos fenotipos. Especialmente los mecanismos
epigenéticos que son fundamentales para que se lleven a cabo los cambios
fenotipicos celulares. Puesto que se tiene muy poca informacion al respecto, en el
presente estudio se busca identificar cambios en algunas de las marcas epigenéticas
asociadas a los cambios en el estado de la cromatina, en cultivos primarios de
astrocitos de ratas inducidos a senescencia o gliosis mediante el tratamiento con

palmitato, un acido graso saturado presente en una dieta rica en grasas.

Se espera que los resultados obtenidos a partir de este estudio puedan proporcionar
informacion valiosa para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas que aborden

el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas asociadas con la dieta.

4. Pregunta de investigacién

¢, Cual serd la diferencia en la estructura de la cromatina en astrocitos primarios de

corteza de rata inducidos a senescencia o a gliosis con palmitato?
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5. Hipotesis

La organizacién de la cromatina en astrocitos primarios de corteza de rata
senescentes tenderd a una estructura de eucromatina mientras que en astrocitos en

gliosis hacia una de heterocromatina.

6. Objetivo general

Identificar cambios en las marcas epigenéticas y epifactores (factores epigenéticos)
asociados a modificaciones en el estado de la cromatina en cultivo primario de

astrocitos de corteza de ratas inducidos a senescencia o gliosis con palmitato.

6.1 Objetivos particulares

e Determinar el estado de la marca epigenética H3K9me3 relacionada con la
formacion de focos de heterocromatina asociados a senescencia (SAHF) en
cultivo primario de astrocitos de corteza cerebral de rata inducidos a
senescencia o a gliosis con palmitato.

e Determinar el estado de la marca epigenética H3K9ac relacionada con la
presencia de eucromatina en cultivo primario de astrocitos de corteza cerebral
de rata inducidos a senescencia o a gliosis con palmitato.

e Evaluar cambios en el contenido y la expresion de las enzimas Suv39H1 y
SIRT1, las cuales tienen un rol en el establecimiento y eliminacion de las

marcas epigenéticas H3K9me3 y H3K9ac respectivamente.
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e Analizar la expresion génica de factores epigenéticos relacionados con
cambios en el estado de la cromatina en un cultivo primario de astrocitos de

corteza cerebral de rata inducidos a senescencia o a gliosis con palmitato

7. Disefio experimental

CULTIVO PRIMARIO
DE ASTROCITOS

8. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron como minimo 3 experimentos independientes
por grupo realizados por triplicado. Los datos se informan como valores promedios
+ desviacion estandar. Los datos de las mediciones de la intensidad relativa
obtenidos mediante analisis de inmunofluorescencia, fueron analizados mediante
una prueba de Kruskal-Wallis seguida de un analisis post hoc con test de Mann-
Whitney U con correccion de Bonferroni. Los valores se presentan como media +

SEM de tres experimentos independientes por triplicado (n=3), p < 0.05.
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9. Materiales y métodos
9.1 Animales

Para este trabajo se emplearon ratas Wistar (Rattus norvegicus) neonatales de 3-7
dias de edad, obtenidas de la colonia de cria de la Universidad Autonoma
Metropolitana- Iztapalapa (UAM-I). Las ratas se alojaron en jaulas de policarbonato
con acceso ad libitum a comida y agua, bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h, a
una temperatura de 19-21 °C y una humedad de 45-65%. Todos los procedimientos
con animales se realizaron siguiendo la Norma Oficial Mexicana de Etica 062-ZO0-
1999 y la Guia de Institutos Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales

de laboratorio.

9.2 Reactivos

Todos los productos quimicos y reactivos se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO). Los reactivos obtenidos de otras fuentes se detallan a lo largo del texto.
Los anticuerpos primarios empleados son: H3K9me3 (Abcam, ab8898), H3K9ac
(Abcam, ab32129), Sirtl (Abcam, ab189494), Suv39H1 (Abcam, ab309471).

9.3 Aislamiento de astrocitos

Se aislaron los astrocitos a partir de la corteza cerebral de ratas Wistar (Rattus
norvegicus) neonatales de 3-7 dias de edad. La corteza cerebral fue diseccionada
libre de meninges adherentes y posteriormente disgregada fisicamente con ayuda
de un bisturi. Posteriormente se disoci6 el tejido en 5 mL de buffer de fosfatos (PBS)
con Antibiético-Antimicético (Ab-Am) (Gibco 15240-062) al 2% en placas de Petri.

Después, se agrego 1 mL de Tripsina EDTA al 0.5% (Gibco 15400-054) y se incubd
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durante 10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se neutralizé con 2 mL de
Medio Esencial Minimo (MEM) (Gibco 61100-087) suplementado con 10% de Suero
Fetal Bovino (FBS) (Gibco 16000-044), 1% de Ab-Am, 1.1% de L-glutamina, 2.2 g de
bicarbonato de sodio y 1.5% de glucosa a un pH de 7.4. Posteriormente, se
centrifugd a 3,500 rpm durante 15 minutos, se retird6 el sobrenadante y se
resuspendio el boton en 5 mL de medio MEM. Finalmente, se sembrd el filtrado
obtenido con ayuda de un filtro de 0.22 pm (Millex-GV SLGV004SL) en placas de
Petri y se mantuvo a 37 °C en atmdsfera humidificada con 5% de CO2. Se realizaron

los cambios de medio de manera pertinente.

9.4 Preparacion del palmitato (PA)

La preparaciéon de PA se realizé a través de la conjugacion del &cido palmitico (5mM)
con albumina serica bovina (BSA) 0.85 mM (Gibco 11530376) en una relacion 6:1.
El 4cido palmitico se solubilizé previamente en dimetil sulfoxido (DMSO) al 1% y se
estabilizé en un bafio de agua caliente a una temperatura de 70°C. Una vez disuelto
se adicion6 el BSA y se llevo al volumen deseado con PBS estéril. El conjugado se
filtré a través de un filtro de 0.22 um para retirar cualquier precipitado y se prepar6

para su uso inmediato.

9.5 Induccion de la senescencia celular

Para inducir senescencia celular en los astrocitos primarios, se afiadié 1ml de la
solucion de PA-BSA previamente elaborada a las placas de cultivo junto con 4ml de
medio MEM con el fin de obtener una concentracién final de 200 uM. Las placas se

incubaron durante 24 h; una vez transcurrido este tiempo se cambid el medio. El
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cultivo se mantuvo 5 dias més y se usaron las células al sexto dia después de la

induccion como ya se estandariz6 por Lépez-Teros y col. (articulo en preparacion).

9.6 Induccidn de gliosis

Se afiadieron 200pL de la solucion de PA+BSA previamente elaborada a las placas
de cultivo junto con 4.8mL de MEM para obtener una concentracion final de 40 pM.
Las placas se incubaron durante 24 h; una vez transcurrido este tiempo el medio fue
cambiado. El cultivo se mantuvo 5 dias mas y se usaron las células al sexto dia
después de la induccién, como ya se estandariz6 por Lopez-Teros y col. (articulo en

preparacion).

9.7 Inmunofluorescencia

Al dia 6 despues de la induccion, los astrocitos se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 15 minutos. Posteriormente se permeabilizaron con
PBS+Triton (Invitrogen HFH10) (Triton X100 al 0.1% en PBS) durante 30 minutos a
temperatura ambiente en agitacién constante (25rpm). EI PBS+Triton se retir6 y se
colocé la solucion de bloqueo (Leche 0.2%, Albumina 2% y Triton X100 al 0.2% en
PBS) durante 90 minutos a temperatura ambiente en agitacion leve. Se realizaron 3
lavados con PBS+Triton y se incubaron las células durante 1h con el anticuerpo
primario correspondiente con la dilucion establecida previamente: H3K9me3 1:500,
H3K9ac 1:500, Sirtl 1:100 7 Suv39H1 1:100. Las células se lavaron 2 veces con
PBS+Tween al 0.2% y se incubaron con el anticuerpo secundario (ALEXA 488
dilucion 1:200) durante 1h. Después de 3 lavados mas, las células se incubaron con

DAPI (10 mg/ml) durante 10 minutos. Las células se lavaron dos veces nuevamente
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y se montaron con medio de montaje fluorescente (DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca). Las imagenes de un solo plano se obtuvieron con un microscopio
confocal LSM-META-Zeiss Axioplan 2 a 30 con Diodo Laser 405 nm para DAPI y

Ar/ML 458/488/514 nm para ALEXA.

9.8 Secuenciacion de ARN de alto rendimiento (RNA-seq)

Se realizd la extraccion de RNA con el kit Zymobiomics RNA Miniprep Kit. La
construccion de las bibliotecas se realiz6 usando el protocolo de construccion de
TruSeq stranded mRNA. La secuenciacion se realiz6 en un equipo de secuenciacion
NextSeq 500 de la compaiiia lllumina, utilizando un NextSeq 500/550 High Output
Kit v2.5 de 150 cycles para una secuencia de 2x75 ciclos. Se obtuvieron
rendimientos muy por arriba de 10 millones de secuencias por muestra, con
calidades de PRHED con superiores a Q32 en promedio a lo largo de todas las
secuencias. No se evidencio la presencia de adaptador, por lo que no eliminamos
secuencias por calidad o por presencia de Adaptador. Este procedimiento se realizd
en colaboracion con la Unidad de Secuenciacion Masiva y Bioinformatica del Instituto

de Biotecnologia de la UNAM.

9.9 Anélisis Bioinformaético

9.9.1 Alineacién y Andlisis de Expresion diferencial

El andlisis bioinforméatico inicié con el alineamiento pareado de las muestras vs el
genoma de rata descargado de NCBI: GCF_000001895.5 Rnor_6.0_genomic.fna.gz,
mismo que fue indexado con un k-mero de tamafio 20 y un step de 13 para el

programa de alineamiento de secuencias cortas smalt-0.7.6, llevando a cabo el
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alineamiento solicitando un porcentaje de semejanza de 80%. Se marcaron los
duplicados 6pticos usando MarkDuplicates VN:2.18.14-SNAPSHOT. Luego se
realiz6 el célculo de coberturas usando el programa coverageBed del paquete
bedtools2-2.27.1. Estas coberturas se subieron al sitio
http://www.uusmb.unam.mx/ideamex/ para realizar el andlisis de expresion
diferencial, utilizando 4 métodos de analisis: NOISeq, DESEQ2, EdgeR y limma. Se
consideraron expresados diferencialmente sélo a aquellos genes con un pvalue <

0.05y unLFC >1.5:<-1.5

9.9.2 Andlisis de Enriquecimiento Funcional (GO)

Para identificar los procesos biolégicos en los que estan implicados los genes
diferencialmente expresados, se realizé un analisis de enriquecimiento funcional
utilizando Gene Ontology (GO). Este analisis se realizé utilizando la biblioteca
gseapy en Python, enfocandose en los procesos biologicos (GO Biological
Processes) para evaluar la implicacién funcional de los genes regulados al alzay a
la baja. Los genes fueron previamente filtrados y ordenados segun su

log2FoldChange, seleccionando los 50 genes mas regulados al alza y a la baja.

9.9.3 Andlisis de Enriquecimiento en Vias Biolégicas (KEGG)

Para investigar las vias biologicas en las que estan implicados los genes
diferencialmente expresados, se realiz6 un analisis de enriquecimiento utilizando la
base de datos KEGG. El andlisis se llevo a cabo utilizando la biblioteca gseapy en
Python. Se filtraron y ordenaron los genes con mayor log2FoldChange y se

analizaron las vias biol6gicas enriquecidas en estos genes.
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9.9.4 Visualizacion de los Genes con Mayor Variabilidad (Heatmap)

Para identificar patrones de expresion génica en los genes con mayor variabilidad,
se gener6 un heatmap de los 100 genes con mayor desviacion estandar. Se utilizé
Python con las bibliotecas pandas, numpy, seaborn y matplotlib para este propadsito.
Los datos de expresion génica fueron transformados logaritmicamente y luego

escalados usando z-score antes de la visualizacion.

9.9.5 Andlisis de Componentes Principales (PCA)

Para explorar la variabilidad global en los datos de expresion génica, se realiz6 un
Andlisis de Componentes Principales (PCA). Este andlisis permite identificar
patrones en los datos y observar cdmo se agrupan las muestras en un espacio
bidimensional. El analisis se llevé a cabo utilizando Python con las bibliotecas

pandas, numpy, scikit-learn, y matplotlib.

9.9.6 Visualizaciéon de Genes Diferencialmente Expresados: Volcano Plots

Para identificar y visualizar los genes diferencialmente expresados entre las
condiciones experimentales, se generaron Volcano Plots. Estos graficos permiten
observar la magnitud del cambio en la expresiébn génica en relacion con la
significancia estadistica. Los datos fueron procesados en Python utilizando pandas,

numpy, y matplotlib.
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9.9.7 Catalogo de epifactores

Para la construccién del catalogo de epifactores, se consulté el repositorio Epifactors
(Marakulina et al., 2022), seleccionando Unicamente aquellos correspondientes a
proteinas, histonas y protaminas. Dado que este repositorio incluye Unicamente
epifactores de origen humano y sus ortélogos en ratén, se utilizé la herramienta
BioMart de Ensembl para identificar los genes ortélogos en rata correspondientes a
las proteinas epifactores humanas. En el caso de las histonas y protaminas, se

conservaron los genes ortélogos en ratén identificados.

9.9.8 Disponibilidad del Cadigo

El cédigo utilizado para realizar los andlisis de enriquecimiento funcional, asi como
las visualizaciones correspondientes, estd disponible en una carpeta de drive. El

repositorio puede ser accedido a través del siguiente enlace:

https://drive.google.com/drive/folders/12mgN9kOsKHKxiMTm|3iOp-

0ZYi7ZhKOE?usp=drive_link

10. Resultados

La marca epigenética relacionada con activacion transcripcional H3K9ac esta

aumentada en astrocitos primarios senescentes y en gliosis.

El analisis de inmunofluorescencia permiti6 observar un aumento en la marca
epigenética H3K9ac en los astrocitos inducidos a gliosis y senescencia en
comparacion con los astrocitos control (Figura 1A). En particular, los astrocitos

senescentes mostraron un incremento significativo en la expresion de H3K9ac en
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comparacion con los astrocitos en gliosis. Estos presentaron un porcentaje de
intensidad relativa promedio de 9.13%, mientras que los astrocitos en gliosis
mostraron uno de 4.9%. Es decir, en los astrocitos senescentes, la intensidad relativa
de la marca H3K9ac aument6 al doble que en los astrocitos en gliosis y casi al triple
gue en los astrocitos control, los cuales presentaron una intensidad relativa promedio

de 3.7% (Figura 1B).
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Figura 1. Abundancia de H3K9ac en astrocitos control e inducidos a senescenciay gliosis con
palmitato.

A) Imagen representativa de inmunofluorescencia a 40X de H3K9ac (rojo), DAPI (azul) para la
visualizacion del nucleo y Faloidina (verde) para destacar los filamentos de actina. Las filas muestran
las condiciones experimentales: control, senescencia y gliosis.

B) Cuantificacion de la intensidad relativa de fluorescencia de H3K9ac. Los datos fueron analizados
mediante una prueba de Kruskal-Wallis seguida de un andlisis post hoc con test de Mann-Whitney U
con correccién de Bonferroni. Los valores se presentan como media + SEM de tres experimentos
independientes por triplicado (n=3). Se evaluaron 16 campos por cada réplica, evaluando un total de
144 campos seleccionados de forma aleatoria para evitar sesgos. * p < 0.05 indica diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el control.
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La enzima encargada de desacetilar a la lisina 9 de la histona 3, Sirtl, se

encuentra aumentada en astrocitos senescentes y en gliosis.

El analisis por inmunofluorescencia de Sirtl mostré que los astrocitos inducidos a
gliosis y senescencia presentaron un aumento en su abundancia en comparacion
con los astrocitos control (Figura 2A). Los astrocitos senescentes presentaron una
intensidad relativa de 9.51%, los astrocitos en gliosis una de 3.49% y los astrocitos
control una de 3.09% (Figura 2B). Esto indico un incremento significativo de Sirtl en
los astrocitos senescentes en comparacion con los astrocitos control e incluso con

los astrocitos en gliosis.

A) Sirt1

Figura 2. Abundancia de Sirtl en astrocitos control e inducidos a senescencia y gliosis con
palmitato.
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A) Imagen representativa de inmunofluorescencia a 40X de Sirtl (rojo), DAPI (azul) para la
visualizacion del nucleo y Faloidina (verde) para destacar los filamentos de actina. Las filas muestran
las condiciones experimentales: control, senescencia y gliosis.
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B) Cuantificacion de la intensidad relativa de fluorescencia de Sirtl. Los datos fueron analizados
mediante una prueba de Kruskal-Wallis seguida de un andlisis post hoc con test de Mann-Whitney U
con correccion de Bonferroni. Los valores se presentan como media + SEM de tres experimentos
independientes por triplicado (n=3). Se evaluaron 16 campos por cada réplica, evaluando un total de
144 campos seleccionados de forma aleatoria para evitar sesgos. * p < 0.05 indica diferencias
estadisticamente significativas en comparacién con el control.

La modificacion postraduccional de histonas H3K9me3, asociada con la
formacion de heterocromatina constitutiva, estad incrementada en astrocitos

primarios senescentes y en condiciones de gliosis.

Por otro lado, el andlisis de la marca de histonas H3K9me3 en astrocitos inducidos
a gliosis y senescencia revel6 un incremento en comparacion con los astrocitos
control (Figura 3A). Particularmente, los astrocitos senescentes mostraron una
intensidad relativa de 17.3%, los astrocitos en gliosis de 5.59% y los astrocitos control
de 3.37%, sugiriendo que los astrocitos senescentes presentaron un aumento de la
cantidad proteica de H3K9me3 de mas de tres veces en comparaciéon con los
astrocitos en gliosis y de mas de cinco veces en comparaciéon con los astrocitos
control (Figura 3B). Este aumento fue considerablemente alto en comparacion con
el de las demas proteinas evaluadas, lo que sugiere un papel clave de esta
modificacion en la regulacion de la cromatina de los astrocitos senescentes y en

gliosis, especialmente durante la senescencia.
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Figura 3. Abundancia de H3K9me3 en astrocitos control e inducidos a senescencia y gliosis
con palmitato.

A) Imagen representativa de inmunofluorescencia a 40X de H3K9me3 (rojo), DAPI (azul) para la
visualizacion del nucleo y Faloidina (verde) para destacar los filamentos de actina. Las filas muestran
las condiciones experimentales: control, senescencia y gliosis.

B) Cuantificacion de la intensidad relativa de fluorescencia de H3K9me3. Los datos fueron analizados
mediante una prueba de Kruskal-Wallis seguida de un andlisis post hoc con test de Mann-Whitney U
con correccion de Bonferroni. Los valores se presentan como media + SEM de tres experimentos
independientes por triplicado (n=3). Se evaluaron 16 campos por cada réplica, evaluando un total de

144 campos seleccionados de forma aleatoria para evitar sesgos. * p < 0.05 indica diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el control.

La metiltransferasa de histonas SUV39H1, responsable de establecer la marca
H3K9me3, estd incrementada en astrocitos primarios senescentes y en

estados de gliosis.

Al realizar un andlisis de la abundancia de la enzima SUV39H1 se observé un
incremento en los astrocitos inducidos a gliosis y senescencia en comparacion con

los astrocitos control (Figura 4A). Los andlisis cuantitativos mostraron que los
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astrocitos senescentes muestran una intensidad relativa de 8.12%, los astrocitos en
gliosis una de 3.61% y los astrocitos en control una de 2.59% (Figura 4B); Estos
datos sugieren que durante el proceso de senescencia inducida con PA, la metilasa

de histonas, SUV39H1, pudiera tener una participacion importante.
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Figura 4. Abundancia de SUV39H1 en astrocitos control e inducidos a senescencia y gliosis
con palmitato.

A) Imagen representativa de inmunofluorescencia a 40X de SU39H1 (rojo), DAPI (azul) para la
visualizacion del ntcleo y Faloidina (verde) para destacar los filamentos de actina. Las filas muestran
las condiciones experimentales: control, senescencia y gliosis.

B) Cuantificacion de la intensidad relativa de fluorescencia de SUV39HL1. Los datos fueron analizados
mediante una prueba de Kruskal-Wallis seguida de un andlisis post hoc con test de Mann-Whitney U
con correccion de Bonferroni. Los valores se presentan como media + SEM de tres experimentos
independientes por triplicado (n=3). Se evaluaron 16 campos por cada réplica, evaluando un total de
144 campos seleccionados de forma aleatoria para evitar sesgos. * p < 0.05 indica diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el control.
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Los astrocitos senescentes y en gliosis inducidos con palmitato muestran

perfiles de expresion caracteristicos.

Con el fin de analizar los datos de expresion génica obtenidos mediante RNA-seq en
astrocitos control, senescentes y en gliosis, se construyeron representaciones
visuales como Heatmaps, Volcano Plots y Diagramas de Venn (Fig. 4). Cada
condicion mostro perfiles de expresion génica caracteristicos (Fig. 4A, C y D).
Particularmente, los astrocitos en gliosis presentaron un mayor nimero de genes

expresados diferencialmente en comparacion con el control (Fig. 4B).

Los astrocitos en gliosis poseyeron 4,393 DEG; de estos, 4,063 estuvieron
sobreexpresados y 330 subexpresados. Por otro lado, los astrocitos senescentes
expresaron 1,327 DEG, casi una tercera parte de los observados en gliosis; 1,235
estuvieron sobreexpresados y 92 subexpresados. Finalmente, 759 de estos genes

expresados diferencialmente fueron comunes entre senescencia y gliosis (Fig. 4B).

Estos resultados mostraron la magnitud de los cambios en la expresion génica,
especialmente durante la gliosis inducida por PA, sugiriendo una alteracion

significativa en los patrones de expresion.
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Figura 5. Identificacion y visualizacion de los genes diferencialmente expresados entre las
condiciones experimentales.

A) Heatmap de la expresion de los 200 genes mas variables en astrocitos corticales bajo tres
condiciones experimentales: Control, Gliosis, y Senescencia (Sncn). Cada columna representa una
réplica bioldgica (n=3) para cada condicién. Los valores de expresion génica fueron transformados en
Z-scores para su normalizacion, con el color oscuro indicando una mayor expresion relativa y el color
claro una menor expresion relativa. El dendrograma a la izquierda refleja el agrupamiento jerarquico
de los genes basado en la similitud de sus patrones de expresion, utilizando la distancia euclidiana y
el método de enlace promedio.

B) Diagrama de Venn que muestra los genes expresados diferencialmente (DEG) en astrocitos
corticales bajo las condiciones de Gliosis y Senescencia (Sncn). El nimero total de genes expresados
diferencialmente en la condicion de Gliosis es de 4,393, de los cuales 3,634 son exclusivos de Gliosis.
En la condicién de Senescencia, hay un total de 1,327 genes expresados diferencialmente, de los
cuales 568 son exclusivos de Senescencia. Un total de 759 genes expresados diferencialmente son
compartidos entre ambas condiciones. Este andlisis destaca las similitudes y diferencias en la
respuesta génica bajo las condiciones experimentales de Gliosis y Senescencia.

C y D) Gréfico de volcan que muestra la expresion diferencial de genes en astrocitos corticales bajo
la condicién de gliosis comparada con el control (C) y senescencia comparada con el control (D). El
eje x representa el log2 del cambio en la expresion génica (Fold Change), mientras que el gje y
muestra el valor negativo del log10 del p-value. Los genes con una regulacion significativa (p-value <
0.05) y un cambio de expresion absoluto (Jlog2FoldChange| > 1.5) se destacan en color: los genes
sobreexpresados en color naranja y los subexpresados en azul. Los genes no significativos estan en
gris. Los genes mas significativamente regulados se etiquetan con sus nombres para facilitar la
identificacion.
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Los genes expresados diferencialmente (DEG) en astrocitos senescentes y en

gliosis estan involucrados en procesos y vias biolégicas especificas.

Con el objetivo de evaluar los procesos y las vias bioldgicas en las que estuvieron
involucrados los genes expresados diferencialmente en los astrocitos senescentes y
en gliosis, se realizaron andlisis de enriquecimiento de vias (KEGG) y procesos
biolégicos (GO). Se encontr6 que los DEG en los astrocitos en gliosis estuvieron
involucrados en la sobreexpresion de procesos y vias relacionadas con respuestas
inflamatorias, y en la subexpresién de procesos y vias relacionadas con la
organizacion de los microtubulos, la organizacién del huso mitético y aspectos

relacionados con el proceso de mitosis (Fig 6A).

Por otro lado, los DEG en los astrocitos senescentes estuvieron involucrados en la
sobreexpresién de procesos biolégicos relacionados con la respuesta celular a
citocinas y el desarrollo del sistema nervioso central, y en la subexpresion de
aspectos relacionados con la contraccion muscular. Ademas, las vias de
sefalizacion activadas por IL-17, quimiocinas y TNFa, asi como la interaccion
citocina-receptor, fueron sobreexpresadas por los DEG en los astrocitos
senescentes, mientras que las vias de sefializacion FoxO y JAK-STAT, y las

involucradas en uniones estrechas, estuvieron subexpresadas.

Estos resultados sugirieron que los DEG en ambos fenotipos, senescencia y gliosis,
mantuvieron sobreexpresadas vias y procesos relacionados con la inflamacion,

mientras que participaron en la subexpresion de vias y procesos diferentes.
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Fig 6. Andlisis de enriquecimiento de términos de procesos biolégicos (GO) y de
enriquecimiento de vias bhiolégicas (KEGG) para genes expresados diferencialmente en

astrocitos corticales bajo la condicién de gliosis (A) y senescencia (B).

Los términos de GO significativos se muestran en el eje y, mientras que el eje x representa el valor
negativo del logl0 del FDR (False Discovery Rate). Los puntos rojos indican procesos bhiolégicos
regulados al alza y los puntos azules indican procesos regulados a la baja. El tamafio de los puntos
es proporcional al nUmero de genes asociados a cada término de GO y KEGG.

La cantidad de epifactores expresados diferencialmente (DEE) en los

astrocitos en gliosis es significativamente mayor que en los astrocitos

senescentes.

Posteriormente, se seleccionaron los genes expresados diferencialmente
correspondientes a epifactores (proteinas, histonas y protaminas) en astrocitos
senescentes y en gliosis. El analisis revelé que, en los astrocitos senescentes,
Unicamente 4 epifactores estuvieron sobreexpresados. En contraste, en los
astrocitos en gliosis, se expresaron diferencialmente 120 epifactores, de los cuales
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101 estuvieron sobreexpresados y 19 subexpresados. Ademas, solo tres DEE fueron

comunes entre los astrocitos senescentes y en gliosis (Fig. 7A).

Este analisis permiti6 determinar que la cantidad de epifactores expresados
diferencialmente en astrocitos en gliosis fue, por mucho, mayor en comparaciéon con

los astrocitos senescentes.
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Npas2 470043972 3
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101 genes Epifactores totales: 121
., 19 genes Epifactores en gliosis: 120
Epifactores en senescencia: 4

Fig 7. Diagrama de Venn que representa los epifactores expresados diferencialmente (DEE) en

astrocitos corticales bajo las condiciones de Gliosis y Senescencia (Sncn).

Los epifactores expresados diferencialmente compartidos entre astrocitos en

gliosis y senescencia estan regulados al alza

Los 3 epifactores expresados diferencialmente que se compartieron entre astrocitos
senescentes y en gliosis estuvieron sobreexpresados, pero con diferentes valores de

Log2Fold Change (Fig. 8A). Este analisis destaco la limitada cantidad de epifactores
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compartidos entre ambas condiciones y la probabilidad de que estén involucrados

en el control de procesos y vias igualmente compartidas.

A)
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Epifactores en gliosis: 120
Epifactores en senescencia: 4

Figura 8. Diagrama de Venn que representa los epifactores expresados diferencialmente (DEE)

que se comparten entre los astrocitos en gliosis y senescentes (sncn).

Los epifactores expresados diferencialmente (DEE) en astrocitos en gliosis

inducidos con palmitato regulan procesos y vias bioldgicas variadas.

Para evaluar los procesos y vias biolégicas en los que estuvieron involucrados los
DEE en los astrocitos en gliosis, se realizaron andlisis de enriquecimiento de vias
(KEGG) y procesos biolégicos (GO) (Fig. 9). Dentro de los procesos biol6gicos mas
representativos destaco la regulacion de la transcripcion a diferentes niveles, y los
procesos metabdlicos del ADN (organizacion espacial del nucleo), la organizacién

del huso mitético y de los microtdbulos (Fig. 9A), los cuales se encontraron
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subexpresados. Las vias sobreexpresadas incluyeron términos como glioma y
hepatitis B, mientras que las vias subexpresadas incluyeron términos como ciclo

celular.

Estos resultados muestran que los DEE participan en la regulacion de una variedad

de procesos y vias, principalmente sobreexpresados.

A)

GO Biological Processes Epitactors Gliosis

KEGG Pathways Epifactors Gliosis

Figura 9. Andlisis de enriquecimiento de términos de procesos biolégicos (GO) y de
enriquecimiento de vias biolégicas (KEGG) para genes que codifican para epifactores

expresados diferencialmente en astrocitos corticales bajo la condicidn de gliosis.

Los términos de GO y KEGG significativos se muestran en el eje y, mientras que el eje X representa
el valor negativo del log10 del FDR (False Discovery Rate). Los puntos rojos indican procesos y vias
regulados al alza y los puntos azules indican procesos y vias regulados a la baja. El tamafio de los

puntos es proporcional al numero de genes asociados a cada término.
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Durante la gliosis inducida por palmitato se observa una expresion diferencial
en diversos epifactores que regulan una gran variedad de procesos

epigenéticos.

Durante la gliosis inducida por palmitato, se observé una expresion diferencial en
diversos epifactores que regulan una gran variedad de procesos epigenéticos. Para
identificar los epifactores expresados diferencialmente (DEE) y su participacion en
procesos epigenéticos en astrocitos en gliosis (Fig. 10) y senescentes (Fig. 11), se
construyeron esquemas especificos para cada fenotipo, con anotaciones

correspondientes a la funcion epigenética de cada DEE.

En los astrocitos en gliosis, se identificaron 120 DEE, de los cuales diez fueron
histonas, doce actuaron como lectores de modificaciones postraduccionales, treinta
establecieron estas modificaciones y quince funcionaron como cofactores de las
enzimas responsables de dichas modificaciones. Otros veinte DEE se encargaron
de "borrar" estas modificaciones epigenéticas o actuaron como cofactores de las
enzimas involucradas en este proceso. Un grupo considerable de DEE estuvo
involucrado en la remodelacién de la cromatina, con un total de veinticuatro genes.
Tres pertenecieron al grupo Polycomb (PcG) y cinco fueron clasificados como
"otros," incluyendo funciones como "Histone chaperone"” y "Histone modification

cofactor".

En los astrocitos senescentes, se encontro que dos epifactores (Taf7 y Zbtb33)
fueron cofactores de enzimas responsables de establecer modificaciones

postraduccionales, y uno (Sfmbt2) actu6 como lector de dichas modificaciones.
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Ademas, Foxol se identific6 como el Unico DEE exclusivo en los astrocitos

senescentes, correspondiendo a un factor de transcripcion (Fig. 11).

Estos esquemas resaltaron las diferencias en la composicion y funciones de los
epifactores expresados diferencialmente entre astrocitos en gliosis y senescentes.
En los astrocitos en gliosis, la diversidad de epifactores, que incluyé histonas,
lectores, cofactores, "borradores" de modificaciones epigenéticas y remodeladores
de cromatina, sugiri6 una compleja red de regulacion epigenética. En contraste, los
astrocitos senescentes presentaron un perfii mas limitado, con solo cuatro

epifactores involucrados.
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Figura 10. Clasificacion de los epifactores diferencialmente expresados en astrocitos en gliosis

inducidos con PA. Los epifactores se dividen en varias categorias funcionales, incluyendo "Eraser
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& cofactor”, "Polycomb group (PcG)", "Histone writer cofactor”, "Chromatin remodeling", "Reader",

"Histone writer", "Histones", y "Otros relacionados con modificaciones de histonas o chaperonas".
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Figura 11. Clasificacién de los epifactores diferencialmente expresados en astrocitos
senescentes inducidos con PA. Los epifactores se dividen en varias categorias funcionales,
incluyendo "Eraser & cofactor”, "Polycomb group (PcG)", "Histone writer cofactor”, "Chromatin
remodeling”, "Reader", "Histone writer", "Histones", y "Otros relacionados con modificaciones de

histonas o chaperonas".

11. Discusion
El presente estudio aporta nuevas evidencias sobre las diferencias epigenéticas
entre astrocitos senescentes y en gliosis, al menos en nuestro modelo de astrocitos

corticales primarios de rata inducidos a senescencia o0 a gliosis mediante el

tratamiento con PA. Estas nuevas evidencias pueden ayudar a comprender mejor
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como responde este tipo celular a diferentes concentraciones de acidos grasos

saturados a nivel epigenético.

Se observo un incremento significativo en las marcas epigenéticas relacionadas
tanto con la activacion como con la represion transcripcional en ambos estados
celulares, aunque con distintas intensidades. En particular, los astrocitos
senescentes mostraron un aumento notable en la marca H3K9me3, asi como en la
intensidad relativa correspondiente a SUV39H1. Este aparente aumento en la
cantidad proteica de SUV39HL1 no se explica por un aumento en su expresion génica,
de acuerdo a nuestros resultados de RNA-seq. Esto podria explicarse debido a que,
como sugieren algunos autores (Cheung et al., 2021; Johnson et al., 2017), una
mayor concentracion de una proteina en regiones especificas dentro de la célula
puede detectarse mediante inmunofluorescencia como un aumento en la sefal, lo
que podria dar la impresion de una mayor expresion cuando en realidad lo que esta
ocurriendo es un cambio en la localizacion celular. En el modelo de astrocitos en
gliosis se observa que SUV39H1 se localiza de manera homogénea en todo el
ndcleo, sin embargo, durante la senescencia, SUV39H1 parece migrar hacia
regiones centrales del nacleo y aglomerarse en zonas especificas al igual que la
marca H3K9me3. Este comportamiento se relaciona con la formacién de foci de
heterocromatina durante la senescencia (Chandra, 2016), a los que SUV39H1 puede

estar contribuyendo (Sidler et al., 2014).

Por otro lado, el aumento en la intensidad relativa de Sirtl en los astrocitos
senescentes y en gliosis coincide con el aumento en sus niveles de expresiéon en

ambos fenotipos. Estos resultados podrian parecer ser contradictorios, ya que la
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marca H3K9ac mostré también una intensidad relativa significativamente mayor en
astrocitos en gliosis y principalmente, en los senescentes. Sin embargo, esta
discrepancia podria explicarse por la sobreexpresion observada de las HATs KAT2A
y PCAF en astrocitos en gliosis, lo que sugiere que la acetilacion de H3K9 podria
estar predominantemente influenciada por estas HATs en lugar de las HDACs (Jin
et al., 2011 & Kouzarides, 2007) en el modelo de astrocitos en gliosis pero no asi en
el de astrocitos senescentes. Este hallazgo enfatiza la importancia de un equilibrio
dindmico entre las enzimas que establecen y eliminan las marcas epigenéticas, lo

cual puede variar segun el estado fenotipico de los astrocitos.

Otra hipdtesis que podria explicar el aumento de la marca H3K9ac a pesar del
incremento de Sirtl, podria estar relacionada con las funciones metabdlicas
cerebrales y la funcion de Sirtl frente a un contexto de estrés oxidante. El cerebro,
gue consume aproximadamente el 25% de la glucosa de la dieta (Harris et al., 2012),
no depende Unicamente de la glucosa como fuente de energia; los acidos grasos
libres también son cruciales para la produccion de ATP (Schoénfeld & Reiser, 2013).
La oxidacién de una molécula de acido palmitico, por ejemplo, produce cerca de 106
moléculas de ATP, en contraste con las 30-32 moléculas generadas por la glucosa,
dependiendo de las condiciones celulares (Nelson et al.,, 2017). Este elevado
rendimiento energético aumenta el radio de FADH2/NADH, potenciando la actividad
de la cadena de transporte de electrones y promoviendo la generacién de especies

reactivas de oxigeno (ERO) (Murphy, 2009).

Los astrocitos, en particular, parecen tener una mayor capacidad para producir ERO
debido a una mayor proporcion del complejo | libre en la cadena transportadora de
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electrones, en comparacion con las neuronas (Lopez-Fabuel et al., 2016). La
sobrecarga de acidos grasos saturados podria exacerbar esta generacion de ERO
en los astrocitos, induciendo un estado de estrés oxidativo cuando se supera la
capacidad antioxidante celular (Lee et al.,, 2021). Ante este estado de estrés
oxidante, Sirtl puede regular el dafio oxidativo a través de la activacion de proteinas
nucleares como Nrfl-2, HIF-1a, FOXO, PGC-1a y proteinas activadas durante la
respuesta de dafio al ADN como p53 (Fang et al., 2016). Ppargcla, el gen que da
lugar a la proteina PGC-1a, es uno de los epifactores con mayor regulacién al alza
en nuestro modelo de astrocitos en gliosis. A través de su sobreexpresion se podria
estar regulando transcripcionalmente genes involucrados en la oxidacion de acidos
grasos y la fosforilacion oxidativa, asi como la expresiéon de enzimas que
contrarrestan y previene el dafio oxidativo ocasionado por las ERO en las células del
cerebro (St-Pierre etal.,, 2006) con el fin de contrarrestar y disminuir el dafio
ocasionado por el PA (Nemoto et al., 2005) Por otro lado Foxol, el gen que codifica
para la proteina FOXO1 es un factor transcripcional que juega también un papel
crucial en la respuesta al estrés oxidativo a través de regular diferentes procesos
como la expresion de genes involucrados en la supervivencia celular, la reparacién
de ADN, la regulacion del ciclo celular y la homeostasis del estado redox (J. Lu et al.,
2021). La sobreexpresion de este factor transcripcional en los astrocitos senescentes
puede estar relacionado con el establecimiento del arresto del ciclo celular a través
de regular la expresion de Sirtl (Brunet etal., 2004; Y. Yang etal., 2005) y del

establecimiento de la senescencia a través del promover al aumento de p21 (Bae
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et al., 2020; Diep et al., 2013), todo esto con el fin de no propagar el dafio ocasionado

por el alto contenido de PA dentro de la célula (W. Zhang et al., 2020).

Dentro de todos estos cambios en la expresion génica necesarios para llevar a cabo
funciones especificas de cada fenotipo, la remodelacién de la cromatina desempefia
un papel crucial en las respuestas celulares a niveles elevados de &cidos grasos
(Leung et al., 2016) Si bien los cambios observados en los niveles de las marcas
H3K9ac y H3K9me3 brindan un panorama de lo que puede estar ocurriendo a nivel
de organizacién de la cromatina, no son suficientes para tratar de comprender las
diferencias en el estado de la cromatina entre astrocitos senescentes y en gliosis,
asi como sus implicaciones bioldgicas. Por ello, se realizé el andlisis de la expresion
génica de proteinas, incluyendo histonas y protaminas, consideradas epifactores en
ambos modelos, encontrando que entre ambos fenotipos solo se comparten 3
epifactores regulados a la alza: TAF7 y ZBTB33 clasificadas con cofactores de
enzimas encargadas de llevar a cabo modificaciones postraduccionales en las
histonas, y SFBMT2, una proteina encargada de leer estas modificaciones. Mientras
ZBTB33 y SFMBT2 se asocian con la represién de genes (Blattler et al., 2013; J.
Zhang et al., 2013), TAF7 facilita el acceso de la maquinaria transcripcional al ADN
al formar parte del complejo TFIID asociado con regiones promotoras del ADN (Kloet
et al., 2012). A pesar de que estos epifactores se regulan al alza en ambos estados
celulares, no se podria aseverar que estan llevando a cabo procesos comunes,
debido a la variedad de procesos en los que han sido involucrados (Bhattacharya

et al., 2014, Choi et al., 2019; Lin et al., 2013; Pozner et al., 2016).
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En comparacion con los astrocitos senescentes, los astrocitos en gliosis expresan
diferencialmente una gran cantidad de epifactores que estan involucrados
principalmente en la remodelacion de la cromatina, el establecimiento y eliminacion
de modificaciones postraduccionales en las histonas. Esto podria sugerir la
existencia de cambios altamente dinamicos en la estructura tridimensional de la
cromatina durante la astrogliosis que pueden verse reflejados en su actividad génica
y su estado funcional (Lieberman-Aiden et al., 2009). Tres de los epifactores mas
sobreexpresados en los astrocitos en gliosis son NPAS2, PGCla y CTCF, mientras
que de los mas subreexpresados destacan HJURP, CENP-A y TTK. NPAS2 es un
factor transcripcional que regula el ritmo circadiano a través del reclutamiento de
HATs y HDACSs, alterando asi las marcas epigenéticas y facilitando cambios
dinamicos en la expresiéon génica circadiana. Ademas NAPS2 es capaz de detectar
metabolitos clave, como el NAD+ asociandose con procesos metabdlicos que le
permiten regular la actividad de proteinas como las sirtuinas.. Por lo tanto, NPA2 es
vital en el establecimiento del vinculo entre el metabolismo, reloj circadiano y la

regulacion epigenética (Becker-Krail et al., 2022; Huang et al., 2023).

CTCF es un regulador clave de la organizacién tridimensional del genoma ya que
actia como una proteina de andamiaje para la creacion de los dominios
topolégicamente asociados (TADs) asi como la formacién de loops cromosémicos
dentro de los cuales hay una regulacion mucho mas refinada de la expresion génica,
y dependiendo de su ubicacion en el genomayy las proteinas asociadas, CTCF puede

tanto silenciar como activar genes (Del Moral-Morales et al., 2023). Algunos autores

proponen a la pérdida de los niveles de CTCF durante la senescencia inducida por
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oncogenes como la responsable de otros cambios transcripcionales durante la

senescencia (Hirosue etal., 2012), sin embargo, en el modelo de senescencia

inducida por PA no se observan cambios significativos en la expresion de Ctcf.

HJURP y CENP-A son dos proteinas que juntas son clave en la formacion y
mantenimiento del centromero, un componente esencial para la segregacion
cromosomica durante la division celular (Mahlke & Nechemia-Arbely, 2020). Una
pérdida de CENP-A da lugar a la pérdida del centromero y los cinetocoros, asi como
una segregacion defectuosa de los cromosomas, aneuploidias e incluso muerte
celular (Flores Servin et al., 2023). TTK también es un proteina esencial para la
correcta segregacion de los cromosomas durante la mitosis. A través de su actividad
de cinasa fosforila sustratos esenciales para la formacién y el mantenimiento del
huso mitético; esto asegura la correcta duplicacion del centrosoma (Longo et al.,

2023).

Como se mencion6 anteriormente, los astrocitos en gliosis son capaces de adoptar
un amplio espectro de cambios que son especificos del contexto en el que se esté
desarrollando (Moulson et al., 2021; Sofroniew, 2020). La disminucion de HJURP,
CENPA y TTK podria reflejar una transicion de los astrocitos en gliosis hacia un
estado mas especializado, en el que el enfoque celular cambia de la proliferacion a
la secrecion de factores proinflamatorios y/o a asumir roles mas especializados como
células reparadoras o barreras fisicas. El aumento de CTCF y NPAS2 podria estar
contribuyendo, entonces, a la expresion de genes que promuevan y faciliten esta

transicion.
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Si consideramos el establecimiento de la senescencia o la gliosis como una decision
sobre el destino celular que los astrocitos deben tomar en respuesta a algun
estimulo, también debemos tener en cuenta que este destino celular se establece a
través de cambios en el paisaje epigenético y la activacibn de programas
transcripcionales especificos que involucran a una gran cantidad de epifactores y
genes (Cariaga-Martinez et al., 2018; Pujadas & Feinberg, 2012). Parece ser que
durante la gliosis inducida por PA en astrocitos primarios estd sucediendo una
regulacién dinamica de este destino celular a través de la actividad de diversos

epifactores que participan en diferentes procesos epigenéticos.

Durante la senescencia inducida por PA en astrocitos primarios parece ocurrir algo
muy diferente. Se observa una pobre expresion de epifactores, pero grandes
cambios tanto en la cantidad como en la organizacion de las marcas asociadas con
cambios en el estado de la cromatina. Estos cambios pueden ocasionar una
reorganizacion no controlada de la estructura tridimensional del genoma a diferentes

escalasy, por lo tanto, una actividad transcripcional aberrante (X. Zhang et al., 2021).

En los Ultimos afios han surgido nuevas teorias sobre las razones del envejecimiento,
una de ellas esta relacionada con la pérdida de la informacion epigenética debido a
la acumulacién de dafio en el ADN (Y. R. Lu et al., 2023). Esta pérdida ocasiona a su
vez, una pérdida en la identidad celular llamada “exdiferenciacion celular”, debido a
que la adquisicion de una identidad celular requiere cambios coordinados en la
expresion génica de una manera controlada espacial y temporalmente (Aboelnour &
Bonev, 2021). Ademas esta pérdida de la informacién epigenética que da lugar a una

pérdida en la identidad celular, se ha relacionado con el establecimiento de la
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senescencia celular (Y.R. Luetal., 2023;J.-H. Yang et al., 2023; Zhang et al., 2021), lo

que refuerza el papel de la senescencia celular en el decaimiento funcional que

ocurre durante el envejecimiento.

En el modelo experimental de senescencia inducida por PA, los astrocitos podrian
estar llevando a cabo procesos de “exdiferenciacién” como consecuencia de una
pérdida en su paisaje epigenético. Esta propuesta y la realizada respecto a nuestro
modelo de gliosis inducida por PA, considera los cambios en la expresion génica de
los epifactores como determinantes, sin embargo, es importante tener en cuenta que
la expresion diferencial no es determinante en cuanto de control epigenético se trata.
Es necesario, entre otras cosas, evaluar la ubicacion de algunos epifactores y
marcas epigenéticas especificas para evaluar de manera certera qué regiones

gendmicas se encuentran reguladas por estos.

12. Conclusién

Los astrocitos senescentes presentan una reorganizacion mas evidente en
comparacién con los astrocitos en gliosis, sin embargo, los astrocitos en gliosis
muestran una regulacion mas dindmica de epifactores asociados con la
remodelacion de la cromatina y el metabolismo. Estas diferencias sugieren que el
estado de la cromatina puede ser un determinante clave en la funcién y

comportamiento de los astrocitos bajo condiciones fisiologicas y patoldgicas.
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13. Resumen gréfico
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