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I. RESUMEN






Durante la realizacion de esta tesis hemos generado un modelo in vitro para el estudio
del envejecimiento humano, basado en células madre mesenquimales humanas (hMSC)
que acumulan prelamin A. Hemos demostrado que la acumulacion de prelamin A en
hMSC induce un fenotipo de envejecimiento caracterizado por un acortamiento de los
telémeros, un mayor dafio al DNA y un aumento en la senescencia celular. En este
modelo experimental humano de envejecimiento el fenotipo se exacerba notablemente
cuando la acumulacién de prelamin A se combina con una condicién de estrés, como
hemos observado por medio de un mayor incremento del dafio al DNA, alteracion del
proceso de autofagia ademéas de cambios significativos en el perfil de expresion génica.
Estas alteraciones fueron ratificadas con una clara disminucion de la capacidad funcional
de las hMSC que acumulan prelamin A in vivo. Finalmente, el potencial de este modelo
experimental para el estudio de los mecanismos involucrados en el envejecimiento
humano ha sido demostrado, mediante la identificacion del papel relevante que
desempefia el factor de transcripcion Oct-1 en el envejecimiento de las células madre

mesenquimales humanas, una funcion desconocida hasta el momento.






II. INTRODUCCION






Introduccion

2.1. ENVEJECIMIENTO

2.1.1. Concepto de envejecimiento

El envejecimiento es conceptualmente muy dificil de precisar, puesto que no responde a
una definicién sencilla en términos bioldgicos, psicolégicos ni sociales. Ha sido abordado
histéricamente desde tres perspectivas parciales diferentes: como consecuencia del paso del
tiempo, como deterioro fisico y constatacion de la pérdida de capacidad funcional, y como una
etapa mas del ciclo vital. Actualmente se entiende al envejecimiento como el proceso dindmico
de cambios que se suceden en el organismo, que se inicia desde el nacimiento, tiene una
regulacion multifactorial y cuyo estudio es muy complejo. El envejecimiento determina una
pérdida de las reservas del organismo y de los mecanismos de respuesta, que establece como
consecuencia un aumento en la vulnerabilidad ante cualquier dafio y, con ello, mayor riesgo de
morbi-mortalidad (Cowdry et al., 1942; Hayflick et al., 1994; Taffet et al., 2003). El organismo al
envejecer pierde paulatinamente capacidades para realizar correctamente sus funciones
bioldgicas. Esto ocurre incluso en ausencia de enfermedad. Cada érgano y sistema va perdiendo
estas capacidades con una cadencia propia, existiendo también una gran variabilidad en cada
individuo (Cowdry et al., 1942; Taffet et al., 2003). Cuando aumentan los requerimientos, como
ocurre en las situaciones de sobrecarga funcional (como puede ser una infeccién o una situacién
de estrés), la pérdida de vitalidad se hace mas evidente, esto se corresponde con el concepto de

Homeoestenosis cuya representacion grafica se muestra en la figura 1 (Taffet et al., 2003).
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Figura 1. Esquema del concepto de Homeoestenosis. Una disminucion de las reservas fisiologicas en los
adultos mayores conduce a la intolerancia a los desafios de su homeostasis. Modificado de Taffet GE, 2003.
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Es fundamental hacer la disquisicién de que el envejecimiento y la enfermedad no son
conceptos equivalentes. El envejecimiento normal o fisiolégico implica una serie de cambios
graduales a nivel bioldgico, psicol6gico y social, asociados a la edad, que son intrinsecos e
inevitables, y que ocurren como consecuencia del paso del tiempo. Constituye un estado de
mayor fragilidad, debido a la disminucion de reservas fisiol6gicas y por tanto una menor
capacidad del organismo para adaptarse y responder a diversas agresiones. Esto predispone el
desarrollo de enfermedades que se consideran habitualmente como asociadas al envejecimiento,
como por ejemplo la ateroesclerosis, las enfermedades cardiovasculares o cerebrovasculares
(Kennedy et al., 2014). Bajo ningun concepto es una enfermedad como tal y debe diferenciarse
del envejecimiento patol6gico o secundario, que involucra cambios que se producen como
consecuencia de malos habitos o enfermedades de diversas etiologias y que no forman parte del
envejecimiento normal, por ejemplo: sindromes de envejecimiento precoz, enfermedad de

Alzheimer, demencia fronto-temporal, enfermedades del sistema respiratorio, entre otras.

2.1.2. Estadistica e importancia del tema.

Segun el daltimo informe publicado por la Organizacion Mundial de la Salud en 2015, hasta
el afio 2050 la proporcién de la poblacion mundial con més de 60 afios de edad pasara de 900
millones a 2000 millones, lo que representa un aumento del 12% al 22% (Figura 2) (Division de
Poblacion de las Naciones Unidas, Envejecimiento Mundial de la poblacion, 2015). No solo la
proporcidn de la poblacion anciana sera mayor, sino que en las Ultimas décadas la velocidad de
envejecimiento se ha incrementado (Lutz et al., 2008). En los paises desarrollados, que se
caracterizan por una disminucion de las tasas de natalidad y un aumento del envejecimiento de
la poblacién, la esperanza de vida es de aproximadamente de 78 a 85 afios. Se ha estimado que
los individuos sufren enfermedades asociadas con el envejecimiento durante sus ultimos 20 afios
de vida. Por lo tanto, alcanzar un envejecimiento fisiol6gico saludable se ha convertido en un

desafio socio-econémico fundamental.
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Figura 2. Distribucion del crecimiento poblacional a nivel mundial en mayores de 60 afios. Tomado de
Perspectivas de la poblacién mundial: Revisién de 2015; Divisién de Poblacién de las Naciones Unidas, Departamento
de Asuntos Econdmicos y Sociales.

Es por esto que el envejecimiento se ha convertido en un campo de investigacion de gran
relevancia en la actualidad, tanto a nivel basico como a nivel clinico. Los objetivos de investigar el
envejecimiento implican no solo extender la longevidad, sino esencialmente mejorar la salud
durante el envejecimiento para poder aumentar el tiempo libre de enfermedad y mejorar la

calidad de vida del individuo.

2.1.3. Bases moleculares y celulares del envejecimiento: puntos clave.

Concibiendo al proceso de envejecimiento fisiologico como un estado de mayor
vulnerabilidad del organismo (Cowdry et al., 1942; Hayflick et al., 1994, Taffet et al., 2003), que
se corresponde a nivel celular con alteraciones que llevan a un deterioro de la funcién de las
células madre y a la disminucion de su capacidad para regenerar los tejidos, Lopez-Otin et al.
(2013), realizaron una revision exhaustiva de la literatura proponiendo nueve marcadores
distintivos del envejecimiento celular. Los criterios ideales que deben cumplir estos marcadores
son: (1) deben manifestarse durante el envejecimiento normal; (2) su agravamiento experimental
deberia acelerar el envejecimiento; y (3) su mejoria experimental deberia retardar el proceso de

envejecimiento normal y, por lo tanto, aumentar el tiempo de vida saludable.

Los marcadores propuestos son: inestabilidad genémica, acortamiento de los telémeros,
alteraciones epigenéticas, pérdida de la homeostasis proteica, alteracion en la regulacion de la
deteccion de nutrientes, disfuncién mitocondrial, senescencia celular, agotamiento del nicho de

células madre y alteracion en la comunicacion intercelular (Figura 3).
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Figura 3. Marcadores del envejecimiento. Esquema que muestra las nueve caracteristicas del envejecimiento
descritas en la revision de Lopez-Otin et al., 2013.

Los autores proponen ademas que estos marcadores se agrupan en tres categorias, como
esquematizan en la figura 4. Los marcadores primarios son aquellos signos considerados como las
principales causas de dafio celular. Los marcadores antagonicos estan constituidos por las
respuestas que inicialmente mitigan el dafio, pero eventualmente, si son crénicas o exacerbadas,
se vuelven deletéreas para las células por si mismas. La tercera categoria la conforman los
marcadores de integracion de los dos grupos anteriores, y son en Ultima instancia los
responsables de la disminucion funcional asociada con el envejecimiento. A continuacion los

describiremos detalladamente.
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Figura 4. Interconexiones funcionales entre los marcadores del envejecimiento. Lopez-Otin et al., 2013.
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2.1.3.1. Marcadores primarios: principales causas del dafio celular.

2.1.3.1.1. Inestabilidad genémica

En el envejecimiento fisioldgico como en los sindromes de envejecimiento prematuro, las
células acumulan dafio gendmico a lo largo de la vida (Vijg y Suh, 2013). Lopez-Otin et al., (2013)
proponen que éste es el denominador coman del envejecimiento, lo cual implica dafio al DNA
genomico, al DNA mitocondrial y alteraciones en la arquitectura nuclear. La integridad y la
estabilidad del DNA son desafiadas continuamente por agentes fisicos, quimicos y biolégicos
exdgenos, asi como por amenazas endogenas, incluyendo errores de replicacion del DNA,

reacciones hidroliticas espontaneas y especies reactivas del oxigeno (ROS) (Hoeijmakers, 2009).

Ademas de estas lesiones potenciales que atafien directamente al DNA, los defectos en la
arquitectura nuclear presentes en las laminopatias (patologias causadas por alteraciones en el
gen LMNA o en factores esenciales para el procesamiento de sus productos proteicos) pueden
causar inestabilidad genémica y determinar sindromes de envejecimiento prematuro (Worman,
2012). Por ejemplo, se ha observado que los fibroblastos de una de estas laminopatias que cursa
con envejecimiento prematura, como es el sindrome de Hutchison-Gilford Progeria (HGPS),
tienen una menor capacidad de respuesta de dafio al DNA debido a una alteraciéon en el
reclutamiento de los factores que intervienen en la maquinaria de reparacion (Richards et al.,
2011; Camozzi et al., 2014).

2.1.3.1.2. Acortamiento de los telémeros

Blasco et al. (1997) observaron el acortamiento de los telémeros durante el
envejecimiento normal tanto en humanos como en ratones, y lo han relacionado a una
disminucion de la esperanza de vida. Se destaca en este punto el concepto de senescencia
replicativa o limite de Hayflick (Hayflick y Moorhead, 1961) que implica la capacidad de
proliferacion limitada que tienen algunos tipos celulares cultivados in vitro como causa del
agotamiento de los telémeros. Ademas de la senescencia replicativa mediada por la longitud de
los telomeros, se ha demostrado en células humanas que el acortamiento de los telomeros
afecta la regulacion génica, en particular de genes localizados en regiones cromosémicas

cercanas a los extremos (Stadler et al., 2013; Robin et al., 2014).

Debido a que la capacidad de reparacion del DNA es restringida en los telomeros, el dafio
que se acumula en la region telomérica es persistente y altamente eficiente en la induccion de
senescencia y/o apoptosis celular (Fumagalli et al., 2012; Hewitt et al., 2012). Los telémeros

estan unidos al complejo de proteinas denominadas shelterin (Palm y Delange, 2008), cuya
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funcién principal consiste en no permitir el acceso de las proteinas de reparacion del DNA e
impedir asi la fusion de los cromosomas. La pérdida de los componentes del complejo shelterin se
caracteriza por el deterioro rapido de la capacidad regenerativa de los tejidos y un
envejecimiento acelerado, fendGmeno que ocurre aun en presencia de telémeros con una longitud
normal (Martinez y Blasco, 2010). La asociacion del factor repeticion de union a los telomeros 2
(TRF2), miembro principal del complejo sherlterin, con las secuencias teloméricas es estabilizada
mediante su localizacion conjunta con las ld&minas de tipo A. Las mutaciones en gen LMNA
pueden generar la alteracion de esta asociacion con TRF2 y determinar la pérdida de regiones
teloméricas (Wood et al., 2014). A su vez, Cao et al., (2011) demostraron que la expresion
ectopica de progerina (precursor aberrante de Lamin A que causa HGPS) en fibroblastos
normales determina una acumulacion de dafio al DNA en la region telomérica y una senescencia
celular acelerada. Un meta analisis realizado en humanos apoya la existencia de una fuerte
relacion entre los telomeros cortos y el riesgo de mortalidad, particularmente en individuos de
edades mas jovenes (Boonekamp et al., 2013). Los telémeros cortos bloguean la capacidad
proliferativa de las células madre, afectando su potencial para regenerar los tejidos,
desencadenando el desarrollo de enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Martinez y
Blasco, 2017).

2.1.3.1.3. Alteraciones epigenéticas

Los cambios epigenéticos afectan a todas las células a lo largo de la vida (Talens et al.,
2012), e implican alteraciones en los patrones de metilacion del DNA, modificacion post-
traduccional de las histonas y remodelacion de la cromatina (Lopez-Otin et al., 2013). No
obstante, atn no se ha dilucidado si las enzimas modificadoras de histonas pueden influir en el
envejecimiento a través de mecanismos puramente epigenéticos, impidiendo la reparacion del
ADN y alterando la estabilidad del genoma, o se realiza a través de alteraciones transcripcionales

que afecten vias metabdlicas o de sefializacion fuera del nucleo (L6pez-Otin et al., 2013).

La remodelacién de la cromatina desempefia un papel fundamental en la regulacion de la
expresion génica, con lo cual las modificaciones en la estructura de la cromatina que ocurren
durante el envejecimiento se ha asociado con alteracion del perfil de expresion génica (Chandra
et al., 2015). Las comparaciones basadas en estudios de microarrays de tejidos jovenes y viejos
de varias especies han identificado cambios transcripcionales relacionados con la edad en genes
que codifican componentes claves de las vias inflamatorias, mitocondriales y las vias de
degradacion lisosdmicas (de Magalhaes et al., 2009). Se ha observado ademas, que las células

madre pluripotentes inducidas (iPSC) derivadas de progeria pierden caracteristicas especificas de
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esta enfermedad, como por ejemplo, la expresién de progerina demostrando asi que las marcas
asociadas a la edad se pueden borrar o modificar (Lo Cicero y Nissan, 2015; Soria-Valles et al.,
2015).

2.1.3.1.4. Pérdida de la homeostasis proteica

Las células tienen mecanismos que les ayudan a mantener su estabilidad y funcionalidad,
entre ellos se encuentran los procesos de macroautofagia, microautofagia y la autofagia mediada
por chaperonas (Cuervo et al., 2005; Klionsky et al., 2016). Todos estos sistemas funcionan de
manera coordinada para restaurar la estructura de las proteinas con un plegamiento incorrecto o
para degradarlas y eliminarlas completamente, evitando asi que se acumulen componentes
dafiados y asegurando la renovacion continda de las proteinas intracelulares (Lopez-Otin et al.,
2013).

Dado que la mayoria de las funciones celulares son desempefiadas por proteinas, se
plantea que el envejecimiento ocurra al menos en parte, como consecuencia de la alteracion de
la regulacion de la homeostasis proteica (Hohn et al., 2017). Numerosos estudios han
demostrado que la homeostasis de los sistemas de degradacion de proteinas se alteran con el
envejecimiento (Koga et al., 2011), debido a que las funciones de las células y del organismo en
su conjunto se encuentra gradualmente comprometida, tanto en condiciones basales como en
condiciones de estrés (Labbadia y Morimoto, 2015). Existen muchos ejemplos de enfermedades
por acumulacion cronica de proteinas con una conformacion anémala, como enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, cataratas (Powers et al., 2009) entre otros. A su vez, existe
evidencia de que el mantenimiento de la homeostasis proteica es uno de los procesos clave para

mantener la longevidad (Susmita y Cuervo, 2015).

2.1.3.2. Marcadores antagonicos: de respuesta al dafio que sufre la célula.

2.1.3.2.1. Alteracion en la requlacién de la deteccidén de nutrientes

Lopez-Otin et al., (2013) destacan en este punto la via de sefializacion de la insulina y el
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), asi como otros sistemas de deteccion de
nutrientes: mTOR, AMPK y Sirtuinas. Ratones con disfuncion de los telémeros muestran una
marcada deficiencia en la via de sefalizacion IGF-1-mTOR y alteracion de la homeostasis
energeética (Missios et al., 2014), esta via de sefializacion de la insulina e IGF-1 se encuentra
estrechamente relacionada con el envejecimiento (Lin et al., 1997; Ogg et al., 1997; Kenyon,
2010). La evidencia actual apoya firmemente la idea de que la sefializacion anabdlica acelera el

envejecimiento y la disminucién de la sefializacion de nutrientes prolonga la longevidad (Fontana
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etal., 2010).

2.1.3.2.2. Disfuncién mitocondrial

Los autores engloban aqui tres items: las especies reactivas del oxigeno (ROS), la integridad

mitocondrial y biogénesis, y la mitohormesis.

Las mitocondrias disfuncionales pueden contribuir al envejecimiento independientemente
de ROS. Las disfunciones mitocondriales durante el envejecimiento también estan relacionadas
con la hormesis. De acuerdo con este concepto, los toxicos que generan dafios leves
desencadenan respuestas compensatorias beneficiosas que determinan la reparacion del dafio
desencadenante y producen realmente una mejora en la aptitud celular en comparacién con las
condiciones previas a la generacion del dafio. Por lo tanto, aunque la disfuncién mitocondrial
severa es patogénica, las deficiencias leves de la cadena respiratoria podrian aumentar la

esperanza de vida (Haigis e Yanker, 2010).

En cuanto a ROS, este puede considerarse como una sefial de supervivencia estimulada por
el estrés conceptualmente similar a adenosina monofosfato (AMP) o el dinucledtido de
dicotinamida y adenosina (NAD+). En este sentido, el efecto primario de ROS sera la activacion de
respuestas homeostaticas compensatorias. A medida que avanza la edad cronoldgica, el estrés y
el dafio celular aumentan y los niveles de ROS aumentan paralelamente en un intento de
mantener la supervivencia. Mas alla de un determinado umbral, los niveles de ROS traicionan su
propdsito homeostatico original y eventualmente agravan, en lugar de mejorar el dafio asociado

con la edad (Hekimi et al., 2011).

2.1.3.2.3. Senescencia celular

Aunque el envejecimiento involucra diferentes marcadores independientes (aunque
interrelacionados), como han propuesto Lopez-Otin et al., (2013), que intervienen a nivel
molecular, celular y del organismo en su conjunto, la senescencia es un contribuyente mayor en
este proceso (Hohn et al., 2017). La senescencia celular inicialmente descrita por Hayflick y
Moorhead (1961) como fendmeno de senescencia replicativa debido al acortamiento de los
telémeros, puede definirse como una detencion estable del ciclo celular y pérdida de su
capacidad replicativa, asociada a cambios fenotipicos caracteristicos (Campisi y d'Adda di
Fagagna, 2007; Collado et al., 2007; Kuilman et al., 2010; van Deursen, 2014). Estos cambios
fenotipicos incluyen aumento de tamafio de la célula, asi como incremento en la acumulacién de
proteinas intra-celulares (Kurz et al., 2000; Young et al., 2009), mayor volumen del nucleo celular
y aumento de los lisosomas con elevada actividad de la proteina asociada a senescencia B-

galactosidasa (SA-B-gal), uno de los marcadores mas utilizados para la identificacion de

10



Introduccion

senescencia (Kurz et al., 2000; Lee et al., 2006). Numerosos estimulos asociados al paso del
tiempo pueden desencadenarla, LOpez-Otin et al., (2013) citan principalmente e
independientemente del dafio a nivel de los telémeros, el dafio en otras regiones del DNA y la

alteracion de la regulacion del locus INK4/ARF (Collado et al., 2007).

La senescencia, sin embargo, no es un proceso generalizado en todos los tejidos del
organismo, debido a que hay d6rganos como corazon, musculo esquelético y rifiones que no
presentan un aumento en el porcentaje de senescencia en sus células con el envejecimiento
fisiolégico (Wang et al., 2009). Lopez-Otin y colaboradores (2013), proponen a la senescencia
celular como una respuesta inicial al dafio compensatoria o beneficiosa, que se convierte en

deletéreay acelera el envejecimiento cuando los tejidos agotan su capacidad regenerativa.

2.1.3.3. Marcadores de integracién: responsables finales de los fenotipos.

2.1.3.3.1. Agotamiento del nicho de células madre

El proceso de envejecimiento se acompafia de la disminucion en la capacidad de
regeneracion de los tejidos y de la capacidad de homeostasis celular, debido a la alteracion de la
funcion de las células madre (Behrens et al., 2014; Carrero et al., 2016). La acumulacion de
progerina reduce la capacidad de proliferacion y diferenciacion de las células multipotentes y
pluripotentes tanto en ratones como en humanos (Rosengardten et al., 2011; Pacheco et al.,
2014). El agotamiento de las reservas de células madre se desarrolla como la consecuencia
integradora de mudltiples tipos de dafios asociados con el envejecimiento y constituye
probablemente uno de los responsables finales del envejecimiento de los tejidos y de los

organismos en general (L6pez-Otin et al., 2013; Behrens et al., 2014; Carrero et al., 2016).

2.1.3.3.2. Alteracion en la comunicacion intercelular

El envejecimiento no es un fendmeno exclusivamente intra-celular, sino que esta
intimamente relacionado a una alteracion general en la comunicacion inter-celular. Fenémenos
como la inflamacion pueden alterar la comunicacion inter-celular generando un ambiente pro-
inflamatorio a su alrededor (término al que se ha denominado en inglés inflammageing)
(Salminen et al., 2012), o alterar otras rutas metabdlicas como la autofagia y contribuir al
envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013). Los cambios relacionados con el envejecimiento en un
tejido pueden conducir al deterioro especifico de otros tejidos, asi como también existe evidencia
de que la secrecion de factores a nivel de la circulacion puede alterar estas sefiales y mejorar los
fenotipos de envejecimiento (Conboy et al., 2005; Villeda et al., 2011; Loffredo et al., 2013). De

hecho, se ha descrito que las células senescentes exhiben un fenotipo de secrecion asociado a
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senescencia que se caracteriza por la secrecion de niveles aumentados de factores que alteran el
microambiente de forma paracrina, contribuyendo a aumentar aun mas la senescencia y
activando la vigilancia inmunolégica (Carrero et al., 2016). Este proceso estd regulado
principalmente por NF-kB (Acosta et al., 2013), cuya activacion induce el aumento de la expresion
de citoquinas pro-inflamatorias que contribuyen al proceso de envejecimiento (Osorio et al.,
2012; Jurk et al., 2014).

En la figura 5 se resumen de forma esquematica los cambios generales que suceden

durante el envejecimiento celular, como consecuencia de todas las alteraciones anteriormente

descritas.
Célula joven Célula envejecida
Fenotipo de secrecion
. . Funcién normal de los asociado a senescencia Funcién reducida de los
N"_’elef ’bajosde sistemas de degradacién que influye en las células y sistemas de degradacién
oxidacién de las de las proteinas tejidos circundantes de las proteinas.

proteinas

Acumulacion
de proteinas
intracelulares

Niveles altos de dafio
Mitocondrias oxidativo a las
funcionales proteinas Mitocondrias dafiadas,
gigantes. Incremento en la
formacion de ROS

Alteraciones de la
morfologia
nuclear

Figura 5. Esquema de las alteraciones que ocurren a nivel celular durante el envejecimiento. Modificado de
Hohn et al., 2017.
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2.1.4. Patologias asociadas con el envejecimiento prematuro y su relacion con el

envejecimiento fisiolégico.

Los sindromes progeroides constituyen un grupo de enfermedades muy heterogéneas
desde el punto de vista clinico, en las que caracteristicamente se produce el desarrollo
prematuro de fenotipos o rasgos de envejecimiento, que determinan una reduccién considerable
de la longevidad de los individuos, asi como en su calidad de vida. Estos sindromes progeroides
han resultado ser valiosas herramientas para comprender los mecanismos moleculares que
gobiernan el envejecimiento humano (Burtner et al., 2010; Trigueros-Motos et al., 2011).
Basados en los sindromes progeroides se han desarrollado modelos experimentales humanos in
vitro que tienen la ventaja de que solo requieren dias o semanas para la manifestacion de los
fenotipos asociados con el envejecimiento celular en las células progeroides, a diferencia de las

muchas décadas necesarias para alcanzar el envejecimiento humano fisioldgico.

Entre los genes asociados con las enfermedades progeroides, el gen LMNA es responsable
de al menos 10 enfermedades diferentes que se denominan laminopatias (Capell et al., 2006). La
mayoria de las laminopatias tienen un origen genético, como el sindrome de Hutchison-Gilford
Progeria (HGPS), enfermedad que se caracteriza por una mutacion puntual en el gen LMNA. Sin
embargo, otros como el sindrome lipodistrofico asociado con el uso de inhibidores de la proteasa
del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) que interfieren con el procesamiento correcto de
lamin A son adquiridos (Caron et al., 2003). HGPS y las laminopatias asociadas a LMNA se
caracterizan por la acumulacion de los productos génicos aberrantes de LMNA: progerina y
prelamin A, respectivamente. Estas acumulaciones patolégicas causan una estructura nuclear
anormal y alteran funciones biolGgicas que preceden a los fenotipos de envejecimiento
prematuro (Schreiber et al., 2013). El vinculo entre estos sindromes de envejecimiento
prematuro patoldgico con el envejecimiento fisioldgico ha adquirido especial relevancia debido a
que se ha demostrado que se acumula progerina (Scaffidi y Misteli, 2006) y la presencia de
niveles bajos de prelamin A en células envejecidas fisiol6gicamente (Ragnauth et al., 2010). Como
se esquematiza en la figura 6, modificada de Trigueros-Motos et al. (2011), se compara el
envejecimiento fisioldgico (asociado con la acumulacion de bajas concentraciones de prelamin A
en las células del organismo) y el envejecimiento prematuro (en pacientes con progeria). Las
similitudes a nivel celular y molecular de estos dos modelos nos demuestra la existencia de un
amplio campo de investigacion que puede llevar a identificar en Gltima instancia los mecanismos
responsables del envejecimiento y consecuentemente desarrollar estrategias dirigidas a

aumentar el tiempo de vida libre de enfermedad.
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Envejecimiento Fisiolégico

¥

Acumulacion de Prelamin A
(bajos niveles de expresion)

-

ALTERACIONES CELULARES:

Anomalias estructurales nucleares
Engrosamiento de la lamina nuclear
Agrupamiento de los poros nucleares
Pérdida de heterocromatina periférica
Alteracion de la Mitosis

Dafio oxidativo

Modificaciones en las histonas

Dafio en el DNA e inestabilidad genémica
Senescencia celular

Sindrome Hutchinson-Gilford Progeria
(envejecimiento prematuro)

§

Acumulacion de Progerina
(niveles elevados de expresién)

~

-

(

PRINCIPALES CAUSAS DE MUERTE

EN LA POBLACION GENERAL)
Alteraciones vasculares
Céancer
Alteraciones Enddcrino-Metabdlicas
Infecciones
Enfermedad Cerebrovascular
Enfermedad Cardiovascular

Figura 6. Esquema de las alteraciones que se producen en los pacientes, asociadas al envejecimiento
fisiologico y patoldgico. ROS: especies reactivas del oxigeno. VSMC: células del musculo liso vascular. Modificado de

Trigueros-Motos et al., 2011.

ALTERACIONES CELULARES:

Anomalias de la estructura nuclear.
Retraso en la citocinesis

Agrupamiento de los poros nucleares
Pérdida de heterocromatina periférica
Alteracion de la mitosis y de la progresion
del ciclo celular

Aumento de ROS

Funcién mitocondrial desregulada
Actividad desregulada del proteasoma
Daiio en el DNA e inestabilidad gendémica
Senescencia celular

-

PRINCIPALES CAUSAS DE MUERTE
* Arterioesclerosis prematura

¢ Disfuncion vascular

* Agotamiento VSMC

* Fibrosis de la adventicia

* Alteraciones coronarias

* Infarto de Miocardio

* Enfermedad Cerebrovascular

2.2. LAMINA NUCLEAR Y PATOLOGIAS ASOCIADAS

2.2.1. LAmina nuclear

con el complejo de poros nucleares y la membrana nuclear. Es una red tridimensional de

filamentos intermedios del tipo V compuesta de proteinas llamadas, laminas situadas por dentro

La lamina nuclear es uno de los tres componentes de la envoltura nuclear, conjuntamente

de la envoltura nuclear de todas las células somaticas (Figura 7) (Albi et al., 1986; Broers et al.,

2006
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; Dechat et al., 2008).
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Figura 7. Morfologia de la Lamina Nuclear. Imagenes de microscopia de barrido que muestran la organizacion
de la lamina nuclear de vesiculas germinales de oocitos de Xenopus sometidas a diferentes condiciones de fijacion (Ay
B). Se observan los filamentos de la ldmina nuclear que se extienden entre los complejos de poros nucleares (NPC).
Imagen obtenida de Broers et al., 2006).

En los organismos vertebrados existen dos clases de laminas: tipo A y tipo B, que se
polimerizan para formar la lamina nuclear de la membrana nuclear interna. Las laminas tipo A
(laminas A y C) estan codificadas por el gen LMNA (Lin y Worman, 1993); mientras que las
laminas de tipo B (laminas B1 y B2) estan codificadas por los genes LMNB1 y LMNB2
respectivamente (Biamonti et al., 1992; Lin y Worman, 1995). Aunque las laminas de tipo B se
expresan en todas las células somaticas, las ldminas tipo A y C estan ausentes en las células
madre embrionarias (Stewart et al., 1987; Constantinescu et al., 2006). Las laminas de tipo A son
determinantes clave de la arquitectura nuclear, proporcionando una plataforma para la
organizacién de las funciones nucleares (Dechat et al., 2010; Wilson y Foisner, 2010). La lamina
nuclear ayuda a mantener la forma del nacleo proporcionando estabilidad y rigidez contra el
estrés mecanico, ya que esta involucrada en la distribuciébn de los poros nucleares,
desempefiando un papel importante en el transporte bidireccional de moléculas del citoplasma
al nuacleo y viceversa (Wilson y Foisner, 2010; Verstraeten et al., 2007, Broers et al., 2006).
Aunque inicialmente se pensé que la funcion de la ldamina se limitaba a proporcionar estabilidad
mecanica al nacleo celular, la literatura de la Gltima década la ha implicado en una amplia
variedad de funciones. Por lo tanto, ademés de su funcion estructural la evidencia actual indica
que la lamina nuclear modula la expresion génica ya sea por interaccién directa con la cromatina
(Verstraeten et al., 2007; Lattanzi et al., 2007; Reddy et al., 2008; Lee et al., 2009), o reteniendo
factores de transcripcion en la periferia nuclear (Capanni et al., 2005; Ivorra et al., 2006; Gonzalez
et al., 2008; Ruiz de Eguino et al., 2012; Kubben et al., 2016). Las laminas de tipo A actian como
andamios para proteinas que regulan la sintesis de DNA, la respuesta al dafio al DNA, la
organizacién de la cromatina, la transcripcion génica, la progresion del ciclo celular, la migracién

y diferenciacion celular (Gruenbaum et al., 2005; Broers et al., 2006; Verstraeten et al., 2007;
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Andrés et al., 2009, Wilson y Foisner, 2010; Burke y Stewart, 2013). Por tanto, la lamina nuclear

desempefia funciones tanto estructurales como de regulacion (Figura 8).

Citoesqueleto

NPC
ONM
@ 0 0 L
Refuerzo del Unién del NPC f
nucleoesqueleto citoesqueleto con Anclado d.e Anclajeen la
Regula la el nucleoesqueleto ensamblaje cromatina
sefalizacion Retencionen la
l + INM
|
Filamentos de la
Lamina Nuclear
4 ’ |
Regulacion Ensamblaje Sefales de
génica de laldmina regulacion/ Proteinas de unién
| Actividad a lalamina
o OO Transcripcional
>

Figura 8. Modelo de la localizacion de las laminas nucleares y su interaccion con las diversas moléculas intra-
nucleares. La lamina se une directamente a las proteinas de unién a la ldmina nuclear, que podrian estar localizadas en
la membrana nuclear interna (INM), en la cromatina o en el nucleoplasma. Estas proteinas de uni6n a la [amina nuclear
tienen funciones mecanicas y estructurales, tales como reforzar el nucleoesqueleto, interconectar el nucleoesqueleto y
el citoesqueleto, anclar los complejos de poros nucleares (NPC) y restringir la cromatina a la envoltura nuclear. Algunas
de ellas regulan la sefializacion o la transcripcion génica. Muchas proteinas de union a la lamina requieren de las
laminas para su correcta localizacion, mientras que otras regulan o facilitan el ensamblaje de la lamina nuclear.
Abreviaturas: ONM, membrana nuclear externa; INM, membrana nuclear interna; NPC, complejo de poros nucleares.
Esquema modificado de Wilson y Foisner, 2010.

2.2.2. Procesamiento de prelamin A.

El gen LMNA codifica las ldminas de tipo A, mediante el corte y empalme alternativo de un
solo RNA mensajero (mMRNA), produciendo cuatro proteinas: ldminas A y C como productos
principales, y las ldminas minoritarias AA10 y C2. Este gen consta de 12 exones, se encuentra en
el cromosoma 1 (1921.1-21.3) y se expresa en la mayoria de las células somaticas diferenciadas
(Broers et al., 2006). La lamina C es similar a la lamina A, pero pierde parte de los exones (10, 11y
12), y tiene cinco aminoacidos basicos Unicos. Lamina AA10 pierde parte del ex6n 10 y se ha
encontrado en lineas celulares tumorales y en algunas lineas celulares normales, mientras que la
lamina C2 es especifica de la linea germinal (Broers et al., 2006). En las células somaticas de
mamiferos, las laminas de tipo A estan representadas por las laminas A y C que se originan a

partir del corte y empalme alternativo del gen LMNA y sélo difieren en su dominio carboxilo
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terminal. En individuos sanos prelamin A es el producto intermedio de traduccién del mRNA de la
proteina lamin A madura. Tiene un motivo de finalizacién CaaX (donde "C" es una cisteina, "a" es
a menudo un aminoacido alifatico, y "X" es uno de muchos residuos diferentes). El motivo CaaX
desencadena tres modificaciones enzimaticas secuenciales (Clarke, 1992; Zhang y Casey, 1996)
(Figura 9).

En el primer paso de la maduracién de la proteina lamin A, se afiade un lipido farnesilado
de 15 carbonos al residuo de cisteina por la enzima farnesiltransferasa (FTasa). Después de la
farnesilacion (que es una forma de prenilacion de las proteinas) de prelamin A, los Ultimos tres
aminoéacidos (-aaX) son eliminados por una endoproteasa especifica para proteinas preniladas.
Para las proteinas lamin B1 y otras con motivo CaaX, esta etapa de procesamiento proteolitico es
llevada a cabo por un homologo de la proteina peptidasa de prenilacion (prenylproteinpeptidase,
RCE1) (Maske et al., 2003). En el caso de prelamin A, este paso es probablemente una funcién
redundante de RCE1 y la metalopeptidasa de zinc STE24 (ZMPSTE24) (Bergo et al., 2002; Young et
al., 2005; Corrigan et al., 2005).

Prelamin A Caax

_ l FTasa (Farnesilacién) (WW\(/K

CaaX

l Rcel/ZMPSTE24 (\()\/\()\M

l ICMT m

C-OCH,

Prelamin A <
Farnesilada

l ZMPSTE24

Lamin A Madura ~
%‘ C"OC/Y
3

Figura 9. Representacion esquematica de las modificaciones que se suceden en el procesamiento post-
traduccional de prelamin A.

A continuacion, la farnesil-cisteina recién expuesta es metilada por una metiltransferasa de
membrana, la isoprenilcisteina carboxilmetil transferasa (ICMT) (Clarke et al., 1992; Dai et al.,
1998). Los ultimos 15 aminoacidos de prelamin A, incluyendo el a-metil éster de farnesil-cisteina,
son escindidos por la enzima ZMPSTE24 y degradados, generando la forma final madura de la
proteina: lamin A (Weber et al., 1989; Beck et al., 1990; Young et al., 2005). Es importante

destacar que esta etapa final de procesamiento endoproteolitico no se produce en ausencia de

17



Introduccion

ZMPSTE24, lo que indica que la funcion de esta metalopeptidasa es esencial y necesaria para el
procesamiento final de prelamin A (Bergo et al., 2002; Pendas et al., 2002). Cabe aqui hacer una
digresion y sefialar que el simbolo oficial actual aprobado por el HGNC (HUGO Gene
Nomenclature Committee) de acuerdo con las guias para la nomenclatura de genes humanos
para la metalopeptidasa de zinc STE24 es ZMSPTE24. Esta enzima originalmente fue descrita
como FACE-1 por Freije et al. (1999), por lo que muchas veces se les llama indistintamente. En el

presente trabajo de tesis se utilizara el simbolo oficial actual para evitar confusiones.

El significado fisiologico de este complejo proceso post-traduccional del gen LMNA
permanece incierto. Inicialmente se hipotetizd que este proceso se llevaba a cabo para facilitar el
direccionamiento de la prelamin A farnesilada a la envoltura nuclear, que posteriormente se
escinde por ZMPSTE24 para eliminar los grupos farnesilo y producir una lamina A madura, capaz
de ensamblarse a la lamina nuclear (Sinensky et al., 1994). Sin embargo, trabajos posteriores han
demostrado en fibroblastos embrionarios y queratinocitos de ratén, que la incorporacion al
nucleo celular por parte de prelamin A no depende de su farnesilacion (Davies et al., 2010; Lee et
al., 2011).

2.2.3. Laminopatias

Las mutaciones en el gen LMNA, asi como alteraciones en factores esenciales para el
procesamiento de su proteina Lamin A (por ejemplo, mutaciones en el gen ZMPSTE24), son
responsables de més de diez enfermedades diferentes denominadas laminopatias, que incluyen
tanto trastornos con afectacion sistémica como enfermedades restringidas a un tipo tisular
(Capell et al., 2006; Verstraeten et al., 2007; Broers et al., 2006). Las laminopatias asociadas a
LMNA incluyen principalmente al sindrome de Hutchinson-Gilford Progeria (HGPS), la Displasia
Mandibulo Acral de tipo A (MADA), la Dermopatia Restrictiva (RD), el Sindrome Werner atipico, la
Lipodistrofia familiar parcial tipo Dunningan (FPLD2) y la lipodistrofia generalizada de inicio en la
pubertad (Novelli et al., 2002; de Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et al., 2003; Jeninga et
al., 2010; Villarroya et al., 2010). En el caso de algunas lipodistrofias parciales, como las
lipodistrofias adquiridas y algunas congénitas (MADB), se inhibe la actividad de ZMPSTE24 lo que
determina la acumulacion anémala de prelamin A farnesilada (Agarwl et al., 2003; Coffinier et al.,
2007) (Figura 10).
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INDIVIDUOS SANOS ‘ PROGERIA ALTERACIONESEN LA

ACTIVIDAD DE ZMPSTE24
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Figura 10. Maduracion de la proteina Lamin A y formacion de progerina y prelamin A permanentemente
farnesiladas. La region suprimida en progerina se destaca en color rosa.

Las mutaciones en el gen LMNA son extremadamente pleiotrépicas, causando diferentes
fenotipos dependiendo de la mutacion en el gen (Tabla 1). De hecho, la misma mutacién puede
ser asociada con diferentes formas de la misma enfermedad (Garg et al., 2011; Bidault et al.,

2011).

Tabla 1. Patologias mas relevantes ligadas a LMNA.

Denominacioén Simbolo N°OMIM Tipo de Herencia
Cardiomiopatia Dilatada, tipo 1A CMD1A 115200 AD
Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, tipo 2B1 CMT2B1 605588 AR
Distrofia muscular de Emery-Dreifuss 2 EDMD2 181350 AD
Distrofia muscular de Emery-Dreifuss 3 EDMD3 616516 AR
Sindrome del mano-corazon, tipo Esloveno - 610140 AD
Progeria Hutchinson-Gilford HGPS 176670 AR, AD
Lipodistrofia Familiar Parcial, tipo 2 FPLD2 151660 AD
Sindrome de Malouf - 212112 AD
Displasia Mandibulo Acral MADA 248370 AR
Distrofia Muscular Congénita MDCL 613205 AD
Distrofia Muscular Proximal, tipo 1B - 159001 AD
Dermopatia Restrictiva Letal RD 275210 AR

AD: autosémico dominante. AR: autosomico recesivo. Modificada de OMIM database. Johns Hopkins
University.

A continuacion, haremos referencia a algunas de las laminopatias que presentan
fundamentalmente fenotipos de envejecimiento, las cuales han ayudado a mejorar el

conocimiento de los mecanismos subyacentes al envejecimiento humano (Burtner et al., 2010).
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2.2.3.1. Progeria

El Sindrome de Hutchinson-Gilford (HGPS: Hutchinson-Gilford Progeria Sindrome) o
Progeria es el principal ejemplo de envejecimiento prematuro. Las manifestaciones clinicas de la
enfermedad comienzan alrededor del primer afio de vida (Gordon et al., 2003; Goldman et al.,
2004; Bidault et al., 2011). Los nifios no muestran ningun fenotipo al nacer, pero durante el
primer afio comienzan las primeras manifestaciones de esta enfermedad caracterizada por
fracaso en el crecimiento, lipodistrofia generalizada, muy bajo peso corporal y estatura,
caracteristicas faciales de retrognatia, puente nasal estrecho y narices puntiagudas (similares a
personas de edad avanzada), pérdida temprana del cabello, esclerodermia, contracturas de las
articulaciones, cambios 6seos, distrofia de las ufias y retraso en la erupcion de los dientes
primarios. Su desarrollo cognitivo es normal. A su vez, los hallazgos posteriores incluyen pérdida
auditiva de conduccion de baja frecuencia, apifiamiento dental y falta parcial de erupcion
secundaria de los dientes. La causa de muerte en la mayoria de estos pacientes es la enfermedad
cardiovascular como resultado de complicaciones de aterosclerosis severa, enfermedad cardiaca
(sobre todo infarto de miocardio) o enfermedad cerebrovascular. El promedio de vida de estos

nifios es de aproximadamente 14,6 afios (Gordon et al., 2014).

El diagnostico de esta enfermedad letal se basa en el reconocimiento de caracteristicas
clinicas y en la deteccién de la mutacion LMNA clasica ¢.1824C> T (p.Gly608Gly) o una de las tres
mutaciones LMNA heterocigotas en los casos de HGPS atipica: ¢.1822 G > A (p.Gly608Ser), ¢.1821
G> A (p.vale07Vval), o ¢.1968 + 1G> A. Estas mutaciones puntuales de novo interfieren con la
conversion de prelamin A farnesilada a la forma madura de lamin A (Eriksson et al., 2003; De
Sandre-Giovannoli et al., 2003). Esto conduce a la produccion de una forma truncada (o
incompleta) de la proteina lamin A, debido a la delecion interna de 50 aminoécidos en el dominio
C-terminal de la misma. La secuencia que falta en esta mutacion involucra al sitio de escision
proteolitico reconocido por la enzima ZMPSTE24. La proteina mutante que resulta, denominada
progerina esta permanentemente farnesilada y queda anclada en la membrana nuclear (Capeau
etal., 2010) (Figura 10).

Los mecanismos exactos responsables del proceso de envejecimiento prematuro de HGPS
no se han dilucidado completamente, pero se ha demostrado que la acumulacion gradual de
progerina conduce a graves defectos en la arquitectura y la funcion del nacleo celular (Goldman
et al., 2004), impidiendo el reclutamiento de elementos de reparacion del DNA (Dechat et al.,
2008) y otras proteinas reguladoras que conducen a una inestabilidad genémica (Liu et al., 2005).

Recientemente, Kubben et al. (2016) han sefialado que la supresion de la respuesta antioxidante
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mediada por el factor nuclear eritroide 2 (NRF2), es clave en la generacién del envejecimiento
prematuro en células de pacientes con HGPS. En dicho estudio han demostrado que progerina
altera la actividad transcripcional de NRF2, secuestrandolo a nivel nuclear y generando como
consecuencia un aumento del estrés oxidativo crénico, capaz de recapitular los fenotipos
relacionados al envejecimiento que se observa en los pacientes con progeria. Mas adn, la
restauracion de la actividad de NRF2 rescata los fenotipos de envejecimiento y la viabilidad in

vivo de las MSC en un modelo animal (Kubben et al., 2016).

Las mutaciones en LMNA pueden causar ademas alteraciones durante la mitosis como el
des-ensamblaje incompleto de la envoltura nuclear, errores en la segregacion de los cromosomas
y formacion de nucleos bilobulados (Cao et al., 2007; Dechat et al., 2007). La progerina afecta a
su vez a las células madre mesenquimales alterando su diferenciacién a los diversos linajes
celulares de una manera especifica (Scaffidi y Misteli, 2008). Esta observacién es de suma
importancia ya que los tejidos afectados en las laminopatias son principalmente de origen
mesenquimal. La presencia de progerina altera la capacidad de diferenciacion de las células
madre mesenquimales humanas (hMSC), como se ha demostrado en el estudio realizado por
Scaffidi y Misteli (2008), donde describieron que la diferenciacion a adipocitos a partir de hMSC

se redujo notablemente en hMSC que expresaban progerina.

Varios estudios han detectado niveles bajos de expresion de progerina en células
envejecidas fisiolégicamente (Scaffidi y Misteli, 2006; McClintock et al., 2007; Olive et al., 2010).
Se ha planteado la hip6tesis de que la presencia de progerina seria desencadenada de alguna
manera por el acortamiento de los telémeros y, por lo tanto, podria estar asociada a la
senescencia celular (Cao et al., 2011). No hay duda de que los nuevos hallazgos sobre las
laminopatias, en particular las causadas por la produccion de progerina, ampliaran el
conocimiento sobre el proceso de envejecimiento. Esta es una de las razones por las que el

estudio de las laminopatias es un area de investigacion muy activa.

2.2.3.2. Displasia mandibulo acral tipo A

La displasia mandibulo acral tipo A (MADA) es un trastorno autosémico recesivo raro
caracterizado por anomalias craneo-faciales con hipoplasia mandibular, retardo de crecimiento,
voz aguda, pigmentacion moteada de la piel, contracturas articulares y anomalias esqueléticas
como osteolisis progresiva de claviculas y falanges distales (Agrawl et al., 2006; Garg, 2004; Garg
et al., 2009; Garg, 2011). Algunos pacientes con MADA tienen caracteristicas progeroides tales
como atrofia de la piel, vasculatura superficial, alopecia, estatura baja y nariz puntiaguda. La

pérdida de tejido adiposo acral con tejido adiposo normal o excesivo en la cara, el cuello y las
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regiones troncales es una caracteristica distintiva de esta enfermedad. (Agrawl et al., 2006; Garg
et al., 2011; Simha y Garg, 2002). Muchos estudios sobre las bases moleculares de MADA
enfatizan la variabilidad fenotipica que existe en pacientes que tienen mutaciones de LMNA.
Novelli et al. identificaron una mutacion homocigota (R527H) en el gen LMNA en 2002, asociada
a este sindrome. También se han identificado mutaciones en la region C-terminal del gen LMNA,
ambas heterocigotas (R472C / R527C), y homocigotas (A529V y K542N) (Cao y Hegele, 2003;
Plasilova et al., 2004). EI mecanismo exacto por el cual la acumulacion resultante de prelamin A
provoca estas alteraciones fenotipicas no se ha dilucidado ain. Entre algunas de las numerosas
alteraciones celulares asociadas a las mutaciones de LMNA en esta enfermedad se encuentran las
interacciones de la cromatina, los cambios epigenéticos, la formacion de invaginaciones o
alteraciones estructurales nucleares, el ensamblaje andmalo de la lamina nuclear y la

disminucidn de la resistencia al estrés mecénico (Filesi et al., 2005; Capanni et al., 2012).

2.2.3.3. Displasia mandibulo acral tipo B

La displasia mandibulo acral con lipodistrofia tipo B es una forma generalizada de
lipodistrofia, causada por mutaciones heterocigotas en el gen ZMPSTE24 (Agarwal et al., 2003).
ZMPSTE24 codifica la metaloproteinasa de zinc implicada en el procesamiento proteolitico post-
traduccional de lamin A, cuya alteracion resulta en la acumulacion de prelamin A farnesilada
(Agarwal et al., 2003; Garg A, 2011; Yaou et al., 2011). Los pacientes presentan caracteristicas
similares a las descritas anteriormente en MADA. Las caracteristicas distintivas de MADB incluyen
el nacimiento prematuro, inicio temprano de manifestaciones, enfermedad renal, nédulos
calcificados en la piel y la falta de acantosis nigricans, a pesar de asociarse con resistencia a la

insulina y sus complicaciones metabdlicas (Ahmad et al., 2010; Garg A, 2011).

2.2.3.4. Dermopatia restrictiva letal

La dermopatia restrictiva letal es una genodermatosis rara con manifestaciones
caracteristicas que son facilmente reconocibles al nacer: piel translicida delgada, firmemente
adherida con erosiones en sitios de flexion, vascularizacion superficial, dimorfismo facial tipico y
anquilosis articular generalizada. Los signos prenatales pueden incluir retardo del crecimiento
intrauterino, reduccién de los movimientos fetales, poli hidramnios y rotura prematura de las
membranas. La mayoria de los nifios mueren en la primera semana de vida (Smigiel et al., 2010).
Las mutaciones que causan esta enfermedad son variables. En 2 de 9 casos con dermopatia
restrictiva, Navarro et al. (2004) identificaron mutaciones heterocigotas de corte y empalme en el
gen LMNA, resultando en la pérdida completa o parcial del ex6n 11. En los otros 7 pacientes,

identificaron una insercion heterocigota de 1 pb que generaba un codén de finalizacién
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prematuro en el gen ZMPSTE24. Esta metaloproteinasa esta especificamente implicada en el
procesamiento post-traduccional del precursor de lamin A. De hecho, en todos los pacientes que
tenian una mutacion en ZMPSTE24 se observo la pérdida de expresion de la lamin A, asi como los
fenotipos asociados de alteraciones en el tamafio y la forma del nucleo, errores en el ensamblaje
de la lamina nuclear y alteraciones en las proteinas asociadas a las ldminas. Navarro et al. (2004)
concluyeron que los defectos de la lamina nuclear son los causantes del fenotipo en la

dermopatia restrictiva letal.

2.2.3.5. Lipodistrofia asociada al VIH

La lipodistrofia relacionada con el VIH es la forma mas frecuente de laminopatia adquirida.
La prevalencia de esta enfermedad varia dependiendo de los diferentes estudios, se estima entre
un 20 a un 80% de las personas infectadas por el VIH, por lo cual, de 5 a 10 millones de personas
pueden desarrollar esta enfermedad (Chen et al., 2002; Informe de UNAIDS 2012). Las
caracteristicas clinicas de la lipodistrofia relacionada con el VIH son fundamentalmente la pérdida
de tejido adiposo en la cara, los brazos, los gluteos y las piernas. Los pacientes también pueden
adquirir depositos de grasa anormales en el tronco y parte superior de la espalda, asi como el
cuello que se conoce como <joroba de bufalo> (Capeau et al., 2010; Garg A, 2011; Palchetti et al.,
2013). Ademas, los pacientes infectados por el VIH presentan rasgos de envejecimiento
prematuro que afectan el hueso, el cerebro, las paredes vasculares, los muasculos, el rifion y el
higado. Aunque los mecanismos siguen siendo poco claros, la infeccién por el VIH de larga
evolucién, el agotamiento de las reservas inmunolégicas y los efectos adversos de algunos
antirretrovirales estan claramente involucrados (Caron-Debarle et al., 2010). Debido a que es una
enfermedad compleja, es dificil asegurar la contribucién de diversos factores en su etiologia. Sin
embargo hay evidencia inequivoca sobre el papel desempefiado por los medicamentos utilizados
en el tratamiento de la infeccién por el VIH. Desde 1996, poco después de la introduccién de los
inhibidores de la proteasa (IP) en la terapia antirretroviral, se informo que los pacientes tratados
desarrollaron lipodistrofia (Grinspoon y Carr, 2005). Los inhibidores de proteasas son farmacos
fundamentales en la terapia antirretroviral altamente activa (HAART), ya se ha demostrado que
mejora la supervivencia de los pacientes infectados por el VIH. Los IP bloguean la aspartil
proteasa del VIH, una enzima esencial para la replicacion viral (Coffinier et al., 2007). Sin
embargo, algunos de estos IP interfieren ademas en el procesamiento de lamin A (Caron et al.,
2003) inhibiendo la actividad de la proteasa ZMPSTE24 (Coffinier et al., 2007). Esta inhibicion

conduce a una acumulacion significativa de prelamin A farnesilada como efecto secundario.
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2.2.4. Modelos murinos relevantes para el estudio de las laminopatias asociadas a
fenotipos de envejecimiento

Los modelos animales y especialmente los murinos han desempefiado un papel

fundamental en la comprension y el estudio de varias enfermedades humanas. Especificamente

con respecto a las laminopatias, se han hecho progresos considerables en el conocimiento de

como las mutaciones en un solo gen pueden producir un espectro tan amplio de fenotipos,

gracias a los abundantes modelos en raton de laminopatias que se han generado (Capell y Collins,

2006), tal y como se resume en la tabla 2. Los cuales han permitido identificar las bases

moleculares y ampliar asi el conocimiento sobre la fisiopatologia de estas enfermedades

(Benavides & Guénet, 2001). Mas aun, en algunos casos estos modelos murinos (Yang et al.,

2006; Capell et al., 2008) han sido cruciales para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas

que han sido evaluadas posteriormente en ensayos clinicos de pacientes con progeria (Gordon et
al., 2012; Gordon et al., 2014; Gordon et al., 2016).

Tabla 2. Principales modelos de ratén utilizados para el estudio de laminopatias asociadas a fenotipos de envejecimiento.

Modelo Fenotipo Comentarios Bibliografia
Lmna”’ Normal al nacer, presentan retraso La via de mTORC1 estd regulada Ramos et al,
en el crecimiento, distrofia muscular  positivamente en el musculo esquelético | 2012.
y cardiomiopatia, con letalidad y en el musculo cardiaco del ratén. El
postnatal. tratamiento de los ratones mutantes con
rapamicina, un inhibidor de mTOR, fue
capaz de revertir la sefializacion
aumentada de la via de mTORCL,
rescatando la funciébn del mdsculo
cardiaco y esquelético, asi como de
prolongar la vida de los ratones.
G608G No muestra caracteristicas externas El fenotipo esta limitado a las células del =~ Varga et al,

de progeria. Pérdida progresiva de
células del musculo liso vascular de

musculo liso vascular por lo que se ha
propuesto que estas regiones son mas

2006.

la capa media de las grandes susceptibles al estrés mecanico.
arterias.
LmnalS30P/L530P (1) ~ Completa ausencia de grasa Un esfuerzo para crear un modelo de = Mounkes et al.,
y subcutanea, retraso severo del raton de Distrofia Muscular de Emery | 2003.
Lmna’®/ 49 (1) crecimiento,  degeneracién _del Dreifuss autosémico dommante_, dio lugar
musculo cardiaco y esquelético, aunmodelo de ratén de progeria.
reduccion de vida datil de los
fibroblastos, denticion anormal.
La misma patologia asociada con Establecimiento de un enlace funcional = Hernandez et al.,
progeria. Sefalizacion defectuosa de  entre la lamin Ay la matriz extracelular. 2010.
las vias Wnt, afectando la sintesis de
la matriz extracelular.
Zmpste24'/' Retraso del crecimiento y muerte Identificacion de prelamin A como Pendas et al,

prematura. Cardiomiopatia, distrofia
muscular,  fracturas  6seas y
lipodistrofia.

sustrato especifico de Zmpste24.

2002.

Fenotipo progeroide, menor perdida

FTI podria rescatar algunos fenotipos de

Fong et al,

de grasa subcutanea, fracturas envejecimiento. 2006.

costales.

Fenotipo progeroide, retraso del La acumulacion de prelamin A en la Varela et al,
crecimiento, senescencia celular envoltura nuclear es la responsable de las = 2005.
aumentada, disminucion de la alteraciones fenotipicas observadas en el

supervivencia del ratén, alteracion
del perfil de expresion génica.

modelo de rat6én, incluyendo las
caracteristicas progeroides.
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Rescate parcial de fenotipos progeroides.

Fenotipo progeroide, con El tratamiento combinado con estatinasy = Varela et al.,
disminucion marcada del peso amino-bifosfonatos rescata los fenotipos | 2008.
corporal y la densidad mineral 6sea de envejecimiento y prolonga la vida de
de los ratones, asi como losratones.
alteraciones en la morfologia
nuclear celular.
Retraso del crecimiento y muerte Los ratones muestran una hipermetilacion = Osorio et al.,
prematura. Cardiomiopatia, distrofia  del DNA ribosomal que se puede revertir; = 2010
muscular,  fracturas 6seas y asi como una hipoacetilacion global de las
lipodistrofia. histonas H2B y H4 que altera la expresion
génica, contribuyendo al fenotipo
progeroide.
Retraso del crecimiento y muerte miR-29 es un micro-RNA que se acumula | Ugalde et al.,
prematura. Cardiomiopatia, distrofia  durante el envejecimiento. 2011.

muscular,  fracturas

lipodistrofia.

6seas y

Fenotipo severo de progeria.

Rescate del fenotipo de envejecimiento
mediante la expresién aumentada de la
acetiltransferasa de histonas Mof o por la
inhibicion de la desacetilasa de histonas.

Krishnan et al.,

2011.

Los ratones se desarrollaron
normalmente y fueron fértiles.

Prelamin A tiene una baja expresion en el
neuronas o células de la glia, probable
razén por la cual los pacientes con HGPS
no muestran deterioro de las funciones
cognitivas.

Jung et al., 2012.

Fenotipo severo de progeria. El alelo hipomorfo de la isoprenilcisteina = Ibrahim et al.,
carboxi-metiltransferasa (ICMT) aument6 = 2013.
el peso corporal, normaliz6 la fuerza de
prensién, previno las fracturas 6seas y la
muerte en ratones con deficiencia de
Zmpste24

Zmpste24"' Disminucion de Prelamin A La toxicidad celular se debe a la Fong et al,

Lmna*” farnesilada. Los MEF mostraron acumulacion de prelamin A farnesilada. 2004.
reduccion de las alteraciones
morfoldgicas nucleares.

LmnaHe/He Fenotipo de enfermedad severa de Primera confirmacion de la efectividad de = Yang et al,
progeria en MEF. FTI. 2005.

Pérdida de grasa subcutanea, FTlaumentan el tejido adiposo Yang et al,
osteoporosis severa y fracturas 2006.
Oseas  espontdneas.  Muerte  FT| mejora la supervivencia Yang et al,
prematura. 2008.

LmnanHe/+ Fenotipo severo de progeria en La progerina no farnesilada es menos @ Yang et al,
MEF. toxica que la version farnesilada. 2008.

LmnacsmHG/+ Expresion de progerina no Los cambios estructurales en el extremo = Yang et al.,
farnesilada. carboxilo del gen Lmna podrian ser = 2011.

No hay fenotipo de la enfermedad responsables de la variabilidad en la
severidad de los fenotipos.

LmnatAo/LA0 Produccion directa de lamin A, que  Sugiere que el procesamiento de prelamin = Coffinier et al.,
evita el proceso de formacion de A puede ser dispensable, si se encuentra | 2010.
prelamin A. No hay fenotipo de la  presente la proteina Lamin A madura.
enfermedad.

Lmna®6096 la acumulacibn de progerina Demostracion de que la progerina se | Osorio et al.,
farnesilada por corte y empalme acumula en el envejecimiento fisiolégico. = 2011.
defectuoso del gen Lmna presente Uso de oligonucleétidos morfolinos anti-
en pacientes con HGPS  sentido como terapia para los sindromes
Principales caracteristicas de los progeroides. Estrategia de corte y
sindromes relacionados con el empalme dirigido como un enfoque
envejecimiento. terapéutico.

Lmna®™- Retardo del crecimiento, hipotrofia  Efectos criticos de la pérdida de lamin A/C = Kubben et al.,
del musculo esquelético, en el desarrollo postnatal temprano. 2011.
disminucion del tejido adiposo
subcutaneo y trastornos
metabolicos. Alteracion de la

diferenciacion adipogénica de MEF.
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Mosaico para | Los ratones no muestran fenotipo Importancia de los mecanismos de ' delaRosaetal,

Zmpste24 progeroide ni tienen una comunicaciéon inter-celular para el | 2013.
disminucion de la duracion de su desarrollo de progeria.
vida.

MEF: fibroblastos embrionarios de ratén; mTORC1: del inglés: mammalian target of rapamycin complex 1; FTI: Inhibidor de la
farnesiltransferasa. ! Corresponden al mismo modelo de ratén a los que los autores han dado diferentes nombres:
Lmnals30P/530P (Mounkes et al., 2003) y Lmna2®/ 49 (Hernandez et al., 2010). Tabla modificada de Infante A et al., ISBN: 978-1-
62808-750-5. 2013: 35-93.

Nos centraremos a continuacion en el modelo de raton con mutaciones en el gen
Zmpste24, caracterizado en la mayoria de los casos por un fenotipo de envejecimiento
prematuro muy severo. Estos ratones acumulan prelamin A, de manera similar a lo que ocurre en
el modelo celular de envejecimiento humano propuesto en esta tesis, aunque en nuestro caso los

niveles de prelamin A detectados son considerablemente inferiores.

En el afio 2002 Pendas et al. generaron un modelo de raton knockout o nulo mediante la
mutacion homocigota del gen Zmpste24 (Zmpste24”"). Estos animales presentaron un retraso
severo en su crecimiento, miocardiopatia dilatada, distrofia muscular, lipodistrofia y muerte
prematura; alteraciones similares a las desarrolladas por los ratones knockout para Lmna, y que
se observan en pacientes con laminopatias congénitas, como EDMD, CMD1A y FPLD2. Los
ratones Zmpste24”- presentan un procesamiento de prelamin A defectuoso, demostrando que
prelamin A es un sustrato especifico de ZMPSTE24. Esto produce alteraciones de la arquitectura
nuclear, que subyacen a los fenotipos observados tanto en ratones como en seres humanos que
presentan mutaciones asociadas al gen LMNA. Los ratones Zmpste24’ presentaron ademas
desnutricién y pérdida progresiva de cabello, asi como fracturas 6seas multiples espontaneas por
disminucion de los volimenes 6seos corticales y trabeculares, similares a lo que ocurre en
modelos de raton de osteogénesis imperfecta (Bergo et al, 2002). A su vez, Liu et al. (2005)
observaron mayor dafio al DNA, aberraciones cromosomicas y sensibilidad a los agentes dafiinos
del DNA en los fibroblastos embrionarios de raton (MEF) deficientes en Zmpste24. El
reclutamiento de la proteina de union a p53-1 (TP53BP1) y Rad51 a los sitios de lesién de DNA se
vio afectado en los MEF de ratones Zmpste24” asi como en los fibroblastos de pacientes con
progeria, resultando en un retraso en los puntos de control de dafio al DNA y, por tanto, en una
reparacion defectuosa. Ademas, los MEF de ratones sanos que expresan ectopicamente prelamin
A mostraron defectos similares en la respuesta de reparacion de dafio al DNA. Esto sugiere que
prelamin A actia de manera dominante negativa, alterando la respuesta de reparacién de dafio
al DNA, lo que determina una inestabilidad gendmica que podria contribuir al envejecimiento

prematuro observado en las laminopatias.

Posteriormente Varela et al. (2005) analizaron las alteraciones transcripcionales que
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ocurren en tejidos de ratones Zmpste24”- y demostraron que la deficiencia de Zmpste24 provoca
una ruta de sefializacion de estrés que se evidencia por una marcada regulacién positiva de genes
diana de p53, acompafiada por un fenotipo senescente a nivel celular y un envejecimiento
acelerado a nivel de organismo. Estos fenotipos fueron rescatados en gran medida en ratones
Zmpste24”-/Lmna*’, y son parcialmente revertidos en ratones Zmpste24”-/p53. Estos hallazgos
proporcionan evidencia de que existe una activacion de la respuesta de puntos de control
(checkpoint) del ciclo celular, que atribuyen a las anomalias nucleares causadas por la

acumulacion de prelamin A.

Marifio et al. (2008) demostraron que los ratones Zmpste24”- exhiben una activacion basal
de la autofagia en lugar del caracteristico declive en este proceso que ocurre durante el
envejecimiento normal. También demostraron que este aumento en la autofagia se asociaba con
una serie de cambios en las vias metabdlicas de los lipidos y glucosa, lo que conducia a la
activacion periférica de LKB1-AMPK y a la inhibicion de mTOR. Proponen que las anomalias
nucleares que causan el envejecimiento prematuro en los ratones Zmpste24-/- desencadenan
una respuesta metabdlica que implica la activacién de la autofagia. Sin embargo, la activacion
cronica de esta via catabdlica puede convertir esta estrategia inicialmente pro-supervivencia en
un mecanismo de pro-envejecimiento, lo que podria contribuir a la degeneracién sistémica del
organismo y al debilitamiento observado en estos ratones progeroides.

Osorio et al., (2010) demuestran que los ratones Zmpste24-/- (generados anteriormente
por Pendas et al., 2002) expresan una hipermetilacién del DNA ribosomal, reduciendo la
transcripcion de genes ribosémicos, siendo esta reduccion reversible tras el tratamiento con
inhibidores de ADN metiltransferasa. Esta alteracion se ha descrito previamente durante el
envejecimiento fisiolégico en roedores, lo que sugiere su posible papel en el desarrollo de los
fenotipos progeroides. A la determinacion de estos fenotipos progeroides también pueden
contribuir los cambios en la expresion de varios genes implicados en el control de la proliferacion
celular y los procesos metabdlicos, debido a la hipoacetilacion global de las histonas H2B y H4. Lo
cual, se debe probablemente a la asociacion disminuida que presenta la histona acetiltransferasa
Mof con la matriz del nucleo celular que presentan estos ratones. Krishnan et al. (2011) rescatan
el fenotipo de envejecimiento mediante la expresion aumentada de la acetiltransferasa de
histonas Mof o a través de la inhibicion de la desacetilasa de histonas, promoviendo el
reclutamiento de las proteinas de reparacion a las regiones de dafio en el DNA.

En el afio 2011, Ugalde et al. utilizan el modelo de ratén generado por Pendas et al., (2002)
con fenotipo severo de progeria para estudiar el papel de los micro-RNA (miRNA) en la regulacién

génica del envejecimiento. Demuestran que la familia de miRNA denominada miR-29, se acumula
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en los ratones Zmpste24”- asi como durante el envejecimiento normal. Proponen que miR-29
tiene un papel fundamental en la regulacion de la supervivencia y proliferacion celular a través de
la modulacion de la respuesta de dafio al DNA de forma dependiente de p53.

Una mencion especial merece el ratbn mosaico para Zmpste24, generado por de la Rosa et
al. (2013), debido a la importancia capital de sus conclusiones respecto a la comunicacion
intercelular. Estos ratones mantienen proporciones similares de las células normales y deficientes
en Zmpste24 (que acumulan prelamin A) a lo largo de la vida, se desarrollan normalmente y no
muestran fenotipo de progeria. Esto subraya la importancia que tienen los mecanismos de
comunicacion inter-celular en el desarrollo de progeria, puesto que las células normales son
capaces de compensar las alteraciones causadas por las células deficientes para Zmpste24, por
ejemplo, restaurando a valores normales los niveles sistémicos del factor de crecimiento
insulinico 1 (IGF-1) que esta involucrado en el envejecimiento (Lin et al., 1997; Ogg et al., 1997).
En este estudio los autores sefialan a su vez, que la acumulacién de prelamin A tiene
implicaciones en el desarrollo de otras patologias como el cancer. Demuestran que la
acumulacion de prelamin A no altera el inicio ni el crecimiento del tumor, pero disminuye la
incidencia de carcinomas orales infiltrantes, por lo que concluyen que el silenciamiento de
ZMPSTE24 reduce la capacidad de invasion de las células cancerosas humanas. Sus resultados
apoyan el potencial de la terapia celular y sistémica para la progeria y sefialan a ZMPSTE24 como
una nueva diana contra el cancer.

Todos estos ejemplos de modelos de raton ilustran la valiosa herramienta que constituyen
para el estudio de patologias humanas, asi como para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas.

2.3. ANTECEDENTES DE TRABAJO Y GENERACION DEL MODELO
PROPUESTO.

Como ha sido explicado previamente el proceso de envejecimiento es multifactorial,
complejo y esté lejos de ser completamente comprendido. Sin embargo, gracias a los estudios
realizados en nematodos, moscas y murinos, el conocimiento sobre las bases moleculares del
envejecimiento ha aumentado significativamente en los ultimos afios. No obstante, la elucidacion
de las bases moleculares del envejecimiento humano seria mejor comprendida en sistemas
bioldgicos capaces de evitar importantes diferencias que existen entre especies y que han
limitado la extrapolacién adecuada de una serie de conclusiones al proceso de envejecimiento
humano. Un ejemplo de ello es la longitud de los telémeros, los telémeros murinos tienen una

longitud aproximada de 40 a 60 kb mientras que en humanos el tamafio promedio es de 5 a 15
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kb, lo que podria estar relacionado con los diferentes mecanismos de senescencia que puedan
existir entre ratones y humanos (Itahana et al., 2004). Otro ejemplo seria el hecho de que los
fibroblastos de pacientes con delecién homocigota para LMNA tienen una proliferacion celular
disminuida (Muchir et al., 2003) mientras que en el ratdn con expresion suprimida para el gen
Lmna muestran el efecto opuesto, o sea un incremento en las tasas de proliferacion celular (Van
Berlo et al., 2005; Ivorra et al., 2006). Por lo cual, los modelos experimentales humanos se
posicionan como herramienta fundamental para el estudio de las bases moleculares del

envejecimiento humano (Liu et al., 2012).

2.3.1. Eleccién de las hMSC como sistema celular relevante para el estudio del
envejecimiento.

Las células madre mesenquimales (MSC) son células troncales multipotentes, no
diferenciadas, que residen en la mayoria de los tejidos del organismo como la médula 6sea, el
cordon umbilical y el tejido adiposo (Minguell et al., 2001). Estas células se pueden aislar
facilmente y poseen tanto la capacidad de auto-renovarse como de diferenciarse in vitro e in
vivo, en células especializadas que dan lugar al tejido muscular, tejido adiposo, cartilago y tejido

6seo, entre otros (Pittenger et al., 1999).

Las alteraciones del gen LMNA afectan principalmente a tejidos derivados del mesodermo
(principalmente: tejidos 6seo, muscular, cartilaginoso y adiposo), es por ello que las MSC que dan
origen a los mismos constituyen uno de los sistemas celulares con mayor relevancia biolégica
para el estudio de estos sindromes. Los modelos experimentales humanos basados en MSC han
sido herramientas valiosas para estudiar los sindromes progeroides, por ejemplo, al explorar las
consecuencias de la acumulacion de progerina responsable del HGPS. De hecho, la introduccién
de progerina en células madre mesenquimales humanas (hMSC) determina alteraciones que se
asemejan a las observadas en las células de pacientes con HGPS que exhiben una disfuncion de

células madre adultas (Scaffidi y Misteli, 2008).

Los reservorios de células madre adultas son esenciales para la regeneracion,
mantenimiento y reparacion de los diversos tejidos. Sin embargo, estos nichos o depdsitos
celulares se ven afectados por el envejecimiento causando una disminucion en el namero de
células madre y actuando en detrimento de su funcion (Rao et al., 2001), principalmente
afectando a los tejidos que deben ser restituidos por los reservorios de células madre. De hecho,
el agotamiento de las células madre es por si mismo uno de los rasgos mas caracteristico del
envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013). A su vez, se ha demostrado la capacidad que tienen

ciertos factores obtenidos de la sangre de animales jovenes para mejorar la funcionalidad de las
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células madre envejecidas (Lavasani et al., 2012). Es por ello que la identificacion y
caracterizacion de las bases moleculares que regulan el envejecimiento de las células madre es
de gran relevancia, debido a que proporcionaria informacion critica para comprender como
ciertos tejidos son capaces de mantener su capacidad regenerativa a lo largo de la vida adulta y

porqué esa capacidad disminuye con la edad (Signer y Morrison, 2013).

Los modelos de envejecimiento basados en células madre humanas constituyen
herramientas fundamentales para dilucidar los mecanismos que regulan el proceso de
envejecimiento e incrementar el conocimiento de este proceso bioldgico ineludible. Ademas,
estos modelos experimentales basados en células madre pueden ser extremadamente Utiles en
el estudio de las similitudes y diferencias en los mecanismos moleculares con respecto a la

regulacion de otros tipos celulares durante el envejecimiento.

2.3.2. Modelo experimental humano de lipodistrofia asociada a LMNA.

Como antecedente al trabajo actual, se ha desarrollado previamente en nuestro
laboratorio un modelo experimental de lipodistrofia basado en la generacion de adipocitos
derivados de células madre mesenquimales humanas sometidas a un tratamiento farmacoldgico.
Este procedimiento tiene como resultado la acumulacion de prelamin A en estos adipocitos (Ruiz
de Eguino et al., 2012). Dicho modelo se fundamenta en la identificacion de la lipodistrofia
adquirida como efecto secundario del tratamiento anti-retroviral con inhibidores de proteasas
(IP) del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). Los IP inhiben la aspartil proteasa del VIH,
encargada de escindir la poli proteina gag-pol del VIH en cadenas mas cortas, necesarias para la
produccion de nuevos viriones, cortando por tanto el ciclo de infeccion (Flexner, 1998). Estos
farmacos interfieren a su vez con la maduracion de lamin A/C, como ha sido demostrado por

Caron et al. (2003) en una linea celular de adipocitos de ratén.

El IP elegido para el modelo experimental humano de lipodistrofia fue el Tipranavir (TPV),
farmaco que se utiliza en la préactica clinica como parte de una terapia combinada para el
tratamiento de pacientes con VIH (aunque actualmente se utiliza como farmaco de rescate si
fracasan otros IP). Coffinier et al. (2007) demostraron que el tratamiento con TPV (a
concentraciones farmacol6gicas que variaron entre 20 y 100 uM) inducia un aumento de
prelamin A farnesilada, mediante la inhibicion de ZMPSTE24 en fibroblastos humanos y de raton.
El esquema de tratamiento que se llevo a cabo en este caso para la realizacion del modelo de

lipodistrofia se muestra en la figura 11.
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Proliferacién Adipogénesis
hmscC hmsC Adipocitos
control Control
B Tipranavir (TPV)
0"'& .’\‘ —_ — |
@ Proliferacién Adipogénesis
hMSC hmsc Adipocitos
que acumulan prelamin A que acumulan prelamin A

Figura 11. Esquema del modelo de lipodistrofia generado en adipocitos derivados de hMSC. A y B
representan los esquemas de tratamiento donde se obtienen células control y lipodistréficas, respectivamente.

Con la premisa de que las lipodistrofias tanto adquiridas como congénitas relacionadas con
LMNA afectan principalmente tejidos de origen mesenquimal, se plante6 la hipétesis de que la
acumulacién de prelamin A podria comprometer la homeostasis de las hMSC e interferir con el
proceso de diferenciacion al tejido adiposo de las mismas. Ademas, esta hipotesis esta
respaldada por resultados previos en la literatura que demuestran que las vias de sefializacién
requeridas para el mantenimiento de la funcién normal de las células madre se alteran en las
hMSC que acumulan progerina asi como en los ratones progeroides con supresion de Zmpste24
(Scaffidi y Misteli, 2008; Espada et al., 2008),

Este modelo experimental demostré por primera vez que el tratamiento con un IP induce
la acumulacién de prelamin A en hMSC in vitro (Figura 12). Ademas, recapituld las caracteristicas
previamente observadas en fibroblastos tratados con IP, asi como en las lipodistrofias ligadas a
LMNA, tales como una reduccién en su capacidad de proliferacién (Figura 13 A), aumento de la
senescencia celular (Figura 13 B) y porcentajes significativos de nicleos con distribucién alterada
de la heterocromatina (Figura 15). Se observo ademas que el tratamiento con TPV de las hMSC
dio lugar a una inhibicion de la adipogénesis como consecuencia de la acumulacion de prelamin
A, lo que implica la alteracion de la capacidad de diferenciacion de las mismas. Todas estas
observaciones validaron el tratamiento de las hMSC con IP como modelo experimental para el

estudio de la lipodistrofia ligada a LMNA.
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Figura 12. Acumulacién de prelamin A en hMSC tratadas con TPV. Ruiz de Eguino G, Infante A, et al., 2012.
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Figura 13. Las hMSC tratadas con TPV muestran una proliferacion reducida (A) y una senescencia prematura
(B). Ruiz de Eguino G, Infante A, et al., 2012.
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En cuanto a las alteraciones mencionadas anteriormente en este modelo con respecto a las
modificaciones de la cromatina, se observd que las hMSC que acumulan prelamin A sin
diferenciar presentaron una pérdida de focos de proteina 1 de la heterocromatina (HP1ly) de
forma dependiente de la dosis del tratamiento recibido, con una pérdida de 20% de focos a
concentracion de TPV de 50 uM y 12% a 20 uM TPV frente al 6% en las células control (Figura
14)(Ruiz de Eguino et al., 2012). La pérdida de focos de HP1ly, proteina que forma parte del
complejo de focos de senescencia asociados a la heterocromatina (Zhang et al. 2007), implica la
des-compactacion de regiones de la cromatina que deberian estar compactadas y por tanto tener
reprimida la transcripcion génica, lo cual se ha asociado una disminucion de la esperanza de vida
(Narita et al., 2003; Larson et al., 2012). De hecho, se ha sefialado que la remodelacion de la
cromatina asociada con senescencia determina profundos cambios en la transcripcion génica

(van Deursen, 2014).
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Figura 14. Las hMSC que acumulan prelamin A tienen una expresion reducida de HP1ly. Gréfico de la
cuantificacién e imagen representativa de inmunofluorescencia donde se observa la pérdida de focos de HP1y en las
hMSC que acumulan prelamin A. Ruiz de Eguino G, Infante A, et al., 2012.

Ruiz de Eguino et al. (2012) demostraron, ademas de esta expresion alterada de HP1y en
las hMSC que acumulan prelamin A, alteraciones en la organizacion de la cromatina por
microscopia electronica. Como se observa en la figura 15 A, Ruiz de Eguino et al. sefialan que en
las hMSC control el grosor de la disposicion de la cromatina es homogéneo a lo largo de toda la

bicapa lipidica en la membrana nuclear interna (INM), excepto en los complejos de los poros
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nucleares (NPC) donde se interrumpe. Sin embargo, en las células que acumulan prelamin A,
observaron zonas de la INM donde desaparecié la cromatina, asi como varias regiones con
patrones de agregados de heterocromatina. Como podemos observar en el grafico de la Figura
15 C, en las hMSC que acumulaban prelamin A la longitud media de los agregados de
heterocromatina fue casi el doble de lo que sucedia en las hMSC control. A su vez, observaron
una condensacién aberrante de heterocromatina en el nucleoplasma de las células que acumulan
prelamin A pero no en las células control (Figura 15 B). Estos resultados son consistentes con
estudios previos realizados en fibroblastos de pacientes con laminopatias (Capanni et al., 2003;
Filesi et al., 2005; Columbaro et al., 2005; Lombardi et al., 2007).
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Figura 15. Disposicion de la cromatina de las hMSC que acumulan prelamin A (TPV 30 uM) y sus controles
(Ctrl). Imagenes representativas de microscopia electrénica A) Las flechas grandes sefialan la bicapa lipidica. Las
pequefias flechas muestran los agregados de cromatina en las células que acumulan prelamin A. B) Condensacién
aberrante de la cromatina en las hMSC que acumulan prelamin A. C) gréafico de la cuantificacion de los agregados de
heterocromatina, ***p<0.01. hMSC derivadas de tres donantes independientes de médula dsea (BM). INM: membrana
nuclear interna. NPC: complejo poros nucleares. Barras graduadas 500 nm (A) y 2 um (B). Ruiz de Eguino G, Infante A,
etal., 2012.
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2.3.3. Modelo experimental humano de envejecimiento.

Como se sefial6 anteriormente, uno de los fenotipos observados en las hMSC que
acumulaban prelamin A como consecuencia del tratamiento con TPV, fue el aumento de la
senescencia que resulta en una disminucién de la capacidad de proliferacion, una caracteristica
establecida del envejecimiento (Ruiz de Eguino, et al., 2012), y que forma parte de los fenotipos
observados en fibroblastos de pacientes con Progeria y lipodistrofia ligada al gen LMNA, asi como

en modelos murinos.

En base a lo expresado previamente, en el presente trabajo se propuso determinar si el
modelo experimental basado en hMSC que acumulan prelamin A (Figura 16 y Figura 17) era
capaz de replicar otros fenotipos que han sido identificados por Lépez-Otin, et al. (2013) como
marcadores del envejecimiento, y consecuentemente constituir un modelo experimental eficaz
para el estudio de mecanismos moleculares involucrados en el envejecimiento humano. El
esquema de tratamiento que se llevd a cabo en este caso para la realizacion del modelo de
envejecimiento se muestra en la figura 16. Se utilizaron las concentraciones farmacoldgicas de
TPV de 30 uM, descritas por Coffinier et al., (2007) pero de forma continuada durante todos los
dias de cultivo, de la misma forma que los pacientes con VHI reciben el tratamiento

farmacoldgico diariamente.

hMSC que acumulan
prelamin A (pre)

hMSC control
(ctrl)

Figura 16. Esquema de la generacion del modelo de hMSC que acumulan prelamin A. El tratamiento con TPV a
concentracion de 30 UM se realiza de forma continuada durante todo el cultivo celular, de igual forma que los
pacientes con VIH reciben su medicacion antiretroviral diariamente.
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Figura 17. Representacion esquematica del mecanismo de accion del farmaco con el que se genera la
acumulacion de prelamin A en nuestro modelo.
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Hipotesis

Las células madre mesenquimales humanas que acumulan prelamin A podrian constituir un
modelo in vitro fisiol6gicamente relevante para estudiar los mecanismos moleculares

involucrados en el envejecimiento humano.
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Objetivos

El objetivo general del presente trabajo es establecer un modelo in vitro fisiol6gicamente
relevante para poder estudiar los mecanismos moleculares involucrados en el envejecimiento

humano.
En este marco, los objetivos especificos son:

1. Inducir la acumulacién de prelamin A en células madre mesenquimales humanas para

generar el modelo experimental de envejecimiento.

2. Validar el modelo in vitro de envejecimiento basado en células madre mesenquimales

humanas que acumulan prelamin A.

3. lIdentificar posibles mecanismos moleculares involucrados en la regulacion del

envejecimiento humano en células madre mesenquimales.
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Material y métodos

5.1. TECNICAS DE BIOLOGIA CELULAR

5.1.1. Cultivo de células
5.1.1.1. Obtencidén de las muestras

Las hMSC derivadas de médula dsea utilizadas en este estudio fueron obtenidas a partir de
donantes cadaveres del nodo del Banco Nacional Espafiol de Células Madre, Fundacion Inbiomed
(http://www.inbiobank.org), adicionalmente se emplearon células mesenquimales humanas de la
empresa Lonza (Walkersville, MD). Las muestras utilizadas demostraron ser negativas para: VIH
(Virus de la Inmunodeficiencia Humana) tipos 1 y 2, Hepatitis B y C, Citomegalovirus y
Mycoplasma. Las células fueron procesadas en Inbiobank siguiendo los procedimientos de
fabricacion basados en las normas 1ISO9001:2000 y bajo las Buenas Practicas de Fabricacion. Las
hMSC generadas demostraron el perfil fenotipico caracteristico: CD13+, CD29+, CD73+, CD90+,
CD105+, CD 166+, CD34-, CD45- y CD31-; asi como el potencial de generacion de al menos tres
linajes celulares incluyendo: osteocitos, condrocitos y adipocitos. Para la conservacion de las
células durante largos periodos de tiempo se prepararon viales de 1 ml que se congelaron
lentamente (-1°C/min) en un contenedor de isopropanol a -80°C y posteriormente se
almacenaron en nitrégeno liquido en medio de cultivo bajo en glucosa DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich) suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal
(FBS), (Sigma-Aldrich), 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml de estreptomicina y 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich).

5.1.1.2. Cultivo celular y tratamiento farmacoldgico

Los cultivos celulares se mantuvieron con humedad saturante, [CO2]=5% a temperatura de
37°C. La acumulacion de la proteina Prelamin A se obtuvo mediante el tratamiento de las hMSC
con el inhibidor de proteasa del VIH Tipranavir (TPV) (Boehring Ingelheim), preparado de una
solucion stock a 19 mM en el solvente DMSO. Durante todo el periodo de tratamiento, cada 48-
72 horas se cambi6 el medio de cultivo completo [DMEM (Sigma-Aldrich) con glucosa 1000 mg/L,
suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal (FBS) (Sigma-Aldrich), GlutaMAX™ 1% (Gibco,
Life Technologies), 100 U/ml de penicilinay 100 U/ml de estreptomicina], afiadiendo nuevo TPV a
concentracion final 30 uM utilizando también como solvente el DMSO, (la induccién de la
acumulacién de Prelamin A se realizdé con TPV a concentracion final de 30 uM, concentracién
farmacoldgica demostrada por Coffinier et al., 2007). Las células control se incubaron en el medio
completo con el solvente DMSO a la misma concentracion que la del TPV que se analiza. En todos

los casos que nos referimos a las células tratadas y sus controles, tanto las células tratadas con
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TPV como con DMSO corresponden a hMSC derivadas del mismo donante de medula 6sea. Para
los experimentos que requerian condiciones de privacion de suero, las hMSC se cultivaron en
medio sin FBS durante las Gltimas 24 horas, siendo sus controles mantenidos durante el mismo
tiempo con el tratamiento correspondiente diluido en medio completo. A excepcion de los
ensayos de senescencia replicativa (donde se lleg6 a pase 19), todos los experimentos se han

realizado en el pase 7 de cultivo.

5.1.2. Nivel de duplicacién de la poblacién celular

Para estos experimentos se sembraron 40.000 hMSC en cada pocillo, por triplicado para
cada condicién, en placas de 6 pocillos con tratamiento TPV 30 uM y con DMSO a la misma
concentracion. Cada 5 dias en cultivo las células se levantaron, se contaron (de la forma que se
explica a continuacion) y se sembraron nuevamente a la misma concentracion que al inicio. Este

proceso dependiendo del experimento se repitio hasta un maximo de 19 pases.

5.1.2.1. Recuento de células

Para determinar la densidad celular presente en la suspension se utilizd un
hemocitometro o cdmara de Neubauer. La cdmara de Neubauer es una cdmara de recuento
adaptada al microscopio de campo claro o al de contraste de fases. Es un portaobjetos con
canales y una depresion central, en el fondo de la cual se han marcado con la ayuda de un
diamante una cuadricula como se observa en la imagen (Figura 18), de manera que se forman 9
cuadrados de 1 mm?. La depresion central del cubreobjetos tiene 0,1 mm de espesor respecto a
la superficie, de forma que cuando se cubre con un cubre-objetos éste dista de la superficie
marcada 0,1 mm, y el volumen comprendido entre la superficie y el cubre-objetos es de 0,1 mm?3
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Figura 18. Esquema de la camara de Neubauer.

42



Material y métodos

Para determinar la viabilidad celular se empled la tincion con el colorante de exclusion vital
azul de trypan (Gibco), el cual se introduce en el interior de las células que presentan roturas en
la membrana celular. Las células a contar se diluyeron con el azul de trypan y se observaron al
microscopio. Las células que aparecian con un color claramente azul no se consideran viables y se

excluyen del recuento.

5.1.3. Analisis de la apoptosis celular mediante tinciéon con anexina V - ioduro de
propidio.

En las células que se encuentran en fases iniciales de apoptosis, la fosfatidilserina, un
fosfolipido de membrana que se encuentra en la capa interna de la membrana plasmatica, se
trasloca a la membrana externa citoplasmatica, de manera que queda expuesta al exterior
celular. La presencia de fosfatidilserina en la capa externa de la membrana puede ser detectada
gracias a la anexina V, una proteina con alta afinidad por este fosfolipido. El ioduro de propidio
por otra parte, es un compuesto fluorescente que tifie los nicleos de células permeabilizadas,
gue han perdido la integridad de la membrana, lo que ocurre al final del proceso de apoptosis o

durante la necrosis.

Para la tincién de las hMSC en cultivo se utiliz6 el anticuerpo monoclonal anti-Anexina V-
FITC (Becton Dickinson). Inicialmente las hMSC se sembraron en placas de 6 pocillos a una
densidad de 1x10°, en duplicado por cada condicién. Se recogieron, se lavaron 2 veces con PBS
(Tampon Fosfato Salino) 1X frio y se resuspendieron en 1X Binding Buffer [HEPES, pH 7.4 0,1M;
NaCl 1,4 M; CaCl, 25 mM]. Se transfirieron los 100 ul de esta solucion al tubo de citometria y se
afladieron 5 ul de anti-Anexina V-FITC y 5 ul de loduro de Propidio, se vortexe6 el tubo durante 5
segundos y se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Transcurrido
ese tiempo, se afiadieron 400 ul de Binding Buffer 1X a cada tubo y se analizaron las muestras

por el citbmetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson).

5.1.4. Tincion para la actividad de B-galactosidasa

La actividad de la B-galactosidasa se evalud utilizando el set de tincion B-gal de Senescencia
(Cell Signaling) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente y se incubaron toda la
noche en la solucion SA-B-gal. Las células tefiidas de azul (células senescentes) fueron contadas
en al menos 10 campos seleccionados al azar a 20X de magnificacion y expresadas como
porcentaje del total de células utilizando el microscopio Nikon Eclipse TE 2000 equipado con una

camara digital Hamamatsu.
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5.1.5. Ensayo de supervivencia celular en condiciones de hipoxia

Las células se levantaron utilizando Tripsina-EDTA 0,25% y se recogi6 la fraccion celular
mediante centrifugacion. El ensayo de hipoxia fue realizado de acuerdo con Weil et. al. (2009),
donde se sembraron 300.000 células por pocillo de cada condicion, por triplicado, en placas p6. A
las 24 horas se expusieron a 4 horas de hipoxia mediante su inmersién en 1 ml de aceite mineral,
posteriormente se lavaron diez veces con PBS. A éste procedimiento le siguié un periodo de 24
horas de re-oxigenacion en condiciones normales (humedad saturante, [CO.]=5%, y temperatura

de 37°C). La supervivencia celular se cuantifico utilizando la tincion Azul de Trypan (Gibco).

5.1.6. Inmunofluorescencia

Las tinciones inmunolégicas se llevaron a cabo utilizando los siguientes anticuerpos: anti-
fosfo H2AX JBW301 05-636 (Millipore), anti-Oct-1 sc-232 (Santa Cruz), anti-Prelamin A sc-6214
(Santa Cruz), anti-Lamin A/C sc-6215 (Santa Cruz), anti-Lamin B sc-365962 (Santa Cruz), anti-
Progerina SAB 4200272 (Sigma), anti-ZMPSTE24 205-8C10 (gentileza del Laboratorio de los Dres.
C. Lopez-Otin y J.M.P. Freije), anti-B-Tubulina sc-9104 (Santa Cruz), y el 4',6-diamino-2-fenilindol

(DAPI, Sigma) se utilizé para tefiir los ndcleos celulares.

Se prepararon cubreobjetos de cristal recubiertos con Poli-lisina 0,01 % (Sigma Aldrich) en
placas de 24 pocillos. Sobre los cubre-objetos se sembraron dependiendo del experimento entre
20.000 y 40.000 células, que se incubaron a 37°C y se dejaron crecer durante al menos 48-72
horas. Posteriormente durante las Gltimas 24 horas algunas condiciones se privaron de suero. A
continuacion, se fijaron las muestras con 4% de paraformaldehido (Sigma Aldrich) en PBS durante
15 minutos a temperatura ambiente. Después de dos lavados con PBS las muestras se
permeabilizaron con 0,1% de Triton X-100 durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron
con PBS agitando suavemente la muestra durante 5 minutos tres veces y se bloquearon las
muestras con 5% de FBS a temperatura ambiente, para evitar las uniones no especificas de los
anticuerpos. Transcurrido ese tiempo se incubaron las muestras con los anticuerpos primarios
correspondientes a cada experimento diluido en la misma solucion de bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron las muestras agitando suavemente con PBST
(PBS + Tritdn 0,1%) 3 veces durante 5 minutos cada una, y se incubaron con el anticuerpo
secundario correspondiente a cada anticuerpo primario a diluciones entre 1:300-1:1000 en 5% de
FBS en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron las muestras dos veces con PBS 'y
se tifieron los nucleos con 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma) a una concentracion 0,5 pug/ml

en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se procedi6 a un Gltimo lavado
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en PBS y los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos de cristal con medio de montaje para

fluorescencia (Fluorescence Mounting Medium, Dako).

El andlisis de las muestras se realiz6 tanto en el microscopio laser confocal Olympus
Fluoview FV500 asi como en un microscopio de fluorescencia invertido Nikon Eclipse TE2000-E
empleando un objetivo 60X de inmersion en aceite. Las imagenes fueron capturadas con una

camara digital CCD ORCA-ER (Hamamatsu) y el programa de adquisicién NIS-Elements (Nikon).

5.1.7. Proximity ligation assay (PLA)

El ensayo PLA (Duolink®, Sigma Aldrich) es un método que detecta y visualiza las
interacciones entre proteinas a nivel molecular directamente en la célula, en su contexto
fisioldgico (S6deberg et al., 2006). El principio de esta técnica (Figura 19) se basa en la utilizacion
de dos anticuerpos primarios especificos de las dos proteinas cuya interaccién se esta analizando.
Los anticuerpos secundarios, cada uno con una Unica cadena de DNA corta unida a ella, se unen a

los anticuerpos primarios.

DNA amplification
and labeling

two interacting proteins result "
. in one red fluorescence signal /
secondary | X
an[ihmi}',"\‘ :
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Figura 19. Esquema del principio basico del ensayo PLA.

Si las cadenas de DNA estdn a una distancia menor de 40 nm, interactuarédn y se
amplificara la sefial que sera visualizada posteriormente usando fluorescencia (Fredriksson et. al.,
2002).
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Figura 20. Representacién esquematica del protocolo del PLA.

El PLA se realiz6 con los anticuerpos primarios anti-Prelamin A (Santa Cruz, sc-6214) y anti-
Oct-1 (Santa Cruz, sc-232) y con los sets PLA anti-goat Plus y anti-rabbit Minus de Duolink (Olink
Bioscience), de acuerdo con el protocolo del fabricante  (Figura  20)

(http://www.olink.com/products-services/duolink/how-use-duolink). Como control positivo

(Figura 21) de la técnica utilizamos los anticuerpos primarios anti-Lamin A/C sc-6215 (Santa Cruz)
y Lamin B sc-365962 (Santa Cruz), debido a que se ha descrito que estas proteinas que
conforman la lamina nuclear normal de las células interactian en diferentes grados en

condiciones basales (Moir et al., 2000; Delbarre et al., 2006).
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Figura 21. Control positivo de la técnica PLA en hMSC. El ensayo se realiz6 en hMSC derivadas de dos donantes
diferentes de médula 6sea. Los puntos rojos sefializan la interaccién de las proteinas Lamin A/C y Lamin B, como se
describié previamente.

A continuacion, se detalla el protocolo realizado:

1. Bloqueo: se afiadi6 solucién del bloqueo a las muestras, se incubaron durante 1 hora a

temperatura ambiente y se retiré la solucion de blogueo.

2. Anticuerpos primarios: se diluyeron los anticuerpos primarios en la solucion tampdén y se aplico
la mezcla a las muestras. Se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se lavaron en solucion tampon durante 2 a 5 minutos.

3. Sondas PLA®: se diluyeron las dos sondas de PLA 1.5 en la solucién tampén apropiada, se
agrego a las muestras y se incubaron durante 60 minutos a 37°C. Posteriormente se lavaron con

solucion de lavado A (del set de PLA®) durante 2 a 5 minutos.

4. Ligadura o enlace: se prepar6 la mezcla de la ligasa 1:40 en solucién tampén adecuada 1:5
(Ligation Buffer, del set de PLA®) y se aplicd a las muestras. Se incubaron durante 30 minutos a

37°C. Posteriormente se lavaron en solucién tamp6n durante 2 minutos.

5. Amplificacion: Se prepard la mezcla con enzima Polimerasa a 1:80 en una solucion con su
tampdn adecuado 1:5 (Buffer Red, del set de PLA®) y agua bi-destilada, se aplicé la mezcla a las
muestras. Se incubé durante 100 minutos a 37°C. Posteriormente se lavaron en solucién tampon

B (del set de PLA®) 0,1X durante 2-5 minutos dos veces y luego a 0,01 x durante 1 minuto.

6. Preparacion para la adquisicion de las iméagenes: se montaron las muestras con medio de
montaje Duolink® que contiene la tincion DAPI incluida (del set de PLA®), se dejaba secar

durante 30-60 minutos y se analizaron las imagenes en microscopio confocal o de fluorescencia.
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5.1.8. Medida de los niveles de oxidacion.

Después de 7 pases de tratamiento de las hMSC con TPV, las células se sembraron en una
placa de seis pocillos a una densidad de 200.000 células por pocillo. A las 24 horas de su siembra
y con objeto de inducir estrés oxidativo se privé a las células de suero durante las siguientes 24
horas. Luego, las células se despegaron de la placa utilizando la enzima tripsina y se
resuspendieron en PBS 1X que contenia ademas la molécula fluorescente CM-H,DCFDA
(Molecular Probes) a una concentracion final de 3 uM. Las células se incubaron a 37°C durante 30
minutos, se centrifugaron y se resuspendieron en PBS 1X. La hMSC control se procesaron de
forma similar, sin el tratamiento con TPV, utilizando solamente el solvente DMSO. Las células sin
tefiir con CM-H,DCFDA se utilizaron para determinar auto fluorescencia, se restaron de todos los
datos experimentales. Los datos se adquirieron en un citébmetro de flujo EPCS XL (Beckman-
Coulter) y se analizaron con el programa de andlisis FlowJo (Tree Star). Todos los resultados se

realizaron con muestras triplicadas obtenidas en tres experimentos individuales.

5.1.9. Analisis de la longitud de los telomeros

La medida de la longitud de los telémeros se analiz6 en hMSC derivadas de 4 médulas
6seas diferentes de donantes sometidas o no al tratamiento con TPV, fue llevada a cabo por la
empresa LifeLength, utilizando la técnica HT-Q-FISH (Canela et al., 2007). Se analizaron al menos
17.000 nucleos por muestra, asegurando la fiabilidad de las mediciones tanto de la media de la

longitud telomérica como de deteccion de nucleos con telémeros cortos (<3 kb).

5.1.10. Ensayo del gen reportero de luciferasa

La transfeccion se realiz6 mediante nucleofeccion, empleando el aparato Nucleofector® y
el kit de Nucleofeccion™ (Amaxa®Biosystem), siguiendo las indicaciones del proveedor. Para ello,
se resuspendieron 400.000 células/hMSC en 100 pl de la soluciébn de nucleofeccion
(Nucleofector® Solution V), se afadieron 2 ug del vector pOct-1-Luc (Signosis) y se sometieron al
programa predeterminado U-23 del Nucleofector® para transfectar mesenquimales. Después de
un lavado para eliminar los restos celulares, las células transfectadas se cultivaron en medio de
cultivo DMEM completo. Las transfecciones fueron efectuadas por triplicado y las células de cada
transfeccion se sembraron en un pocillo de una placa de 6 pocillos. 24 horas después fueron
privadas de suero por otro periodo de 24 horas (en el caso de las células que serian analizadas en
condiciones de estrés, manteniéndose con medio completo las células que serian utilizadas como
controles). La actividad de la luciferasa se midié por triplicados utilizando el sistema Dual-Glo

Luciferase Assay (Promega) en el luminébmetro GloMax 20/20 (Promega). La eficiencia de la
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transfeccion se determind transfectando paralelamente con 2 ng del vector control Renilla-
luciferasa (Promega) y los resultados se normalizaron de acuerdo a la cantidad de proteina y se

expresaron como el cambio sobre los niveles control.

5.1.11. Transduccién de hMSC

Los vectores lentivirales, a diferencia de otros vectores virales como los retrovirus,
permiten la transduccién de células primarias refractarias a la transfeccion, incluyendo las células
gue no se encuentran proliferando activamente, y permiten la integracion de genes o secuencias

de RNA interferente en el genoma de las células transducidas.

Los constructos Lentivirales NT shRNA pLKO.1 y Oct-1 shRNA pLKO.1 se obtuvieron de
Sigma. Los vectores Lentivirales se generaron en la Plataforma de Vectores Virales de la

fundacion Inbiomed (http://www.inbiomed.org). Las hMSC entre los pases 6-8 se infectaron con

una carga viral de 10 particulas por ntcleo (10 MOI [Multiplicidad de Infeccion]) en presencia de

8 png/ml de polibreno, de acuerdo al siguiente protocolo:

Dia 1: 24 horas previas a la infeccion, se sembraron en placas p6 aproximadamente
150.000 células por pocillo en medio completo de proliferacion, obteniendo para el dia de la

infeccién una confluencia 6ptima del 60-70%.

Dia 2: Las alicuotas de lentivirus almacenadas a -80°C se descongelaron en hielo durante
varias horas, se mezclaron gentilmente y se realiz6 un centrifugado répido antes de abrir el vial
que los contenia. A continuacién, se prepararon las mezclas conteniendo los virus y el polibreno
(a las concentraciones descritas previamente), diluidos en medio completo de proliferacion, con
las cuales se incubaron las hMSC durante 6 horas a 37°C y CO,=5%. Posteriormente se retird el
medio con los virus (teniendo las precauciones necesarias para su inactivacion correcta en un
contenedor con lejia al 10%) y después de tres lavados sucesivos con PBS 1X se afadi

nuevamente medio de proliferacion completo.

Dias 3y 4: se repitio el procedimiento de realizar tres lavados sucesivos con PBS 1X y se

afiadié nuevamente medio de proliferacion completo.

Dia 5: 72 horas post infeccion se realizaron tres lavados sucesivos con PBS 1X, se procedié
a privar de suero (FBS) durante las proximas 24 horas la mitad de las células sembradas para cada
condicion y se recogieron la otra mitad de células que se utilizarian luego para extraer RNA y
proteinas para su analisis posterior (como condiciones control de las condiciones de estrés);
ademas se procedio a sembrar portaobjetos para realizar posteriormente el andlisis con técnicas

de inmunofluorescencia.
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Dia 6: 96 horas post infeccion, se realizaron tres lavados sucesivos con PBS 1X y se
recogieron las células en condiciones de privacion de suero para extraer RNA y proteinas que

serian analizados posteriormente.

5.2. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

5.2.1. Extraccion de RNA total.

Para la extraccion del RNA, debido a que es un material biolégico muy inestable que puede
degradarse facilmente, la manipulacién de las muestras se realizd en condiciones libres de
RNasas. Se extrajo el RNA total correspondiente a 1x10° hMSC de cada condicion utilizando el
sistema de aislamiento High Pure RNA isolation Kit® (Roche), de acuerdo al siguiente protocolo:
para resuspender la fraccion celular se afiadieron 200 pl de PBS por cada 1x10° células, luego se
afladieron 400 pl de solucién de lisis y se utiliz6 un aparato de vOrtex para agitar las muestras
durante 15 segundos. Posteriormente se transfirio cada muestra a un tubo High Pure Filter donde
se centrifugd a 8.000 rcf por 15 minutos, se afiadié luego una mezcla de 90 ul de solucion tampén
de DNasa + 10 pl de DNasa I, incubandose durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se realizaron una serie de lavados, inicialmente con 500 ul de solucion tampdn de
lavado | y se centrifugd durante 15 segundos a 8.000 rcf, luego con 500 pl de solucién tampdn de
lavado Il'y se centrifuga durante 15 segundos a 8.000 rcf y finalmente 200 pl de solucion tampo6n
de lavado Il y se centrifuga durante 2 minutos a 14.000 rcf. Se traslada el tubo con el filtro a un
tubo nuevo estéril, libre de RNasa. El Gltimo paso de elucion del RNA se realiza agregando 50-100
ul de solucion elution buffer y posteriormente centrifugando durante 1 minuto a 8.000 rcf. La
concentracion y calidad del ARN extraido se determind en un espectrofotometro NanoDrop® ND-
1000 (Thermo Scientific), midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm. Se consideré que la pureza del

RNA era 6ptima cuando el ratio A 260/ A 280 se encontraba entre 1,9y 2,1.

5.2.2. Transcripcion inversa y generacion de cDNA.

La transcripcion inversa y generacion del cDNA se realizé con el set High-Capacity cDNA
Reverse Transcript (Applied Biosystems) a partir de 500 ng a 1 ug de RNA de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.
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Tabla 3. Reactivos incluidos en cada reaccion de RT-PCR (Applied Biosystems).

Descripcion Reactivos Volumen (pl)
Muestra de 500 ng a 1 ug de RNA
RNA en solucion H.0 10
Tampon Solucién Tampon 2X
- 10X RT Buffer [2 pl]

- 25X dNTP Mix (100 mM) [0.8 pl]

- 10X RT Cebadores Aleatorios [2 pl]

- Transcriptasa Inversa MultiScribe ™[1 pl]
- Inhibidor de RNasa [1 pl]

- Agua libre de Nucleasa [3.2pl]

Mezcla de reaccion

que incluye: 10

Las condiciones térmicas de la amplificacion incluyeron una incubacion inicial de 10
minutos a 25°C, seguida por 120 minutos a 37°C y finalmente 5 minutos a 85°C. Conservando el
producto de las reacciones a - 4°C hasta su utilizacion a corto plazo o a -20°C en caso de

guardarla a mas largo plazo.

5.2.3. Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR).

La RT-qPCR se realizd por triplicado para cada condicién de muestra analizada en el
termociclador Applied Biosystems 7900 HT Fast Real-Time PCR System utilizando la mezcla
maestra Power SYBER Green (Applied Biosystems) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
El fluorocromo SYBER Green que se une especificamente a &cidos nucleicos de doble hebra
emitiendo fluorescencia a 580 nm, de modo que al aumentar la cantidad de productos de PCR
sintetizados, aumenta la intensidad de fluorescencia, que se registra a tiempo real mediante el
detector de fluorescencia del termociclador y que se procesa mediante el programa ABI Prism
7900 SDS. Durante la PCR la fluorescencia aumenta siguiendo una curva sigmoidea como se
observa en la figura 22, cuyo crecimiento resulta de la amplificacion exponencial del producto de
la reaccion y cuya saturacion esta determinada por el agotamiento de los reactivos, siendo la fase
exponencial el tnico momento del proceso en el que la cantidad de producto amplificado es
proporcional a la cantidad de cDNA diana inicial. La cantidad de cDNA de una secuencia
determinada se estima a partir del nimero de ciclos necesario (Ct) para que la fluorescencia del
producto de la PCR alcance un umbral (T). Dicho umbral se establece en un nivel de fluorescencia
suficientemente alto para distinguirse del ruido y ser detectable por el termociclador, que se
halle en la fase en que la amplificacion es todavia aproximadamente exponencial. El software del

termociclador (ABI Prism 7000 SDS Software) calcula automaticamente el umbral 6ptimo.
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Figura 22. El proceso de PCR se puede dividir en tres fases: Fase Exponencial (utilizada para la deteccion de
fluorescencia en la RT-gPCR) en la que a medida que se avanza de ciclo se produce exactamente el doble del producto
gue en el ciclo anterior (asumiendo el 100% de eficiencia); Fase Lineal en la que la reaccién comienza a ralentizarse y a
ser imprecisa dado gue los reactivos necesarios para llevarla a cabo comienzan a consumirse; y la Fase Plato (Plateau)
en la que la reaccién de detiene y no se sintetizan mas productos. En esta Gltima fase es cuando se detectan los
productos obtenidos mediante PCR tradicional, por lo que esta PCR es 6ptima para la deteccion de una secuencia de
DNA diana, pero no para su cuantificacion.

Para determinar la concentracion inicial relativa (c) del cDNA reconocido por los
cebadores, en cada ensayo se realiza una PCR a partir de unas diluciones seriadas de cDNA, y a
partir de estas reacciones se calcula mediante regresién una recta estandar de Ct en funcion del

logaritmo de las diluciones (log c). La funcién de esta recta es:

Ct=mlogc+n

donde el programa calcula la concentracion inicial relativa de cada muestra:

C:].O Ci-n/m

La pendiente de esta recta es

m=ACt/logAc

Teniendo en cuenta que en condiciones ideales cada ciclo dobla el valor de fluorescencia, cada
dilucion 1/2 de la muestra aumenta el valor Ct en 1, y asi, la pendiente ideal de la recta estandar
es

m=ACt/logAc = -1/log2=-3,32

Pendientes menores que este valor indican una menor eficiencia, y en tal caso la PCR no es
valida. La eficiencia de la PCR, e, es una medida de cuantas veces aumenta la fluorescencia por
cada ciclo

e=10"1m = 10 log~</act

En condiciones ideales,

e= 10—1/m: 10 logAc/ACt = 10 log2 = 2
Para cada muestra, es necesario también determinar la concentracion inicial relativa del cDNA de

un gen housekeeping, del que previamente se sepa que no existe variacion entre las condiciones
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analizadas, y que sirve de control enddgeno de la cantidad de cDNA afladida en cada reaccion.

Posteriormente, se calcula el valor corregido de la concentracién inicial relativa:

CcorregidozC/Chousekeeping

Esta division corrige los errores acumulados en todos los procesos hasta el fin de la RT-gPCR, de
manera que las muestras pueden ser comparadas linealmente entre si mediante este valor. Se
eligié el gen GAPDH como control end6geno, una vez comprobado que la expresion de este gen
no variaba entre las muestras. Para realizar la cuantificacion de la expresion génica se realiz6 una
curva estandar empleando diluciones seriadas de un pool de cDNA extraido del total de las
muestras a analizar en cada caso. Ademas, se incluyeron triplicados de cada una de las
condiciones con y sin cDNA (control negativo), calculandose la media y la desviacién estandar a

partir de las réplicas.

Para determinar la expresion génica, se obtuvieron los valores relativos de expresion para
cada gen de cada una de las muestras respecto a la curva estandar realizada para cada gen. Para
cada muestra, se calculd la relacion entre el valor obtenido del gen a analizar y el control
endogeno. Estos datos fueron empleados en el célculo de la expresion génica relativa de cada

muestra respecto a su control correspondiente.

Los cebadores utilizados fueron disefiados con el software Primer3Plus o se obtuvieron de
publicaciones previas por ejemplo, para los cebadores de OCT-1 (Liu et al., 2015). Las secuencias

utilizadas se detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de oligos empleados para la amplificacion por Q-RT-PCR.

GEN Descripcion Secuencia (5™-3")
GAPDH GIice‘raldehido-3-fosfato Cebador directo: CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA
deshidrogenasa Cebador reverso: TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC
Oct-1 POU Class 2 Homeobox 1 Cebador directo: GAAGCCTTGAACCTCAGCTTT
/POU2F1 Cebador reverso: TCTCTATGCTGGTGCGTTTCT
ZMPSTE24/  Zinc Metallopeptidase STE24  Cebador directo: CAAATTCACACCTCTGCCTGAGG
FACE1 Cebador reverso: GCATTGCTGTGGGAAGAGCGTT
GPNMB Glycoprotein Nmb Cebador directo: AAGTGAAAGATGTGTACGTGGTAACAG
Cebador reverso: TCGGATGAATTTCGATCGTTCT
CTSK Cathepsin K Cebador directo: CATTTAGCTGCCTTGCCTGT
Cebador reverso: ATATGTGCAGAAGAACCGGG
Ly96 Lymphocyte Antigen 96 Cebador directo: TCTGCAACTCATCCGATGCA
Cebador reverso: CTCCCTTCAGAGCTCTGCAA
GPX-3 Glutatione Peroxidase 3 Cebador directo: CGGGGACAAGAGAAGTCG
Cebador reverso: CCCAGAATGACCAGACCG
DHRS9 Dehydrogenase Reductase 9 Cebador directo: CCAGAGAATGTCAAGAGGACTGC
Cebador reverso: CTGTAGTCCTCTAGTGTCAGCC
RDH5 Retinol Dehydrogenase 5 Cebador directo: CTGTGACCAACCTGGAGAGTCT
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Cebador reverso: GATGCGCTGTTGCATTTTCAGGT

24-Dehydrocholesterol Cebador directo: CAGGAGAACCACTTCGTGGAAG

Reductase Cebador reverso: CCACATGCTTAAAGAACCACGGC

SCARA3 Scavenger Receptor Class A Cebador directo: CTCCGAAGACATCTCCTTGACC
Member 3 Cebador reverso: CCAGCTTCATGGCAGAAAGAGC

DHCR24

MSRB1 Methionine Sulfoxide Cebador directo: GCGTTCACCGAGACCATTCACG
/SEPX1 Reductase B1 Cebador reverso: CCGTCGTTCAGGAACTCGTGG
BCL2 BCL2, Apoptosis Regulator Cebador directo: ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT
Cebador reverso: GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC
PIG3 p53inducible gene 3 Cebador directo: GCAAATTCTGCCTCACTTCTCC

Cebador reverso: TTATGGGCCTCCTGGATTTCG

Las reacciones de RT-gPCR se llevaron a cabo en un termociclador ABI Prism 7900 HT
(Applied Biosystems) usando el programa SDS 2.4. Las condiciones térmicas de la amplificacion
incluyeron una incubacion inicial a 95°C durante 20 segundos (paso necesario para activar la
polimerasa), seguida de 40 repeticiones del ciclo en el que se mantiene de 10-15 segundos a 95°C
(para la desnaturalizacion del DNA), 30-60 segundos a 58-60°C (dependiendo de cada gen, para el
alineamiento de los oligos con su secuencia diana) y 15-60 segundos a 72°C (para la elongacion),

seguidos de un ciclo curva de disociacion para verificar que se ha amplificado un Gnico producto.

5.2.4. Anélisis de expresion génica mediante microarray.

Para el andlisis de expresion génica se extrajo RNA total de las hMSC utilizando el set High
Pure RNA Isolation Kit (Roche) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se cuantificé con el
equipo NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific), midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm. Se
considerd que la pureza del RNA era 6ptima cuando el ratio A260/ A280 se encontraba entre 1,9

y 2,1. La cantidad y la calidad del RNA se evaluaron con el set Agilent Bioanalyzer Nanochip.

Se llevo a cabo un analisis de expresién de todo el genoma utilizando el set HumanHT-12
v4 Expression BeadChips (lllumina Inc.), lo que permitié analizar 47.000 genes diana que cubren
més de los 25.000 genes humanos registrados. La sintesis de cRNA se realizd con el set
Epicentre’s TargetAmp Nanog Biotin-aRNA Labelling para el sistema lllumina, y la posterior
amplificacion, etiquetado e hibridacion se realizd de acuerdo con los protocolos del fabricante.
Los datos de expresion se analizaron con el programa R/Bioconductor Statistical Computin
Environment (www.r-project.org, www.bioconductor.org). Utilizando el programa Lumi (Du et al.,
2008) los datos de expresion crudos se transformaron en log2 (expresando asi el ratio de
expresion en lo que se denomina fold change), y se normalizaron cuantitativamente. Para la
deteccion de genes expresados diferencialmente, se aplic6 un modelo lineal y se calculé la T-

estadistica de Bayes utilizando el programa Limma (Smyth) de Bioconductor. Para este
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experimento se caracterizaron dos muestras biol6gicas y una replica técnica por condicion, por lo
que se realizaron finalmente tres hibridaciones independientes por condicion de tratamiento. Los
datos obtenidos de los microarrays se han depositado en Gene Expresion Omnibus (GEO,

www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) con el nimero de registro GSE52563.

5.2.5. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Para la deteccion de proteinas mediante Western blot se procedié a la obtencion del
extracto proteico mediante la incubacion de 1x10° células en 100 pl de tampdn de lisis
compuesto por NP-40 1%, Sodium deoxycholate 0,25%, NaCl 150 mM, EGTA 1 nM, PMSF 1 nM,
NaF 1 mM, aprotinin 1%, leupeptin 1 %, pepstatin 1 % (Thermo Fisher), ajustado a un pH 7,4, al
que se adicion6 un céctel inhibidor de proteasas (Thermo Fisher) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(Thermo Fisher) 1 mM. El extracto celular de cada muestra se incub6 con el tampon de lisis
durante 30 minutos a 4°C y el lisado celular resultante se centrifugé a 14.000 rcf durante 15
minutos a 4°C. Esta centrifugacion permite eliminar los restos celulares particulados y obtener un

sobrenadante con el lisado celular, que se almacen6 a -80°C para su posterior uso.

La concentracion proteica de cada muestra se cuantificd por triplicado empleando el kit
Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher) basado en el método del &cido bicinconinico o BCA
(Thermo Fisher). Mediante concentraciones conocidas de Albumina Sérica Bovina (BSA) se
establecié la recta de calibrado que permite calcular la absorbancia correspondiente a la
concentracion proteica de la muestra. La absorbancia se midi6 en un espectrofotometro

POLARstar® Omega (BMG Labtech).

5.2.6. Western blot

Se sometieron cantidades equivalentes de los extractos de proteinas obtenidos (30-100
ug) a electroforesis en geles de poliacrilamida NUPAGE® Bis-Tris al 4-12% (Novex™, Life
Technologies) en condiciones desnaturalizantes y reductoras a un voltaje continuo de 180 V
durante 1-2 horas, usando una cubeta X CellSureLock® (Invitrogen) e incluyendo un marcador de
peso molecular (Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard, Invitrogen). A continuacion, las
proteinas del gel fueron transferidas a una membrana de PVDF mediante el sistema de

transferencia en seco iBlot® Gel transfer System (Invitrogen).

Una vez realizada la transferencia de proteinas, se bloqueé la membrana con 5% de BSA 6
5% leche desnatada (Sveltesse, Nestlé) en tampon TTBS (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM y

0,1% (v/v) de Tween 20) durante 1 hora a temperatura ambiente y a continuacion se incub6 con
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el anticuerpo correspondiente (tabla 5) diluido en tamp6n de bloqueo a una concentracion de
0.5-1 pg/ml durante toda la noche a 4°C. Después de tres lavados se incubaron las membranas
con un anticuerpo secundario correspondiente diluido 1:3000 en tampdn TBST con 5% BSA 6 5%
de leche desnatada (Sveltesse, Nestlé) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, y
tras tres lavados sucesivos, la inmuno-reaccién se detectd por quimioluminiscencia con el kit
Supersignal West Femto (Thermo Fisher) y se visualizd con el sistema de imagen G: BOX y su
programa de analisis Gene Snap (Syngene). Como control de carga proteica, se analizo la

expresion de B-Actina con un anticuerpo especifico (clon A5441, Sigma®) a una dilucién 1:5000.

Tabla 5. Lista de Anticuerpos Primarios Utilizados.

Anticuerpo Primario Especie Mcl):)liiﬁlar Diluci6n
Anti-Prelamin A sc-6214 (Santa Cruz) Cabra 69 KDa 1:100
Anti-Lamin A/C sc-6215 (Santa Cruz) Cabra 69/62KDa  1:100
Anti-Progerina SAB4200272 (Sigma) Raton 67 KDa 1:400
Anti-FACE1 205-8C10* Raton 55 KDa 1:500
Anti-Oct-1 sc-232 (Santa Cruz) Conejo 95 KDa 1:300
Anti-Oct-1 #4428 (Cell Signaling) Conejo 95 KDa 1:1000
Rat6n 42 KDa 1:3000

Anti-B-Actina A5441 (Sigma)

Anti-LC3-Il (Thermo Fisher) Conejo  15/19KDa  1:2000

Anti-P62 (SQSTM1) (Thermo Fisher) Conejo 62 KDa 1:3200
Anti-pS6 #2215 (Cell Signaling) Conejo 32KDa 1:1000
Anti-Total S6 #2217 (Cell Signaling) Conejo 32 Kba  1:1000
Anti-P mTOR Ser 2448 DIC2 #5536 (Cell Signaling) Conejo 289KDa  1:1000

* Gentileza del Laboratorio de los Dres. C. Lopez-Otin y J.M.P. Freije (Navarro et al., 2005).

5.2.6.1. Stripping de la membrana

En algunos casos se reutilizaron las membranas para hacer una segunda inmuno-deteccion,
para lo cual se realizé el siguiente protocolo: se lavé la membrana en agua destilada durante 5
minutos y al cabo de ese tiempo se afiadio solucién de stripping (Thermo Fisher) con la cual se
incub6 la membrana con agitacion suave a 70°C, durante 45 minutos. Luego se lavé la membrana

con agua tri-destilada inicialmente y posteriormente con TTBS.
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5.3. ENSAYOS FUNCIONALES IN VIVO EN UN MODELO MURINO DE
ISQUEMIA.

5.3.1. Modelo animal y técnica quirdrgica

Para el estudio en animales se obtuvo previamente la autorizacion del comité de ética del
CIC biomaGUNE y de las autoridades locales; y se siguieron las Directivas de la Uni6n Europea
sobre la ética y el bienestar animal. Los ratones con Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID)
(ratones de 12 semanas; Janvier) (n=19) fueron anestesiados con Isofluorano 4% en la induccion,
dicha anestesia se mantuvo con 2% de Isofluorano y oxigeno al 100%. Posteriormente se realizo
una incision longitudinal en la piel de la parte media que cubre el miembro trasero izquierdo de
cada animal. La isquemia se realizé ligando la arteria femoral con puntos de nylon de 7 ceros en
dos puntos, tanto a nivel proximal como a nivel distal donde se bifurca en las arterias safena y
poplitea, con el fin de evitar que posible circulacion colateral pudiera suplementar el riego
arterial en caso de ligar un solo punto del recorrido arterial. La arteria femoral y todas las ramas
colaterales se disecaron y se extirparon. Seguidamente a la diseccion arterial los ratones SCID
fueron asignados inmediatamente a los siguientes grupos experimentales: el grupo de hMSC
tratadas con DMSO (ver seccién 1.1.2) (n=7), el grupo de hMSC tratadas con TPV (ver seccion
1.1.2) (n=7), y el grupo donde solo se utilizaria el vehiculo 0 medio de cultivo (ver seccion 1.1.2)
(n=5). En cada animal correspondiente se inyectaron via intramuscular en 4 sitios diferentes de la
porcién medial del musculo gracilis, un total de 3x10° células en un volumen total de 200 pl de
medio. La perfusion tisular y el flujo de sangre de los miembros traseros se evaluaron a los 14
dias posteriores a la isquemia con tomografia por emision de positrones (PET) y con el sistema de
perfusion Laser Doppler a los 0, 7, 14 y 21 dias post isquemia (Figura 23). Asi como también

evaluamos a los 21 dias la pérdida del miembro donde se produjo la isquemia en cada animal.

Medicién PET
(Volumen de interés)

Medicion distal con
el laser doppler.

Figura 23. Esquema del modelo animal y zonas de medicion.
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5.3.2. Mediciones del flujo sanguineo de los miembros inferiores del raton.

El flujo sanguineo de las extremidades posteriores se evalu6 mediante el sistema Laser
Doppler (Perimed AB). El dia 21 post isquemia los animales fueron anestesiados con Isofluorano
4% en la induccion y posteriormente se mantuvo la anestesia con 2% de Isofluorano y oxigeno al
100%. Los ratones se colocaron en posicion supina y la sonda recta del laser-doppler (calibre 1
mm) se situd sobre la zona distal de la isquemia para medir el flujo sanguineo superficial de esas
regiones. Después de lograr un registro estable, se monitoriz6 el flujo sanguineo durante 10
minutos en cada miembro posterior. Para la cuantificacion, la adquisicion se promedié y se
expresé en unidades arbitrarias (AU), posteriormente se relacion6 el flujo de cada miembro

posterior del animal, el isquémico y el contralateral, generando una ratio que se expresé en AU.

5.3.3. Radioquimica

Para la realizacion del PET, en las instalaciones de la Unidad de Imagen Molecular en el
departamento de radioquimica del CICbiomaGUNE se obtuvieron las particulas marcadas. A
modo de resumen, para la produccion de amoniaco [13N] una solucién acuosa de etanol 5 mM
(1,7 ml) fue bombardeada con protones de 18 MeV (objetivo actual = 20 mu) en un ciclotrén IBA
18/9 (13N reaccion nuclear 160 (p, a)). El liquido irradiado se eluyé a través de un cartucho
catidnico de intercambio de fase sélida (CM, Water) para retener selectivamente NH4+ [13N].
Después de lavar el cartucho con 5 ml de agua para inyeccién (Braun) se eluyé el radio-trazador
con 10 ml de solucién salina fisioldgica. Se obtuvieron alrededor de 1110 MBq (Becquerel,
Unidades del Sistema internacional de radioactividad) en un tiempo de sintesis total de 4 minutos

(desde el final del bombardeo).

5.3.4. Tomografia por emisién de positrones (PET) y adquisicion de datos

Los escaneres PET se realizaron 14 dias después de la induccién de la isquemia de la
extremidad posterior en los ratones, utilizando una cdmara CT General Electric eXplore Vista.
Inicialmente se indujo la anestesia general en los ratones con Isofluorano 4% y continué al 2% de
Isofluorano y oxigeno al 100% para su mantenimiento. Los animales se colocaron en un soporte
para roedores compatible con el sistema de adquisicion de PET y se mantuvo su temperatura
corporal normal mediante el uso de una manta generadora de calor a base de agua. Se
inyectaron 50 MBq de NH4 [13N] en la vena de la cola de cada ratén 10 minutos antes del inicio
de la adquisicion del PET. Se obtuvieron imagenes dinamicas (30 fotogramas: 10x5, 5x15, 3x30,
4x60, 2x90, 2x120, 2x180 segundos) en la ventana energética de 400-700 KeV, con un tiempo
total de adquisicion de 22 minutos, proporcionando 0,387 mm de espesor de 175 cortes trans-

axiales y 0,775 Mm de espesor en 61 cortes axiales. Después de cada exploracion de PET,
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también se realizaron adquisiciones de Tomografia Computada (CT) a intensidad 140 pA 'y 40 kV
de voltaje, proporcionando informacion anatémica de cada animal, asi como el mapa de
atenuacion para la reconstruccion de la imagen posterior. Las adquisiciones dindmicas se
reconstruyeron (corregidas por la decadencia y atenuacion basadas en la CT), con

retroproyeccion filtrada (FTP) utilizando un filtro Rampa con una frecuencia de corte de 1 Hz.

5.3.5. Andlisis de Imagen de la tomografia por emisién de positrones (PET)

Las imagenes de PET se analizaron utilizando el programa de analisis de iméagenes POR
(POR Technologies Ltd). Los volumenes de interés (VOIs) se delimitaron anatdmicamente desde la
cresta iliaca hasta el final de las extremidades posteriores isquémicas y las contralaterales
utilizando las iméagenes adquiridas con CT en cada animal. Posteriormente, las imagenes del
escaner PET fueron co-registradas automaticamente a los datos anatémicos de la CT y los VOIs se
utilizaron para estudiar la perfusion en ambas extremidades posteriores. Para la cuantificacion se
determinaron los marcos 27-30 (los Gltimos 10 minutos de adquisicién del escaner PET y se
determind la absorcion en cada VOI (media + desviacion estandar), se expres6 como porcentaje
de la dosis inyectada por peso corporal (%ID/g). Se obtuvo el ratio %ID/g del miembro isquémico

y su contralateral.

5.4. ANALISIS COMPUTACIONAL

5.4.1. Andlisis de anotacién funcional y clasificacion de los genes

Para la clasificacion funcional de los genes cuya expresion se encontraba alterada en
nuestras muestras se realizd un andlisis utilizando la aplicacion Gene Ontology (GO) del programa
DAVID (Database, Visualization and Integrated Discovery) (http://david.abcc.ncifcrf.gov) (Denis et
al., 2003). De esta forma se definen categorias funcionales relacionadas a los "Procesos
Bioldgicos" de los genes cuya regulacion esta alterada, en las hMSC que acumulan prelamin A en
condiciones de estrés de una forma consensuada, por intermedio de los métodos estadisticos
proporcionados por el programa informatico. Mediante la aplicacién EASE (una modificacion del
Test exacto de Fisher) con un valor p < 0,05 se seleccionaron las categorias significativamente
sobre-representadas o enriquecidas en las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de
estrés. A modo de confirmacién de la reproducibilidad de nuestro analisis, utilizamos ademas la
herramienta de analisis funcional FatiGO (Al-Shahrour et al., 2004) parte de babelomics suite

(www.babelomics.org). En el analisis de FatiGO, el test exacto de Fisher se utiliza para determinar
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los genes significativamente sobre-representados en una lista comparados con la otra. Se
aplicaron test de correlacion maltiples como describid Al-Sharour et al., 2004. El andlisis se llevo a
cabo teniendo en cuenta todos los genes en el microarray HumanHT-12 v4 (Illumina) que se
encontraron desregulados, considerados como aquellos con un fold change >1.4 6 <1.4, con un

valor p<0,05.

5.4.2. Andlisis computacional de regiones promotoras

Para identificar el posible enriquecimiento de sitios de union de los factores de
transcripcion dentro de los promotores o Elementos Reguladores (RE) conservados de los genes
desregulados utilizamos el servidor DiRE (http://dire.dcode.org) (Gotea et al., 2008). La lista de
genes desregulados contenia suficientes genes para poder evaluar con precision el nimero de
elementos reguladores presentes. Se utiliz6 como comparador de fondo la lista completa de
genes humanos de microarrays. El término Ocurrencia indica la fraccion de RE posibles que
contienen un sitio de union para un factor de transcripcion particular; mientras que la
Importancia se define como el producto de la ocurrencia y el peso asignado a cada factor de
transcripcion, lo que resulta en una medida de la asociacion del factor de transcripcion en

relacion al total de genes analizados.

Para la busqueda y localizacién de motivos de union de factores de transcripcion, se utilizé
la aplicacién: MotifLocator, (http://bioinformatics.intec.ugent.be/MotifSuite/motiflocator.php)
(Thijs et al., 2002). Esta aplicacion permite la busqueda de motivos de union de factores de
transcripcion, para ello se comparan las secuencias introducidas en el programa con PWMs
(position-weight matrices) pertenecientes a la base de datos JASPAR. La comparacién se basa en
la similitud entre la secuencia y la matriz segin lo establecido por el programa Matinspector
(http://www.genomatix.de/products/Matlnspector/index.html). El valor umbral minimo se fijo

en 0.85, que marca lo riguroso que es el analisis de similitud.

5.5. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el programa SPSS. A menos que se
indique lo contrario, los datos se derivan de al menos tres repeticiones bioldgicas independientes
en muestras triplicadas. Para determinar si las diferencias entre los grupos eran significativas, se
aplico el estadistico T-student para los datos con una distribucion normal y el test de U de Mann-

Whitney-Wilcoxon para los datos no paramétricos. Las diferencias se consideraron como
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estadisticamente significativas cuando tenian al menos un valor p<0,05. Los resultados
cuantitativos se expresan como medias + las desviaciones estandar (SD). Las comparaciones
entre las células tratadas y las células control asi como la medicion de la longitud de los
telémeros, se realizaron con los test estadisticos T-Student y x2. Se consideraron los valores
*p<0,05 como significativo; **p<0,01 como muy significativo o ***p<0,001 como altamente

significativo.
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6.1. OBJETIVO 1: EVALUACION DE LA ACUMULACION DE PRELAMIN A EN
hMSC.

6.1.1. El tratamiento con TPV genera acumulacion de prelamin A en hMSC.

Para inducir la acumulacion de la proteina inmadura prelamin A y de esta manera generar
nuestro modelo experimental se trataron las hMSC con el inhibidor de la proteasa del VIH, TPV a
concentraciones farmacoldgicas de 30 uM. Después de 7 pases de tratamiento se determino
mediante inmunofluorescencia la expresion de la proteina inmadura prelamin A. En la figura 24
se observa la acumulacion nuclear de prelamin A (Ukekawa et al., 2007) en las células tratadas

con TPV.

Prelamin A DAPI

Control

TPV 30 M

Figura 24. Deteccion de prelamin A mediante inmunofluorescencia. Se observa la acumulacién de prelamin A
en las hMSC tratadas con TPV a concentracion farmacoldgica de 30 uM. En color verde se muestra la proteina prelamin
Ay en azul los nucleos tefiidos con DAPI. Barra de escala 10 um.

Con el fin de facilitar la lectura de esta tesis, se denominaran como Pre a las hMSC tratadas
con TPV que acumulan prelamin A, y como Ctrl a las hMSC control que han sido tratadas con el
solvente (DMSO). Asi mismo se designaran como Condiciones Basales al cultivo de las hMSC en
medio completo (descrito en el apartado material y métodos, seccion 1.1.2), y como Privacién de
Suero al cultivo de las hMSC en el medio de cultivo anteriormente descrito sin el componente de
FBS (suero), el cual sera utilizado en la amplia mayoria de los experimentos, (salvo cuando se

especifique lo contrario) como condicién de estrés celular.
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6.2. OBJETIVO 2: VALIDACION DEL MODELO EXPERIMENTAL DE
ENVEJECIMIENTO BASADO EN hMSC QUE ACUMULAN PRELAMIN A.

Para valorar si nuestro sistema experimental es un modelo fidedigno para estudiar el
envejecimiento celular humano, evaluamos a continuacion si las células que acumulan prelamin
A son capaces de recapitular los fenotipos de envejecimiento propuestos por Lopez-Otin et al.

(2013), que hemos descrito previamente.

6.2.1. Acortamiento de los telémeros.

Inicialmente estudiamos si la acumulacion de prelamin A era capaz de inducir el
acortamiento de los telomeros, caracteristico de las células envejecidas. Para ello se analizo la
longitud de los telémeros tanto en las hMSC control (ctrl) como en las que acumulan prelamin A
(pre) obtenidas a partir de cuatro donantes de médula 6sea de diferentes edades, utilizando la
técnica de fluorescencia cuantitativa por hibridacion in situ (HT-QFISH) (Canela et al., 2007). De
acuerdo con estudios previos en los que la longitud media de los telémeros en hMSC adultas se
estim6 en 7,2 kb (Guillot et al., 2007), se observo que las hMSC evaluadas en nuestro estudio
presentaban una longitud media de telomeros de 5,11 a 11,17 kb (Figura 25 A). Como era
previsible, se aprecia que el donante mas joven (18 afios de edad) presentd los telémeros mas
largos (11,17 kb) en las células control. Ademas, se observo que en cada donante habia una
disminucion en la longitud media de telomeros de las hMSC que acumulan prelamin A en
comparacion con la longitud media de los telémeros de sus respectivos controles. La diferencia
de la longitud telomérica fue estadisticamente significativa en tres muestras dando como
resultado una pérdida de 640, 400 y 380 pb en los donantes de 18, 25 y 58 afios de edad
respectivamente. Debido a que el porcentaje de los telémeros criticamente cortos (definidos
como el porcentaje de telomeros que presentan una longitud menor a 3 kb) aumenta
significativamente con la edad en células humanas (Hemann et al., 2001; Canela et al., 2007),
exploramos si la acumulacién de prelamin A en las hMSC era capaz de afectar la longitud
telomérica in vitro. Para ello, se analiz6 la longitud de los telémeros de cada uno de los donantes,
asi como el porcentaje de teldGmeros con una longitud critica. A excepcion de las hMSC derivadas
del donante de 18 afios de edad, el porcentaje de telémeros con una reduccién inferior a 3 kb fue

significativamente mayor en las hMSC que acumulan prelamin A (Figura 25 B).
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Figura 25. Efecto de la acumulacion de prelamin A en el acortamiento de los telomeros. (A) La longitud de los
telomeros, y (B) el porcentaje de telomeros cortos fueron analizados por HT-Q-FISH. Se analizaron un minimo de
17.000 ndcleos por muestra. Las barras muestran el promedio + SD de las hMSC derivadas de cuatro donantes de
médula 6sea. Para la significacién estadistica se realizo el test x2. ***p<0.001. Pre: hMSC que acumulan prelamin A.
Ctrl: hMSC control.

6.2.2. Inestabilidad genémica

Debido al nexo establecido entre el acortamiento de los telomeros y el dafio a nivel de
DNA (Lépez-Otin et al., 2013), a continuacién, nos propusimos estudiar si la acumulacion de

prelamin A en las hMSC podria inducir la activacion de la respuesta de dafio al DNA.

6.2.2.1. Induccion de la sefalizacion de dafio al DNA.

El estado de fosforilacion de la histona H2AX (y-H2AX) es un marcador clasico de respuesta
de dafio al DNA (Rogakou et al., 1998). El marcaje y cuantificacion celular de esta histona
mediante microscopia de fluorescencia permite valorar el dafio al DNA que presentan las células.
Se cuantificaron los focos de y-H2AX presentes en cada nucleo celular, considerando como dafio
severo aquellos casos donde se contaron mas de 20 focos de y-H2AX por nucleo. Se observo una
mayor fosforilacion de H2AX en las hMSC que acumulan prelamin A en comparacién con las
células control (Figura 26). Cabe destacar que no solo se produce un aumento de esta
sefializacién en las células que acumulan prelamin A, sino que se incrementa el porcentaje de
dafio severo al DNA, como se observa en el grafico de la figura 26. Estos resultados son
consistentes con las alteraciones de la organizacién de la cromatina observadas previamente en
las hMSC que acumulan prelamin A (Ruiz de Eguino et al., 2012), lo que podria dar lugar a la
exposicion inadecuada de regiones del DNA mas sensibles al dafio o también a una exposicién

mayor de regiones susceptibles a danarse.
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Figura 26. Las hMSC que acumulan prelamin A muestran una mayor respuesta al dafio al DNA que las células
control. A) Imagen representativa de Inmunofluorescencia. Azul: DAPI, Rojo: y-H2AX. Barra de escala: 10 um. B).
Cuantificacion de los focos de y-H2AX en al menos 100 ndcleos por cada condicion. El ensayo se realizé en hMSC
derivadas de cuatro donantes de médula ésea independientes. Se utilizd el test x2 para obtener la significacion
estadistica. *p<0.05. Ctrl: hMSC control. Pre: hMSC que acumulan prelamin A.

Considerando que la inestabilidad genémica también puede ser causada por defectos en
la lamina nuclear (Dechat et al, 2008; Gonzalez-Suarez et al., 2009; Liu et al., 2005) y teniendo en
cuenta los hallazgos previos, a continuacion, evaluamos la arquitectura nuclear en nuestro

modelo de hMSC que acumulan prelamin A.

6.2.2.2. Alteracion de la arquitectura nuclear en las células que acumulan prelamin A.

Las hMSC que acumulan prelamin A muestran una tincion irregular del DNA nuclear con
agregados, y disrupciones o burbujas que se invaginan al nacleo, perdiendo el patron regular y
redondeado que tienen los nucleos de las células control, como se observa en la figura 27. Asi
mismo, presentan un mayor numero de cortes en la reconstruccion tridimensional de la imagen

(2), lo que indicaria un volumen mayor del nucleo.
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Figura 27. Efecto de la acumulacion de prelamin A en la deformacién de la arquitectura nuclear. Imagenes
representativas de la inmunofluorescencia donde se observan los nucleos celulares tefiidos con DAPI en hMSC control
y que acumulan prelamin A. hMSC derivadas de seis donantes diferentes de médula 6sea. Barra de escala: 20 um

6.2.3. Senescencia celular

La senescencia celular es un estado de detencion estable del ciclo celular y pérdida de la
capacidad de replicacion que resulta principalmente del dafio al DNA, el estrés oxidativo y el
acortamiento de los telomeros (van Deursen, 2014). A continuacién, evaluaremos la proliferacion

celular.

6.2.3.1. Disminucion de la proliferacion celular

Examinamos la capacidad de proliferacion de las hMSC que acumulan prelamin A
estudiando su nivel de duplicacién celular (PDL), que es la forma de evaluar con mayor precision
la supresion del crecimiento celular (Greenwood et al, 2004). El nivel de duplicacion de las hMSC
control se mantuvo estable hasta el pase 6, cuando comenz6 a disminuir, aunque manteniendo
cierto grado de proliferacion (Figura 28). Por el contrario, la tasa de proliferacion de las hMSC
que acumulan prelamin A mostré una disminucion significativa desde el inicio, alcanzando una

division celular detenida (PDL menor a 1) en el pase 7.
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Figura 28. Niveles de duplicacién de la poblacion de las hMSC que acumulan prelamin A 'y sus respectivos
controles. Las hMSC se cultivaron durante 7 pases. Los experimentos se realizaron por duplicado, a partir de hMSC
derivadas de cuatro donantes diferentes de médula 6sea. Se muestran los valores medios del nivel de duplicacion
celular + SEM en los pases indicados. *p<0.05.

La disminucion de la proliferacion celular observada como consecuencia de la acumulacion
de prelamin A sugiere dos posibilidades, o bien que las células detengan su crecimiento porque
entren en apoptosis y mueran, o bien porque las mismas se vuelvan senescentes. Para evaluar la
primera posibilidad, realizamos una tincion tanto de las hMSC que acumulan prelamin A como de
sus controles, con Anexina V-loduro de Propidio (PI). Mediante citometria de flujo se observé que
menos del 9% de las células totales se encontraba en la fase temprana del proceso de apoptosis
(siendo positivas para la tincién con Anexina V y negativas para el Pl), sin observarse diferencias

significativas entre las hMSC control y las que acumulan prelamin A (Figura 29).
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Figura 29. Las hMSC que acumulan prelamin A no muestran mayor apoptosis que las células control. La
apoptosis se evalué mediante tincién con Anexina V-PI. Los resultados muestran la media + SD. Los experimentos se
realizaron por duplicado, a partir de hMSC derivadas de cuatro donantes diferentes de médula ésea.

Este experimento demuestra que la acumulacion de prelamin A no induce apoptosis en las
hMSC sugiriendo que la disminucion de proliferacion es debida a otro proceso bioldgico
alternativo que puede estar asociado a la inestabilidad gendmica que presentan estas células.
Una posibilidad seria que las hMSC que acumulan prelamin A entraran en senescencia

prematuramente a diferencia de las hMSC control. Posibilidad que analizaremos a continuacion.
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6.2.3.2. Aumento de senescencia en células que acumulan prelamin A

La senescencia celular se ha definido como la detencidn estable del ciclo celular asociado a
cambios fenotipicos caracteristicos (Hayflick y Moorhead, 1961; Campisi y d'Adda di Fagagna,
2007; Collado et al., 2007; Kuilman et al., 2010). Durante la senescencia tienen lugar cambios
morfoldgicos, como el incremento del tamafio celular y la adquisicion de una conformacion
aplanada, asociados a cambios bioquimicos, como el aumento de la actividad peri nuclear de la
enzima asociada a senescencia SA-R-galactosidasa (Dimri et al., 1995; Narita et al., 2003). Con
objeto de estudiar este proceso se tifieron las hMSC en el pase 7 de tratamiento con la solucién
SA-B-gal observandose una mayor proporcion de células senescentes en las células que acumulan

prelamin A (38.1 %), frente a las células control (16.6 %) (Figura 30).
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Figura 30. Incremento de la senescencia celular en hMSC que acumulan prelamin A. La actividad de la SA-B-
galactosidasa se evalué mediante tincién azul con la solucion SA-B-gal. A) Imagen representativa. Las células tefiidas
con azul (células senescentes) se contaron en un minimo de diez campos aleatorios (600 células totales) con un
aumento de 20 x y se expresaron como porcentaje de células totales (B). Datos obtenidos del analisis por duplicado a
partir de hMSC derivadas de cuatro donantes diferentes de médula 6sea. Los resultados muestran la media + SD.
Escala Barra: 500 um. *p<0,05.

En los experimentos realizados anteriormente, hemos observado que tras 7 pases de
tratamiento se produce una disminucion considerable en la proliferacion celular asociada al
aumento significativo en la senescencia celular, motivo por el cual se decidié caracterizar este

modelo experimental en el pase 7 de cultivo.

Como hemos demostrado hasta aqui, la acumulacién de prelamin A en las hMSC determina
el acortamiento de la longitud de los telémeros, asi como el incremento del porcentaje de

telémeros criticamente cortos, que son esenciales para la supervivencia celular (Hemann et al.,
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2001; Canela et al., 2007). Hemos confirmado a su vez que la acumulacién de prelamin A en las
hMSC genera incremento del dafio al DNA, alteraciones de la arquitectura nuclear, disminucion
de la proliferacion celular e incremento en la senescencia. Lopez-Otin et al. (2013) han propuesto
que la senescencia celular actia como una respuesta compensatoria al dafio, que se convierte en
deletérea y acelera el envejecimiento cuando los tejidos agotan su capacidad regenerativa. Por lo
gue a continuacion evaluaremos la capacidad de respuesta de las hMSC que acumulan prelamin

A en condiciones de estrés.

6.2.4. Susceptibilidad al estrés.
6.2.4.1. Incremento de la susceptibilidad al estrés en hMSC que acumulan prelamin A.

Para abordar si los fenotipos anteriormente explorados debidos a la acumulacion de
prelamin A en las hMSC podrian causar mayor susceptibilidad celular a condiciones de estrés, se
analizé su supervivencia después de someter a las células a un ambiente en condiciones de
hipoxia de forma subita. Los ensayos de supervivencia celular en presencia de hipoxia durante 4
horas mostraron que aproximadamente el 50% de las células control sobrevivieron mientras que
s6lo el 20% de las hMSC que acumulan prelamin A lo hicieron (Figura 31), lo que confirma que
estas Ultimas son menos resistentes a condiciones de estrés, probablemente por tener

comprometidos sus mecanismos de respuesta y adaptacion.
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Figura 31. Ensayo de la supervivencia celular en condiciones de hipoxia. Datos procedentes del anélisis por
triplicado a partir de hMSC derivadas de tres donantes diferentes de médula ésea. Las barras muestran el promedio *
SD. *** p <0,001.

A tenor del resultado anterior planteamos revaluar en nuestro modelo los marcadores de
envejecimiento celular propuestos por Lopez-Otin et al. (2013), en condiciones de estrés. Los
diversos experimentos que expondremos a continuacion implican una serie de dificultades
técnicas (el gran numero de células tratadas necesarias, la incompleta eliminacion de trazas de

aceite mineral que pueda interferir con los analisis subsecuentes) para realizar este ensayo de
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inmersion del cultivo en aceite e inducir hipoxia. Por lo que el método para generar la condicién
de estrés celular que utilizaremos serd la privacion de suero, procedimiento ampliamente
reconocido para este fin (Levin et al., 2010). Para ello someteremos las hMSC que acumulan
prelamin Ay sus controles a un medio de cultivo con privacion de suero durante las Ultimas 24
horas del experimento correspondiente, segun el esquema de tratamiento que se muestra en la

figura 32.

hMSC que acumulan
prelamin A (pre)
condicion estrés

TPV

hMSC que acumulan R4,

prelamin A (pre)
hMSC que acumulan
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condicién basal

hMSC control (ctrl)
condicion estrés

hMSC control
(ctrl)

hMSC control (ctrl)
condicion basal

Figura 32. Esquema de las condiciones de tratamiento de las hMSC en el modelo experimental propuesto. Los
pases de cultivo se realizan cada 5 dias. El tratamiento se realiza con TPV a 30 uM y DMSO a la misma concentracion en
cada caso correspondiente.

El primer experimento que realizamos fue revaluar la supervivencia de las hMSC que acumulan
prelamin A estudiando su nivel de duplicacion celular tanto en condiciones basales como en
condiciones de privacién de suero. Como se puede observar en la figura 33, la duplicacion celular
disminuye de forma significativa en condiciones de privacién de suero tanto en los controles como en
las hMSC que acumulan prelamin A. Destacamos, sin embargo, que la disminucién de la proliferacion
es aln mayor en las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de privacién de suero. Por lo que
confirmamos que la privacion de suero como método para inducir estrés celular afecta a las hMSC
que acumulan prelamin A, y que estas son menos resistentes a las condiciones de estrés, tal como se

planteo en el ensayo de supervivencia celular en condiciones de hipoxia.
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Figura 33. Niveles de duplicacién de la poblacion de las hMSC que acumulan prelamin A y sus respectivos
controles en condiciones basales y en condiciones de estrés. Las hMSC se cultivaron durante 7 pases. La privacion de
suero se realizé durante las Ultimas 24 horas del cultivo en el pase 7. Los experimentos se realizaron por triplicado, a
partir de hMSC derivadas de dos donantes diferentes de médula 6sea. Se muestran los valores medios del nivel de
duplicacion celular £ SEM en los pases indicados. *p<0.05.

6.2.4.2. Inestabilidad genémica.

6.2.4.2.1. Aumento de la acumulacién de prelamin A en condiciones de estrés.

A continuacion, evaluamos si las condiciones de estrés afectaban la acumulaciéon de
prelamin A en las hMSC. Como observamos en la figura 34, cuando las hMSC se someten a

condiciones de estrés la acumulacién de prelamin A se incrementa de forma muy marcada.

Condicién basal Privacion de suero

Prelamin A DAPI Prelamin A DAPI

Ctrl . . ..
Pre . . . .
Figura 34. La privacion de suero induce un incremento en la acumulacién de prelamin A. Imagen

representativa de tincion mediante inmunofluorescencia que muestra la expresion de prelamin A en hMSC en
condiciones basales y en condiciones de estrés (privacion de suero). Barra de escala: 50 um.
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Cabe destacar que en la deteccion de prelamin A mediante tincion por
inmunofluorescencia, pese a ser mas sensible que la deteccién de esta proteina mediante
western blot (Figura 35), es necesario utilizar los mismos parametros de adquisicion de imagen en
todas las condiciones de tratamiento establecidas para poder compararlas. De este modo las
imagenes se adquirieron con unos niveles intermedios de exposicion para poder visualizar el
aumento de la acumulacién de prelamin A en condiciones de estrés y al mismo tiempo en

condiciones basales sin obtener fluorescencias nulas o sobresaturadas.

En la figura 35 se observa el aumento de la acumulacion de prelamin A en hMSC en
condiciones de privacion de suero mediante western blot, situacion donde esta técnica es capaz

de detectar la presencia de la proteina prelamin A.

Condicion basal Privacion de Suero

Pre FTI
B-actina b s —— S

Ctrl Pre Ctrl

Figura 35. Western Blot que demuestra la acumulacion de prelamin A en hMSC en condiciones de estrés.
Imagen representativa de la deteccion de prelamin A en hMSC derivadas de dos donantes diferentes de médula dsea.
FTI: Inhibidor de la Farnesil Transferasa (se utilizé como control positivo). La 3-actina se utilizé como control de carga.

Por lo tanto, se confirma el incremento en la expresion de prelamin A en condiciones de
estrés en las hMSC que previamente acumulaban prelamin A, tanto por western blot como por
inmunofluorescencia. Debido a que la técnica de inmunofluorescencia presenta mayor
sensibilidad, se utilizara en los ensayos posteriores para la evaluacion de la expresion de la

proteina prelamin A.

6.2.4.2.2. Aumento de la sefializacion del dafio al DNA en las células gue acumulan

prelamin A en condiciones de estrés.

Las células envejecidas son hipersensibles a las condiciones de estrés debido a fallos en los
mecanismos de respuesta a estrés (Lopez-Otin et al., 2013). Por lo tanto, nos preguntamos si las
condiciones de estrés, como es la privacion de suero en el medio de cultivo, podria alterar la
respuesta de dafio al DNA como consecuencia de la acumulacion de prelamin A en las hMSC.
Como se muestra en la figura 36, las hMSC que fueron sometidas a la privacion de suero,
mostraron un aumento significativo en el porcentaje de nucleos que presentaron focos de y-

H2AX en comparacion con las mismas células en condiciones basales. Este porcentaje fue

73



Resultados

significativamente mayor en las hMSC que acumulan prelamin A (>85%) en comparacion con las
células de control (40%) (Figura 36, inferior). Por otra parte, la combinacién de la acumulacion de
prelamin Ay las condiciones de estrés por la privacion de suero en el medio de cultivo llevaron a
un mayor aumento de la sefializacion y-H2AX, en donde casi el 50% de las células mostraron mas

de 20 focos por nucleo.
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Figura 36. Las hMSC que acumulan prelamin A sometidas a estrés muestran la mayor respuesta al dafio al
DNA. Imagen representativa de Inmunofluorescencia (superior) y cuantificacion de los focos de y-H2AX (inferior). Azul:
DAPI, Rojo: y-H2AX. Barra escala: 10 um. Se analizaron al menos 100 nicleos por cada condicion. Los datos se
obtuvieron de hMSC derivadas de cuatro donantes diferentes de médula dsea. Se utilizd el test x2 para obtener la
significacion estadistica. *** p <0,001 cuando se compararon con hMSC control. &&& p <0,001 cuando se compararon
frente a hMSC control en condiciones de privacion de suero.

6.2.4.3. Pérdida de la homeostasis proteica

La autofagia, proceso clave de la homeostasis celular, mediante el cual se degradan
proteinas y organulos celulares dafiados, se reduce o deteriora en las células envejecidas
(Bergamini et al., 2006; Cuervo et al., 2008). Por ello, decidimos analizar el proceso de autofagia
en las células que acumulan prelamin A en condiciones basales y de estrés. Para ello, en primer

lugar, se evalu6 la activacion de mTORC1, uno de los principales reguladores negativos de la
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autofagia (Noda et al., 1998) a través del estado de fosforilacién de uno de sus sustratos diana
(Fingar et al., 2002), la subunidad S6 de la proteina ribosémica (pS6). La privacién de suero actla
como sefial de estrés que activa el proceso de autofagia (Levine et al., 2008) e inhibe a mTORC1
(Figura 37).
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Figura 37. Esquema representativo del proceso de macro autofagia evaluado. Las distintas sefiales que
activan la autofagia (proteinas mal plegadas, organulos celulares dafiados, privacion de suero, entre otros), estimulan
la formacién de autofagosomas. Para formar la doble membrana de estas vesiculas se requiere la transformacion de la
proteina LC3-I a LC3-Il, asi como el reclutamiento de otras proteinas como p62. Por lo cual, el paso inicial de la macro
autofagia involucra un aumento en los niveles de LC3-ll. Posteriormente los autofagosomas se fusionan con los
endosomas, formando el anfisoma, el cual a su vez debera fusionarse con el lisosoma para formar la vesicula de
degradacion final de este proceso que es el auto lisosoma, donde los "desechos celulares” seran eliminados. Llegados a
este paso final la cantidad de la proteina p62 deberia disminuir puesto que seria degradada en una autofagia eficaz con
un flujo normal del proceso.

En condiciones de privacién de suero la proteina fosfo-S6 (pS6) mostré una menor
expresion en las hMSC control en comparacién con las células que se habian cultivado en
condiciones basales como se observa en la figura 38. Cabe destacar que en condiciones de
privacion de suero y acumulacién de prelamin A, la via de mTORC1 se encontré ain mas
reprimida que en las células control sometidas a privacién de suero (Figura 38), lo que sugeriria
que la autofagia podria estar acrecentada en las hMSC que acumulan prelamin A en dichas
condiciones de estrés. Para comprobar esta posibilidad se analiz6 el estado de prenilacion de la
proteina LC3. Durante el proceso normal de autofagia, la extension C-terminal de la proteina
citosolica LC3 se escinde para formar LC3-1, que finalmente se modifica en la forma conjugada
con fosfatidiletanolamina, conocida como LC3-Il, la cual finalmente es reclutada para formar las
membranas de los autofagosomas (Kabeya et al., 2000) (como podemos observar en el esquema

de la Figura 37).

En las hMSC que acumulan prelamin A cultivadas en condiciones de privacion de suero
(Figura 38), se induce una transformacion considerable de LC3-l a LC3-II. El incremento de la

proteina en la forma de LC3-1l podria deberse tanto a un incremento del flujo de la autofagia
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como a un bloqueo en la maduracion del autofagosoma. Con el fin de determinar cual es el
mecanismo determinante en este caso, cuantificamos la proteina p62 que se utiliza como
marcador del flujo de autofagia, puesto que se une a las proteinas poli-ubiquitinizadas y que se
degrada durante el proceso de autofagia. Como era de esperar, la expresion de la proteina p62
disminuy6 en las hMSC control en condiciones de privacion de suero. Sin embargo, en las hMSC
gue acumulan prelamin A en condiciones de privacion de suero, se detecté un aumento en los
niveles de p62, lo que indica que el flujo de la autofagia se encuentra inhibido o retardado en
estas células.
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Figura 38. Alteracion de la Autofagia en hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de estrés. A) Western
blot de las proteinas indicadas en hMSC control y que acumulan prelamin A cultivadas en condiciones basales (medio
completo) o estrés (de privacion de suero). La B-actina se utilizé como control de carga. B) Anélisis por densitometria
de cada proteina. Datos procedentes del andlisis por triplicados a partir de hMSC derivadas de tres donantes diferentes
de médula 6sea (BM). Las barras representan el promedio de cada proteina analizada * SD. * p <0,01.
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Para confirmar esta observacion se trataron las hMSC con Bafilomicina Al (Baf-Al), un
inhibidor de la bomba de protones de los lisosomas que causa acumulacién de autofagosomas, lo
que induce un aumento en los niveles de LC3-ll cuando se compara con células no tratadas.
Como se esperaba, no se detectd ninguna diferencia entre las hMSC control y las que acumulan
prelamin A después del tratamiento con Baf-Al en condiciones basales. Sin embargo, en
condiciones de privacion de suero las hMSC que acumulan prelamin A tratadas con Baf-Al no
pudieron acumular LC3-Il contrariamente a lo que ocurrid en las células control (Figura 39), lo
que confirma que el flujo de la autofagia se encontraba inhibido o retardado en estas células. De
hecho, se produjo un aumento ligero pero significativo en la expresion de p62 en las hMSC que
acumulan prelamin A cultivadas en medio completo (Figura 38), lo que sugiere que prelamin A

podria inducir la expresion de esta proteina por si misma.

Baf-A1 - -+ o+ - - s 4
Privacion de suero - - - - + + + +
Ctrl Pre Ctrl Pre Ctrl Pre Ctrl Pre

—
LC3-1 o ——=a e ——

LC3-11 P

B-actina p > CE"S N GEED GNP GHND SL Sw—

Figura 39. Determinacion del flujo del proceso de autofagia en las hMSC tratadas con Bafilomicina (Baf-Al).
Western blot del tratamiento con Baf-A1 0,1 uM durante 9 horas. Se muestran los niveles de expresion de las proteinas
LC3-1 y LC3-II. La B-actina se utilizd6 como control de carga. Se realizd el ensayo en hMSC derivadas de dos donantes
diferentes de médula ésea.

Por ultimo, se confirmé la reduccién de la autofagia desde una perspectiva general de
envejecimiento en hMSC en senescencia replicativa. Para ello, hemos comparado hMSC
cultivadas en un nimero de pases menor a 5 (pases bajos) con hMSC cultivadas en un nimero de
pases mayor a 15 (pases altos) que se consideraron como células envejecidas, tanto en
condiciones de privacion de suero como de cultivo en condiciones basales. Se detecté una
disminucion en los niveles de LC3-1I en las células con pases altos cultivadas en condiciones de
privacion de suero (Figura 40). Estos resultados confirman que la autofagia se encuentra alterada

en hMSC senescentes.
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Figura 40. Determinacion de la expresion de las proteinas LC3-1 y LC3-1l en las hMSC en senescencia
replicativa, cultivadas en condiciones de medio completo o de privacion de suero. P. Bajos: hMSC pase <5; P. Altos:
hMSC pase >15. Se muestran los niveles de expresion obtenidos de hMSC derivadas de dos donantes diferentes de
médula ésea (BM). La B-actina se utilizd como control de carga.

6.2.4.4. Disfuncién mitocondrial

El estrés oxidativo mediado por la produccion sostenida de moléculas oxidantes se asocia
con el envejecimiento y enfermedades relacionadas (Hekimi et al., 2011), por lo que nos
preguntamos si la acumulacion de prelamin A podria aumentar los niveles de las especies
reactivas del oxigeno (ROS) en hMSC. Como se observa en la figura 41, pese a que no hubo
diferencias en los niveles de ROS entre las hMSC control y las que acumulan prelamin A en
condiciones basales, si se detectd un aumento significativo de ROS en las hMSC que acumulan

prelamin A cultivadas en condiciones de estrés.
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Figura 41. Aumento de la produccién de ROS en hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de estrés. La
produccién de ROS se analiz6 mediante citometria de flujo midiendo el estado de oxidacién de la molécula derivada
permeante, mediana de la intensidad de fluorescencia de la oxidacién molecular de CM-H,DCFDA. Datos procedentes
del analisis por triplicado a partir de hMSC derivadas de tres donantes diferentes de médula 6sea. Las barras muestran
el promedio £ SD. ** p <0,01.
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6.2.4.5 Aumento de senescencia celular en condiciones de estrés

A raiz de los resultados anteriormente mostrados y debidos a que las hMSC que acumulan
prelamin A sometidas a condiciones de estrés (como la privacion de suero en este caso),

muestran un agravamiento de su fenotipo, revaloramos la senescencia en estas condiciones.

6.2.4.5.1. Cambios morfoldgicos asociados a senescencia

Como se ha introducido anteriormente la senescencia conlleva cambios en la morfologia
celular, determinando alteraciones en su tamafio y forma. Mediante microscopia y tincién de
inmunofluorescencia se estudié la distribucion de la proteina B-tubulina en el citoesqueleto. En
las hMSC que acumulan prelamin A como se muestra en la figura 42, los cambios morfolégicos
asociados con senescencia, como son el incremento de tamario celular, con una forma irregular y
plana, asi como la aparicion de fibras de estrés, se vieron agravados en condiciones de privacion

de suero.

Condicién Basal Privacion de Suero
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Figura 42. Alteraciones morfoldgicas asociadas a senescencia en hMSC que acumulan prelamin A en
condiciones de estrés. Se muestran imagenes representativas de campo luminoso (barra de escala: 100 um) e
imagenes de inmunofluorescencia confocal (barra de escala: 20 um). Rojo: B-tubulina, azul: DAPI. Ctrl: control hMSC,
Pre: hMSC que acumulan prelamin A.

6.2.4.5.2. Incremento de la senescencia en hMSC qgue acumulan prelamin A en condiciones

de estrés.

Para evaluar que repercusion desencadena el estrés celular en el proceso de senescencia
en nuestro modelo, se tifieron con solucién SA-B-gal las hMSC control y las que acumulan

prelamin A, tanto en condiciones basales como en condiciones de privacion de suero. Como se
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observa en el grafico de la figura 43, en condiciones de privacion de suero hubo un aumento
significativo de la actividad peri-nuclear de la enzima SA-B-galactosidasa (Dimri et al., 1995;
Narita et al., 2003), con una mayor proporcion de células senescentes en las hMSC que acumulan

prelamin A (52.91 %) frente a las células control (28.54 %).
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Figura 43. Incremento de la Senescencia en hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de estrés. Analisis
de la actividad de la enzima SA-B-galactosidasa en hMSC que acumulan prelamin A en condiciones basales y de estrés.
Las células senescentes (positivas para SA-B-galactosidasa) se han contado de forma aleatoria, en al menos 600 nucleos
en cada muestra. Los ensayos se han realizado por triplicado en hMSC derivadas de cuatro donantes diferentes de
medula ésea. Ctrl: control hMSC. Pre: hMSC que acumulan prelamin A. Las barras muestran el promedio * SD. *p<0.05,
**p<0.01.

Como hemos observado hasta el momento en las hMSC que acumulan prelamin A se
producen alteraciones en los marcadores primarios del envejecimiento propuestos por Lopez-
Otin et al., (2013), recapitulando la inestabilidad gendmica, el acortamiento de los telomeros, las
alteraciones epigenéticas (Ruiz de Eguino et al., 2012) y la pérdida de la homeostasis proteica.
Estos serian los responsables directos del dafio celular que ocurre durante el proceso de
envejecimiento y nos indican un compromiso en la capacidad de respuesta de la célula. Al
someter a condiciones de estrés las hMSC que acumulan prelamin A para evaluar si esta
respuesta se encuentra comprometida, observamos no solo la exacerbacion de los fenotipos de
los marcadores primarios, sino que se produce una mayor senescencia y un incremento en la
produccion de ROS, ambos marcadores antagonicos del envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013),
los cuales se encargan de responder al dafio que ha sufrido la célula. Todo esto nos sugiere que
los marcadores de integracion, que son la comunicacion intercelular y el agotamiento de las
reservas de células madre, responsables finales del fenotipo de envejecimiento celular (Lopez-

Otin et al., 2013), probablemente se encuentren afectados.
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6.2.5 Estudio de la funcionalidad in vivo

6.2.5.1. Las hMSC que acumulan prelamin A muestran una actividad funcional disminuida in

Vivo

En virtud de que las hMSC que acumulan prelamin A recapitulan los fenotipos de
envejecimiento, se estudio la relevancia de estos cambios examinando su competencia funcional
in vivo. Con éste propdsito utilizamos un modelo establecido (Kinnaird et al., 2004) basado en la
capacidad de las hMSC para mejorar significativamente la circulacion vascular después de su
trasplante en las extremidades posteriores isquémicas de ratones inmunocomprometidos. El uso
de ratones con inmunodeficiencia combinada severa (SCID) permite evitar la respuesta
inmunitaria frente a las células humanas (o provenientes de otras especies) trasplantadas. Para
ello, se indujo una isquemia ligando la arteria femoral y sus ramas colaterales en el miembro
posterior izquierdo de los ratones. Inmediatamente después de la ligadura se trasplantaron las
hMSC control (Ctrl) o las hMSC que acumulan prelamin A (Pre) mediante inyecciones
intramusculares en el miembro posterior izquierdo. Como control de la técnica, se inyecté un
subgrupo de ratones con medio de cultivo sin células (vehiculo).

A los 14 dias del trasplante, se evalud la tasa de perfusion (funcionalidad tisular) de las
extremidades posteriores isquémicas y sus controles contralaterales, mediante Tomografia de
Emision de Positrones (PET). La tomografia por emision de positrones es una técnica de imagen
funcional, que proporciona informacion sobre el funcionamiento y metabolismo celular,
complementaria a las técnicas morfolégicas como la Tomografia Computada. En nuestro caso
utilizamos como trazador la molécula de amonio marcado con nitrégeno-13 (NH4[13N]), que nos
permitié cuantificar el flujo sanguineo de los miembros posteriores en los ratones y el consumo
de los trazadores en los volumenes de interés (VOI) delimitados previamente (ver seccion 3 de
Material y Métodos). Se genera asi una medida precisa de la perfusion tisular y, por lo tanto, de
la viabilidad tisular de las regiones estudiadas, las cuales se expresaron como razén de velocidad
de perfusion media. La mayor velocidad de perfusion nos indica un menor compromiso de la
zona afectada.

El grupo de ratones inyectados con el vehiculo (n = 5) present6 una razén de velocidad de
perfusion media de 0,5566, valores similares a los presentados por el conjunto de ratones (n = 7)
a los que se inyectaron las hMSC que acumulan prelamin A con una razon de velocidad media de
perfusion de 0,5534 (Figura 44). Sin embargo, los animales tratados con las hMSC control (n = 7)
tuvieron una tasa media de perfusion significativamente mayor (0.8580) en comparacion tanto

con el grupo vehiculo como con el grupo hMSC que acumulan prelamin A.
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Figura 44. Alteracion de la funcionalidad de las hMSC que acumulan prelamin A in vivo. Tasa de perfusién en
ratones a los 14 dias del trasplante de hMSC, evaluada mediante PET. Las cajas y barras muestran el promedio + SD de
la tasa de perfusién. Pre: hMSC que acumulan prelamin A. Ctrl: hMSC control. ** p <0,01, * p < 0,05.

Se monitoriz6 ademas de forma evolutiva el flujo sanguineo de las extremidades
posteriores con un sistema laser doppler en las siguientes situaciones: inmediatamente posterior
a laisquemia, y en los dias 7, 14 y 21 posteriores al trasplante. En todos los casos se compar6 el
flujo sanguineo en la extremidad posterior isquémica frente al flujo sanguineo en la contralateral
sana. El doppler laser revel6 una restauracion del flujo sanguineo significativa a los 14 dias
posteriores a la isquemia en las extremidades inyectadas con hMSC control y un aumento aun
mayor a los 21 dias (Figura 45), lo que nos muestra claramente el potencial regenerativo que
tienen las hMSC control. Sin embargo, la acumulacion de prelamin A interfiere con la capacidad
homeostatica de las hMSC in vivo, por su incapacidad de restaurar el flujo sanguineo de la

extremidad posterior isquémica.
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Figura 45. La acumulacion de prelamin A interfiere con la funcionalidad de las hMSC in vivo. Cuantificacion
con laser doppler del flujo sanguineo de la extremidad posterior después del trasplante de las hMSC (Post-isquemia =
flujo sanguineo medido inmediatamente después de realizacion de la isquemia). ** p <0,01, * p <0,05. Las barras
corresponden al promedio + SEM. Pre: hMSC que acumulan prelamin A. Ctrl: hMSC control.

Consistentemente con estos resultados, el 100% de los ratones inyectados con el vehiculo
(medio de cultivo sin células) y el 60% de los animales trasplantados con las hMSC que acumulan
prelamin A perdieron su miembro posterior izquierdo (isquémico). Sin embargo, Unicamente el
28% de los ratones inyectados con las hMSC control sufrieron la amputacion de la extremidad

posterior como consecuencia de la isquemia inducida (Figura 46).

Vehiculo

Ctrl

Pre

Figura 46. Actividad disfuncional de las hMSC que acumulan prelamin A in vivo. Se muestran imagenes
representativas de fotografias (izquierda) y de tomografias por emision de positrones (derecha), de las extremidades
posteriores de los animales en cada condicion, 14 dias después de la induccion de la isquemia y el trasplante de hMSC.
El circulo oscuro corresponde a la vejiga de los ratones que se quita de la imagen para no interferir en el anélisis de la
sefial del PET. Pre: hMSC que acumulan prelamin A. Ctrl: hMSC control.
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6.2.6. Analisis del perfil génico.

El hecho de que en condiciones de estrés se acumule mayor cantidad de prelamin A, asi
como la observacién de los fenotipos que se exacerban o agravan en estas mismas condiciones,
sugirieron que pudiera existir una alteracion en el perfil de expresion génica de las hMSC
sometida a estrés. Para evaluar este supuesto, se realizé un analisis de expresién génica de todo
el genoma basado en microarrays de las hMSC que acumulan prelamin A comparandolos con el

de sus controles, cultivadas en condiciones de privacion de suero.

6.2.6.1. Alteracion del perfil de transcripcion génico.

Se encontraron cambios significativos, que definimos como aquellos que tenian un fold +
1,4 (p <0,05), en 1.284 transcriptos en las hMSC que acumulan prelamin A frente a los controles
en condiciones de estrés (Figura 47), siendo aproximadamente el 50% de los cambios de
regulacion positiva y el otro 50% de regulacion negativa. En un estudio previo llevado a cabo en
nuestro laboratorio donde se analizo el perfil de expresion génico de las hMSC no sometidas a
estrés, el nimero de transcriptos con regulacion alterada como consecuencia de la acumulacién
de prelamin A en hMSC frente a las células control fue de 111 (Ruiz de Eguino et al., 2012). Lo
gue demuestra que la privacion de suero altera significativamente el perfil de expresion génico
en las hMSC que acumulan prelamin A, como se observa esquematicamente en el gréafico de la
figura 47, hecho que esta en concordancia con la mayor severidad de los fenotipos observada en

condiciones de estrés.
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Figura 47. Las condiciones de privacion de suero inducen cambios profundos en el perfil de transcripcion
génica de las hMSC que acumulan prelamin A. Andlisis de la expresion génica basado en microarrays. Tanto en las
condiciones basales como de privacion de suero se caracterizaron dos muestras bioldgicas y una replica técnica por
condicion, por lo que se realizaron finalmente tres hibridaciones independientes por condicion de tratamiento. Pre:
hMSC que acumulan prelamin A. Ctrl: hMSC control.
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6.2.6.2. Clasificacion funcional de los genes desregulados en hMSC que acumulan prelamin A en

condiciones de estrés.

Para abordar la relevancia funcional de estos genes expresados diferencialmente, se
procediod a asignarles una categoria ontoldgica utilizando para ello la herramienta bioinformatica
de anotacion ontoldgica Gene Ontology (GO) dentro de la aplicacion DAVID (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) (Huang et al., 2009). Entre las categorias mas
sobrerrepresentadas en la lista de transcritos regulados positivamente se encontraron los genes
relacionados con la proliferacion celular, los lisosomas, el envejecimiento, la respuesta al estrés
oxidativo y las mitocondrias. Mientras que entre los transcritos regulados negativamente las
categorias enriquecidas mas significativas se relacionaron con el citoesqueleto, la adhesion
celular y los procesos de oxidacion-reduccion (Tabla 6). Estos resultados mostraron que las hMSC
que acumulan prelamin A en condiciones de privacién de suero exhiben una expresion génica
caracteristica de hMSC senescentes, ya que presentan cambios en el citoesqueleto, la adhesién
celular y el estrés oxidativo (Kasper et al., 2009). Mas aun, y consolidando este analisis se
observaron cambios en la expresion de los genes relacionados con las categorias de
envejecimiento y lisosomas. Estos datos son consecuentes con los resultados obtenidos in vitro,
donde comprobamos que las células que acumulan prelamin A en condiciones de estrés
presentan fenotipos especificos del envejecimiento, incluida la alteracion del proceso de

autofagia.

Tabla 6. Categorias de Procesos Biolégicos enriquecidos significativamente como consecuencia de la acumulacion de
prelamin A en condiciones de estrés.

ACCESO GO TERMINO GO Puntuacion Valor p
EASE
Transcriptos GO: 0042127 | Regulacion de la Proliferacion Celular 2.99E-11 0.0004
Regulados GO: 0005764 | Lisosoma 0.013 0.013
Positivamente G0: 0007568 | Envejecimiento 0.03 0.03
GO: 0005739 | Mitocondrias 0.034 0.034
GO: 0006979 | Respuesta al Estrés oxidativo 0.035 0.035
GO: 0016209 | Actividad Antioxidante 0.036 0.036
Transcriptos GO: 0005856 | Citoesqueleto 9.03E-08 0.000004
Regulados G0: 0007155 | Adhesion Celular 1.29E-12 0.0001
Negativamente GO: 0030198 | Organizacion Matriz Extracelular 0.001 0.001
GO: 0055114 | Oxidacion-Reduccion 0.01 0.01

En la tabla se muestran las categorias significativamente enriquecidas segin una puntuacién EASE < 0,05. Entre los genes
desregulados en las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de privacion de suero. Se utiliz6 la herramienta de
analisis bioinforméatica DAVID. GO: ontologia génica, EASE: (Expression Analysis Systematic Explorer) explorador
sistemético de analisis de expresiones.
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6.2.6.3. Validacién de los genes desregulados en las hMSC que acumulan prelamin A en

condiciones de estrés.

A continuacion, se validaron mediante la técnica de RT-gPCR la desregulacion de un
subgrupo de genes involucrados en los procesos de oxidacion-reduccion (SEPX1, DHRS9, RDH5 y
PIG3) y en la respuesta al estrés oxidativo (HIF1A, SCARA3, DHCR24, DDIT3, BCL2 y GPX3) (Figura
48). De igual modo se valido la expresion de algunos de los genes conocidos por estar regulados

positivamente en las hMSC senescentes (Wagner et al., 2008): CTSK, GPNMB y Ly96 (Figura 49).
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Figura 48. Validacién mediante RT-gPCR de un subconjunto de genes agrupados en las categorias de
oxidacion-reduccion y en respuesta al estrés oxidativo. Se muestra la razén de expresién génica entre las hMSC que
acumulan prelamin A frente a sus controles, en condiciones de privacion de suero. Para la normalizacién de la
expresion génica se utilizo GAPDH. Los datos representan la media de los triplicados de tres ensayos en hMSC
derivadas de tres donantes diferentes de medula dsea. Las barras representan el promedio + SD. *P<0,05, **P<0,01.
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Figura 49. Validacion por RT-gPCR de genes asociados a senescencia que estan regulados positivamente en
hMSC senescentes. Se muestra la razén de expresion génica entre las hMSC que acumulan prelamin A frente a sus
controles, en condiciones basales y de privacion de suero. Para la normalizacion de la expresion génica se utilizo
GAPDH. Los datos representan la media de los triplicados de tres ensayos en hMSC derivadas de tres donantes
diferentes de medula dsea. Las barras muestran el promedio + SD. *P<0,05.

En la tabla 7 se muestran las categorias identificadas por el analisis mediante DAVID en las

que se sitian estos genes.
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Tabla 7. Nombre, rol funcional, regulacion y descripcion de los genes validados por andlisis de RT-qPCR.

Nombre Ontologia Génica Regulacion Descripcion del gen
génica
SEPX1 Oxidacién-Reduccion Negativa Metionine-R-sulfoxide reductase B1
DHRS9 Negativa Dehydrogenase/Reductase 9
RDH5 Negativa Retinol dehydrogenase 5 (11-cis/9-cis)
PIG3 Negativa p53-inducible gene 3 quinone
oxidoreductase
HIF1A Respuesta al estrés Negativa Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit
SCARA3 oxidativo Negativa Scavenger receptor class A, member 3 /Cel
Stress Resp 1
DHCR24 Negativa 24-dehydrocholesterol reductase
DDIT3 Positiva DNA damage inducible transcript 3
BCL2 Positiva B Cell CLL/lymphoma 2
GPX3 Positiva Glutationes peroxidase 3
CTSK Envejecimiento Positiva Cathepsin K
GPNMB Positiva Glycoprotein transmembrane nmb
LY96 Positiva Lymphocyte antigen 96

6.3. OBJETIVO 3: IDENTIFICACION DE MECANISMOS MOLECULARES
INVOLUCRADOS EN EL ENVEJECIMIENTO HUMANO EN MSC.

6.3. Busqueda de factores de transcripcién potencialmente alterados

Se ha descrito previamente que las alteraciones de la ldmina nuclear, especificamente por
acumulacion de prelamin A, obstaculizan el funcionamiento normal de la célula, provocando
entre otras modificaciones la retencion de factores de transcripcion a nivel de su entramado de
filamentos. De entre ellos cabe destacar el factor de transcripcion SREBP1 en fibroblastos de
pacientes con laminopatias y en pre-adipocitos murinos (Capanni et al., 2005), y Spl en
adipocitos derivados de hMSC (Ruiz de Eguino et al., 2012). El hecho de que los factores de
transcripcion queden retenidos en la envoltura nuclear impide a los mismos desempefiar su

funcién normal.

Con objeto de identificar potenciales factores de transcripcion cuya funcion pueda estar
comprometida por la acumulacion del precursor prelamin Ay, a su vez, involucrados en los
fenotipos de envejecimiento se utilizd el programa bioinformatico Distant Regulatory Elements,
DIRE (Gotea et al., 2008). Esta herramienta bioinformética analiza los promotores de los genes

desregulados entre los genes desregulados en las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones

87



Resultados

de estrés, e identifica un posible enriquecimiento de secuencias diana para un factor de
trasncripcion. Comparando los genes alterados que mostraban un fold de 1.4 frente a un
conjunto aleatorio de 5.000 genes el programa DIiRE sefialo a Oct-1 como el factor de
transcripcion mas sobrerrepresentado, el cual podria estar participando en la alteracion de la
regulacion génica observada en nuestros resultados. Como observamos en el gréfico de la figura
50, Oct-1 destaca con aproximadamente un 18% de Ocurrencia (pardmetro que indica la fraccion
de elementos reguladores posibles que contiene un sitio de unién para un factor de transcripcion
en particular) y con una Importancia (que es el producto de la ocurrencia y el peso asignado a
cada factor de transcripcion lo que resulta en una medida de la asociacion del factor de

transcripcion en relacion al total de genes analizados) superior a 0,1.
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Figura 50. Analisis in silico mediante DiRE de posibles factores de transcripcion involucrados en la alteracion
de la regulacion génica de las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de estrés. El andlisis de los genes que
se encuentran desregulados en las hMSC que acumulan prelamin A sefiala a Oct-1 como factor de transcripcion con
mayor probabilidad de estar relacionado a estos cambios. La grafica muestra los 10 factores de transcripcion
candidatos clasificados por importancia.

6.3.1. Analisis de Oct-1 como posible factor de transcripcion involucrado en el envejecimiento
de hMSC.

6.3.1.1. Aumento de la expresién de Oct-1 en hMSC gue acumulan prelamin A sometidas a

condiciones de estrés.

Debido a los hallazgos previos y al hecho de que Oct-1 es un conocido sensor de estrés
celular (Tantin et al., 2005) evaluamos la expresion y distribuciéon sub-celular de Oct-1 en las
hMSC control y en las que acumulan prelamin A tanto en condiciones basales como de privacién
de suero. Como era de esperar, la expresion de Oct-1 fue inducida, presentando una localizacién
nuclear en las hMSC control después de someterlas a condiciones de estrés (privacion de suero)
(Figura 51). Pese a que la acumulacién de prelamin A no indujo ninguna alteracién en la

expresion de Oct-1, si se detectd sobre-expresién de Oct-1 cuando las hMSC que acumulan
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prelamin A se sometieron a privacion de suero. Destacamos a su vez, el hecho observado
previamente donde la combinacion de la acumulacion de prelamin A en las hMSC y la privacién
de suero, promueve a su vez una mayor acumulacion de prelamin A por un mecanismo

desconocido (Figura 34).
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Figura 51. La acumulacion de prelamin A en hMSC en condiciones de privacion de suero induce sobre-
expresion de Oct-1. Imagenes representativas de microscopia confocal de la tincion por inmunofluorescencia que
muestra la expresion de Oct-1 (verde) y prelamin A (rojo) en las hMSC en condiciones basales (con medio completo) o
de privacion de suero (estrés). Barra de escala: 20 um. Pre: hMSC que acumulan prelamin A, ctrl: hMSC control.

6.3.1.2 Andlisis funcional de la actividad de Oct-1

Posteriormente examinamaos si esta sobre-expresion de Oct-1 observada en condiciones de
acumulacién de prelamin Ay privacién de suero, ocasionaba alguna repercusion en su actividad
transcripcional. Como se advierte en la figura 52 la actividad del gen reportero de Oct-1 aument6
considerablemente en las hMSC control sometidas a privacion de suero, en concordancia con su

funcion como sensor de estrés y con su expresion aumentada en dichas condiciones (Figura 51).
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Sin embargo, aunque la acumulacién de prelamin A por si sola no alter6 la actividad
transcripcional de Oct-1 (Figura 52), esta actividad disminuy0 significativamente en las hMSC que

acumulan prelamin A en condiciones de privacion de suero.
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Figura 52. Las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de privacion de suero muestran una alteracion
en la actividad de Oct-1. Ensayos del reportero de luciferasa de la actividad del factor de transcripcion Oct-1 en hMSC
cultivadas en condiciones basales (medio completo) o de estrés (privacion de suero). RLU: Unidades (del inglés: raw
light units). Las barras representan el promedio + SD de hMSC derivadas de 3 donantes distintos de médula ésea. Pre:
hMSC que acumulan prelamin A, ctrl: hMSC control. ** p <0,01.

6.3.1.3. Andlisis de la interaccién Oct-1 con prelamin A

Como describimos anteriormente al inicio de este apartado, estudios llevados a cabo por
otros autores (Capanni et al., 2005) asi como por nuestro grupo de investigacion (Ruiz de Eguino
et al., 2012) han demostrado interacciones entre el precursor prelamin A acumulado y otros
factores de transcripcion. Con objeto de determinar si la reduccion de la actividad de Oct-1 se
debe a una interaccion directa entre prelamin Ay Oct-1 se realiz6 un ensayo in situ de Proximity
Ligation Assay (PLA). Se trata de un método altamente especifico que permite evaluar la
interaccion fisica de complejos proteina-proteina (Coste et al., 2010; Chamcheu et al., 2011;
Soderberg et al., 2006). De manera que Unicamente las proteinas que interaccionan entre si,
emiten una sefial que es registrada mediante microscopia de fluorescencia. Como se muestra en
la figura 53, se detectan interacciones entre Oct-1 y prelamin A en las hMSC que acumulan
prelamin A en condiciones de estrés, sin poder detectar interacciones entre estas dos proteinas

en las células de control.
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Figura 53. Interaccién entre prelamin Ay Oct-1 en hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de estrés.
PLA para prelamin A y Oct-1. Cada punto rojo corresponde a la interaccion fisica proteina-proteina cuando estas de
encuentran a menos de 40 nm de distancia fisica. Se muestra una imagen representativa del ensayo realizado en hMSC
derivadas de dos donantes diferentes de medula 6sea. Barra de escala 20 pm. Pre: hMSC que acumulan prelamin A.
Ctrl: hMSC control.

6.3.1.4. Silenciamiento de Oct-1

Los hallazgos anteriores sugieren que la desregulacion de la actividad transcripcional de
Oct-1 podria contribuir al menos en parte a la alteraciéon del perfil de transcripcién génica que
exhiben las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de privacion de suero. Con el fin de
dilucidar el rol funcional que podria desempefiar Oct-1 en la homeostasis de las hMSC, decidimos
silenciar su expresion en estas células transfectando un vector viral que expresa un RNA de

interferencia especifico para Oct-1 (shRNA-Oct-1). El silenciamiento de Oct-1 se confirmé tanto a
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nivel de proteina como génico, utilizando las técnicas de western blot (Figura 54) y RT-qPCR

(Figura 55), respectivamente.
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Figura 54. Western blot que comprueba el silenciamiento de Oct-1. Se observa la disminucién en la expresion
de Oct-1 posteriormente a su silenciamiento con los vectores lentivirales ShRNA-Oct-1 y ShRNA-NT (NT: no dirigidos,
control) en hMSC derivadas de dos donantes diferentes de medula ésea (BM). Los nimeros corresponden a la
cuantificacién de la densitometria de las bandas para la expresién de Oct-1, relativizadas con su respectivo control de
carga, para lo cual usamos la B-actina.
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Figura 55. Validacion por RT-gqPCR del silenciamiento de Oct-1 en hMSC. Se muestra la disminucion de los
niveles relativos de RNA de Oct-1. Para la normalizacién de la expresion génica se utiliz6 GAPDH. Los datos
representan la media de los triplicados de tres ensayos en hMSC derivadas de tres donantes diferentes de medula
Osea. Las barras muestran el promedio + SD. *P<0,05.

Los cultivos de las hMSC silenciadas para Oct-1 presentaron una disminucion en la
proliferacion, con una marcada reduccion del namero de células (50% de supervivencia) asi como
cambios en su morfologia. Estas células adquieren una forma irregular y plana caracteristica de
células senescentes, lo que subraya el papel fundamental que desempefia este factor de
transcripcion en la supervivencia celular. En la figura 56 se muestra una imagen representativa

del cultivo celular en las hMSC a las 72 horas y a los 7 dias posteriores al silenciamiento de Oct-1.
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Figura 56. Alteraciones morfoldgicas y proliferativas asociadas al silenciamiento de Oct-1 en las hMSC. Se
muestran imagenes representativas de campo luminoso (barra de escala: 100 pum).

A continuacién, analizamos la susceptibilidad de las hMSC silenciadas para Oct-1 sometidas
a condiciones de estrés, como la privacion de suero. Como puede apreciarse en la figura 57 hubo
una disminucién considerable de la supervivencia celular tras el silenciamiento de Oct-1 en las
hMSC en condiciones de cultivo basales, demostrando que la funciéon de Oct-1 en las hMSC es
esencial para promover la supervivencia celular. En condiciones de privacion de suero, las hMSC
control (infectadas con vectores no dirigidos: NT) exhibieron una reduccién en su namero de
células, probablemente debido al hecho de que el propio proceso de infeccién promueve que
estos cultivos primarios de hMSC sean mas susceptibles a condiciones de estrés. Por el contrario,
las hMSC silenciadas para Oct-1 en condiciones de estrés mostraron una leve disminucién, similar
a la supervivencia celular observada en condiciones basales, demostrando que a pesar de que la
actividad de Oct-1 es fundamental para la supervivencia de las hMSC, el silenciamiento de Oct-1
no hace que las células sean mas susceptibles a la condicion de privacion de suero como inductor

de estrés en este caso.
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Figura 57. Supervivencia celular en hMSC silenciadas para Oct-1. Los datos representan la media de los
triplicados de hMSC derivadas de dos donantes diferentes de medula 6sea. Como NT (no dirigidos) se muestran los
controles y como Oct-1 las hMSC transducidas con shRNA-Oct-1. Las barras muestran el promedio + SD.

6.3.1.5. El silenciamiento de Oct-1 induce senescencia

A su vez, nos preguntamos si Oct-1 podria explicar otras caracteristicas del envejecimiento.
Nos centramos en dos fenotipos que también se encontraron alterados en nuestro modelo
experimental humano como consecuencia de la acumulacion de prelamin A, como son la

senescencia celular y la autofagia.

Las células senescentes se analizaron mediante la tincion de B-galactosidasa (Figura 58),
gue mostrd un aumento significativo en la senescencia en las hMSC silenciadas para Oct-1 (73 %),
en comparacion con las hMSC control (23%). Este aumento en la senescencia de las hMSC
silenciadas para Oct-1 concuerda con las alteraciones morfoldgicas observadas anteriormente en

estas células en condiciones basales (Figura 56).
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Figura 58. Induccién de senescencia en las hMSC silenciadas para Oct-1. En la parte superior de la figura se
muestra una imagen representativa de la tincion con SA B-gal y en la parte inferior se indica la cuantificacion. Como NT
(no dirigidos) se muestran los controles y como Oct-1 las hMSC transducidas con shRNA-Oct-1. Barra de escala: 100
um. Se usaron hMSC derivadas de dos donantes diferentes de médula 6sea. Las barras corresponden a la media * SD.

6.3.1.6. El silenciamiento de Oct-1 activa la autofagia en hMSC.

A continuacion, evaluamos la via de la macroautofagia en las hMSC en las que se habia
silenciado la expresion de Oct-1. Observamos una disminucion en la expresion de la forma
fosforilada de la proteina S6 (pS6) en las células con Oct-1 silenciado, especialmente en
condiciones de privacion de suero (Figura 59). A su vez, se produce un aumento en la formacién
de los autofagosomas, determinado por el incremento en la expresion de LC3-1 (como muestra el
esquema de la Figura 37), de forma similar a lo que sucede en las hMSC que acumulan prelamin A
en condiciones de privaciéon de suero (Figura 38). Estos resultados mostraron que Oct-1 actla
como un factor de transcripcion esencial para la activacion de la via mTORC1 y la inhibicion de la
autofagia en condiciones de estrés. Sin embargo, y contrariamente a nuestras observaciones
anteriores en las hMSC que acumulan prelamin A que presentan una autofagia disfuncional, el
proceso de autofagia en hMSC con Oct-1 silenciado parece ser eficiente, como indica la
disminucion de la expresion de la proteina p62. Es importante destacar que este resultado se
observd independientemente de las condiciones de privacion de suero (Figura 59), lo cual sefiala

a Oct-1 como un factor critico en la regulacion de la expresion de p62 en las hMSC.
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Figura 59. El silenciamiento de Oct-1 induce la autofagia en hMSC. A) Western blot de las proteinas indicadas
en hMSC silenciadas para Oct-1 y sus controles (NT). Se utilizé B-actina como control de carga. B) Graficos de la
densitometria para cada proteina analizada. Para estos experimentos se usaron hMSC derivadas de dos donantes
diferentes de médula ésea (BM#1 y BM=2).

6.3.2. Andlisis del Rol de Oct-1 en la regulacién del procesamiento de la proteina prelamin A.

Previamente observamos que la acumulacion de prelamin A es mayor en condiciones de
estrés, como la privacion de suero (Figuras 34 y 35), revelando que la combinacion de ambos,
actlia de manera sinérgica por un mecanismo hasta ahora desconocido. Advertimos ademas, que
la acumulacion de Oct-1 se acrecentd notablemente en condiciones de estrés y acumulacion de
prelamin A, por lo que nos preguntamos si este factor de transcripcion que es un sensor de estrés
podria participar en la regulacion de prelamin A. Por otra parte, Ragnauth et al. (2010)
observaron en células musculares lisas vasculares que tanto el estrés oxidativo (inducido con
peroxido de hidrégeno) como la privacion de suero, producen una disminucion en los niveles del
mRNA de la enzima esencial en el procesamiento de la proteina lamin A, denominada ZMPSTE24.

Por lo cual decidimos valorar los niveles de expresion de ZMPSTE24 en las hMSC que acumulan
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prelamin A en condiciones basales y en condiciones de privacién de suero. Como observamos en
la figura 60, las hMSC que acumulan prelamin A presentan una disminucion significativa de los
niveles de ZMPSTE24. Se observa ademas, un ligero pero significativo aumento de los niveles de

MRNA de ZMPSTE24 en las hMSC control en condiciones de estrés.
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Figura 60. Disminucion de la expresién de ZMPSTE24 en hMSC que acumulan prelamin A. Anélisis por RT-
gPCR de los niveles de expresion del gen ZMPSTE24 en las hMSC que acumulan prelamin Ay sus controles, tanto en
condiciones basales como de estrés. Se muestra la razon de expresion génica frente al control en condiciones basales.
Para la normalizacién de la expresion génica se utiliz6 GAPDH. Los datos representan la media de los triplicados de tres
ensayos en hMSC derivadas de diferentes donantes de medula 6sea. Las barras muestran el promedio + SD. **P<0,01.

A continuacion, estudiamos si estos cambios observados a nivel de la transcripcion génica
se corresponden con los niveles de expresion de la proteina ZMPSTE24 en nuestro modelo
celular. Como se observa en la figura 61, las hMSC que acumulan prelamin A presentan una
expresion disminuida de la proteina ZMPSTE24 en condiciones basales. En cambio, en
condiciones de privacién de suero se evidencia un aumento de la expresion de la misma, lo cual
no se corresponde con la disminucién de la expresion del mRNA de ZMPSTE24 observado

previamente.

BMit1 BM#2
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Privacién de Suero - - + + - - + +
R —
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Figura 61. Las hMSC que acumulan prelamin A muestran una alteracion de la expresion de la proteina
ZMPSTE24. NT: (shRNA no dirigido) son los controles. Se muestran los resultados de dos de los tres ensayos realizados
en hMSC derivadas de tres donantes diferentes de medula 6sea (BM). Los nimeros corresponden a la cuantificacion de
la densitometria de las bandas para la expresion de ZMPSTE24, relativizadas con su respectivo control de carga (B-
actina).
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6.3.2.1. Andlisis in silico del promotor del gen ZMPSTE24

Posteriormente, nos preguntamos si es posible que este gen que participa en la
modificacion post-traduccional de la proteina prelamin A, podria estar regulado al menos en
parte por el factor de transcripcion Oct-1, para lo cual realizamos un analisis computacional
(mediante la aplicacién MotifLocator) del promotor del gen de ZMPSTE24, donde encontramos

cinco sitios putativos de union para Oct-1 (Figura 62).

ZMPSTE24
Region promotora Zona de transcripcion
Region S S—————— - ﬁ |
cromosdémica 40.703.733 40.733.733
Sitios de union a Oct-1 Escala s 600 pb

Figura 62. Esquema representativo. Se muestra la localizacion de los posibles sitios de unién para el factor de
transcripcion Oct-1 en el promotor del gen de ZMPSTE24.

6.3.2.2. Oct-1 requla la expresion génica de ZMPSTE24 en hMSC

Con objeto de determinar si Oct-1 podria estar regulando a ZMPSTE24 estudiamos los
niveles de expresion de este gen en las hMSC silenciadas para el factor de transcripciéon Oct-1,
tanto en condiciones basales como en condiciones de estrés. Como se observa en la figura 63, los
niveles de ZMPSTE24 se encontraron disminuidos en las hMSC silenciadas para Oct-1, siendo
mayor la reduccion de su nivel de expresion en las hMSC silenciadas para Oct-1 en condiciones de
estrés. En cambio, en las hMSC control en condiciones de estrés se observa un leve aumento de
los niveles de ZMPSTE24, al igual que sucedia en la hMSC control en las mismas condiciones en

nuestro modelo experimental (Figura 61).
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Figura 63. Disminucion de los niveles de expresion del gen ZMPSTE24 en hMSC silenciadas para Oct-1.
Mediante el analisis por RT-gPCR se muestra la razon de expresion génica entre las hMSC que acumulan prelamin A
frente a sus respectivos controles, en condiciones basales y de privacion de suero. Para la normalizacién de la
expresion génica se utilizd GAPDH. Los datos representan la media de los triplicados en hMSC derivadas de tres
donantes diferentes de medula ésea. Las barras muestran el promedio + SD. **P<0,01.
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6.3.2.3. Oct-1 requla la expresion de la proteina ZMPSTE24 en hMSC

Seguidamente comprobamos los niveles de expresion de la proteina ZMPSTE24 en las
hMSC silenciadas para el factor de transcripcion Oct-1, tanto en condiciones basales como en
condiciones de estrés. En la figura 64 observamos disminucion de los niveles de expresion de
ZMPSTE24 en las hMSC silenciadas para Oct-1, siendo esta disminucion mayor en condiciones de
estrés, lo que se corresponde con la disminucién de los niveles de expresion a nivel de su RNA
mensajero. Estos resultados en conjunto sugieren que el factor de transcripcion Oct-1 actla

como un regulador positivo de ZMPSTE24.

BM#1 BM#2
Privacion Suero Privacion Suero
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Figura 64. Las hMSC silenciadas para Oct-1 muestran una expresién disminuida de la proteina ZMPSTE24. NT:
(ShRNA no dirigido) son los controles. Se muestran los resultados de dos de los tres ensayos realizados en hMSC
derivadas de tres donantes diferentes de medula 6sea (BM). Los nimeros corresponden a la cuantificacion de la
densitometria de las bandas para la expresion de ZMPSTE24, relativizadas con su respectivo control de carga (B-actina).

Cabe destacar, ademas, que se observa el aumento de los niveles de expresion de
ZMPSTE24 en las hMSC control (NT) en condiciones de privacion de suero, al igual que sucede a

nivel de su mRNA.

6.3.2.4. Oct-1 requla la expresion de prelamin A en hMSC

Debido a que Oct-1 altera la expresion de ZMPSTE24 y esta a su vez tiene una funcion
esencial en el procesamiento de prelamin A, esperamos que las hMSC con una menor actividad
de Oct-1 modifiquen la acumulacién de prelamin A, corroborando de esta manera la funcion
reguladora positiva de Oct-1 sobre la proteasa ZMPSTE24. Para confirmar esta hipotesis
evaluamos los niveles de expresion del sustrato diana de ZMPSTE24 que es la proteina prelamin
A en las células silenciadas para Oct-1. Como muestra la figura 65 se observé la acumulacion de
prelamin A en las hMSC silenciadas para Oct-1, con un incremento en sus niveles de expresion en
las células silenciadas para Oct-1 sometidas a condiciones de estrés. Esta observacion se
correlaciona con la disminucion de los niveles de ZMPSTE24 en estas condiciones que indicamos

anteriormente, por lo que estos resultados avalan la funcién reguladora de Oct-1 en el
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procesamiento de prelamin A y por tanto su participacion activa en el proceso de

envejecimiento.

Condicién basal Privacién de suero

Prelamin A DAPI Prelamin A DAPI

shRNA
NT

shRNA
Oct-1

Figura 65. Acumulacion de prelamin A en las células silenciadas de Oct-1 en condiciones de estrés. Deteccion
de prelamin A (verde) mediante Inmunofluorescencia. Resultado en hMSC derivadas de un Unico donante de médula
6sea. Barra de escala: 20 um.
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Discusion

El creciente envejecimiento de la poblacién constituye un hecho innegable en la sociedad
occidental, el cual es debido en gran parte a la mayor esperanza de vida que acaece en los paises
desarrollados. El envejecimiento fisioldgico no determina por si mismo ninguna enfermedad, sin
embargo, conlleva a la claudicacion funcional de los sistemas de mantenimiento de la
homeostasis celular, constituyendo asi un terreno fértil para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas o cancer. Por ello existe una necesidad real de comprender
los mecanismos moleculares subyacentes a este proceso inevitable. El objetivo final de investigar
los mecanismos involucrados en el envejecimiento es no solo aumentar la expectativa de vida,
sino principalmente lograr diferir el mayor tiempo posible la aparicion de enfermedades
asociadas al envejecimiento, con el fin de aumentar la duracién del periodo de vida libre de
enfermedad. El envejecimiento ha sido estudiado extensamente en multiples organismos como
nematodos y ratones, brindandonos informacién muy valiosa (Lin et al., 1997; Pendas et al.,
2002; Varela et al., 2005; Navarro et al., 2005; Marifio et al., 2008, Scaffidi y Misteli, 2008; Espada
et al., 2008; Kenyon et al., 2010; Carrero et al., 2016). Sin embargo, debido a las innegables
diferencias que hay entre especies y a la complejidad del organismo humano, ninguno de los
estudios en animales recapitula con precision el proceso de envejecimiento en los seres humanos
(Partridge et al., 2007). A raiz de lo cual, en los ultimos afios se han propuesto modelos
experimentales (in vitro) humanos donde poder estudiar el envejecimiento celular y superar
estos inconvenientes, como es el caso de los sindromes de envejecimiento prematuro asociados
al gen LMNA (Zhang et al., 2011; Liu et al., 2011; Nissan et al., 2011). El uso de estos modelos
para estudiar el proceso fisiologico de envejecimiento humano se basa en el hecho de que se ha
detectado la acumulacion de progerina en las hMSC de individuos ancianos (Scaffidi y Misteli,
2006) y en fibroblastos normales sometidos a un alto numero de pases de cultivo (denominado
senescencia replicativa) (Cao et al., 2011). Asi como también la presencia de prelamin A en
células del musculo liso vascular envejecidas (Ragnauth et al., 2010) y de fibroblastos de
individuos centenario (Lattanzi et al., 2014), aunque con niveles muy bajos de expresién con
respecto a los sindromes progeroides.

Se ha descrito previamente en la literatura que la acumulacion de prelamin A inducida por
algunos inhibidores de la proteasa del VIH lleva a un fenotipo de senescencia prematura en varios
tipos celulares, incluyendo fibroblastos (Caron et al., 2007), células endoteliales o células
mononucleares de sangre periférica (Lefévre et al., 2010). Nuestro grupo de investigacion
proporciond evidencia previamente de que la acumulacion de prelamin A inducida por un
inhibidor de la proteasa del VIH (TPV), provoca una reduccion de la proliferacion de hMSC en
cultivo como consecuencia de una senescencia prematura (Ruiz de Eguino et al., 2012). Esta
observacion ha sido confirmada posteriormente por Hernadndez-Vallejo et al. (2013) en el mismo
tipo celular, pero utilizando un tratamiento antirretroviral con inhibidores de proteasa del VIH
distintos a TPV para generar la acumulacion de prelamin A.
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7.1. RECAPITULACION DE LOS FENOTIPOS DE ENVEJECIMIENTO EN LAS
HMSC QUE ACUMULAN PRELAMIN A.

En el presente trabajo exploramos el fenotipo senescente de las hMSC que acumulan el
precursor de Lamin A previamente observado por nuestro grupo, y lo proponemaos como un
modelo experimental de envejecimiento humano basado en la induccién de la acumulacion de
prelamin A en hMSC. El fenotipo de envejecimiento en nuestro modelo es menos severo (similar
al que se observa en la lipodistrofia ligada a LMNA) que los fenotipos mostrados en modelos
experimentales de progeria humana, o0 en pacientes ancianos con patologias asociadas al
envejecimiento. Hemos confirmado que las hMSC que acumulan prelamin A presentan algunas
caracteristicas de las células envejecidas fisioldgicamente, como son el acortamiento de los
telomeros, la induccion del dafio al DNA 'y el fenotipo senescente (disminucion de la proliferacion
celular, mayor porcentaje de células senescentes, cambios morfoldgicos celulares).

Concretamente, demostramos por primera vez que la acumulacion de prelamin A en hMSC
provoca una disminucion de la longitud de los telémeros por un mecanismo adn desconocido.
Dicho acortamiento telomérico se asocia conjuntamente al aumento en el porcentaje de
telomeros cortos. El porcentaje de telomeros criticamente cortos es determinante de la
disfuncién telomérica e influye fundamentalmente en el mantenimiento de la estabilidad
cromosomica y la viabilidad celular (Hemann et al., 2001; Flores et al., 2005; Canela et al., 2007;
Martinez y Blasco, 2010). Esta disminucién parece depender de la longitud inicial de los
telomeros, ya que los individuos con telémeros mas largos (en nuestro caso, las hMSC derivadas
del donante de médula 6sea de 18 afios de edad) a pesar de mostrar un mayor acortamiento de
los telémeros en comparacion con los individuos de mayor edad, no mostraron diferencias en el
porcentaje de telémeros mas cortos. De acuerdo con esta observacion, las hMSC derivadas de los
donantes de medula 6sea de méas de 18 afios de edad, mostraron no solo los tel6meros mas
cortos de forma global, sino que también tuvieron el mayor incremento en el porcentaje de
telémeros criticamente cortos (<3 kb) en condiciones de acumulacién de prelamin A, lo cual
como se ha mencionado anteriormente es una caracteristica de las células envejecidas. Estos
resultados resaltan los efectos que la acumulacion de prelamin A ejerce sobre la longitud de los
telomeros, y més especificamente sobre el acortamiento de los telomeros cuando éstos alcanzan
un umbral minimo de longitud en las hMSC. Cabe aclarar que, aunque la relacion entre la
acumulacion de prelamin A 'y los telomeros no ha sido estudiada en profundidad en modelos
humanos, existe controversia en los estudios realizados con el fin de determinar si progerina era
capaz de inducir el acortamiento de los telémeros (Cao et al., 2011). Esta discrepancia de
resultados entre los distintos grupos investigadores probablemente se debe al hecho de que se
han utilizado diferentes métodos y/o tecnologias para evaluar la longitud de los telémeros, o
también podria deberse a que los niveles de acumulacion de la proteina inmadura no sea el
mismo en todos los casos y por tanto los efectos obtenidos sean diferentes. Sin embargo, los
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resultados recientes obtenidos utilizando el método extremadamente sensible y preciso de HT-Q-
FISH, demuestran que la acumulacion de progerina induce el acortamiento de los telémeros, asi
como un incremento en el porcentaje de teldémeros cortos (Miller et al., 2013), de forma similar a
lo que sucede en nuestro modelo con la acumulaciéon de prelamin A en las hMSC utilizando la
misma tecnologia.

Podemos atribuir como principales causas de la inestabilidad genémica que presentan las
hMSC que acumulan prelamin A, a las alteraciones observadas a nivel de los telémeros, asi como
a los cambios en la morfologia nuclear y al aumento en la sensibilidad en el dafio al DNA en
nuestro modelo, sumadas a la desorganizaciéon de la cromatina y la pérdida de focos de HP1y
observados previamente por Ruiz de Eguino et al., (2012) en el mismo modelo. Todos estos
cambios generan una alteracién del perfil de transcripcion génica, que observamos
fundamentalmente en categorias relacionadas con el estrés oxidativo y los procesos de oxidacion
reduccion, asi como con genes que se han relacionado directamente con el envejecimiento
(Wang et al., 2009). El estado oxidativo de las MSC interfiere con su equilibrio fisiologico y afecta
su potencial de diferenciacién (Bertolo et al., 2017), de hecho, el estrés oxidativo ha demostrado
ser un factor determinante en el envejecimiento de los tejidos (Lopez-Otin et al., 2013). Estudios
recientes en muestras de pacientes han demostrado que los cambios en el perfil de transcripcion
génica en las células no solo dependen de la edad sino del tipo celular estudiado, sobre todo en
genes relacionados con el ciclo celular, manteniendo las células madre derivadas de tejido
adiposo un perfil de transcripcién mas estable que los fibroblastos durante el envejecimiento
(Shan et al., 2017). Ello implica que los mecanismos de regulacién probablemente sean diferentes
si comparamos las MSC con células diferenciadas de distintos tejidos. Esta misma observacion la
podemos realizar con respecto a la senescencia celular, dado que hay células como los miocitos,
células de musculo esquelético o de rifién que no presentan un aumento en el porcentaje de
senescencia en sus células con el envejecimiento fisiolégico (Wang et al., 2009). Y no s6lo existe
diferencia entre los distintos tipos celulares, sino que un mismo mecanismo es capaz de proteger
al organismo ante determinados estimulos o dafarlo frente a otros. En el caso de la senescencia,
ésta puede proteger al organismo del desarrollo tumoral, pero pasado cierto umbral de dafio
promovera envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013). Estas observaciones cobran especial
relevancia ante la premisa de que no todas las células responderan de la misma forma ante los
mismos estimulos nocivos, lo cual es fundamental en el caso de las MSC, que son las encargadas
de mantener la renovacion celular de los diversos tejidos del organismo a los que dan origen.
Lopez-Otin et al., (2013) plantean que el agotamiento de la reserva de células madre como
marcador de integracion, es el responsable directo final de los fenotipos observados durante el
envejecimiento.

Debido a que nuestro modelo se basa en la acumulacion de una forma inmadura de la
proteina Lamin Ay a que la pérdida de la eficiencia en la autofagia es inherente a los organismos
envejecidos, planteamos la hipétesis de que la acumulacion de prelamin A en las hMSC podria
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obstaculizar este proceso necesario para el mantenimiento de la homeostasis celular. El
incremento de la formacién de autofagosomas observado sugiere un aumento de la autofagia en
las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de privacion de suero, como condicion de
estrés celular (Levin et al., 2010). Sin embargo, teniendo en cuenta todos los fenotipos mostrados
en el modelo experimental probablemente esta autofagia no sea eficaz, contribuyendo asi al
fenotipo de envejecimiento prematuro contemplado en las hMSC. Apuntalando este supuesto, la
alteracion en la autofagia que observamos en nuestro modelo es similar a la obtenida en algunos
modelos murinos relacionados con LMNA: como los ratones con inactivacion o delecion
(knockout) para el gen LMNA (que muestran cardiomiopatia dilatada y distrofia muscular) (Ramos
et al., 2012), y ratones deficientes para el gen Zmpste24 (que presentan un fenotipo extremo de
envejecimiento prematuro) (Marifio et al., 2008). Ambos modelos murinos comparten con
nuestro modelo experimental humano un aumento en los niveles de la proteina LC3-Il, lo que
sugiere que la formacion de autofagosomas esta aumentada, sin embargo, existen diferencias
significativas en cuanto a la activacion de la via de mTOR y a p62. Hacemos referencia en el caso
del modelo Zmpste24” al hecho de que se ha demostrado un incremento del flujo de autofagia,
siendo esta funcional (Marifio et al., 2008), y en el caso del modelo de Lmna’ a que la via de
mTORC1 se encuentra regulada positivamente (Ramos et al., 2012). En cambio, en nuestro
modelo, en las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de estrés encontramos
inicialmente una inhibicion de la via de mTOR que evaluamos a través de la disminucion de su
sustrato diana pS6, lo que implicaria una activacion de la autofagia. Esto no se corresponde con el
aumento de p62 observado en las hMSC en las mismas condiciones, en donde para que la
autofagia fuera un mecanismo eficaz para la degradacion proteica, el aumento de LC3-ll
observado deberia acompafiarse de la disminucion de p62, por lo cual concluimos que aunque la
autofagia parece estar aumentada en su estadio inicial, el flujo normal de este mecanismo se
encuentra alterado. Estos resultados indican claramente que las alteraciones en la homeostasis
de la proteina Lamin A, como las observadas en las laminopatias progeroides, inducen la
alteracion del proceso de autofagia, aunque las razones de las diferencias entre los fenotipos
murinos relacionados con LMNA entre si y con el modelo experimental humano de hMSC que
acumulan prelamin A son desconocidas. Estas discrepancias podrian deberse a los distintos roles
que desempefia la proteina Lamin A en las diferentes especies (destacando asi la necesidad de
contar con modelos experimentales humanos para el estudio de enfermedades humanas), asi
como entre diferentes tipos de células (miocardiocitos, células de musculo esquelético y
hepatocitos en el caso de ratones knockout; y hMSC en el nuestro), incluso en los niveles de
acumulacion de prelamin A. En cuanto a nuestro modelo, la via mTOR se inactiva en condiciones
de acumulacién de prelamin A y privacion de suero. Con este resultado, se esperaria una
induccion del proceso de autofagia en estas células, de manera similar a lo que ocurre cuando las
células se tratan con rapamicina (un inhibidor de la via de mTOR). De hecho, se ha descrito el
vinculo entre la inhibicién de la via de mTOR por la rapamicina, la induccién de la autofagia y la
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reversion del fenotipo envejecido en las células de HGPS (Cao et al., 2011), asi como en células de
personas mayores sanas (Blagosklonny et al., 2011). La reversion del fenotipo envejecido se ha
atribuido a la reduccién en los niveles de progerina en fibroblastos de pacientes con HGPS (Cao et
al., 2011; Cenni et al., 2011) y prelamin A farnesilada en fibroblastos de pacientes centenarios
(Lattanzi et al., 2014) inducida por la rapamicina. Sin embargo, el proceso de autofagia en las
hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de privacion de suero se ve afectado a pesar de
la inhibicion de la via mTOR. Es necesaria la realizacién de mas estudios con rapamicina y/u otras
moléculas que interfieran con la via mTOR para dilucidar estos resultados.

Ademas de la alteracion en la autofagia, otros fenotipos, en cambio, fueron potenciados
(por ejemplo la fosforilacion de H2AX) o desvelados (como el aumento de los niveles de ROS, las
alteraciones de la autofagia, los cambios en el perfil de expresion génica, el aumento de la
expresion de Oct-1 y su represion funcional) en las hMSC que acumulan prelamin A en
condiciones de estrés. Estos hechos implican que tanto la acumulacién de prelamin A como la
privacion de suero actlan sinérgicamente para activar o reprimir distintas vias de sefializacion.
Destacamos aqui el hecho de que prelamin A aumenta su expresion en condiciones de privacion
de suero en hMSC que previamente acumulaban prelamin A, aunque el mecanismo molecular
que gobierna este efecto es desconocido. Sugerimos que este aumento de la acumulaciéon de
prelamin A podria ser el desencadenante de los fenotipos que observamos en condiciones de
estrés. Por lo tanto, los niveles de acumulacion de prelamin A estarian directamente relacionados
con la gravedad de los fenotipos de envejecimiento prematuro que exhiben las células, tal como
plantearon Miller et al., (2013) mayores niveles de acumulacion de progerina determinan un
fenotipo mas severo que se corresponde con enfermedades de inicio en fases tardias del
envejecimiento. A su vez, McKenna et al., han llevado a cabo un trabajo que apoya esta hipotesis,
demostrando que la severidad de la dermopatia restrictiva neonatal letal, en la que hay
acumulacién de prelamin A, se debe a la mayor expresion de prelamin A en comparacion con los
niveles de acumulacién de progerina en los pacientes con HGPS (McKenna et al., 2014). Dichos
niveles de acumulacién de prelamin A son muy superiores a los observados en nuestro modelo
experimental de envejecimiento humano.

La relevancia de los fenotipos de envejecimiento exhibidos por las hMSC como
consecuencia de la acumulacion de prelamin A se demuestra en la marcada reduccién de su
funcionalidad in vivo. Después de trasplantar las células a los miembros isquémicos de los
ratones, las hMSC que acumulan prelamin A no fueron capaces de ejercer un efecto beneficioso
sobre los tejidos circundantes que les permitiera mantener dicho miembro, de forma similar a lo
que ocurre con las hMSC derivadas de las iPSC de progeria (Zhang et al., 2011). Esto podria
deberse a que las hMSC que acumulan prelamin A podrian morir antes de tener la posibilidad de
realizar cualquier accion o simplemente al hecho de que su homeostasis se encuentre tan
comprometida quede alguna manera las torne inertes. Estos resultados enfatizan claramente el

efecto tdxico que produce la acumulacién de prelamin A en la funcionalidad de las hMSC in vivo.
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La disminucion del potencial regenerativo de los tejidos mesenquimales es una caracteristica del
envejecimiento. Los resultados expuestos en esta tesis apoyan la hip6tesis de la alteracion de la
homeostasis de las hMSC de individuos que sufren enfermedades de envejecimiento prematuro.
Si bien es importante enfatizar que en contraste con lo que se observa en los sindromes
progeroides, los tejidos afectados en los trastornos asociados al envejecimiento no son
Gnicamente de origen mesenquimal, sino que también se originan en otros tejidos como el
neuroectodermo (en el caso de enfermedades neurodegenerativas), existe una gran
concordancia entre los tejidos mesenquimales afectados en trastornos asociados al
envejecimiento fisioldgico y los afectados en el envejecimiento prematuro en laminopatias (como
consecuencia de la acumulacion anémala de progerina o de prelamin A). De hecho, alteraciones
como la lipoatrofia, la osteopenia, la cardiomiopatia y la aterosclerosis se detectan
frecuentemente en personas de edad avanzada, asi como en pacientes con sindromes de
envejecimiento prematuro asociados con el gen LMNA, como la progeria o lipodistrofia ligada a
LMNA (Pekovic et al., 2008). Teniendo esto en consideracion, proponemos que la acumulacion de
prelamin A en las hMSC contribuye al agotamiento de los dep6sitos o nichos de células madre,
que es de hecho uno de los marcadores de integracion del envejecimiento propuesto por Lopez-
Otin et al. (2013) y una de las causas subyacentes al proceso de envejecimiento. Debemos
sefialar aqui, que no hemos detectado la expresion de progerina en las hMSC que acumulan
prelamin A ni en condiciones basales ni de privacién de suero (datos no mostrados), lo que
excluiria la posibilidad de que el fenotipo de envejecimiento prematuro observado en nuestro
modelo sea debido a la acumulacion de progerina.

7.2. ESTUDIO DE MECANISMOS MOLECULARES: IDENTIFICACION DE OCT-1
COMO FACTOR DE TRANSCRIPCION QUE INTERVIENE EN LA REGULACION
DEL ENVEJECIMIENTO HUMANO EN LAS MSC.

El modelo experimental humano de envejecimiento generado nos ha permitido identificar
el papel fundamental de Oct-1 en la homeostasis de las hMSC, desconocida hasta el momento.
Oct-1 es un factor de transcripcion octamérico que pertenece a la familia de dominios bien
conservados POU (Ryan et al., 1997; Herr et al., 1998), denominado también POU2F1, se expresa
ubicuamente (Sturm et al., 1998) y posee funciones de regulacion tanto positiva como de
represion en distintas rutas metabdlicas. Esta implicado en diversos procesos biolégicos tales
como la regulacion de la expresién de genes de mantenimiento (Sive et al., 1986), la respuesta
inmunitaria (Matthias et al., 1998) y el desarrollo embrionario donde el ratén con un alelo
deficitario para Oct-1 muere en a mitad de la gestacion (Wang et al., 2004) y la delecién de la
linea germinal Oct-1 tiene como resultado una letalidad embrionaria temprana debido a defectos
en linajes extra-embrionarios, en particular las células madre de trofoblasto (Sebastiano et al.,
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2010). Ademas, Maddox et al. (2012) establecieron que Oct-1 regula cuatro dianas asociadas con
el fenotipo de células madre cancerigenas (entre ellas los niveles de CD22/CD44, la actividad de
la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH) y la frecuencia de la iniciacién de tumores en diversos
tipos celulares humanos y murinos), sugiriendo que Oct-1 regula la funcién de proliferacién de las
células madre cancerigenas. Dalvai et al., (2010) observaron en MEF que el inhibidor del ciclo
celular p27kip-1 esta directamente regulado por Oct-1, el cual parece desempefiar una funcién
critica en la detencién del ciclo celular por intermedio de la regulacién positiva de p27.

Oct-1 es considerado un sensor de estrés celular, Tantin et al. (2005) han propuesto que
Oct-1 regula genes esenciales en la respuesta celular al estrés, ya que los fibroblastos de raton
deficientes en Oct-1 son mas susceptibles al estrés oxidativo. Asimismo, se ha descrito la
asociacion de Oct-1 con la lamina nuclear a través de una interaccion con Lamin B1, que regula la
expresion de genes asociados con el envejecimiento y el estrés oxidativo en fibroblastos
humanos y de ratén (Imai et al., 1997; Malhas et al., 2009). Sin embargo, se desconoce la funcién
que desarrolla Oct-1 en las células madre mesenquimales adultas.

En nuestro caso el modelo experimental de envejecimiento humano nos ha permitido
profundizar en los mecanismos involucrados en el envejecimiento de las hMSC y nos ha
conducido a la identificacion de la reduccion de la actividad transcripcional de Oct-1 en el
proceso de envejecimiento asociado a la acumulacion de prelamin A en las hMSC. Mas adn, los
ensayos de silenciamiento confirmaron la participacion de Oct-1 en la regulacion del mecanismo
molecular subyacente al fenotipo de envejecimiento prematuro de las hMSC, como la
desregulacion del proceso de autofagia en condiciones de privacion de suero. A pesar de que las
hMSC silenciadas para Oct-1 mostraron un incremento en la autofagia, este fenotipo no fue
idéntico al observado previamente en las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de
privacion de suero. Este hecho podria atribuirse a multiples factores, entre ellos: a los diferentes
niveles de represion de Oct-1 en estos dos casos, 0 con mayor probabilidad a que la acumulacion
de prelamin A en hMSC en condiciones de estrés altere otros factores de transcripcion y/o vias de
sefializacion que se podrian encontrar intactas en las hMSC silenciadas para Oct-1. Por ejemplo,
Lattanzi et al. (2007) sefialan que prelamin A desempefia un rol fundamental en la dindmica de la
cromatina, a través de su capacidad para unirse a HP1y, LAP2a y BAF en fibroblastos humanos,
participando de esta manera en la regulacién de la transcripcion génica a través de las
alteraciones estructurales de la cromatina. Alteraciones estructurales de la cromatina que
habiamos observado previamente en nuestro laboratorio en las hMSC como consecuencia de la
acumulacién de prelamin A (mediante microscopia electrénica), asociadas a la pérdida de focos
de HP1y, indicando des-compactacion de regiones de la cromatina en dichas células (Ruiz de
Eguino et al., 2012). Capanni et al. (2005), Heessen et al. (2007) y Camozzi et al. (2014) destacan
el concepto de la lamina nuclear como una puerta que puede ser abierta para permitir la entrada
al nucleo celular de los factores de transcripcion o bien constituir un lugar de anclaje para estos
reguladores transcripcionales.
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A pesar de observar una disminucion en la actividad transcripcional de Oct-1 en nuestro
modelo, cabe destacar que las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de privacion de
suero mostraron una expresion aumentada de Oct-1 con distribucion predominantemente
nuclear, coincidiendo con el aumento de los niveles de acumulacion de prelamin A. Previamente
a nuestros resultados, Columbaro et al. (2013) demostraron una relacion entre el reclutamiento
anémalo de Oct-1 desde el citosol a la periferia nuclear, simultdneamente a la acumulacién de
Lamin B1 en la ldamina nuclear en el tejido muscular esquelético y en fibroblastos de pacientes
con adrenoleucodistrofia autosomica dominante de inicio tardio en el adulto (ADLD1),
destacando que la alteracién de la traslocacion de Oct-1 al nucleo celular puede tener efectos
pleiotrépicos, con diverso significado patologico dependiendo de cada tejido. Posteriormente,
confirmando nuestros resultados, Cenni et al. (2014) demuestran que el reclutamiento de Oct-1
en la envoltura nuclear de fibroblastos de paciente con Displasia Mandibulo Acral (MADA) o
dermopatia restrictiva (RD) no esta asociado a la acumulacion de lamin B1, sino que es prelamin
A quien esta secuestrando a Oct-1 en estas enfermedades asociadas a LMNA. Aunque en lo
concerniente a prelamin A la mayoria de los mecanismos propuestos para explicar su rol
funcional recaen directamente en sus efectos sobre la alteracion de la cromatina (Maraldi et al.,
2007), en nuestro modelo experimental hemos observado una interaccion directa entre la
acumulacion de prelamin Ay Oct-1 en condiciones de estrés en el ensayo de PLA, lo que nos lleva
a pensar en un mecanismo directo por el cual la acumulacion de prelamin A retendria a Oct-1 en
la ldmina nuclear impidiéndole ejercer su funcion en la regulacion de la transcripcion génica.
Hipdtesis que se ve reforzada por observaciones previas del secuestro del factor de transcripcién
Sp1 (con la consiguiente alteracion de su capacidad transcripcional) en adipocitos derivados de
hMSC que acumulan prelamin A (Ruiz de Eguino et al., 2012), asi como por el reciente estudio de
Kubben et al., (2016) donde demuestran que la acumulaciéon de progerina altera la actividad
transcripcional NRF2, secuestrandolo a nivel nuclear y generando como consecuencia aumento
del estrés oxidativo crénico, capaz de recapitular los fenotipos relacionados al envejecimiento
que se observa en los pacientes con progeria.

El estrés tanto oxidativo como el inducido por la privacion de suero producen una
disminucion en los niveles de ZMPSTE24 en las células musculares lisas vasculares (Ragnauth et
al., 2010), y en células renales de ratén (Imai et al., 2015), por lo que la disminucién de los niveles
de ZMPSTE24 se plantea como una caracteristica de las células envejecidas (Ukekawa et al.,
2007). Lattanzi et al. (2014) demuestran la acumulacién de prelamin A debida a una disminucién
en los niveles de expresion de ZMPSTE24 en fibroblastos de pacientes centenarios (considerados
como tal aquellos que tienen de 95 a 105 afios de edad). Afonso et al., (2016) plantean que la
acumulacion persistente de prelamin A se asocia con una regulacion negativa y por tanto
disminucion de los niveles de ZMPSTE24 en fibroblastos de pacientes con mutaciones de LMNA,
asi como en células mononucleares de pacientes con VIH en tratamiento crénico con IP y en

VSMC. Coincidiendo con estos estudios, en nuestro modelo las hMSC que acumulan prelamin A
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presentan una disminucion de los niveles de mRNA de ZMPSTE24 cuando se someten a
condiciones de privacién de suero, lo cual podria justificar por si mismo el incremento en la
acumulacion de prelamin A observado en dicha condicion. Sin embargo, al examinar los niveles
de expresion de la proteina ZMPSTE24 en las hMSC en condiciones de estrés observamos que no
disminuye, como esperariamos de acuerdo con el aumento en la acumulacion de su sustrato
enzimatico, la proteina prelamin A en estas condiciones. Ninguno de los autores citados
anteriormente (Ukekawa et al., 2007; Ragnauth et al., 2010; Lattanzi et al., 2014; Imai et al., 2015
y Afonso et al., 2016) evaltan los niveles de expresion de la proteina ZMPSTE24 en condiciones
de privacién de suero como condicion de estrés celular, asi como tampoco han utilizado el mismo
tipo celular (hMSC) que en nuestro modelo, por lo que no podemos comparar estos resultados. El
nico trabajo que muestra la disminucién de la expresion de la proteina ZMPSTE24 utiliza como
condicion de estrés el tratamiento de las VSMC con peroxido de hidrogeno (Ragnauth et al.,
2010). De acuerdo con Dalvai et al., (2010) el factor de transcripcion Oct-1, que interviene en la
regulacion de ZMPSTE24 segin proponemos en nuestro modelo, no responde de la misma forma
ante los distintos estimulos de estrés (observando por ejemplo que los MEF deficientes en Oct-1
son resistentes y proliferan mas en condiciones de privacion de glucosa, mientras que son
sensibles a las condiciones de estrés con peréxido de hidrégeno), por lo que la privacion de suero
podria estar generando una respuesta diferente de Oct-1 a la que podria tener cuando se utiliza
peroxido de hidrogeno (Ragnauth et al., 2010). Aun asi, es un resultado intrigante al que
podemos atribuir al menos dos hipotesis, por un lado, que la acumulacion de prelamin A que se
observa en estas condiciones esté alterando los mecanismos de degradacién de ZMPSTE24,
debido a que como demostramos previamente la autofagia que presentan las células en estas
condiciones no funciona de forma eficiente. Otra posibilidad que explique la discordancia
observada entre los niveles de RNA y proteina, seria que el aumento de los niveles de proteina
ZMPSTE24 que se observa en las hMSC en condiciones de estrés pueda deberse a alteraciones en
la regulacion post-traduccional de la misma. Como ejemplo de regulacion post-traduccional, Yu et
al., (2013) han demostrado que existe un mecanismo mediado por el miRNA de la familia 141,
miR-141-3p, el cual tiene una expresion aumentada durante la senescencia celular como
consecuencia de cambios epigenéticos y que es capaz de disminuir los niveles de expresiéon de
ZMPSTE24, uniéndose directamente a los extremos 3'UTR de los transcritos de ZMPSTE24,
determinando un aumento de los niveles de prelamin A en las hMSC senescentes.
Independientemente de estas posibilidades, el aumento de los niveles de proteina ZMPSTE24 en
las hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de estrés, presentaria una disminucion de su
actividad enzimética, como sugiere el aumento de prelamin A. De hecho, Lattanzi et al. (2014),
aun observando una disminucion en los niveles de ZMPSTE24 a nivel del RNA y aumento de
prelamin A (no analizaron los niveles de la proteina ZMPSTE24), en fibroblastos de individuos
centenarios, plantea que este aumento de prelamin A pueda deberse al menos en parte a una
disminucion de la actividad enzimatica de ZMPSTE24. Ninguna de estas posibilidades es
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mutuamente excluyente, dada la relevancia que tiene ZMPSTE24 en el proceso de
envejecimiento es probable que la regulacion de su proteina se produzca a varios niveles, siendo
el resultado de mdltiples factores.

Por otra parte, dado que Oct-1 es un sensor de estrés celular (Tantin et al., 2005) y que
ZMPSTE24 esta regulado por el estrés oxidativo (Ragnauth et al., 2010; Imai et al., 2015), nos
planteamos si Oct-1 podria participar activamente en el procesamiento de prelamin A en hMSC
en condiciones de estrés, mediante la regulacion de la expresién de ZMPSTE24. Efectivamente las
hMSC silenciadas para Oct-1 en condiciones de estrés, mostraron una disminucion en los niveles
de expresién de ZMPSTE24, tanto a nivel de RNA como de proteina, lo que sugiere que Oct-1
podria estar regulando al menos en parte a ZMPSTE24, bien sea de manera directa (hipotesis
apoyada mediante la realizacion de un andlisis in silico que nos ha permitido identificar en el
promotor del gen ZMPSTE24 potenciales sitios de union para Oct-1), o bien de forma indirecta y
por tanto incrementar los niveles de prelamin A. De hecho, observamos un aumento en la
acumulacion de prelamin A en las hMSC silenciadas para Oct-1 sometidas a condiciones de
estrés, lo cual es concordante con la observacion de la disminucion de los niveles de expresion de
ZMPSTE24 en estas condiciones. Todo ello sefiala un papel regulador de Oct-1 en el
procesamiento de prelamin A y ratifica el rol fundamental de este factor de transcripcion en el

proceso de envejecimiento humano.

7.3. CONSIDERACIONES FINALES

En el presente trabajo hemos demostrado que la acumulacion de prelamin A en hMSC
induce un fenotipo de envejecimiento prematuro que en Ultima instancia, resulta en una clara
disminucion de su capacidad funcional in vivo. En este modelo experimental humano de
envejecimiento el fenotipo envejecido se exacerba notablemente cuando la acumulacion de
prelamin A se combina con una condicion de estrés, como se ha observado en el aumento del
dafio al DNA, la alteracion de la autofagia, los cambios significativos en el perfil de expresion
génica y actividad alterada del factor de transcripcion Oct-1. Estos resultados no son idénticos a
los observados en los modelos basados en la expresion de progerina en los que la mera presencia
de progerina en los niveles encontrados en pacientes es suficiente para proporcionar los
fenotipos severos observados en ausencia de condiciones de estrés. Estos hechos son
consistentes con la diferente severidad de los fenotipos observados en las lipodistrofias ligadas a
LMNA (con fenotipos de envejecimiento mas leves similares al envejecimiento fisioldgico) y en
pacientes con progeria (con fenotipo de envejecimiento prematuro severo), lo que refuerza el
valor de nuestro modelo para el estudio del envejecimiento que consideramos similar al
fisioloégico. Creemos que es importante que se generen modelos experimentales humanos
especificos para los diversos grados de envejecimiento, de forma que se pueda obtener una

caracterizacion lo mas completa posible del proceso de envejecimiento humano.
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Finalmente, el potencial de este modelo experimental humano ha sido demostrado
mediante la identificacion del papel crucial del factor de transcripcion Oct-1 en el envejecimiento
de las hMSC, una funcién desconocida hasta el momento. A continuacién, mostramos un
esquema que resumiria el modelo de accién propuesto (Figura 66).
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Figura 66. Mecanismo molecular propuesto en el modelo experimental de envejecimiento humano basado
en hMSC que acumulan prelamin A. En hMSC en condiciones basales (mitad superior de la Figura). [1] la conformacion
normal de la lamina nuclear permite el paso de moléculas y factores de transcripcion (FT) a través de su organizada red
de filamentos; [2] esto posibilita que los factores de transcripcion interactiien normalmente con sus moléculas diana y
activen o repriman la transcripcion génica. En hMSC que acumulan prelamin A en condiciones de estrés (mitad inferior
de la Figura). [1] La conformacion anormal de la ldmina nuclear debida a la acumulacion de prelamin A, genera un
entramado que atrapa entre otros, al factor de transcripcion Oct-1. [2] La acumulacion de prelamin A genera el
secuestro de las moléculas de Oct-1 (y otros FT) que quedan retenidas en la ldmina nuclear, impidiéndoles realizar su
funcion; [3] Oct-1 no es capaz de activar la transcripcion génica de ZMPSTE24 por lo que disminuye su expresion,
ademas de alterar la expresion de otros genes implicados en el proceso de envejecimiento. [4] como consecuencia, se
altera el procesamiento de la proteina lamin A, aumentado su forma inmadura prelamin A, lo que determina la
generacion de los fenotipos de envejecimiento que observamos en nuestro modelo (representados en este modelo
mediante el esquema de la rueda de marcadores de envejecimiento perteneciente al articulo de Lépez-Otin et al.,
2013).
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral han dado lugar a las siguientes conclusiones:

1.

Las hMSC que acumulan prelamin A recapitulan fenotipos esenciales del envejecimiento
humano constituyendo un modelo in vitro fidedigno para el estudio de este proceso. En
concreto, la acumulacion de prelamin A promueve el acortamiento de los telémeros
ademas de un incremento de la inestabilidad genémica y de la senescencia en células
madre mesenguimales humanas.

Las condiciones de estrés inducen una mayor acumulacion del precursor prelamin A en
las hMSC y un aumento en la severidad de los fenotipos de envejecimiento. Dicho
fenotipo exacerbado se caracterizada por una menor supervivencia y un incremento de la
inestabilidad gendmica, de los niveles de produccién de ROS y de la senescencia, ademas
de la alteracion del proceso de autofagia y del perfil de transcripcion génica.

La acumulacion de prelamin A reduce drasticamente el potencial funcional de las hMSC
in vivo.

En condiciones de estrés el precursor acumulado, prelamin A, interacciona con el factor
de transcripcion Oct-1 alterando su actividad transcripcional en hMSC.

Oct-1 tiene una funcién relevante en el envejecimiento humano en MSC, regulando la
senescencia celular y la autofagia.

En hMSC el factor de transcripcion Oct-1 regula la expresion de la proteina ZMPSTE24,
esencial en el procesamiento de la prelamin A.

Finalmente podemos concluir que como consecuencia de la acumulacion de prelamin A
en hMSC se genera un ciclo de retroalimentacion positiva que involucra tres participantes
fundamentales. La acumulacion de prelamin A determina un secuestro de Oct-1 a nivel
de la ldmina nuclear que impide el normal desarrollo de sus funciones y disminuye la
expresion de ZMPSTE24, lo que induce a su vez un mayor incremento en la acumulacion

de prelamin A.
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