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RESUMEN

RESUMEN

El envejecimiento es el principal factor de riesgo de las enfermedades
prevalentes en los paises desarrollados. Hoy en dia, nuestra comprension de la
determinacion de la esperanza de vida es mucho mayor de lo que era en el pasado, pero
las intervenciones administrables para la mejora de la longevidad son adn practicamente
escasas. Con el fin de mejorar la longevidad, una de las cuestiones claves que deben ser
abordadas es el envejecimiento. Para cerrar la brecha entre el conocimiento de la
determinacion de la esperanza de vida y su transicion a la practica manipulativa, las
tecnologias de transferencia de genes juegan un papel importante. EI vector AAV9
presenta la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica en roedores neonatos y
adultos, ademas de transducir maultiples 6rganos periféricos, convirtiéndolo en una
herramienta muy eficaz para una intervencion biogerontolégica molecular. Se
desconoce como actia AAV9 durante el envejecimiento, o si podria emplearse para la
proteccion y/o reparacion de tejidos durante la senectud. El objetivo principal de este
trabajo fue comparar el tropismo del vector AAV9-eGFP en cerebro y 6rganos diana
periféricos de ratones machos C57BL/6J jovenes y viejos, Y estudiar diferentes factores
asociados al envejecimiento que puedan influir en el tropismo de dicho vector. Los
resultados obtenidos muestran que en el envejecimiento fisiol6gico se produce una
reduccidn drastica del tropismo de AAV9 en diversas regiones cerebrales y en 6rganos
diana periféricos. Ademas, la disminucion encontrada en el receptor primario de AAV9
asociada al deterioro endotelial propio del envejecimiento, produce un déficit en el
transporte vascular de AAV9, con consecuencias en diferentes etapas del ciclo de
infeccion celular viral (transcripcion y traduccion reducida de eGFP) en tales érganos.
Estos resultados permitiran abordar estrategias de intervencion enfocadas a retrasar el

envejecimiento y las enfermedades relacionadas.
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1. Envejecimiento: el emperador de las enfermedades crénicas

Aunque todo el mundo estd familiarizado con el término envejecimiento, la
definicion no es tan sencilla. En términos generales, el envejecimiento se define como
un proceso normal asociado con una alteracion temporal progresiva de las respuestas
homeostaticas adaptativas del organismo, las cuales provocan cambios en la estructura y
funcion de los diferentes sistemas, aumentando la vulnerabilidad del individuo al estrés
ambiental y a la enfermedad (www.senescence.info). Esta definicién deja muchas
interrogantes: si es un proceso normal, ¢por qué existen unos pocos animales carentes
de envejecimiento, siendo practicamente inmortales? ¢ Por qué esa alteracion progresiva
se puede acelerar o enlentecer modificando algunos aspecto puntuales (tanto genéticos,
moleculares, fisiologicos 0 ambientales)? ¢Los cambios en la estructura y funcion de los
diferentes sistemas son causa o consecuencia del envejecimiento? Y lo mas importante,
¢es un proceso reversible o no? Como éstas, se pueden plantear cientos de dudas sobre
el envejecimiento. Lo que si parece claro es que la vulnerabilidad a la enfermedad y al
estrés ambiental es mucho mayor con el envejecimiento, y que ello conduce tarde o
temprano a la muerte (Figura 1). Por eso, esta tesis, se referira al envejecimiento, como

un proceso “dafiino”, al menos para el individuo.

Figural
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Figura 1: Nimero de muertes por 100.000 habitantes y por edad. Fuente: National Vital Statistics
System, 2010.
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El envejecimiento puede también ser definido, de forma mas simple, como un
deterioro gradual de la funcion fisioldgica, incluyendo una disminucion en la
fecundidad (Partridge y Mangel, 1999; Ldpez-Otin et al, 2013), o como el proceso
intrinseco, inevitable e irreversible de la pérdida de viabilidad y el aumento de
vulnerabilidad (Comfort, 1964). Es evidente que el envejecimiento humano se asocia
con una amplia gama de cambios fisioldgicos que no sélo nos hacen mas susceptibles a
la muerte, como hemos podido comprobar en la figura 1, sino que limitan nuestras

funciones normales y nos hace mas susceptibles a una serie de enfermedades.

Figura 2
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Figura 2. (A) Prevalencia de enfermedades cronicas con la edad. (B) Causa de muerte en personas de
80 0 mas afios. Fuente: National Vital Statistics System, 2010.

En la Figura 2A se muestra el establecimiento con la edad de enfermedades
cronicas, mientras que en la Figura 2B se muestra la causa de muerte en ancianos de 80
0 mas afios. No es sorprendente que las enfermedades del corazon sean la causa nimero
uno de muerte en personas de 80 o mas afios, seguido por el cancer, las enfermedades
cerebrovasculares, el Parkinson y enfermedad de Alzheimer, la neumonia y las
enfermedades respiratorias cronicas. Mientras que enfermedades como el cancer y las
enfermedades del corazén son las principales causas de muerte a todas las edades, otras
enfermedades, como el Parkinson y el Alzheimer, s6lo llegan a ser significativas en la

vejez.

Por tanto, con el envejecimiento es mayor la incidencia de las enfermedades

neurodegenerativas, siendo éste el factor de riesgo méas importante para dichas
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enfermedades (Figura 2B). En Canarias, por ejemplo, la incidencia del Alzheimer
(enfermedad neurodegenerativa con mayor incidencia) ha aumentado en los ultimos
afios hasta afectar al 10 % de la poblacién mayor de 65 afios, lo que supone unas 30.000
personas enfermas. Entre los mayores de 80 afios, la incidencia de ésta llega al 50 % de
la poblacion. La enfermedad de Parkinson (segunda enfermedad neurodegenerativa en
incidencia) tiene una incidencia entre 4500 y 7500 enfermos en Canarias (el diagnostico
de la enfermedad es muy dificil, por lo que existe este posible intervalo que representa
enfermos diagnosticados y no diagnosticados). Segun el crecimiento que estan teniendo
ambas patologias, en unos diez afios casi se duplicard el nimero de casos (Instituto
Canario de Estadistica, ISTAC). Las enfermedades neurodegenerativas son muy
discapacitantes, y generan un gasto econémico mayor con respecto a los gastos
farmacoldgicos y médicos de cualquier enfermedad tipica. Se estima que el gasto anual
de un enfermo con Alzheimer o Parkinson oscila entre los 17.603 y 32.000 euros
(Valldeoriola et al. 2013; Asociacion de Familiares de Enfermos de Alzheimer,
AFEDAZ), por lo que en Canarias las cifras oscilan en torno a los 600 millones de euros
anuales. Este gasto es acometido por asociaciones, ayudas no gubernamentales,
pacientes y familiares, donaciones, seguridad social, y ayudas del gobierno de Canarias,
gobierno Central y la Union Europea. Es importante resaltar que dicho gasto sera mayor
cada afio, duplicandose en un futuro proximo (Instituto Canario de Estadistica, ISTAC).
Hoy en dia se desconocen las causas de estas enfermedades, por lo que la terapia actual
consiste en el tratamiento de los sintomas con farmacos que lo que hacen es retrasar el
progreso de la enfermedad, al menos durante unos meses (en el caso del Alzheimer) o
unos afios (para la enfermedad de Parkinson) y dependiendo del paciente y de la
severidad de la enfermedad. Este tipo de enfermedades podrian tener su causa en
alguno/s de los muchos desajustes que ocurren en el envejecimiento, y que veremos a

continuacion.

Por Gltimo, destacar que en la época actual la poblacion humana tiene una
esperanza de vida mas larga que la de afios atras y, con el paso del tiempo, esta
esperanza de vida ha ido aumentando progresivamente, llevando con el tiempo a un
envejecimiento de la poblacion. En Canarias el indice de envejecimiento de la poblacién
(mayores de 65 afios) era de un 13% en el 2007, y en el 2010 era de un 16%. Si se sigue
el patron de crecimiento, para el afio 2030 la poblacion envejecida sera casi de un 40%
(Instituto Canario de Estadistica, ISTAC) (Figura 3). Sumado ello al gasto social y a la
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incidencia de multiples enfermedades asociadas al envejecimiento (incluidas las
neurodegenerativas), esto hace que hoy en dia se cambie la estrategia de investigacion,

empezando a incluirse el factor envejecimiento en los modelos actuales de investigacion

biomédica.

Figura 3
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Figura 3. Personas de 60 o mas afios durante diferentes intervalos temporales (estimacién para 2050).
Fuente: Instituto Canario de Estadistica, ISTAC

2. Cambios fenotipicos, celulares y moleculares en el envejecimiento

En los seres humanos, algunas funciones como la audiciéon y la flexibilidad
comenzaran a deteriorarse desde muy al principio de la vida (Bowen y Atwood, 2004).
Sin embargo, la mayor parte del deterioro funcional de nuestro cuerpo tiende a
comenzar después del mayor pico sexual, mas 0 menos, a los 19 afios. Contrariamente a
las mediciones demogréaficas de envejecimiento que muestran tasas exponenciales de
mortalidad crecientes, el deterioro funcional humano tiende a ser lineal (Strehler, 1999).
El envejecimiento se caracteriza por cambios en la apariencia (Figura 4) tales como,
una reduccién gradual de la altura y de la pérdida de peso (debido a la pérdida de masa
muscular y 0sea), una tasa metabo6lica mas baja, tiempos de reaccion mas largos,
alteraciones de la funcion motora, reduccion en cierta funciones como la memoria, y la
actividad sexual, una disminucion funcional en la audicion, el olfato y la vision, baja
capacidad pulmonar, emblanquecimiento del vello, arrugas por pérdida de elasticidad en
la piel, etc...(Craik y Salthouse, 1992; Hayflick, 1994; Spence, 1995).
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Figura 4
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Figura 4. Algunos cambios fenotipicos en el envejecimiento. Fuente: Cell aging: Molecular mechanisms
and Implications for diseases, 2014.

Aunque con la edad se deteriora el sistema inmune (inmunosenescencia), una
caracteristica importante del envejecimiento es un aumento en los niveles basales de
inflamacion, y que se refleja en mayores niveles circulantes de citoguinas
proinflamatorias que pueden contribuir a varios trastornos relacionados con la edad,
tales como, la enfermedad de Alzheimer, la aterosclerosis y la artritis (Franceschi et al.,
2000; Bruunsgaard et al., 2001). Algunos de los cambios relacionados con la edad,
como la presbicia (causada por el endurecimiento continuo del cristalino, impidiendo
enfocar objetos cercanos) parece ser universal al envejecimiento propio del ser humano
(Finch, 1990; Hayflick, 1994).

En el fenotipo de envejecimiento humano practicamente cualquier sistema,
tejido u organo, suele fallar (Austad, 1997; Strehler, 1999). Esto indica la existencia de
un fendmeno intrinseco que afecta a todo el organismo y que conduce a la muerte.
Curiosamente, los estudios en supercentenarios, es decir, en las personas mayores de
110 afios de edad, sugieren que estos individuos envejecen uniformemente. No obstante,
son extremadamente fragiles y débiles, mostrando multiples patologias (Coles, 2004).

Estudios de autopsias realizadas en centenarios revelan que todos, incluso los que se
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describen como saludables antes de la muerte, han tenido un fallo organico agudo que
les causd la muerte. Estos resultados también sugieren la idea de que la expresion

“morir de viejo” es incorrecta (Berzlanovich et al., 2005).

A nivel fisiologico, el envejecimiento induce también una serie de cambios, tales
como, reduccion en los recuentos de células, deterioro de las proteinas tisulares, atrofia
tisular, reduccion de los fluidos corporales, alteracion de casi todas las vias metabdlicas
(de la glucosa, acidos grasos, colesterol, metabolismo del calcio...). Ademas, hay
deterioro de algunos sistemas, como del sistema excretor, del sistema inmune (como se

ha mencionado anteriormente) y del sistema circulatorio.

Si seguimos bajando en la escala, podemos apreciar los cambios celulares y
moleculares que se producen en el envejecimiento (lo que se conoce como senescencia)

y que dan lugar al fenotipo del envejecimiento:

a) Inestabilidad gendomica: Un denominador comin de la senescencia es la
acumulacion de dafios genéticos durante la vida (Moskalev et al., 2012) (Figura
5). Por otra parte, numerosas enfermedades de envejecimiento prematuro, como el
sindrome de Werner o el sindrome de Bloom, son consecuencia de la acumulacion
de dafios en el ADN (Burtner y Kennedy, 2010); pero a pesar de la relevancia de
éstos y otros sindromes progeroides, los cambios del envejecimiento normal
siguen sin resolverse, debido en parte al hecho de que sélo recapitulan algunos
aspectos del envejecimiento, pero no todos. La integridad y la estabilidad del
ADN es continuamente agredida por agentes exdgenos, tanto fisicos, quimicos y
bioldgicos, asi como por amenazas enddgenas, incluyendo errores en la
replicacion de ADN, reacciones hidroliticas espontaneas, y especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Hoeijmakers, 2009). Las lesiones genéticas tanto extrinsecas
como intrinsecas son muy diversas e incluyen mutaciones puntuales,
translocaciones, ganancias y pérdidas cromosdmicas, acortamiento de los
telomeros y la interrupcion de genes causada por la integracion de virus o
transposones. Para minimizar estas lesiones durante el periodo vital, los
organismos han desarrollado durante la evolucién redes complejas de mecanismos
de reparacién del ADN (las cuales disminuyen con la edad) capaces de disminuir
la mayor parte del dafo infringido al ADN nuclear (Lord y Ashworth, 2012). Los

sistemas de estabilidad gendmica también incluyen mecanismos especificos que
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mantienen la longitud adecuada y la funcionalidad de los telomeros, y aseguran la
integridad del ADN mitocondrial (ADNmt) (Blackburn et al., 2006; Kazak et al.,
2012).

Figura
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Figura 5. Esquema representativo de los dafios ocasionados por agentes enddgenos y/o exdgenos.
Fuente: Moskalev et al. , 2012.

Todas estas alteraciones del ADN pueden afectar a genes esenciales y a rutas de
transcripcion, lo que lleva a las células a ser disfuncionales, por lo que si no se
eliminan por apoptosis o0 senescencia, pueden poner en peligro el tejido y la
homeostasis del organismo. Esto es especialmente relevante cuando los dafios del
ADN recaen en la funcionalidad de las células madre, comprometiendo asi su

papel en la renovacién de los tejidos (Rossi et al., 2008; Jones y Rando, 2011).

Las mutaciones y delecciones en el ADNmt durante la vida del individuo pueden
contribuir también al envejecimiento (Park y Larsson, 2011). EI ADNmt se ha
considerado un objetivo importante de estudio de senescencia, debido a las
mutaciones somaticas asociadas al microambiente oxidativo de la mitocondria, a
la falta de proteccion del ADNmt por las histonas, y a la limitada eficacia de los
mecanismos de reparacion en comparaciéon con los del ADN nuclear (Linnane et

al.,, 1989). La implicacion causal de mutaciones en el ADNmt durante el
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envejecimiento ha sido motivo de controversia, debido a la multiplicidad de los
genomas mitocondriales que permiten la co-existencia de genomas mutados y
genomas salvajes en la misma celula, un fendmeno que se conoce como
‘heteroplasmia’. A pesar del bajo nivel general de mutaciones en el ADNmt, la
carga mutacional durante el envejecimiento en las células individuales se
convierte en significativa, pudiendo alcanzar un estado de homoplasmia, en el que
un genoma mutado domina al normal (Khrapko et al., 1999). Mas evidencias
causales vienen dadas a partir de estudios realizados en ratones deficientes en la
ADN-polimerasa y. Estos ratones mutantes exhiben fenotipos de envejecimiento
prematuro y tienen menor esperanza de vida asociada a la acumulacion de
mutaciones aleatorias puntuales y a deleciones en el ADNmt (Trifunovic et al.,
2004; Kujoth et al., 2005; Vermulst et al., 2008).

Ademas del dafio nuclear gendmico y en el ADNmt, las laminas nucleares
pueden causar también la inestabilidad del genoma (Dechat et al., 2008), ya que
éstas proporcionan la estructura del nucleo y producen desajustes en la entrada y
salida de moléculas (como proteinas estabilizadoras de la cromatina, factores de
transcripcion, etc...). Este hecho se descubri6 investigando mutaciones de genes
que codifican para componentes de la ldmina nuclear y factores de maduracién
para dichas proteinas, pues éstos producian los sindromes progéricos de
Hutchinson-Gilford y Néstor-Guillermo (HGPS y NGPS, respectivamente) (De
Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et al., 2003; Cabanillas et al., 2011). La
isoforma mutada de pre-lamina nuclear (llamada ahora progerina) se ha detectado
también durante el envejecimiento normal humano (Scaffidi y Misteli, 2006;
Ragnauth et al., 2010).

Estas evidencias indican que el dafio gendmico acompafia al envejecimiento y

que su induccién artificial puede provocar fenotipos de envejecimiento acelerado.

Acortamiento de telomeros: La acumulacion de dafio en el ADN con la edad
parece ocurrir de forma azarosa, pero hay algunas regiones cromosdmicas, tales
como los telomeros, que son particularmente susceptibles al deterioro relacionado
con la edad (Blackburn et al.,, 2006). Las DNA-Polimerasas carecen de la
capacidad para copiar por completo los extremos terminales de las moléculas

lineales de ADN, una funcion que es llevada a cabo por otra DNA-polimerasa
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especializada, conocida como telomerasa. Sin embargo, la mayoria de las células
somaticas de mamiferos no expresan telomerasa, y esto conduce a la pérdida
progresiva y acumulativa de las secuencias de los telomeros en los extremos de
los cromosomas. Este desgaste de los telémeros explica la capacidad de
proliferacion limitada de algunos cultivos celulares, la conocida como senescencia
replicativa (Hayflick y Moorhead, 1961; Olovnikov, 1996). De hecho, la
expresion exogena de telomerasa es suficiente para conferir la inmortalidad a las
células, sin causar transformacion oncogénica (Bodnar et al., 1998). Es importante
destacar que también se observa un acortamiento de los telémeros durante el
envejecimiento normal, tanto en ratones (Blasco, 2007) como en humanos (Lépez
Otin et al., 2013). Otra peculiaridad de los telémeros, no es sélo el acortamiento
sino la progresiva ausencia de telomerasa. En seres humanos, dicha deficiencia de
telomerasa se asocia al desarrollo prematuro de enfermedades, tales como fibrosis
pulmonar, diqueratosis congénita y anemia aplasica, que implican la pérdida de la
capacidad regenerativa de diferentes tejidos (Armanios y Blackburn, 2012).
Modelos animales genéticamente modificados han establecido vinculos causales
entre la pérdida de los telomeros, la senescencia celular y envejecimiento del
organismo. Es decir, el acortamiento o alargamiento inducido de los telomeros en
los ratones hace que disminuya 0 aumente, respectivamente, su esperanza de vida
(Rudolph et al., 1999; Tomas-Loba et al., 2008; Armanios et al., 2009). La
evidencia reciente indica también que el envejecimiento puede ser revertido por la
activacion de la telomerasa. En particular, el envejecimiento prematuro en ratones
deficientes en telomerasa se puede revertir cuando la telomerasa se reactiva
genéticamente en estos ratones (Jaskelioff et al.,, 2011). Por otra parte, el
envejecimiento fisioldgico normal se puede retrasar, sin aumento de la incidencia
de céncer, en ratones normales adultos, mediante activacién farmacoldgica o
transduccion viral sistémica de la telomerasa (Bernardes de Jesus et al., 2012). En
los seres humanos, meta-analisis recientes han indicado una fuerte relacion entre
la longitud de los telomeros y el riesgo de mortalidad, sobre todo en las edades

mas jovenes (Boonekamp et al., 2013).
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Alteraciones epigenéticas: Una variedad de alteraciones epigenéticas afecta a
todas las células y tejidos del organismo durante toda la vida (Talens et al., 2012)
(Figura 5). Los cambios epigenéticos implican alteraciones en los patrones de
metilacion del ADN, modificacion postraduccional de las histonas y remodelacion
de la cromatina. Esto constituye marcas asociadas a la edad. Ademas, los
multiples sistemas enzimaticos que aseguran la generacion y mantenimiento de
los patrones epigenéticos normales incluyen ADN-metil-transferasas, histonas
desacetilasas, acetilasas, metilasas y desmetilasas, asi como complejos de

proteinas implicados en la remodelacion de la cromatina.

Figura 6
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Figura 6. Esquema de cambios epigenéticos asociados al envejecimiento. Fuente: Talens et al., 2012.

Alteraciones transcripcionales: El envejecimiento se asocia con un aumento de
errores durante la transcripcion (Bahar et al., 2006), una produccion aberrante e
incorrecta maduracion de muchos ARN-mensajeros (Nicholas et al., 2010; Harries
et al., 2011). Comparaciones basadas en microarrays de tejidos jovenes y viejos

de varias especies establecen cambios transcripcionales relacionados con genes
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que codifican componentes clave de vias mitocondriales, vias de degradacion
lisosomales, etc... (De Magalhaes et al., 2009). Estos defectos de transcripcion
asociados al envejecimiento afectan también a los ARN no codificantes,
incluyendo una clase de micro-ARNs (Gero-miRs) que tiene influencia en la
longevidad mediante regulacion de las células madre. (Ugalde et al., 2011,
Boulias y Horvitz, 2012; Toledano et al., 2012). Dichas funciones de los Gero-
miRs han sido confirmadas en estudios de modulacion de longevidad realizados
en Drosophila melanogaster y C. elegans (Liu et al., 2012; Shen et al., 2012;
Smith-Vikos y Slack, 2012).

Pérdida de proteostasis: El envejecimiento y algunas enfermedades relacionadas
con el envejecimiento estan vinculados a la homeostasis de proteinas alteradas o
lo que se conoce como proteostasis (Powers et al., 2009) (Figura 7). La
proteostasis implica la existencia de mecanismos para la estabilizacion de
proteinas correctamente plegadas, y lo componen la mayoria de las proteinas de
choque térmico (HSP) asi como los mecanismos de degradacién de proteinas por
el proteosoma o el lisosoma (Mizushima et al., 2008; Hartl et al, 2011; Koga et al,
2011). Por otra parte, hay reguladores de proteo-toxicidad relacionada con la
edad, tales como MOAG-4, que actlan a través de una via alternativa distinta de
chaperonas moleculares y proteasas (Van Ham et al., 2010). Todos estos sistemas
funcionan de manera coordinada para restablecer la estructura correcta de
polipéptidos mal plegados o eliminarlos y degradarlos completamente; por lo
tanto, su funcién es la prevencion de acumulacion de componentes proteicos
dafados y asegurar la continua renovacion de las proteinas intracelulares. Muchos
estudios han demostrado que la proteostasis esta alterada en el envejecimiento
(Koga et al., 2011). Ademas, la expresion crdnica de proteinas mal plegadas y
agregados de ellas, contribuyen al desarrollo de algunas patologias relacionadas
con la edad, como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson o las

cataratas (Powers et al., 2009).

23



INTRODUCCION

Figura 7
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Figura 7. Esquema de pérdida de la proteostasis .Fuente: Powers et al., 2009

La sintesis de chaperonas especificas inducida por el estrés en los orgéanulos
citosolicos esta significativamente alterada en el envejecimiento (Calderwood et
al., 2009). Un gran numero de modelos animales apoyan este hecho, lo cual se
corrobora con una disminucién de la longevidad. En particular, los gusanos y
moscas transgénicas en los que se sobreexpresan chaperonas alargan
considerablemente la vida (Walker y Lithgow, 2003; Morrow et al., 2004).
Ademas, ratones mutantes deficientes en chaperonas presentan fenotipos de
envejecimiento acelerado, mientras que la sobreexpresion de ellas hace que
aumente su longevidad (Min et al., 2008; Swindell et al., 2009). Incluso, en varios
modelos (cultivos celulares, nematodos, roedores, etc...) la activacion de factores
de transcripcion para proteinas HSP como el factor HSF-1 (directamente o
desacilandolo por medio de SIRT1) prolongan la vida (Hsu et al., 2003;
Westerheide et al., 2009; Alavez et al., 2011; Chiang et al., 2012; Gehrig et al.,
2012; Calamini et al., 2012).
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La actividad de los dos principales sistemas proteoliticos implicados en el
control de calidad de las proteinas, el sistema de autofagia lisosomal y el sistema
ubiquitina-proteasoma, disminuyen con el envejecimiento (Rubinsztein et al.,
2011; Tomaru et al., 2012). Las intervenciones que utilizan inductores quimicos
de macro-autofagia (otro tipo de autofagia diferente de la autofagia mediada por
chaperonas) han suscitado un interés extraordinario, después del descubrimiento
de que la administracion constante o intermitente de la rapamicina (un inhibidor
de mTOR) puede aumentar la esperanza de vida de ratones de mediana edad
(Harrison et al., 2009; Blagosklonny, 2011). En particular, la rapamicina retrasa
multiples aspectos del envejecimiento en ratones (Wilkinson et al., 2012). El
aumento de la esperanza de vida que se consigue con la rapamicina es
estrictamente dependiente de la induccion de la autofagia (Bjedov et al., 2010;
Rubinsztein. et al., 2011). La espermidina, otro inductor de macroautofagia que a
diferencia de la rapamicina no tiene efectos inmunosupresores, promueve también
la longevidad en levaduras, moscas y gusanos mediante la induccién de autofagia
(Eisenberg et al., 2009). Del mismo modo, la administracion de suplementos de
nutrientes preparados a base de poliaminas que contienen espermidina, o
preparados con precursores de poliaminas (que seran transformados por la flora
intestinal en poliaminas) aumentan la longevidad en ratones (Soda et al., 2009;
Matsumoto et al., 2011). La suplementacion dietética con &cidos grasos
poliinsaturados como los ®-6 también amplian la esperanza de vida en los

nematodos, mediante activacion de la autofagia (O'Rourke et al., 2013).

En relacion con el proteasoma, la activacion del EGF (epidermal growth factor)
extiende la longevidad en nematodos, debido al aumento de la expresion de
diversos componentes del sistema ubiquitina-proteasoma (Liu et al., 2011a).
Asimismo, la mejora de la actividad del proteasoma con el uso de inhibidores de
des-ubiquitilasas o con activadores del proteasoma que aceleran la eliminacion de
proteinas toxicas, también resulta beneficioso en cultivos de células humanas (Lee
et al., 2010), y extiende la esperanza de vida en levaduras (Kruegel et al., 2011).
Por otra parte, el aumento de expresion de la subunidad del proteasoma RPN-6,
empleando el factor de transcripcion FOXO, confiere resistencia al estrés

proteotoxico y extiende la longevidad en C. elegans (Vilchez et al., 2012).

25



f)

INTRODUCCION

Desregulacion de sensores nutricionales: El principal componente regulador
nutricional en mamiferos es la hormona del crecimiento (GH), producida por la
glandula pituitaria anterior. Su mediador secundario, el factor de crecimiento
insulinico (IGF-1), es producido en respuesta a la GH por muchos tipos de
células, en particular los hepatocitos. La via intracelular de sefializacion de IGF-1
es la misma que la provocada por la insulina en las células, en presencia de
glucosa. Sorprendentemente, esta via es la mas conservada evolutivamente en el
control del envejecimiento y, entre sus maltiples objetivos, esta la activacion de la
familia de factores de transcripcion FOXO y de los complejos de mTOR, los
cuales se hayan implicados también en el envejecimiento (Fontana el al., 2010;
Kenyon, 2010; Barzilai et al., 2012). Los polimorfismos genéticos o mutaciones
que reducen las funciones de GH, receptores de IGF-1, receptores de insulina o
efectores intracelulares en la cascada de sefializacion de esta vias, como AKT,
mTOR y FOXO, han sido vinculados a la longevidad, tanto en humanos como en
modelos animales, reforzando asi el impacto de las vias troficas y bioenergéticas
sobre la longevidad (Fontana et al., 2010; Kenyon, 2010; Barzilai et al, 2012)
(Figura 8).

Figura 8

Figura 8. Cambios metabdlicos relacionados con el envejecimiento. Fuente: Lépez-Otin et al., 2013.

En consonancia con las vias troficas y bioenergeéticas relacionadas con el
envejecimiento, la restriccion caldrica (RC) aumenta la esperanza de vida y de

salud en todas las especies eucariotas investigadas, incluyendo organismos
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unicelulares y pluricelulares de varios filos distintos, incluidos primates no
humanos (Colman et al., 2009; Fontana et al., 2010; Mattison et al, 2012).

Disfuncion mitocondrial: Durante el envejecimiento disminuye la eficacia de la
cadena respiratoria y, por tanto, aumenta la fuga de electrones reduciéndose la
formacion de ATP (Green et al., 2011). La relacion existente entre la disfuncion
mitocondrial y el envejecimiento se ha sospechado durante mucho tiempo, pero la
diseccion de sus detalles sigue siendo en la actualidad un reto importante de
investigacion. La teoria de los radicales libres mitocondriales propone que la
progresiva disfuncion mitocondrial lleva a una mayor produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que a su vez provocan un mayor deterioro
mitocondrial y un dafio celular generalizado (Harman, 1965). Existen multiples
datos que apoyan el papel de ROS en el envejecimiento, pero nos centraremos
aqui en el desarrollo de los ultimos cinco afios, lo que ha obligado a una intensa
re-evaluacion de la teoria mitocondrial de radicales libres en el envejecimiento
(Hekimi et al., 2011). De especial impacto ha sido la inesperada observacion de
que el aumento de ROS puede prolongar la esperanza de vida en la levadura y en
C. elegans (Doonan et al., 2008; Van Raamsdonk y Hekimi, 2009; Mesquita et al.,
2010). Sin embargo, en ratones, las manipulaciones genéticas que aumentan el
dafio por ROS no prolongan sino que aceleran el envejecimiento (Van Remmen et
al., 2003; Zhang et al., 2009). Las manipulaciones que aumentan la defensas
antioxidantes no extienden la longevidad (Pérez et al., 2009) y, ademas,
manipulaciones genéticas que alteran la funcién mitocondrial (sin aumentar ROS)
aceleran el envejecimiento (Trifunovic et al., 2004; Kujoth et al., 2005; Vermulst
et al., 2008; Edgar et al., 2009; Hiona et al., 2010). Estos y otros resultados han
allanado el camino para una reconsideracion del papel de ROS en el
envejecimiento (Ristow y Schmeisser, 2011). Los efectos dafiinos de ROS quedan
en entredicho, en el campo de la sefializacion intracelular, ya que hay pruebas de
que los ROS activan sefiales proliferativas y de supervivencia, en respuesta a
sefiales fisiologicas y a condiciones de estrés (Sena y Chandel, 2012). Este nuevo
marco conceptual pone en duda si los ROS tienen efectos positivos, negativos o

neutros en el envejecimiento.

La disfuncibn  mitocondrial puede contribuir al  envejecimiento,

independientemente de ROS, como se mencion0 anteriormente, en ratones
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deficientes en DNA-polimerasa y (Edgar et al., 2009; Hiona et al., 2010) (ver mas
arriba Inestabilidad Gendmica). Esto puede ocurrir a través de numerosos
mecanismos, por ejemplo, las deficiencias mitocondriales pueden afectar a la
sefializacion de apoptosis, haciendo las mitocondrias mas permeables a sustancias
en respuesta al estrés (Kroemer et al., 2007), y desencadenando reacciones
inflamatorias favorecidas por ROS (Green et al., 2011). Ademas, puede impactar
directamente en la sefializacion celular, en las interconexiones entre organelas, en
las membranas mitocondriales e incluso en el reticulo endoplasmatico (Raffaello y
Rizzuto, 2011). Con el envejecimiento, la reduccion de la eficiencia bioenergética
mitocondrial puede ser consecuencia de mdultiples mecanismos convergentes,
incluyendo la reduccién de la biogénesis de las mitocondrias, el desgaste de los
telomeros o la represion de PGC-1a y PGC-1p (Sahin y DePinho, 2012). Esta
disfuncion mitocondrial se produce también durante el envejecimiento fisioldgico
en los ratones normales, y puede ser parcialmente revertida por la activacion de la
telomerasa (Bernardes de JesUs et al., 2012). SIRT1 esta implicado en la
biogénesis mitocondrial a través de un proceso en el que interviene el co-activador
transcripcional PGC-1a (Rodgers et al., 2005) y la eliminacion de las
mitocondrias dafiadas por autofagia (Lee et al., 2008). SIRT3, que es la principal
desacetilasa mitocondrial (Lombard et al., 2007), controla muchas enzimas
implicadas en el metabolismo energético, incluidos los componentes de la cadena
respiratoria, ciclo del acido tricarboxilico, cetogénesis y la B-oxidacion de &cidos
grasos (Giralt y Villarroya, 2012). Ademas, puede controlar también directamente
la tasa de produccion de ROS por desacetilacion de la manganeso superoxido
dismutasa, una importante enzima antioxidante mitocondrial (Qiu et al., 2010;
Tao et al., 2010). Colectivamente, estos resultados apoyan la idea de que las
sirtuinas actlan como sensores metabdlicos que controlan la funcién mitocondrial
y juegan un papel protector contra las enfermedades asociadas a la edad. Otros
mecanismos que causan disfuncion bioenergética mitocondrial son la acumulacion
de mutaciones y deleciones en el ADNmt, la oxidacion de proteinas
mitocondriales, la desestabilizacion de la organizaciébn macromolecular de la
cadena respiratoria, los cambios en la composicién lipidica de las membranas
mitocondriales, las alteraciones en la dindmica mitocondrial resultante del
desequilibrio de los eventos de fisidn y de fusion, y el control defectuoso del tunr-

over mitocondrial por mitofagia (un organulo especifico de la macroautofagia que
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se dirige a las mitocondrias para su degradacion proteolitica) (Wang y Klionsky,
2011). La combinacién del aumento de los dafios y la reduccién del turnover
mitocondrial, debido a la menor biogénesis y a la reduccion en los procesos
depuracion mitocondrial, pueden contribuir al proceso de envejecimiento (Figura
9).
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Figura 9. Esquema de la disfuncién mitocondrial. Fuente: Green et al., 2011.

h) Senescencia celular: La senescencia celular se puede definir como una detencion
estable del ciclo celular acoplado a cambios fenotipicos celulares (Campisi y
d'Adda di Fagagna, 2007; Collado et al., 2007). Este fenémeno fue descrito
originalmente por Hayflick en pases seriados de cultivos de fibroblastos humanos
(Hayflick y Moorhead, 1961). Hoy en dia sabemos que la senescencia observada
por Hayflick es causada por el acortamiento de los telémeros (Bodnar et al.,
1998), pero hay otros estimulos asociados del envejecimiento que desencadenan

la senescencia, independientemente de este proceso telomérico. En particular, el
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dafio en el ADN no telomérico y la represion del locus INK4 / ARF, ambos
producidos progresivamente con el envejecimiento, son también capaces de
inducir senescencia (Collado et al., 2007). La acumulacién de células senescentes
en los tejidos envejecidos se ha inferido a menudo con marcadores alternativos
como el dafio en el ADN. Algunos estudios han utilizado directamente [-
galactosidasa (SABG) para identificar senescencia en los tejidos (Dimri et al.,
1995). Por ejemplo, en una cuantificacion detallada de dafios hepéticos,
analizando SABG y los dafios en el ADN, los resultados registrados fueron
comparables, obteniéndose un total de aproximadamente un 8% de células
senescentes en ratones jovenes y un 17% en ratones de edad muy avanzada.
Resultados similares se encontraron en la piel, pulmén y bazo, pero no se
observaron cambios en el corazén, musculo esquelético y rifidn (Wang et al.,
2009). Basandose en estos datos, esta claro que la senescencia celular no es una
propiedad generalizada de todos los tejidos que envejecen de un organismo.
Posiblemente, la acumulacién de células senescentes con el envejecimiento puede
reflejar un aumento en la tasa de generacion de éstas y/o una disminucion en su
velocidad de eliminacién, debido en parte a una respuesta inmune atenuada.
Puesto que la cantidad de células senescentes aumenta con el envejecimiento, se
ha asumido categéricamente que la senescencia celular contribuye al
envejecimiento. Sin embargo, este punto de vista subestima lo que posiblemente
es el propésito principal de la senescencia, que es la de prevenir la propagacion de
las células dafiadas y la de desencadenar su desaparicion por el sistema inmune.
Por lo tanto, es posible que la senescencia sea una respuesta compensatoria
beneficiosa que contribuye a eliminar los tejidos dafiados de células
potencialmente oncogénicas. Este punto de control celular, sin embargo, requiere
un sistema eficiente de células de reemplazo que implique la eliminacion de las
células senescentes y la movilizacién de células progenitoras, para restablecer el
namero de células de un tejido. En animales viejos, este sistema es ineficaz y
puede agotar la capacidad de regeneracion de las células progenitoras con el
tiempo, dando lugar a la acumulacion de células senescentes que agravan los

dafios y contribuyen al envejecimiento (Lopez Otin et al., 2013).

En los ultimos afios se ha apreciado que las células senescentes manifiestan

alteraciones en sus secreciones, estando particularmente enriquecidas en
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citoquinas pro-inflamatorias, y en metaloproteinasas de la matriz extracelular
(Kuilman et al., 2010; Rodier y Campisi, 2011). Ademas de los dafios en el ADN,
otro problema asociado a la senescencia es la sefializacion mitogénica excesiva.
Muchas de estas sefalizaciones tienen un papel oncogénico, destacando
p16™K*YRb y p19”RF/p53 como las vias mas importantes (Serrano et al., 1997).
La relevancia de estas vias para el envejecimiento se vuelve ain mas sorprendente

cuando se considera que los niveles de p16"™<* 9ARF

(y en menor medida pl ) se
correlacionan con la edad cronoldgica de todos los tejidos analizados, tanto en
ratones como en seres humanos (Krishnamurthy et al., 2004; Ressler et al., 2006).
No hay conocimiento de ningln otro gen o proteina cuya expresion esté tan
fuertemente correlacionada con el envejecimiento fisiol6gico, en todos los tejidos
y a través de las especies. Su rango de variacion es, en promedio, de un orden de
magnitud entre los tejidos jovenes y viejos. Recientes meta-andlisis (méas de 300
estudios) de asociacion de genoma completo (GWAS) han identificado el locus
INK4a/ARF como el locus gendmico que desde el punto de vista genético esta
mayormente vinculado a la mayoria de las patologias asociadas a la edad,
incluyendo varios tipos de enfermedades cardiovasculares, diabetes, glaucoma o

la enfermedad de Alzheimer (Jeck et al., 2012).

Comunicacion Intercelular deteriorada: Mas alla de las alteraciones en las
células individuales, el envejecimiento implica también cambios a niveles de la
comunicacion intercelular, ya sea a nivel endocrino, neuroendocrino o neuronal
(Russell y Kahn, 2007; Laplante y Sabatini, 2012; Rando y Chang, 2012; Zhang et
al., 2013). Por lo tanto, la sefializacion neuro-hormonal (como la de los sistemas
renina-angiotensina, sistemas adrenérgico y el GH/IGF-1) tiende a desregularse en
el envejecimiento. Ademds, las reacciones inflamatorias aumentan; la
inmunovigilancia contra patdgenos y células premalignas disminuye, y la
composicion de la matriz extracelular cambia el entorno, lo que afecta las
propiedades mecéanicas y funcionales de todos los tejidos. Una de estas
modificaciones en la comunicacion intercelular es la inflamacion basal
generalizada, es decir, un fenotipo proinflamatorio que acompafa al
envejecimiento de los mamiferos (Salminen et al., 2012). Esta puede deberse a
multiples causas, tales como, la acumulacién de dafio en el tejido proinflamatorio,

el fracaso progresivo del sistema inmune frente a patogenos, la tendencia de las
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células senescentes a secretar citoquinas pro-inflamatorias (véase la seccion sobre
senescencia celular), la mayor activacion del factor de transcripcion NF- kB, o la
respuesta defectuosa de autofagia (Salminen et al., 2012). Estas alteraciones dan
lugar a una mayor activacion de la inflamacién que conduce a una mayor
produccién de IL-18, factor de necrosis tumoral (TNFa) e interferon (Green et al.,
2011; Salminen et al., 2012). La inflamacion también estd implicada en la
patogénesis de la obesidad y diabetes tipo Il (Barzilai et al., 2012). Del mismo
modo, las respuestas inflamatorias defectuosas juegan un papel critico en la
aterosclerosis (Tabas, 2010). La reciente conclusion de que la inflamacion
asociada a la edad inhibe la funcion de las células madre epidérmicas (Doles et al.,
2012) refuerza el papel de los procesos inflamtorios en el proceso de

envejecimiento.

Mas alld de la inflamacion, los estudios indican que los cambios en el
envejecimiento, relacionado con los tejidos, pueden conducir a un deterioro
especifico del fenotipo de los 6rganos. Ademaés de las citoquinas inflamatorias,
hay otros ejemplos de ‘envejecimiento contagioso' en los que las células
senescentes inducen senescencia a sus células vecinas, a través de brechas en las
uniones tipo gap, y que implican a los ROS (Nelson et al., 2012). Y a la inversa,
las manipulaciones de la longevidad en un solo tejido pueden retrasar el proceso
de envejecimiento en otros tejidos vecinos (Tomas-Loba et al., 2008; Durieux et
al., 2011; Lavasani et al., 2012). Por ello, nos detendremos en realizar una
pequefia introduccion del envejecimiento en algunos tejidos concretos, y que es

consecuencia de los factores que acabamos de describir.
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2.1.Envejecimiento del sistema nervioso central

El tamafio del cerebro se reduce ligeramente y se pierden algunas neuronas en
varias regiones del cerebro, tales como, el locus coeruleus, sustancia negra, hipocampo,
nucleo caudado, putamen, y corteza cerebral (Fjell y Walhovd, 2010). Es bien conocido
que la pérdida de algunas neuronas se acompafia también de un envejecimiento en el
sistema neuroendocrino. Por ejemplo, la pérdida de neuronas en el hipotdlamo tiene una
influencia amplia en érganos endocrinos inferiores (Parky Yeo, 2013). Las neuronas del
sistema nervioso estan afectadas por el proceso de envejecimiento y ésta afectacion la
vemos reflejada, entre otras acciones, en la reduccion de los niveles de sensibilidad de
nuestros receptores sensoriales, la pérdida del potencial motor y la disminucion del
nivel cognitivo que habiamos alcanzado en la etapa de adultos. El grado de disminucion
de estas capacidades asociadas al sistema nervioso es muy variable y cada persona
presenta unos niveles diferentes a las deméas (Charchat-Fichman et al., 2005).
Asimismo, los sistemas de compensacion de estos deterioros son también muy
diferentes en cada persona. Con el envejecimiento las neuronas pueden sufrir diversos
cambios morfologicos que se observan, fundamentalmente, en el deposito de material
de desecho en su citoplasma en forma de pigmento (lipofuscina), reduccion del arbol
dendritico y del numero de sinapsis que se establecen sobre cada neurona y de las que
ella misma forma sobre otras neuronas (Crespo et al., 2006).

Probablemente la caracteristica funcional mas importante de la presencia de
lipofuscina asociada al envejecimiento sea el hecho de que la mayor parte de los
organulos citoplasmaticos degradados sean las mitocondrias. (Las mitocondrias son la
fuente fundamental de ROS) (Harman, 1956).

La sinapsis interneuronal es el mecanismo morfol6gico por el cual una neurona
presinaptica libera un neurotransmisor al espacio sindptico que se une a un receptor que
se encuentra en la membrana postsinaptica de otra neurona vecina desencadenando una
respuesta de activacion o inhibicién en ella. La disminucion, durante el envejecimiento,
del namero de sinapsis o la reduccién de su capacidad funcional por alteracion en la
sintesis, liberacion y union del neurotransmisor que se libera al espacio sinaptico con el
receptor postsinaptico es una de las alteraciones mas frecuentemente observadas en los
cerebros de animales de laboratorio y en estudios de autopsias en humanos (Masliah et

al., 1993). Generalmente las reducciones mas importantes en el nimero de sinapsis se
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producen en las neuronas de mayor tamafio y en aquellas que poseen los axones mas
largos (neuronas de proyeccion) mientras que las de menor tamafio y con axones cortos
suelen estar menos afectadas. Este hecho explica que las enfermedades
neurodegenerativas tengan su sustrato neuronal en neuronas piramidales de gran tamafio
de la corteza e hipocampo (Enfermedad de Alzheimer) y la sustancia nigra (Enfermedad
de Parkinson). El envejecimiento promueve la activacion de diversas vias neuronales
que inducen alteraciones en el equilibrio idnico y la reduccion de los niveles energéticos

en las sinapsis (Harris et al., 2003).

El neurotransmisor glutamato, es de tipo excitatorio y el mas abundante en la
corteza cerebral, activa los receptores especificos para glutamato en la membrana
postsinaptica (Mattson, 2008). Cuando se produce un incremento en el estrés oxidativo,
por incremento de los ROS, se elevan los niveles de Ca®* en la neurona postsinéptica, lo
que induce una cascada de reacciones moleculares que resultan en la muerte apoptotica
de la neurona postsinaptica (Raha y Robinson, 2001). Esto conduce al incremento de la
excitotoxicidad por sobre-excitacion neuronal (Isaac et al., 2007). Estas alteraciones del
balance energético y alteracion de la homeostasis pueden ocurrir tanto en la neurona
presindptica como en la postsinaptica durante el envejecimiento normal, y mas

exacerbadamente, en las enfermedades neurodegenerativas.

Durante el proceso de envejecimiento se puede producir una reduccion en la
capacidad de las neuronas para sintetizar los neurotransmisores que acttan en las
sinapsis (Alvarez y Sabatini, 2007). Los neurotransmisores mas utilizados son: el
glutamato, GABA, acetilcolina y dopamina, y las alteraciones en los niveles
homeostaticos de estos neurotransmisores ocasionan diferentes patologias que se ven
incrementadas en el envejecimiento (VanGuilder et al., 2011). Asi, la reduccién en los
niveles de acetilcolina es una de las caracteristicas mas notables en la enfermedad de
Alzheimer (Schliebs & Arendt, 2011), y la disminucion de la sintesis de dopamina es la

caracteristica tipica de la enfermedad de Parkinson (Stoessl, 2001).

A lo largo del envejecimiento se disminuye aproximadamente un 20% en el flujo
sanguineo cerebral (Park y Yeo, 2013). En el cerebro se produce una reduccion del
volumen ocupado por los vasos sanguineos y concretamente disminuye la superficie de
los capilares que son el lugar de intercambio de gases de la respiracién y moléculas para

el trofismo neuronal (Fratiglioni et al., 2010). La barrera hematoencefélica (BHE) es el
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lugar selectivo para el intercambio de nutrientes entre la sangre y el parénguima
cerebral y, con el envejecimiento, los sistemas de transporte molecular que operan a este
nivel se ven reducidos, con las consecuencias metabdlicas que esto tiene para el normal

funcionamiento del sistema nervioso (Grammas et al., 2011).

Uno de los aspectos menos conocidos es el papel que durante el envejecimiento
cerebral juegan las células gliales (Mrak et al., 1997). Se ha demostrado tanto en
animales de experimentacion como en humanos que con el envejecimiento se produce
una proliferacion de astrocitos (gliosis reactiva) para paliar los efectos de la reduccion
de las neuronas que van degenerando a lo largo de la vida, de tal forma que aunque el
numero de neuronas se reduce durante el ciclo vital, el nimero de células de glia se
incrementa como efecto compensatorio (Li et al.,, 2008). Ademéas en diversas
localizaciones del cerebro las células gliales adoptan conformaciones caracteristicas
asociadas al proceso de envejecimiento como ocurre en el hipotalamo que esta
constituido por neuronas que regulan la actividad endocrina de nuestro organismo
(Crespo et al., 1994).

2.2.Envejecimiento del sistema cardiaco

Los cambios relacionados con el envejecimiento del corazon, por lo general,
ocurren en las capas del miocardio. Las fibras de colageno no suelen observarse en los
cardiomiocitos de adultos normales, mientras que con el envejecimiento proliferan y se
encuentran principalmente alrededor de los capilares de las capas del miocardio. Los
cambios en el sistema cardiovascular son muy aparentes en las arterias y, en particular,
en las paredes arteriales, las cuales se vuelven mas gruesas y duras. Los patrones de
glicosilacién participan en el endurecimiento de las arterias. Debido a estos cambios
anatomicos (que pueden incluir atrofia y aumento de tamafio) el corazon muestra a nivel
funcional una disminucién de la distensibilidad diastolica, asi como aumento de la
presion del pulso. Aungue en estado estacionario el gasto cardiaco se mantiene sin
cambios, la frecuencia cardiaca maxima, el volumen sistélico maximo y el volumen de
sangre circulante se reducen. Del mismo modo, cuando disminuye la sangre que entra
en las arterias, se inhibe la actividad de los barorreceptores, lo que suele producir una
hipotension ortostatica, muy comun en los ancianos de avanzada edad (Park y Yeo,
2013).
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2.3. Envejecimiento del higado

En general, el volumen hepético se reduce entre un 20% - 40% en el
envejecimiento, con una reduccion mas marcada en las mujeres (hasta un 44%) que en
hombres (Schmucker, 2005). Microscopicamente, los hepatocitos envejecidos tienen un
aumento en el ndmero de cromosomas. Los hepatocitos muestran también una
disminucion en el nimero de mitocondrias, aunque el volumen de cada mitocondria
aumenta individualmente (deterioro funcional de las mitocondrias); ademas poseen mas
lisosomas secundarios y acumulos de lipofuscina con respecto a los hepatocitos jovenes
(Schmucker y Sachs, 2002). La acumulacion de lipofuscina ha sido asociada con el
estrés oxidativo cronico y con la incapacidad de degradar proteinas dafiadas y
desnaturalizadas (Jung et al., 2007). Por otra parte, la lipofuscina acumulada interfiere
con varias vias celulares, debido a su capacidad para atrapar cationes metalicos y a que
facilita ain mas la formacion de radicales libres (Jolly et al., 1995). Se estima que el
flujo sanguineo del higado disminuye en un 35% - 50% en los ancianos, y puede ser
responsable de las reducciones en el volumen hepético relacionadas con la edad (Wynne
et al., 1989). Aunque se han observado diferencias interindividuales, las funciones

hepéticas estan relativamente preservadas en el envejecimiento normal.

2.4. Envejecimiento del muasculo esquelético

El proceso de envejecimiento del musculo esquelético en el ser humano se
asocia con una disminucion significativa en la funcion neuromuscular y en la masa
muscular (Doherty et al., 1993; Deschenes, 2004). La pérdida de masa muscular y la
atrofia de fibras (especialmente las fibras musculares de tipo Il) relacionada con la edad
se conoce como sarcopenia (Deschenes, 2004). La sarcopenia incluye alteraciones en la
inervacion del sistema nervioso central y periférico, cambios en el estado hormonal,
efectos inflamatorios, y disminucion metabdlica (descenso en la produccién de ATP y
de proteinas) (Doherty 2003). El declive relacionado con la edad en la masa muscular
puede ser de hasta el 40%, entre los 25-80 afios, contribuyendo a una pérdida global de
fuerza muscular. La sarcopenia origina también una disminucion del VO, maximo (es la
cantidad maxima de oxigeno que el organismo puede absorber, transportar y consumir

por unidad de tiempo) asociado con cambios en la capacidad pulmonar (funcion
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respiratoria), el gasto cardiaco (Q), una menor irrigaciéon y una peor extraccion de
oxigeno de la sangre (diferencia de oxigeno arterio-venosa). Esto lleva a una
disminucion de hasta un 20% del VO, mé&ximo por década en adultos sedentarios
(Ogawa et al., 1992; Shepard, 2003).

El ejercicio, especialmente el entrenamiento de resistencia, mejora la fuerza
muscular de los mayores, contrarrestando los efectos de la sarcopenia (Frontera et al.,
2000; Taaffe, 2006). En hombres de avanzada edad se ha demostrado un aumento del
11% de la masa muscular, después de 12 semanas de entrenamiento de resistencia
(Frontera et al., 1988). Esto podria deberse a un aumento paulatino en el VO, méaximo,
el cual conllevaria a un aumento del flujo sanguineo, produccién de nuevas proteinas,
ajustes metabdlicos, etc (Evans 1997; Yarasheski, 2003). El ejercicio fisico aumenta
también el nimero de unidades motoras reclutadas para realizar una tarea dada, lo que
les permite actuar con mayor sincronizacion e incrementar la capacidad de generar

mayor fuerza muscular (Kamen y Gabriel, 2010).

2.5. Envejecimiento del sistema circulatorio

Hemos visto que uno de los mayores problemas asociados al envejecimiento de
los diferentes 6rganos es la bajada drastica del flujo sanguineo. El sistema vascular esta
muy relacionado con las alteraciones en la homeostasis celular que se produce en todos
los o6rganos. La comprension de los mecanismos subyacentes a las alteraciones
fisiopatoldgicas vasculares inducidas por la edad, es primordial en el conocimiento de la
mayoria de enfermedades relacionadas con el envejecimiento. Estas alteraciones
producen lo que se conoce como disfuncién vascular (figura 10) y que es provocada por

los cambios mencionados en el capitulo 2 de esta introduccion:
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Figura 10

Aging < Soluble TNF 1

NADPH  aaS'

oxidase®

RO s ,&J‘obbﬁ

§ -
Antioxidant ? -
defenses { (? : F\ > . 4
o~ NO! onoo -4
N -
- l ‘ PARP-1T
D Apoptosis
Endothelial l
l dysfunction /
———————————— -
ICAM T
b IYIIM( NEKE \M/V\mos 1 I Low-grade inflammation I

Other pro-inflammatory mediators

Figura 10. Mecanismos de envejecimiento vascular. Fuente: Ungvari et al., 2010.

a) Aumento de los ROS: Existen varias publicaciones que corroboran que un
aumento en la produccion de ROS, debido en parte a un aumento de la actividad
de las NAD-(P)-H oxidasas (Csiszar et al., 2002; Donato et al., 2007), conduce a
la disfuncion endotelial que se observa en el envejecimiento, tanto en animales de
laboratorio (Hamilton et al., 2001; Csiszar et al., 2007a; Ungvari et al. 2007)
como en los seres humanos (Donato et al., 2007; Jablonsky et al., 2007). Se sabe
también que el oxido nitrico (NO) es una molécula crucial para la salud y la
funcion de las células endoteliales. En el envejecimiento, una de las consecuencias
de un aumento del estrés oxidativo es la inactivaciéon funcional del NO por altas
concentraciones de O, (Adler et al., 2003; Francia et al., 2004; Sun et al., 2004),
lo que lleva a la disfuncion vascular (Ungvari et al., 2008). En particular, el
deterioro de la biodisponibilidad de NO, debido al estrés oxidativo, conduce a un
deterioro grave del flujo sanguineo en los senos vasculares (Sun et al., 2004), y a
una peor vasodilatacion, en respuesta a la demanda de oxigeno en los tejidos. La
reduccion severa en la biodisponibilidad de NO en el envejecimiento (Tchudi et
al., 1996), esta agravada también por un declive en la expresion de la 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) (Matsushita et al., 2001; Csiszar et al., 2002, Tanabe et
al., 2003), por la reduccion de la disponibilidad de tetrahidrobiopterina (Sindler et

al., 2009) y por una disminucion intracelular de la disponibilidad de L-Arginina.
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b) Aumento de inflamacién vascular: Cada vez hay mas evidencias de que la
inflamacion basal asociada a la edad acelera la incidencia de enfermedades
cronicas, incluyendo la aterosclerosis. Incluso en el envejecimiento normal y
saludable, hay un cambio en el perfil de expresion vascular de moléculas pro-
inflamatorias, incluyendo citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesion,
segln estudios realizados tanto en roedores de laboratorio como en primates
(Csiszar et al., 2002; Ungvari et al. 2007, Wang et al., 2007; Pearson et al., 2008;).
Las concentraciones plasmaticas de varios marcadores inflamatorios (por ejemplo,
TNFa, VCAM-1, selectina-E, IL-6, IL-18 y MCP-1) se correlacionan
positivamente con la edad, independientemente de otros factores de riesgo
cardiovascular (Bruunsgaard et al., 2000; Miles et al., 2008). Los niveles elevados
de citoquinas inflamatorias contribuyen a un microambiente que facilita tanto el
desarrollo de disfuncion vascular (Arenas et al., 2006; Csiszar et al., 2007b) como

la apoptosis asociada al envejecimiento (Csiszar et al. 2004, 2007Db).

c) Senescencia celular y deterioro del remplazo de células endoteliales: Las
células, incluidas las endoteliales, estan sujetas a la senescencia celular
(inestabilidad genomica, telomeros disfuncionales...) influyendo ello en su ciclo
celular. Ademas de las alteraciones relacionadas con la replicacién celular, las
células senescentes adquieren cambios fenotipicos (Coppe et al., 2008). Estos
cambios estan relacionados con la funcién paracrina de las células vecinas, al
secretar mediadores que modifican el entorno de la matriz extracelular (como
vimos en el capitulo 2.1). También hay una pérdida, relacionada con la edad, del
remplazo celular por las células endoteliales progenitoras (CEP), mediada en parte
por un desequilibrio entre factores de crecimiento angiogénicos, y factores de
migracion y de supervivencia celular. Por ejemplo, la sintesis de IGF-1 se atenta
en el envejecimiento, y probablemente lleve a la disminucién de la estimulacion y
supervivencia de las CEP (Humpert et al., 2008). Otro ejemplo seria la caida
observada en el envejecimiento de la expresion de otros factores, como VEGF o la

endotelina, y de sus receptores.
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3. Perspectiva actual del envejecimiento

Una vision global de las caracteristicas del envejecimiento, enumeradas en esta
tesis, permite agruparlas en tres categorias: caracteristicas primarias, caracteristicas

antagoénicas, y caracteristicas integradoras (Figura 11).
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Figura 11. Agrupaciones de las caracteristicas del envejecimiento. Fuente: Lépez-Otin et al., 2013.

La caracteristica comUn a todas es que son inequivocamente negativas. El dafio
en el ADN, incluyendo aneploidias cromosémicas, mutaciones en el ADN mitocondrial,
pérdida de los telomeros, cambios epigenéticos y proteostasis defectuosa, son ejemplos
claros de lo dafino que es el envejecimiento. Otra de las caracteristicas, comdn a todas,
podria ser que los eventos dafiinos se acumulan progresivamente con el tiempo. De este
modo, las caracteristicas antagonicas, siendo en principio beneficiosas, se vuelven
progresivamente negativas en un proceso que esta en parte promovido o acelerado por
las caracteristicas primarias. Asi, las caracteristicas antagénicas pueden tener efectos
opuestos en funcidn de su intensidad. A niveles bajos median efectos beneficiosos pero,
a niveles altos, se convierten en perjudiciales. Este es el caso de la senescencia, la cual
protege al organismo del cancer, pero en exceso puede promover el envejecimiento. Del
mismo modo, la produccion de ROS media en la sefializacion celular para la

supervivencia, pero a niveles altos y cronicos también resulta perjudicial.

Una tercera categoria comprende las caracteristicas integradoras; frenar el

agotamiento de células de remplazo y el deterioro de la comunicacion intercelular
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afectan directamente a la homeostasis y a la funcion de los tejidos. Cuando el dafio
acumulado, causado por las caracteristicas primarias y antagonicas, no puede ser
compensado por los mecanismos homeostaticos de los tejidos, se llega a la propiedad
comun del envejecimiento, antes nombrada, el dafio. Debido a que las caracteristicas
que ocurren durante el envejecimiento estan interconectadas, la comprension exacta de
cdémo se interrelacionan supone un reto apasionante para futuros trabajos. Sin embargo,
quedan aun muchos retos por delante, para la comprension de este proceso biolégico tan

complejo que es el envejecimiento (Martin, 2011; Miller, 2012).

4. Intervencion biogerontolégica

Como hemos visto, el envejecimiento sigue siendo un misterio bioldgico
considerable. La inmortalidad virtual de lineas celulares es claramente posible y, si toda
la vida actual en la Tierra se origin6 a partir de un antepasado comun (como lo
demuestra el uso de un mismo c6digo genético) ¢por qué envejecemos hasta morir y
estas lineas celulares no? Ademas, existen organismos como la Hydra y algunas
anémonas de mar gque practicamente no mueren con en el paso del tiempo, por lo que en
si mismas son inmortales (Martinez, 1998). Los organismos se mantienen generalmente
en un estado juvenil durante su desarrollo, y es sélo con el inicio de la reproduccion que
los efectos del envejecimiento empiezan a ser aparentes (Partridge, 2010). Sin embargo,
no estd claro como se inicia el proceso de envejecimiento, cuéles de los muchos
fenotipos del envejecimiento son causa del deterioro funcional, y qué deterioros

aumentan el riesgo de qué enfermedad.

El término intervencidn biogerontolégica (IB) se refiere a cualquier intervencion
que mejore la salud durante el envejecimiento y aumente la esperanza de vida en
maultiples organismos, incluyendo los mamiferos. Tiene como objetivo indagar en los
procesos normales del envejecimiento y, por tanto, revelar los mecanismos
fundamentales del mismo, asi como encontrar posibles dianas para medicamentos que

contribuyan en la prevencion de enfermedades relacionadas con el envejecimiento.

La restriccion calorica (RC) consiste en una reduccion en la ingesta de alimentos
sin llegar a la malnutricion. Esta intervencién aumenta la salud durante el

envejecimiento en casi todos los organismos investigados hasta la fecha, incluyendo
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primates y, posiblemente, seres humanos (Partridge, 2010). La RC no es una practica
regular, ni facil de estudiar en los seres humanos, porque el cumplimiento de este
régimen dietético riguroso es muy bajo. Sin embargo, trabajos recientes tanto en
animales como en humanos, han sugerido que reducir la ingesta de ciertos nutrientes,
particularmente aminoacidos especificos, puede ser mas importante que la reduccién de
la ingesta de calorias, al conferir mayores beneficios para la salud (Solon-Biet et al.,
2014). Ademas, como ya hemos visto, durante el envejecimiento pueden mejorarse los
cambios en la sefializacién metabolica y endocrina, y con ello la salud (por ejemplo, con
IGF-1). Otra IB se basa en la administracion de rapamicina, que actGa inhibiendo

mTOR, y aumenta la esperanza de vida desde levaduras a mamiferos.

Madltiples andlisis han demostrado que las intervenciones enfocadas hacia una
mejora/retraso del envejecimiento tendran enormes beneficios para la salud (Goldman et
al., 2013). Las intervenciones especificas para problemas especificos del envejecimiento
son importantisimas, y seguiran siéndolo. Por udltimo, es importante sefialar que la
comprension de la fisiologia y patologia del envejecimiento permitira evaluar la
relevancia de los modelos animales para el estudio del envejecimiento humano
(Partridge and David Gems, 2007). Los modelos animales de envejecimiento han
demostrado que también existe la posibilidad de una medicina preventiva de amplio

espectro para las enfermedades del envejecimiento (Figura 12).

Figura 12
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Figura 12. Estrategias actuales de investigacion y estrategias propuestas. Fuente: Partridge, 2014.
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La esperanza de vida es un rasgo determinado no sélo por factores ambientales
(que debido a la inter-individualidad humana es practicamente imposible de abordar)
sino también, como ya hemos visto, por elementos genéticos. Esta teoria fue propuesta
por Herskind (Herskind et al., 1996) al analizar 2.872 pares de gemelos de ambos sexos,
y encontraron que las heredabilidades de la longevidad para los hombres y las mujeres
son alrededor de 0,26 y 0,23, respectivamente. La contribucion genética a la longevidad
ha sido corroborada por algunos estudios recientes que han analizado la concordancia de
la longevidad en gemelos monocigoticos y dicigdticos. Se estima que el 25-30% de la
variacion de la esperanza de vida es aportado por factores genéticos (Gudmundsson et
al., 2000; Skytthe et al., 2003; Hjelmborg et al., 2006; Slagboom et al., 2011). A la luz
de esto, y junto con el reconocimiento de rutas que regulan la esperanza de vida
(incluidas las de mTOR vy el IGF-1), actualmente se realiza la busqueda de dianas
moleculares para la longevidad. Uno de los primeros genes mutados que mostraron
aumentar la longevidad fue AGE-1 (Friedman y Johnson, 1988). Su homodlogo en
mamiferos fue descubierto mas tarde, la subunidad catalitica de la quinasa para 3-
hidroxi-fosfatidilinositol (Morris et al., 1996). Otros ejemplos de genes relacionados
con la longevidad incluyen AGTR1, SIR-2.1, HCF-1, SMK-1 y DAF-16 (Wolff et al.,
2006; Rizki et al., 2011; Benigni et al., 2012). Algunos de estos genes han sido
revisados extensamente en la literatura (Dali-Youcef et al., 2007; Landis y Murphy,
2010; Satoh et al., 2011).

En los Gltimos afios, la exploracion de genes de longevidad se ha intensificado
gracias al empleo de la bioinformatica y a los avances obtenidos en los perfiles de
expresion génica, y perfil de expresion del genoma en los diferentes tejidos, incluyendo
el cerebro (Hong et al., 2008), los musculos esqueléticos (Zahn et al., 2006) y los
rifones (Rodwell et al., 2004). Esto proporciona datos valiosos que facilitan la
generacion de diversas hipotesis sobre la regulacion transcripcional del envejecimiento.
Ejemplos de dichos cambios, durante el envejecimiento, abarcan genes relacionados con
los citocromos (Cypl, Cyp4d2l, Cyp4p3, Cyp6a9, Cyp6gl y Cyp318al), genes
relacionados con el turnover proteico y las vias de ubiquitinacion (CG2924, CG7220,
crl, neur, Roclb, Ubc84D y UBC-E2H), y los genes de respuesta a estrés oxidativo
(GstS1, Jon65Ai, Jon65Aiv, Jon66Ci, Jon99Ci, Jon99Cii, mmd, Trxr-1, y TrxR-2).
Estos genes son candidatos objetivos de mayores estudios para una posible
prolongacion de la longevidad.
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Mediante el analisis de datos recogidos de 403 nonagenarios y 1670 controles de
poblacion joven (Deelen et al., 2011), descubrieron que el gen POT1 juega un papel
importante en la asociacion establecida entre el mantenimiento de los telémeros y la
longevidad humana. También encontraron que el buen funcionamiento de la via de
sefializacion de IGF-1 estaba determinada en gran medida por los siguientes genes:
Akt3, AKT1, FOXO04, IGF2, INS, PIK3CA, SGK, SGK2, YWHAG y POT1.

Con todo ello, el objetivo de mejorar la longevidad se esté realizando desde tres
enfoques diferentes: reducir en lo posible el proceso de envejecimiento a diferentes
niveles, diagnostico temprano de enfermedades asociadas al envejecimiento, y la cura
de las enfermedades asociadas al envejecimiento. Estos enfoques se contraponen con el
tratamiento actual que consiste en aliviar los sintomas geriatricos, s6lo cuando causan
enfermedades. Sin embargo, los nuevos enfoques son mas proactivos y, por lo tanto,
mas deseables. El esfuerzo biogerontoldgico se centra ahora en la identificacion de
genes candidatos, potencialmente vinculados con el envejecimiento y la longevidad
(Swindell, 2007; Kim et al., 2012). Para estos estudios se utilizan modelos eucariotas
simples (tales como Caenoharbditis elegans, Drosophila melanogaster y Saccharomyces
cerevisiae) debido al alto coste y a la alta mortalidad de roedores y primates no

humanos.

A pesar de la expectacion generada por los esfuerzos de una 1B, es importante no
interpretar erroneamente, en el contexto del laboratorio, el éxito de la manipulacion de
la longevidad y los procesos de envejecimiento, como un triunfo final del desarrollo de
la intervencion en humanos. Como ejemplo, se ha determinado que la sobreexpresion
del gen D-GADDA45 aumenta la longevidad. El logro de tal atributo en las moscas de la
fruta solo se logré cruzando hembras UAS-D-GADDA45 con machos GAL4-1407.
Obviamente, esto es técnicamente imposible a la hora de plantear una IB en adultos
viejos. Otro ejemplo puede ser tomado de Napoli (Napoli et al., 2003): descubrieron que
la supresion del gen p66Shc puede proteger a los ratones, del estrés oxidativo a nivel de
tejidos, de la apoptosis celular vascular y de la aterogénesis temprana. Aunque sean
hallazgos alentadores, estos estudios se realizaron en modelos knock-out p66 (Shc—/-),

por lo que tampoco son reproducibles en viejos adultos.

El abismo entre la investigacion béasica y el desarrollo de una intervencion

molecular no s6lo se circunscribe a la ejecucion de la investigacion sino también a la
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estrategia de ingenieria genética. Por ejemplo, con el fin de hacer frente a la
proliferacion descontrolada de las células, y a su progresion subsiguiente en cancer, la
delecion de la subunidad de los telémeros en todas las células (no germinales) para
combatir dicha enfermedad resulta inviable. A nivel celular, el mantenimiento de los
telomeros es imprescindible para una funcion normal durante el resto de la vida. Con la
aparicion de tecnologias como el ARN de interferencia (ARNi) y pequefios ARN de
interferencia (ARNSi) ya no es un problema técnico inducir el silenciamiento génico a
nivel celular; sin embargo, la introduccion in vivo de moléculas de ARNSsi en las células

somaticas continta siendo un gran obstaculo.

Otro ejemplo de IB se encuentra en la lucha contra los agregados de proteinas
que se acumulan en los lisosomas (como la lipofuscina) y que aumentan con la edad. En
la actualidad, la terapia de reemplazo enzimético (ERT) (Lachmann, 2011), la terapia de
reduccién de sustrato (SRT) (Cox, 2005) y la terapia génica (TG) ex vivo (Sands y
Davidson, 2006) constituyen tres de las modalidades de tratamiento ampliamente
estudiadas para los agregados lisosomales. Las enfermedades lisosomales se
caracterizan por ser trastornos metabolicos genéticamente determinados, y por enzimas
defectuosas lisosomales, con acumulacion anormal de sustratos no degradadas en dichos
lisosomas. Sin embargo, la ERT y el SRT son estrategias terapéuticas paliativas y no
curativas; mientras que la TG ex vivo, s6lo se puede aplicar a tejidos en los que el

trasplante de células sea viable.

Estas limitaciones han dificultado el potencial de estas estrategias para acometer
enfermedades asociadas a la edad, como la acumulacion de agregados lisosomales. En
comparacion con los métodos descritos, la TG somatica puede aumentar directamente la
maquinaria catabdlica lisosomal, mediante la generacién enddgena persistente de la
enzima deseada (Sands y Davidson, 2006). Esto ofrece una solucion favorable a la
acumulacion de agregados lisosomales. Con los avances en ingenieria genética, la
sintesis de plasmidos que codifiquen para una enzima ya no es un reto técnico, pero si lo
es introducir dichos plasmidos con éxito en células de cualquier organismo. La
tecnologia de transferencia de acidos nucleicos (AN) ha jugado un papel importante en
los ultimos afios, habiéndose estudiado su potencial terapéutico en varios modelos in
vivo. Un ejemplo de este tipo de IB es la introduccion via cardiaca en cerdos con
isquemia miocardica cronica de un catéter que lleva un plasmido que codifica un factor

de crecimiento hepatico. Se logro preservar la perfusion microvascular en dicho
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miocardio isquémico (Perin et al., 2011). Otro ejemplo se basa en la administracion de
plasmidos con ARNi en ratones con metastasis de pulmdn (utilizando aerosoles con
poli-etilenimina como vector). Con ello se inhibe el gen B16F10, y se reduce el nimero
y tamafio de los focos tumorales, aumentando la supervivencia de estos ratones
(Zamora-Avila et al., 2009). Todos estos experimentos han evidenciado la efectividad
de algunas tecnologias de administracion de AN en aplicaciones medicas. Esa
efectividad se ha mejorado ain maés, con la reciente aparicion de tecnologias que
integran estos AN en lugares especificos del genoma. Un ejemplo de esta tecnologia es
el sistema de integrasa ®C31, el cual realiza la integracion de plasmidos en sitios
especificos del genoma humano y de ratdn (Thyagarajan et al., 2001; Karow y Calos,
2011). Sin embargo, algunos estudios han planteado su preocupacién por la seguridad
clinica, al mostrar que la integrasa ®C31 puede inducir dafios en el ADN, y modificar el
correcto reordenamientos de los cromosomas en células de mamiferos (Ehrhardt et al.,
2006; Liu et al., 2009).

Estos avances, junto con el reciente desarrollo de sistemas de expresion génica
inducible en los que se expresa el transgén de forma precisa y controlada, mediante el
uso de compuestos bioactivos (Centlivre et al., 2010; Weyler y Morschhauser, 2012) u
otros factores, tales como la radiacion (Ito et al., 2001) o el calor (Tang et al., 2008),

han abierto nuevas posibilidades para la terapia de AN.

Aunque se hayan producido estos avances, el “caballo de batalla” sigue siendo la
transferibilidad del material genético en la IB. La transferencia de AN por vectores
virales ha sido hasta ahora casi el unico medio eficiente en la transfeccion sistémica, sin
embargo, existen problemas por resolver, destacando sobre todo la patogenicidad e
inmunogenicidad (Lai, 2011a). Estos problemas pueden no ser abrumadoramente
devastadores en el tratamiento de la enfermedad, si se cumplen estos requisitos: el sitio
patoldgico esta bien localizado (como en los tumores primarios), siendo accesible para
la administracién local del vector viral, y la dosis viral requerida es minima. Sin
embargo, hemos visto que el envejecimiento es un proceso que afecta de manera
sistémica, por lo que la mayoria de sus intervenciones requeriran la transfeccion en todo
el organismo (De Grey et al., 2002). Esto significa esencialmente que la dosis viral tiene
que ser alta, aumentando con ello los riesgos comentados anteriormente. Ademas, tal
problema se agrava por la baja capacidad de carga de AN en el vector viral, debido al

espacio fisico restringido normalmente disponible en una cépsida viral, limitando con
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ello la posibilidad de realizar una gran transferencia de AN terapéuticos, para abordar

los maltiples cambios que ocurren en el envejecimiento.

Una alternativa a los vectores virales es el uso de vectores no virales para la
transferencia de AN (Kircheis et al., 1999; Morille et al., 2008). Algunos de estos
métodos han producido buenos resultados a nivel de laboratorio. Por ejemplo, mediante
el uso de vehiculos a base de nanoparticulas de quitosano recubiertos de poli-isohexil-
cianoacrilato, inyectado por via intravenosa con RNAsi (anti-RhoA), se ha inhibido el
crecimiento de tumores de mama en ratonas en un 90% (Pille et al., 2006). El uso de
un dendrimero que contiene poli-amido-amina (G 4.0) como nucleo interno, y maltiples
brazos circundantes con poli acido-L-glutdmico injertado en PEI, ha mostrado una gran
capacidad de transfeccion (Zeng et al., 2011). A pesar de estos resultados prometedores,
hay problemas relacionados con la corta persistencia de la expresion del transgén, y la
baja eficiencia de transfeccion, en comparacion con los vectores virales. Esto hace que

de momento sea imposible aplicar estos métodos para una IB (Lai, 20113, b).

Aparte de esto, hasta ahora la inyeccion intravenosa (IV) es el método mas
comdnmente utilizado para la administracion sistémica. A medida que el vector es
administrado, este se dirige de forma pasiva a los tejidos, llevando a cabo una
transfeccion irregular (por ejemplo, en médula 6sea, higado y bazo mayor que en
musculo esquelético o cerebro) (Lungwitz et al., 2005; Lai, 2011b). Esto puede resultar
ventajoso, dependiendo del tipo de patologia que se quiera tratar en el envejecimiento,
como son los c&nceres primarios. Pero cuando los enfoques biogerontolégicos requieran
la transferencia de AN a todas las células corporales, esto resulta inatil (ademas hay que
contemplar todos los mecanismos de defensa del organismo, tanto extracelulares como
intracelulares) (Nguyen et al., 2000; Ahn et al., 2002; Tang et al., 2003). Ademas de la
inyeccion 1V, se han realizado administraciones sistémicas de forma intranasal, bucal /
sublingual, pulmonar, y transdérmica (Mathias y Hussain, 2010). Sin embargo, cada una

de estas rutas tiene muchas desventajas potenciales.

Los avances de las tecnologias de transferencia de AN han de permitir una 1B
segura y eficaz, pero también para los tratamientos de otras patologias (Odom et al.,
2007; Yannaki et al., 2010) y de trastornos congénitos (Sokolic et al., 2008; Hufnagel et
al., 2012). Sin embargo, gran parte de la corriente en la investigacion de transferencia de
AN se ha dirigido a los tratamientos de enfermedades mas manejables, y de tratamiento
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mas “sencillo” (incluyendo cénceres primarios) en el que la administracion local de la
terapia podria ser suficiente para obtener buenos resultados en el envejecimiento (Lai y
Lin, 2009; Lai, 2011b). La necesidad de transferir material genético para una IB en
todo el cuerpo, hace que la investigacion actual sea complicadisima. La investigacion
basica es fundamental para avanzar en el conocimiento cientifico del envejecimiento
bioldgico, pero sin descuidar los esfuerzos en convertir estos conocimientos adquiridos
en una contribucién por intentar innovaciones tecnoldgicas (Figura 13). Con el
conocimiento de las tecnologias transgénicas y nuestra comprension méas profunda del
envejecimiento, podra darse un gran salto hacia la realizacion de una IB exitosa. Pero
antes de esto, la ausencia de tecnologias eficientes de transferencia de AN aplicables a
la IB sera un gran obstaculo a superar. Sin embargo, la promesa de una terapia de
transferencia de AN que retrase el envejecimiento fisiologico se hace mas realista con
publicaciones recientes como la de Bernardés de Jesus (Bernardés de Jesus et al., 2012).
Estos investigadores administraron por via IV a ratones adultos y viejos el serotipo 9 de
un vector viral adenoasociado (AAV9) que codificaba el gen de la telomerasa bajo el
control del promotor de citomegalovirus (CMV). Encontraron un aumento de la
esperanza media de vida de ratones de 1 y 2 afios de edad, de un 24% y 13%,
respectivamente, sin que se incrementara el riesgo de cancer. Se espera que una vez
pueda superarse el obstaculo técnico de la transferencia de AN a todo el cuerpo, la
perspectiva nueva de una IB de lugar a una prolongacion de la longevidad y, con ello,

de un envejecimiento saludable.

Figura 13
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Figura 13. Etapas desde la investigacion bésica a la intervencion préactica. Fuente: Lai, 2013.
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5. Introduccion a la Terapia Génica

La Terapia Geénica es una estrategia terapéutica que se basa en modificar el
patrimonio genético de determinadas células sométicas, mediante la administracion de
secuencias de AN, cuya finalidad es “curar” tanto enfermedades de origen hereditario

como de tipo adquirido.

Hoy en dia la terapia génica es mas una promesa terapéutica que una realidad,
aunque existen ya muchos ensayos clinicos con muy buenos resultados. En un futuro es
posible que esta metodologia revolucione la medicina ya que va de la mano de otras
disciplinas y especialidades que avanzan de forma vertiginosa, como son la biologia
molecular, la biologia celular, la virologia, la genética, la bioguimica, la biofisica o las
ciencias de la computacion. La interdisciplinaridad sera la clave para el desarrollo de la

terapia genica.

Los elementos clave para desarrollar un protocolo de terapia génica son,
fundamentalmente, los vectores de transferencia que portan el “gen terapéutico” y las
células diana que son aquellas que van recibir el gen (Figura 14). Evidentemente, las
cosas no son tan simples como parecen. Existen infinidad de inconvenientes, y
dificultades experimentales y metodoldgicas, para optimizar tanto los vectores como las
poblaciones celulares objeto de terapia génica, y que para una IB han de ser
practicamente la mayoria. Por si esto fuera poco, cada paciente como individuo
poblacional responde como tal, de forma individualizada, y a veces radicalmente
diferente a otro, ain padeciendo la misma patologia y utilizandose el mismo protocolo
establecido al efecto (como se ha mencionado, los factores ambientales e individuales
producen una gran variacion). Todo esto condiciona en gran medida los protocolos de
terapia génica, especialmente en lo que respecta a la optimizacion de una buena relacion

beneficio/riesgo.
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Figura 14
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Figura 14. Esquema basico de la terapia génica.

5.1.Tipos de Terapia Génica

La transfeccion de una célula diana con un vector y la forma de llevarse a cabo
la accidn terapéutica del gen expresado, puede desarrollarse mediante: terapia génica ex

Vvivo o terapia génica in vivo.

a) Terapia Génica ex vivo: Esta forma de terapia génica se basa en que previamente
a la transfeccidn con el vector, se extraen células del propio paciente procedentes
de un tejido o de un 6rgano (Naldini, 2011). Posteriormente, y tras la disgregacion
del tejido y el mantenimiento del cultivo celular in vitro, se realiza la transfeccion
de las células (generalmente seleccionadas como poblacién homogénea) con el
vector adecuado que porta el gen terapéutico. Entre los métodos de transfeccion
son de utilidad, en este caso: los métodos no virales, y agentes quimicos como el
fosfato calcico; los fisicos como la electroporacion, microinyeccion o bombardeo
de particulas; los métodos de fusién mediante complejos ADN-liposomas y los
métodos de endocitosis mediada por receptor, usando complejos ADN-proteina,

ADN-cépsida viral o inmunoliposomas. Por supuesto, los vectores virales son
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altamente eficaces como, por ejemplo, los retrovirus, los adenovirus y los
adenoasociados. Las células asi transfectadas se seleccionan por su capacidad de
expresar el gen terapéutico de forma estable y persistente en el tiempo. Después
de amplificarse, se reimplantan las células genéticamente modificadas en el propio
paciente. Esta forma de terapia génica es sin duda la méas segura para el paciente,
pero como se menciond en el capitulo anterior, es bastante “pobre” contra la

mayoria de enfermedades relacionadas con el envejecimiento.

b) Terapia Génica in vivo: Esta forma de terapia génica se basa en la administracion
de forma sistémica al paciente de la construccion génica constituida por el vector
y el gen terapéutico (Liras y Olmedillas, 2008). La forma de transfeccion se
realiza, generalmente, mediante vectores virales, aunque se estd ensayando con
éxito la utilizacion de complejos ADN-liposomas, ADN deshudo o complejos
ADN-proteina mediado por endocitosis de receptor. En ocasiones y en funcién de
la patologia a tratar, el vector puede ser o no dirigido. El vector dirigido es aquel
que presenta tropismo especifico de tejido, siendo de utilidad cuando la
enfermedad tiene su origen en un determinado tejido, como puede ser un tumor
localizado. En otros casos en que la “enfermedad” es sistémica, como ocurre en el
envejecimiento, la unica posibilidad es utilizar vectores no dirigidos sistémicos.
Esta forma de terapia génica, aunque mas eficaz en la distribucién y expresion del
gen terapéutico, puede conllevar mas riesgos para el paciente, y que pueden ser
irreversibles, ya que su administracion es sistémica; a diferencia de la terapia
génica ex vivo que permite retirar el implante o el injerto, pudiendo eliminarse de

esa forma la fuente de distribucién del vector.

5.2.Vectores de Terapia Génica

Los vectores son los que llevan a cabo el proceso de transferencia de un material
génico a una célula, y los que aseguran su biodisponibilidad intracelular, para que éste
ejerza una funcién bioldgica. Teniendo en cuenta que el papel de un vector es destinar,
entregar y expresar un gen, el vector ideal seria aquel que reuniera las siguientes
caracteristicas: a) Una alta especificidad de destino celular a un 6rgano o tejido; b)
Proteccion del ADN frente a degradaciones enzimaticas en su transporte hasta la célula;

¢) Facilidad para introducir el ADN en la célula y mantener una alta biodisponibilidad;

51



INTRODUCCION

d) Alta eficacia de expresion del material genético; ) Baja inmunogenicidad; f) Ningun
efecto secundario adverso grave ni moderado; g) Muy pocos efectos secundarios leves;
h) Muy alta relacion beneficio/riesgo para el paciente (Liras y Olmedillas, 2008). Esta
situacion ideal representa, evidentemente, el “caballo de batalla” de la terapia génica.
Pero es el camino a seguir, con objeto de que esta tecnologia llegue a ser totalmente
eficaz y, sobre todo, pueda ser plenamente aceptada por la comunidad cientifica y la
sociedad en general.

En terapia génica se utilizan actualmente una gran variedad de vectores que se
clasifican, en general, en vectores virales y no virales (Lundstrom y Boulikas, 2003).
Los vectores virales son virus modificados y “manipulados” para que, sin perder su
capacidad infectiva, puedan introducirse en una célula sin producir patologia.
Conservan, por tanto, su capacidad para introducirse en la célula, y para dirigir y
expresar un gen terapéutico exogeno (transgén). Por supuesto, presentan otras
importantes desventajas que mas adelante conoceremos. Los sistemas “no virales” no
utilizan virus, sino otros sistemas que también se verdn a continuacién. Aungue los
vectores no virales disponen de una menor eficiencia de transferencia génica que los

vectores virales, los vectores no virales presentan una mayor seguridad para el paciente.

5.2.1. Vectores no virales

Los vectores no virales no utilizan virus para la transferencia de genes ya que el

ADN se recubre mediante vesiculas o elementos, en general, de caracter lipofilico. El
sistema mas habitual es el constituido por liposomas, de tal forma que la bicapa lipidica
engloba al ADN, y facilita su transporte y paso a través de las membranas celulares.
Ademés, a este sistema lipidico se le puede enlazar también determinadas
moléculas/ligandos con objeto de que encuentren un receptor especifico de membrana,
lo que facilita enormemente su paso a través de la membrana de la célula diana. Aunque
estos sistemas tienen la gran ventaja de su baja toxicidad y nula inmunogenicidad,
presentan en contra una baja eficacia de transferencia y un menor tiempo de expresion
del gen terapéutico (Conwell y Huang, 2005). Aun asi, debera tenerse en cuenta en
determinadas patologias la consideracién de lograr un equilibrio entre eficacia y tiempo
de expresion génica, y la relacion riesgo/beneficio, para los distintos tipos de vector. El
complejo ADN-lipido es secuestrado y degradado en una gran proporcion en los
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endosomas, pero otra parte llega al nicleo donde, en forma episomal, dirige la expresion

del gen terapéutico (Luo y Saltzman, 2000).

La tecnologia farmacéutica ha acumulado experiencia en relacién con los
sistemas avanzados de administracion de farmacos. En concreto, el desarrollo de
sistemas sintéticos para la liberacion controlada y la vectorizacion de farmacos ofrecen
un fundamento basico al desarrollo de la terapia génica no viral. Estos sistemas
incluyen: los lipidos cationicos, los liposomas, agentes condensantes de diversa
naturaleza, y vectores poliméricos a modo de nanoparticulas y microparticulas (Pathak
et al., 2009). La mayoria de los vectores no virales estdn basados bien en la
encapsulacion, o en la condensacion del acido nucleico en particulas, por interaccion
electrostatica con los agentes condensantes (en general cargados positivamente), con el
objeto de proteger al ADN de la degradacion y facilitar su entrada en la célula. Para
conseguir la transferencia de AN a la célula mediante un vector no viral, son necesarias
una serie de etapas, que incluyen: la preparacion del vector, la interacciéon con la
membrana plasmatica e internalizacion celular, el paso por el endosoma (en algunos
casos), la migracion a través del citoplasma, la entrada al nucleo, y la liberacion del
acido nucleico. En la liberacion de los acidos nucleicos in vivo existen obstaculos
adicionales que deben ser superados, entre los que se incluyen: barreras fisiologicas,
interacciones inespecificas con los fluidos biologicos, la matriz extracelular y las células
no diana. Es necesario que el reconocimiento y la internalizacion en las células diana
sean lo mas especificos y, al mismo tiempo, debe evitarse en lo posible la transferencia
no especifica del gen y los efectos secundarios adversos. Conviene sefialar que en la
transferencia génica no viral habitualmente no existe integracion del gen terapéutico en
el genoma de la célula huésped. EI ADN administrado suele permanecer en el nicleo
como un episoma. Esta propiedad permitiria considerar a estos sistemas de terapia
génica como si fuesen farmacos convencionales, en el sentido de poder determinarse la

dosis necesaria en funcion del efecto deseado.

Los vectores no virales de terapia génica se componen de tres elementos
(Rolland, 1998; Mahato et al., 1999): un gen que codifica la proteina terapéutica, un
sistema de expresion basado en ADN plasmidico que controle tanto la funcion del gen
dentro de la célula huésped como la secrecion de la proteina terapéutica, y un sistema
sintético de liberacién que controle la distribucidn, liberacion, reconocimiento e

internalizacion del gen. En resumen, un plasmido y un vehiculo adecuado. Aunque lo
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mas sencillo seria inyectar directamente el acido nucleico (ADN “desnudo”) en el
organo de interés, este procedimiento es poco eficaz ya que el ADN se degrada
rdpidamente por la accion de las nucleasas celulares presentes en el suero sanguineo.

Con esta idea, los vectores no virales pueden clasificarse segun su especificidad en:

1) Vectores no virales inespecificos: Se denominan vectores no virales inespecificos
a aquellos que no poseen elementos cuya funcion esté orientada a liberar
selectivamente en las células el acido nucleico que transportan. La forma de
interaccion de estos vectores con la membrana celular es, por tanto, inespecifica.
En principio, cualquier tipo de célula es susceptible de ser transfectada por un
vector inespecifico, aunque existen diferencias en la eficacia de transfeccidn que
depende de factores como la naturaleza del tipo celular o su accesibilidad (Tros de
Ilarduya, 2008). Podria ser este tipo el mas idéneo para una IB.

2) Vectores no virales especificos: Estos vectores han sido disefiados con el objetivo
de aumentar la eficiencia de transfeccion y afiadir especificidad a la terapia
génica. Estan basados en su interaccion con la superficie celular, a través de un
mecanismo especifico de internalizacion mediado por receptor, consistente en la
incorporacion de ligandos unidos a los vectores. Esta vehiculizacion especifica se
denomina “targeting”, término que literalmente significa “dianizaciéon” y que
puede ser traducido como “direccionamiento”. El concepto de transferencia
génica mediada por receptor esta basado en los mecanismos de entrada utilizados
por los virus y las toxinas, pero también en los empleados en la internalizacion de
macromoléculas, incluyendo nutrientes (por ejemplo, LDL o transferrina) y
factores de crecimiento y hormonas (insulina, VEGF, EGF o FGF). Los ligandos
o “elementos direccionadores” pueden ser proteinas, péptidos, carbohidratos,
vitaminas e incluso anticuerpos que reconocen especificamente un elemento de la
superficie celular. Para la seleccion del elemento direccionador es necesario
evaluar previamente la abundancia del receptor en las células diana, la
especificidad, la afinidad del ligando, y si la interaccion del ligando con el
receptor de membrana es capaz de activar un proceso de internalizacion celular
(Tros de Ilarduya, 2008). Un método que podria utilizarse en una IB seria aplicar
varios vectores especificos, cada uno, siendo 6rgano dependiente. Claro esta, ello

seria una tarea ardua y muy tediosa.
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Y segun la naturaleza de su composicion en:

1) Vectores de base lipidica: Los vectores de base lipidica (liposomas y lipoplejos)
han resultado particularmente eficaces en la transferencia génica con pldsmidos.
La interaccion electrostatica entre el ADN, cargado negativamente, y las
moléculas cargadas positivamente, hace que se formen unos complejos mas o
menos estables entre ambos materiales. Los liposomas son estructuras vesiculares
formadas por una o varias bicapas fosfolipidicas, las cuales poseen uno o varios
espacios acuosos en su interior. Los liposomas se caracterizan por tener una
composicion basada en lipidos anionicos o neutros (Wong y Nicolau, 1980). El
acido nucleico suele estar encapsulado en los compartimentos acuosos internos de
un liposoma esférico, ya sea éste mono o multilamelar. En este caso, la entrada a
las células del acido nucleico se produciria por fusién del liposoma con la
membrana celular (liposomas neutros) o por endocitosis del liposoma (liposomas
anionicos) (Lee y Jeong, 2002). Los problemas en conseguir rendimientos
aceptables de encapsulacion del &cido nucleico, junto con la necesidad de separar
los liposomas con el DNA encapsulado de las vesiculas vacias, ha conducido al
desarrollo de vectores basados en lipidos cationicos. Estos vectores no presentan
tales inconvenientes, por lo que la mayoria de la experimentacion en terapia
génica con vectores lipidicos se fundamenta en formulaciones con lipidos
cationicos. En general, para la preparacion de liposomas se precisan, al menos, 5
etapas fundamentales: humidificacion, dilatacion, agitacion para formar vesiculas
multilamelares, extrusion y homogenizacion/ sonicacion. La lipofeccién mediada
por liposomas se puede llevar a cabo de forma convencional por la fusién entre
membranas lipidicas; mediante interacciones electrostaticas con liposomas
cationicos; de forma dirigida mediante ligandos conjugados que encuentran un
receptor especifico en la membrana de la célula diana, o bien por mecanismos
aleatorios. En cualquier caso, el paso del lipocomplejo a través de la membrana
celular esta mediado por endosomas, y se precisa de un transporte activo para que
el ADN alcance el nucleo. Se denominan lipoplejos (lipoplexes) a los complejos
formados por un &cido nucleico y un lipido catidnico. La interaccion electrostatica
del acido nucleico con las cabezas polares cationicas del lipido, tiene como
resultado la formacion de particulas, de formas y tamafios muy variables,

dependiendo del tipo de lipido utilizado y del método de preparacion. La carga
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positiva del lipido, ademas de promover la formacion espontanea de los
complejos, facilita la interaccion del complejo con la membrana plasmaética
(también cargada negativamente), probablemente mediante la interaccién con
proteoglicanos (Wiethoff y Smith, 2001).

2) Vectores de naturaleza polimérica: EI complejo formado por el ADN plasmidico
y los lipidos cationicos es ineficaz para la transferencia génica en diversos
organos y tejidos, como es el caso del musculo esquelético. Por esta razén, se han
desarrollado sistemas de transferencia génica no virales basados en la
acomplejacion del ADN con diferentes polimeros. Dentro de este tipo de vectores
de naturaleza polimérica estan los poliplejos, las microparticulas y las
nanoparticulas. EI precursor de los actuales polimeros catiénicos fue el DEAE-
dextrano, que ya en los afios 70 se utilizaba como aditivo en la transferencia de
genes con virus, porque en su presencia se incrementaba la infectividad viral.
Préacticamente en todos los trabajos realizados con poliplejos en la década de los
90 se utilizaba la polilisina como reactivo de transfeccion. Sin embargo, en 1995
aparecen los polimeros cationicos que se emplean actualmente en terapia génica,
como son, la polietilenimina (PEI), los dendrimeros, los polimetacrilatos, los
péptidos de cadena corta, y entre 1995 y 1997, el quitosano y los péptidos
anfifilicos. Actualmente existen polimeros catidnicos con buena capacidad para
transfectar in vitro. Son proteinas, polipéptidos, poliglucoaminas y polimeros
sintéticos (Merdan et al., 2002). Dentro del grupo de polimeros sintéticos, cabe
destacar la PEI. Se trata de un polimero catiénico de base nitrégeno-carbonada,
constituido por unidades repetidas de monémeros de etilenimina que le confieren
una alta solubilidad en agua y en la mayoria de los disolventes polares. La PEI
tiene la densidad de carga méas alta respecto a cualquier polimero organico
conocido (20-25 miliequivalentes por gramo). Esta carga positiva la adquiere por
protonacién de los grupos amino. Esto implica que existe una correlacion entre el
pH y la densidad de carga positiva de la PEI. En comparacién con la polilisina, la
PEI presenta una capacidad tampén a cualquier rango de pH (Tang y Szoka,
1997). Es un polimero muy utilizado en la industria desde hace 30 afios para la
purificacion de aguas, extraccion de minerales, elaboracion de champus, etc. Sin
embargo, no seria utilizado hasta 1995 como vector de transfeccion. Entre las

ventajas de la PEI, como vector en terapia génica, se encuentra su facil asociacion
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con el ADN mediante interacciones electrostaticas, compactando el material
genético en pequefas particulas. Una vez formados los complejos PEI/ADN
(poliplejos) la PEI evita la degradacion del material genético, protegiéndolo de la
accion de las nucleasas, a nivel intracelular (sistema de digestion endo-lisosomal)
y extracelular (nucleasas séricas). Existe PEI ramificada de diferentes pesos
moleculares, siendo las més utilizadas las de 25 y 800 kDa. El tamafio y peso
molecular del polimero empleado influyen en la internalizacion del material
genético y en su posterior expresion. Se ha observado que los complejos formados
por la asociacion de la PEI (800 kDa) con ADN Yy transferrina son potentes
agentes de transfeccion in vivo e in vitro (Ogris et al., 2001). Sin embargo, esta
PEI ramificada de alto peso molecular ha demostrado ser tdxica en ratones, al
aplicarse por via sistémica, en comparacion con su analoga de bajo peso
molecular (PEI de 25 kDa) que no muestra toxicidad in vivo; claro esta, a costa de

una menor eficiencia de transfeccion.

3) Vectores de composicion mixta: Los vectores de composicion mixta, también
llamados “hibridos”, son aquellos en cuya formulacidon se incluye tanto lipidos
como polimeros, y reciben el nombre de lipopoliplejos. Surgen de la posibilidad
de combinar los poliplejos y los lipoplejos de tal manera, que se aumente la
eficacia de transfeccion obtenida por separado con cada uno de ellos. Esta clase de
vectores hibridos ha demostrado elevadas eficiencias de transfeccion in vivo tras
su administracion sistémica (Yotnda et al., 2002). Sin embargo, debido a su
reciente incorporacion, existen aun pocos experimentos tanto in vitro como in vivo

en los que se demuestre realmente sus grandes ventajas.

5.2.2. Vectores Virales

La necesidad de vectores responde a la presencia de obstaculos que se oponen al
proceso de transgénesis. Estos obstaculos pueden estar presentes en el exterior de la
célula. Por ejemplo, en el supuesto de que la transgénesis tenga lugar en el organismo,
es decir, in vivo, la presencia de nucleasas en el medio extracelular haria inviable el uso
del material genético desnudo. Una vez que éste ha alcanzado la célula diana se
encuentra con la barrera fisiolégica mas inmediata, la membrana plasmatica, que

delimita lo que es el &mbito celular, impidiendo la entrada indiscriminada de material
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externo al citoplasma celular. Existen maneras naturales y artificiales para conseguir
que el material genético sobrepase esta barrera pero, desgraciadamente, esta presente la
siguiente “trampa” celular al material que consigue “colarse”: cuando el material
genético entra en la célula por medio de invaginaciones de la membrana plasmatica, los
lisosomas se fusionan a la misma, y se forma el endosoma. Estas vesiculas
citoplasmaticas experimentan a lo largo del tiempo, y mediante su unién a otras
vesiculas enddgenas, cambios en su contenido enzimatico y en su pH, favoreciendo asi

la digestion del material genético incluido en ellas (Talavera et al., 1996; Russel, 1997).

Aun cuando el vector empleado sea capaz de eludir la accion de los lisosomas, el
material genético debe entrar en el nlcleo de la célula, ya que es en este compartimento
celular donde se encuentra la maquinaria enziméatica que permita llevar a cabo la
expresion de los genes aportados. Para lograr esto, se debe atravesar la Gltima de las
barreras fisicas, la envuelta nuclear que, en general, sélo deja paso libre a moléculas
muy pequefias 0 que posean un mecanismo especifico de transporte a través de los

poros nucleares presentes en dicha envuelta (Talavera, 2008).

Es obvio, pues, que el disefio de cualquier vector de transgénesis ha de tener en
cuenta la necesidad de sobrepasar todos estos obstaculos. La naturaleza ofrece muchos
mecanismos de evasion de estas barreras, en el ciclo bioldgico de los diferentes tipos de
virus. En efecto, al ser estos microorganismos parasitos celulares obligados, han tenido
en su evolucion que optimizar los mecanismos necesarios para que su material genético
sea expresado en el interior de la célula y, en su inmensa mayoria, en el ndcleo. Es por
esto que los primeros vectores de transgénesis que se disefiaron se basaron en la
modificacion de diferentes virus, recibiendo este tipo de vectores la denominacion
genérica de vectores virales (Talavera y Sanchez, 2004). Se puede decir que, en general,
los vectores virales garantizan la evasion de todos los obsticulos anteriormente

enumerados.

Desde que comenzaron a utilizarse los vectores virales, alrededor de los 80,
hubo una gran competencia entre vectores adenovirales y retrovirales. Sin embargo, en
estos Ultimos afios han irrumpido con mucha fuerza los vectores virales adenoasociados,

los cuales se describirdn mas adelante.
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5.2.2.1. Vectores adenovirales

Los vectores adenovirales basan su existencia en los adenovirus (Roy-
Chowdhury y Horwitz, 2002; Alba et al. 2005). Son virus respiratorios aislados por
primera vez en 1953 por Rowe del tejido adenoidal nasofaringeo humano. Tienen forma
regular icosaédrica, sin envuelta, de 120 nm de didmetro, cuya capsida estd compuesta
por 252 capsomeros. Doce de dichas subunidades tienen simetria pentdmera (pentones)
y se colocan en los 12 vértices del icosaedro; de su base penténica emerge una fibra que
tiene un papel importante en el proceso de entrada del virus en la célula huésped. Las
caras del icosaedro estdn formadas por 20 grupos de 12 subunidades hexdnicas (de
simetria hexamera). A todas estas proteinas principales se agregan otras secundarias que
estabilizan la particula viral. En el interior de la particula se encuentra el material
genético, consistente en un ADN bicatenario de 36 Kb, que codifica unas 2700
proteinas virales. Los genes correspondientes a dichas proteinas se distribuyen en
grupos, 4 de ellos (E1 a E4) de expresion temprana (antes de la replicacion del genoma
viral), y 5 (L1 a L5) de expresion tardia, una vez replicado el ADN. Las zonas
terminales muestran que entre los nucle6tidos 0 y 103 existe una zona llamada de
“repeticion terminal invertida” o ITR, cuyo nombre obedece a que en el otro extremo de
cada cadena esta presente la secuencia complementaria. Entre los nucle6tidos 194 y 380
aparecen secuencias necesarias para que los ADNs virales sean empaquetados en
capsidas durante el proceso de ensamblaje de los virus progenie. La entrada del virus
tiene lugar mediante la union de las fibras a receptores especificos de la membrana
plasmaética, seguida de la invaginacién de ésta, con lo que el virus entrante queda
englobado en un endosoma que logra romper antes de entrar en la via lisosomal. Una
vez en el citoplasma el virus entra en el ndcleo, donde pierde la capsida y comienza la
expresion de los genes tempranos necesaria tanto para la replicacion del ADN como
para la expresion de los genes tardios. Muchos de estos genes codifican las proteinas
virales que se ensamblan, una vez encapsidado el ADN recién replicado, para producir

las particulas virales correspondientes a la progenie.

Ciertas caracteristicas de los adenovirus, tales como: el gran tamafio de su
genoma, capaz de albergar transgenes de gran longitud, la presencia extracromosdémica
de su ADN (episomal) en el nudcleo de la célula, asi como el conocimiento de
numerosos serotipos de adenovirus humanos, hicieron que estos virus fueran
contemplados como fuente de vectores de transgénesis para terapia génica (Segura et
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al., 2008; Crystal, 2014). En una primera generacion de vectores adenovirales, el
transgén era insertado en un plasmido que contenia la region del extremo izquierdo del
ADN viral, precisamente en el sitio del gen temprano E1. Este plasmido se introducia
mediante electroporacion en una estirpe celular humana que expresaba
constitutivamente dicho gen E1, junto con la mayoria del extremo derecho del ADN
viral. De esta manera, ambas zonas virales, la contenida en el plasmido y portadora del
transgén, y la que contenia el extremo derecho, estaban solapadas. La presencia de la
zona de solapamiento permitia que se generase, mediante recombinacién homdloga, un
ADN viral de longitud completa y portador del transgén. La expresion en la célula de
todos los genes virales permitia la formacién de particulas de adenovirus, capaces de
transducir el transgén (Talavera, 2008).

Estos primeros vectores provocaban una reaccion inmune, debido a que la
inactivacion de E1 no abolia completamente la expresion de los genes tardios en las
células transducidas. Tras una segunda generacion de virus en la que se tratd de
inactivar otros genes tempranos (con poco éxito) se disefiaron nuevos vectores. Para
ello, se abolieron todos los genes estructurales del ADN viral, dejando sélo las zonas
necesarias para la replicacion y encapsidacion del ADN. Los vectores de tercera
generacion o vectores vacios (Gongalves, 2005) necesitan para su formacién, técnicas
de ingenieria genética adicionales relativas a la expresion (en las células
empaquetadoras), de genes virales que aunque son capaces de dar lugar a las proteinas
de la capsida se encuentran inhabilitados para su encapsidacion.

5.2.2.2. Vectores basados en virus herpes

Los herpes virus constituyen un grupo de virus con ADN bicatenario, de unos
1500 pares de bases, dividido en dos secciones (UL y US) de distinto tamafio, y
flanqueadas por sendas repeticiones terminales invertidas. Ambas secciones pueden
disponerse de forma directa o invertida, una con respecto a la otra. La particula consiste
en una capsida icosaédrica rodeada de un tegumento (adquirido en el paso del virus por
el aparato de Golgi en su camino de salida de la célula) y que a su vez se rodea de una

envuelta viral (Talavera, 2008).
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El genoma de los virus herpes de tipo 1 contiene unos 75 genes, de los cuales,
aproximadamente 35 son esenciales para el ciclo viral. El resto del genoma lo
constituyen genes accesorios, en el sentido de que su inactivacion no afecta a la
infectividad del virus, por lo que pueden ser sustituidos por genes celulares. Destaca la

presencia de la zona LAT, responsable del estado de latencia que alcanza el virus

durante largos periodos.

La infeccion por virus herpes tiene lugar en células epiteliales. Los virus
originados en esta infeccion primaria son los que alcanzan las terminaciones nerviosas
sensoriales (Borenstein et al., 2004). Despues de ser transportados via axonal hasta el
ndcleo neuronal pueden entrar en estado latente, merced a la accion de los genes de la
zona LAT, permaneciendo asi en forma extracromosomica hasta que algin tipo de
estimulo (inmunosupresion, estrés, fiebre, ciertas enfermedades) reactive la fase litica.
Al final de ésta, los viriones emergen del nucleo y son transportados por el axén hasta la
terminacion nerviosa, donde tiene lugar una nueva infeccién aparente (y recurrente)
cerca del sitio de la infeccion primaria. La capacidad de los herpes virus para infectar
neuronas, ha determinado el desarrollo de los correspondientes vectores de terapia
génica (Talavera et al., 2000). Los vectores de herpes virus pueden tener un gran
impacto en terapia génica de enfermedades del sistema nervioso central y periférico, de

tumores, e incluso, del dolor crénico.

5.2.2.3. Vectores retrovirales y derivados

La Familia Retroviridae se clasifica actualmente en 7 géneros cinco de los
cuales se engloban, por su capacidad de producir tumores sélidos o leucemias, en un
grupo que recibe el nombre de Oncoretrovirus. A éstos se suman el género Lentivirus,
Ilamado asi por el curso lento de su infeccion, y el género Espumavirus, nombre que
obedece al aspecto vacuolado de las células infectadas por este tipo de virus que, por
otra parte, no producen ningan tipo de patologia aparente. Los retrovirus son virus con
envuelta, de unos 100 nm de diametro. En el interior se encuentra la nucleocapsida que
contiene el material genético acomplejado con proteinas. La envuelta contiene proteinas

especificas de origen viral, las cuales se unen al receptor celular en el momento de la
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infeccion, y otras proteinas de origen celular que permanecen al emerger, por gemacion,

la particula viral de la célula (Talavera, 2008).

El material genético contenido en las particulas retrovirales esta constituido por
dos moléculas de RNA. El genoma del virus permanece en la célula infectada como un
ADN integrado en el ADN celular, desde donde se expresan los genes virales para dar
lugar a los virus progenie. Esta paradoja es debida a que tras la entrada de los virus en la
célula, proceso que necesita al menos dos componentes de la superficie celular (receptor
y correceptor) el RNA unicatenario viral, con el concurso de la enzima transcriptasa
inversa (RT) contenida en el virus, se transforma en un ADN bicatenario. Esto ocurre
mediante un complejo proceso de sintesis en el que la molécula de ARN, aunque lineal,
se comporta como si sus extremos estuviesen unidos, es decir, como una circunferencia
virtual. Ambas cadenas de ADN, negativa (-) y positiva (+) comienzan su sintesis en
lugares precisos del genoma y la cadena (-) se copia directamente del ARN viral,
utilizando como cebador un ARNt celular. La cadena (+) es una copia de la cadena (-) y
utiliza como cebador un resto del ARN viral que ha ido degradandose en el proceso de
copia. En el ADN bicatenario estan presentes todas las secuencias del ARN, algunas de
las cuales se repiten en disposicion directa a ambos lados de la nueva molécula,
constituyendo las estructuras llamadas “repeticiones terminales largas” o LTRs. Este
ADN no so6lo ha de tener acceso al nucleo para poder expresar sus genes sino que,
ademas, ha de integrarse en la cromatina nuclear. Para este fin, otra enzima del virus, la
integrasa (IN), acompafia al ADN desde el momento de su sintesis y se encarga de
cortar el ADN celular en determinados lugares. El lugar preferente de corte depende de
la especie viral, con el fin de acoplar a dicho corte el empalme del ADN viral que queda
entonces en estado de provirus. Todos los retrovirus, sin excepcion, contienen tres genes
principales “canénicos” que codifican: las proteinas estructurales de la cépsida (gen
gag), las enzimas RT e IN (gen pol), y las proteinas virales de la envuelta (gen env).
Estos genes se expresan a partir del provirus mediante la maquinaria de transcripcion
celular, y a partir de un promotor que se encuentra en los LTRs. S6lamente el LTR
izquierdo es operativo para el provirus; el contenido en el LTR derecho es tan s6lo un
vestigio del pasado del ARN de la molécula pero, una vez insertado el provirus, puede
activar otros genes que queden adyacentes a él (Saenz y Poeschla, 2004). El retrovirus

mas conocido hoy en dia es el virus de la inmunodeficiencia humana adquirida (VIH),
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agente causal del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida o SIDA (Talavera et al.,
2000).

Anteriormente el modelo de retrovirus correspondia al virus de la leucemia
murina de Moloney (MoMLYV), a partir del cual se disefiaron los vectores virales de
terapia génica mas usados en experimentacion y en la clinica durante muchos afios. La
preparacion de dichos vectores ha seguido pautas diversas, todas ellas necesitadas de un
elemento central, el plasmido llamado “vector retroviral genémico”, que incluye un
provirus en el que los 3 genes estructurales han sido eliminados y sustituidos por el

transgén.

En este vector plasmidico se conservan las demas regiones no codificantes, entre
las que se incluyen no sélo los LTR sino también otras secuencias necesarias para el
correcto funcionamiento de la transcripcion reversa, para la encapsidacion del ARN
(zona w). Esta construccion se introduce en una célula empaquetadora junto con otros
plasmidos que aportan los genes estructurales gag, pol y env. Cuando estos genes se
expresan, forman particulas virales en las que exclusivamente se encapsida el ARN
procedente del vector retroviral gendmico, ya que los otros pldsmidos no poseen

ninguna region de empaquetamiento.

Un inconveniente que presentan los vectores derivados del MoMLYV es que son
incapaces de transducir células que se hallan en estado de reposo. Ello es debido a que
el ADN viral, cuya sintesis tiene lugar en el citoplasma, no posee mecanismos
especificos de entrada en el nicleo. Ha de esperar entonces a que la célula infectada
entre en mitosis (momento en el que se desintegra la envuelta del nicleo) para entrar en
contacto directo con el material nuclear. Una situacion diferente la ofrecen los
Lentivirus y, por lo tanto, los vectores basados en su ciclo biolégico (Saenz y Poeschla,
2004). Los virus de este géenero poseen en el ADN recién sintetizado una caracteristica
que no se encuentra en los Oncoretrovirus: hacia su parte media existe una zona de 88
nucleétidos en la que una de las cadenas de ADN esta representada dos veces, con lo

que dicha zona acttia como una triple hélice.

Esto es asi porque la cadena de ADN (+) se sintetiza a partir de dos origenes de
replicacion, en lugar de hacerlo a partir de uno sélo, como sucede en los
Oncoretrovirus. Ademas, el ADN sintetizado a partir del primer origen (principal)

continta su elongacion por encima del origen secundario hasta que, 88 nucle6tidos méas
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adelante, encuentra una sefial de terminacion, lo que determina el solapamiento
sefialado. Esta estructura facilita el plegamiento del ADN y su acomplejamiento con
proteinas que facilitan su paso a través de los poros nucleares (Connolly, 2002; Van
Maele et al., 2003). La preparacion de vectores basados en lentivirus requiere conocer
otras caracteristicas diferenciales de este grupo (Lever et al., 2004; Sinn et al., 2005). A
pesar de que el VIH ha representado, y todavia continda siendo, un peligro
epidemioldgico desde el punto de vista sanitario y de Salud Publica, este virus patégeno
ha sido, a pesar de todo, el primer lentivirus empleado en el disefio de este tipo de

vectores.

En los udltimos afios, el desarrollo de los vectores lentivirales ha permitido
aplicaciones de terapia génica en tejidos cuyas células no se encuentran normalmente en
division (Janas et al, 2006). Este es el caso de muchas células del sistema nervioso
(Dowd et al., 2005; Jakobsson y Lundber, 2006), en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson o la de Alzheimer (Brito-Armas
et al., 2013). También en los islotes de Langerhans, con el fin de detener el progreso de
destruccidn de las células beta, causa principal de la diabetes de tipo | (Kobayashi et al.,
2004; Kobinger et al., 2004). Otro tejido candidato es el muscular, en el caso de la
distrofia muscular (Li et al., 2005) o las células madres hematopoyéticas, en la
hemofilia (Kootstra et al., 2003) o en la anemia de Fanconi (Yamada et al., 2003). Se ha
estudiado ademas la posible aplicacion de los vectores lentivirales en la terapia génica
del cancer (Pellinen et al., 2004; Painter et al., 2005), por ser especialmente idéneos en

la inmunoterapia mediada por células dendriticas (Dullaers y Thielemans, 2006).

5.2.2.4. Vectores Adenoasociados

Los virus adenoasociados (AAV) humanos fueron descubiertos en 1965 como
un contaminante de las preparaciones de adenovirus. Los AAV son icosaédricos sin
envuelta, de 18-26 nm de didmetro, pertenecen al género Dependovirus, dentro de la
familia Parvovirodae, cuyo nombre se refiere al pequefio tamafio de las particulas
(Myers et al, 1980). Su simplicidad genética determina que cuando infectan una célula
la infeccion no sea productiva de nuevos virus, a menos que la misma célula sea
infectada (en ese momento o0 en otro posterior) por otro virus mas poderoso

genéticamente. Este virus dispone de las funciones de las que el parvovirus carece vy,
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generalmente, es un adenovirus (de ahi el nombre de adenoasociados). Tras el
establecimiento en 1982 de los primeros clones infecciosos de AAV?2, este virus ha ido
ganando popularidad en aplicaciones de terapia génica, debido a caracteristicas como: la
falta de patogenicidad, el rango amplio de infectividad, y la habilidad para establecer

una expresion del transgén a largo plazo (Talavera, 2008).

Los serotipos de AAV comparten una estructura genémica comun, consistente
en un ADN de cadena simple de 4680 nucle6tidos, con ITRs de 145 nucledtidos. Este
genoma contiene tan s6lo 3 fases abiertas de lectura que, comenzando en tres
promotores diferentes, solapan entre si, y dan lugar a 7 proteinas; ya que cada uno de los
3 ARNSs mensajeros puede sufrir, 0 no, procesos de corte y ligamiento (splicing)
diferentes. En ausencia del virus auxiliar, los virus adenoasociados pueden integrar su
genoma en sitios determinados del genoma celular, de donde son rescatados cuando
tiene lugar la infeccion por el virus auxiliar. Esta presunta capacidad de integracién
especifica se cita comunmente como una de las ventajas de estos virus para la
preparacion de vectores (Mingozzi y High, 2007; Nagara et al., 2004). Pero en la
mayoria de los casos dicha especificidad resulta abolida como consecuencia del proceso
de vectorizacién. La preparacion de virus adenoasociados portadores de un transgén
(Borenstein et al., 2004) requiere disponer de un genoma viral clonado en el que todas
las secuencias del genoma viral, excepto las ITR y las zonas no codificantes adyacentes
a éstas, hayan sido sustituidas por el transgén. Esta construccién se introduce en las
células junto con otros dos plasmidos portadores de los genes auxiliares del adenovirus
y de los genes estructurales del virus adenoasociado, respectivamente, y que, como en el
caso anterior, han sido inhabilitados para su encapsidacién. EI tnico ADN empaquetado
en las particulas virales formadas por la célula asi tratada, sera el que corresponde a los
virus adenoasociados recombinantes. El principal inconveniente de este tipo de vectores
es, dado su pequefio tamarfio, la imposibilidad de transducir genes de tamafio superior a
5 Kb. Aunque a veces se ha recurrido a trucos basados en sefiales de splicing o de
recombinacion homdloga, para que dos mitades de un transgén, cada una de ellas
aportada por un adenoasociado diferente, se combinen en el interior de la célula (Brito-
Armas et al., 2011).

Los diferentes serotipos muestran variacion en el tropismo celular y de tejidos,
debido a diferencias en las proteinas de su capsida. Ello implica un reconocimiento por

diferentes receptores de la superficie celular. La infeccion de AAV se inicia mediante su
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unién a receptores de la superficie celular que son serotipo-especificos. Por ejemplo,
AAV?2 tiene al proteoglicano sulfato de heparina (HSPG) como a uno de sus receptores
principales (Summerford y Samulski, 1998). La unidn a un receptor no es un estimulo
suficiente para la internalizacion viral, la cual, necesita ademas correceptores, tales
como heterodimeros de integrina, receptor de factor de crecimiento fibroblastico tipo 1
y el receptor de factor de crecimiento de hepatocito, c-Met (Dos Santos y Beyer-Nardi,
2008). El HSPG presenta una distribucién ubicua en células y tejidos de varias especies.
Esto explica en parte el amplio tropismo de AAV2 en células, humanas, de primates no
humanos, caninas, murinas y de aves, por lo que resulta un candidato excelente para una
IB. Algunos derivados de &cido sialico actian como receptores de AAV4 y AAVS5,
mientras que el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas es otro
determinante celular involucrado en la infeccion de AAV5 (Di Pascuale et al., 2003).
Los diferentes serotipos de AAV transducen preferentemente diferentes tipos celulares.
En general, el tropismo estd asociado con la abundancia de receptores/correceptores
especificos, aunque hay excepciones (Duan et al., 2000). Esto sugiere que
probablemente hay otras vias de internalizacion que son independientes de receptores
conocidos (Din et al., 2005).

Hasta ahora se han identificado numerosos serotipos de AAV, con un tropismo
variable. El nivel de homologia de aminoacidos en la proteina de la capsida de los
serotipos 1 a 9 es aproximadamente un 45% (Chiorini et al., 1999; Gao et al., 2002),
siendo los serotipos més divergentes los AAV4 y AAV5. Ha habido numerosos estudios
en los que se ha realizado evaluaciones relativas del tropismo de diferentes serotipos de
AAV. En el cerebro se ha empleado los serotipos 1, 2 y 5 (Burger et al., 2004), 7-9 y
rh10 (un serotipo de primates), 1, 2, 5, 7 y 8 (Taymans et al., 2007) y 2, 5, 8 y rh10
(Sondhi et al., 2007), 8, 9, rh10 y rh43 (Klein et al., 2008). Una limitacién importante
de los estudios previos era que la falta de uniformidad, tanto en el disefio de los
plasmidos, como en la produccion, purificacion, y ruta de administracion, hacia dificil la
comparacion de las eficiencias de transduccion de estos serotipos en los diferentes
tejidos. Con objeto de poder controlar la variabilidad en estos pardmetros, se ha
estandarizado el disefio de plasmidos, la transfeccidn, purificacion, titulacion, dialisis,
almacenamiento e inyeccion, para todos los serotipos de AAV examinados. Para
estudios de tropismo se ha empleado genes reporteros en los que la expresion pueda ser

visualizada a diferentes tiempos, haciendo estudios longitudinales en cada animal. Asi,
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cuando se emplea luciferasa como transgen, puede evaluarse la actividad de la proteina
transgénica, después de la inyeccion intraperitoneal de su sustrato (luciferina). Esto
permite realizar medidas secuenciales en el mismo animal (Lipshutz et al 2001; Wu et
al.,, 2001). Consecuentemente, las diferencias encontradas en las eficiencias de
transduccion y en los perfiles de biodistribucion, seran reflejo exclusivamente de las

diferencias en las capsidas de los viriones de estos serotipos.

Recientemente se ha estudiado el tropismo y cinética de expresion en 9 serotipos
diferentes de AAV, los cuales han sido empaquetados, producidos, purificados e
inyectados por la misma ruta sistémica (Zincarelli et al., 2008). Esta ruta de
administracion es terapéuticamente realista, permitiéndose con ella la expresion
especifica en tejidos, si se emplean promotores especificos en concierto con la
administracion de vector. En dicho trabajo se realizé un seguimiento secuencial de la
expresion del transgén en ratones, durante 100 dias, y también 9 meses después de la
administracion intravenosa de los serotipos AAV 1-9. Estos serotipos expresaban el
transgén luciferasa (controlado por un promotor/activador temprano de CMV vy
flanqueado por secuencias ITRs de AAV2) (Zincarelli et al., 2008).

Las imégenes de bioluminiscencia revelaron tres niveles de expresion: a) en el
grupo de expresion baja estaban los serotipos AAV2, 3, 4 y 5; b) AAVL, 6y 8
pertenecian al grupo de expresion moderada, y ¢) AAV7 y 9 correspondian al grupo de
expresion elevada. Entre estos serotipos, hubo una gran variacion en la cinética de
expresion, siendo AAV7 y 9 los que tuvieron un comienzo mas rapido de la expresion,
y AAV3 y 4 los de expresion mas lenta. Se ha visto también que los érganos diana
primarios para los serotipos 1, 2, 5, 6, 7 y 9 son el higado y el musculo esquelético,
siendo ademas AAV9 el que indujo mayor expresion génica en el corazén. AAV8 y 9
transducian méas ubicuamente que otros serotipos, pero era AAV9 el que generaba una
expresion mas robusta. Dentro del grupo de alta expresion, fue AAV9 quien produjo
también mayor numero de copias de genoma viral en todos los tejidos examinados,
especialmente en higado, corazén y musculo esquelético, excepto en testiculos y
pulmon. Cabe resaltar que la baja expresion en los testiculos, representa una cuestion de

seguridad importante para la investigacion clinica futura con este serotipo.

Para la terapia genica de enfermedades que afectan areas extensas del cerebro, la

estrategia preferida seria la de administrar los vectores por via sistémica. El cerebro
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humano contiene del orden de 100 millones de capilares que abarcan una superficie de
aproximadamente 12 m? (Bickel et al., 2001). Préacticamente cada neurona del cerebro
tiene su propio capilar, con una distancia media de capilar a neurona de 8-20 pum
(Schlageter et al., 1999). La administracion de un gen terapéutico a neuronas, a través
de la membrana capilar, seria entonces el método de eleccion. Sin embargo, es sabido
que la BHE constituye un serio obstaculo a la entrada de macromoléculas en el cerebro.
Trabajos recientes realizados en modelos en roedores de atrofia muscular espinal y de
esclerosis lateral amiotréfica han demostrado el potencial de la terapia genica,
empleando virus que sufren transporte retrogrado después de la inyeccion intramuscular
(Qing et al., 1999; Kaspar et al., 2003; Azzouz et al., 2004). Pero el desarrollo clinico de
protocolos de terapia génica con vectores virales para el tratamiento de varias
enfermedades neurodegenerativas puede ser complejo. Entre otras cosas, por el numero
de inyecciones requeridas para tratar las extensas regiones afectadas del SNC, por
ejemplo, medula espinal, tronco cerebral y corteza cerebral. Los vectores AAV, como
AAV2, han sido eficaces en varios ensayos clinicos recientes para trastornos
neuroldgicos, habiéndose demostrado una expresion mantenida del transgén, un perfil
relativamente seguro, y prometedoras respuestas funcionales. No obstante, dichos
procedimientos han necesitado de inyecciones quirargicas en el parénquima cerebral
(Kaplitt et al., 2007; Marks et al., 2008; Worgall et al., 2008). Los serotipos de vectores
AAV recién descubiertos, particularmente AAV6, AAV8 y AAVY, posibilitan una
transduccion extensa en mudltiples tejidos, por ejemplo, en musculo esquelético y
cardiaco, después de simples inyecciones sistémicas o por via intraperitoneal
(Blankinship et al., 2004; Nakai et al., 2005; Inagaki et al., 2006; Wang y Lieber, 2006).
Estos serotipos pueden cruzar eficientemente las barreras de las células endoteliales
vasculares. Sin embargo, los intentos de transferencia vascular por llegar a tipos
celulares ubicados dentro del SNC han sido infructuosos, debido probablemente a que
los vectores virales no pueden cruzar la BHE. Los serotipos AAV6 y AAVS8 penetran
pobremente en el SNC cuando son inyectados vascularmente en ratones neonatos y
adultos, expresandose solamente en unas pocas células de la medula espinal (Flotte y
Carter, 1995; Towne et al., 2008; Foust et al., 2009). Otra cosa diferente es el serotipo
AAV9, el cual posee caracteristicas seroldgicas Unicas. Los anticuerpos neutralizantes
que se han generado contra los serotipos de AAV1-8 han mostrado poca o ninguna
reactividad cruzada con AAV9Y, lo que indica que este vector constituye una estirpe
diferente de AAV (Gao et al.,, 2002, 2004, 2005). Ademas, comparado con otros
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serotipos, AAV9 es més facilmente transportado en el cerebro tras una inyeccion en el

parénquima cerebral (Cearley et al., 2006).

Se sabe también que AAV9 utiliza como receptor celular primario N-glicanos
con residuo de galactosa terminal (Bell et al., 2011; Shen et al., 2012; Katwal et al.,
2013) y que posee un co-receptor, el receptor de laminina de 37/67 kDa (al igual que
AAV2 y AAV8) (Akache et al., 2006). Aunque para llevar a cabo la union,

internalizacion y transduccidn celular, puede emplear otros receptores desconocidos.

Uno de los descubrimientos recientes mas importantes, dada la compleja
estructura del SNC, ha sido la habilidad de AAV9 para dirigirse tanto al cerebro como a
la medula espinal, al ser administrado por via vascular en la cola del raton (Weitzman et
al., 2003; Foust et al., 2009). En ratones neonatos, la inyeccidon periférica intravenosa de
AAV9 inducia una transduccion neuronal generalizada, con un tropismo aparente en las
neuronas motoras y en el ganglio de la raiz dorsal de la medula espinal. Hubo también
una transduccion neuronal sustancial en numerosas regiones del cerebro (incluyendo
corteza, hipocampo y cerebelo) y, sobre todo, en neuronas con axones largos de
proyeccion. Se desconocen los mecanismos por los cuales en neonatos los vectores
AAV9 transducen poblaciones neuronales especificas. Segln lo esperado, en ratones
adultos se observé expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en corazon, higado
y musculo esquelético. EI AAV9 fue capaz de cruzar también las células endoteliales
de la BHE para transducir de manera efectiva los astrocitos del cerebro (con
modificacion de més del 90% de los astrocitos) y de la medula espinal (Foust et al.,
2009). Ademas, se encontr6 una expresion neuronal aislada, y localizada sélo en el
hipocampo y giro dentado. En comparacion con ratones neonatos, en adultos se
encontré una reduccién marcada en la transduccién de motoneuronas y ausencia de
fibras GFP+ en el ganglio de la raiz dorsal. Sin embargo, se ha descrito recientemente
en un modelo felino de atrofia muscular espinal que AAV9 puede cruzar la BHE vy
transducir tanto los astrocitos como las motoneuronas de la medula espinal (Duque et
al., 2009). Las similitudes de los hallazgos son positivas para AAV9 pero, hasta la
fecha, no se conocen las diferencias que expliquen la transduccion de las motoneuronas;
aunque pueden ser debidas al promotor utilizado o a las especies inyectadas. En todo el
eje dorso-ventral de la sustancia gris medular se detectaron astrocitos GFP+, habiéndose
encontrado los mayores niveles de expresion de GFP en los ratones inyectados con altas

dosis. El analisis de imagen de microscopia confocal revel6 mas de un 64% de
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astrocitos GFP+ en la region lumbar de la médula espinal. Por tanto, estos resultados
muestran un patron de transduccion cambiante, es decir, de ser principalmente neuronal
en neonatos, a ser astrocitico en adultos. Es importante sefialar que la transduccion
astrocitica encontrada en adultos depende de la ruta de inyeccidon y del serotipo de
vector empleado, y no del grado de pureza del vector (Carter y Samulski, 2000; Cerley
et al, 2008; Duque et al., 2009). La transduccion astrocitica predominante encontrada en
adultos, sugiere que AAV9 escapa de la vasculatura cerebral de una manera similar a
como lo hace en la vasculatura del musculo esquelético y cardiaco. Resulta interesante
esta habilidad de AAV9 para cruzar el endotelio. Las uniones estrechas del endotelio de
la BHE restringen severamente la penetracion a moléculas y virus. Para cruzar la BHE
AAV9 puede valerse de proteinas de transporte, transcitosis mediada por receptor,
transcitosis adsorptiva o de otros mecanismos. Los resultados obtenidos sugieren que,
después de atravesar la capa de células endoteliales, AAV9 infecta los pies
perivasculares astrociticos que rodean los capilares cerebrales (Abbott et al., 2005,
2006). Por tanto, los astrocitos pueden ser transducidos s6lo cuando el virus es expuesto
a los pies perivasculares astrociticos. Hay receptores o canales que pueden ser
accesibles cuando se emplea esta ruta de entrada vascular, pero no con inyecciones en el
parénquima cerebral (Abbott et al., 2005, 2006). Hemos comentado que la estrategia
preferida para terapia génica de enfermedades que afectan a areas extensas (y también
para el envejecimiento) seria administrar los vectores por via sistémica. En este sentido,
el vector AAV9 parece ser prometedor. Los esfuerzos pasados por abrir la BHE han
conducido al empleo de compuestos como la bradiquinina o el manitol hiperosmolar.
Estas técnicas se practican principalmente en neuro-oncologia, con objeto de aumentar
el acceso de agentes quimioterapéuticos muy polares a tumores metastasicos cerebrales.
Aunque la apertura hiperosmética de la BHE favorece la entrada de vectores virales en
el cerebro (Lowenstein, 2009; McCarty et al., 2009), la técnica es dificil, molesta y
arriesgada (aumenta la entrada de todas las moléculas). Ademas, la barrera permanece
abierta durante poco tiempo, impidiendo una masiva transduccion cerebral. Estos
métodos no se emplean generalmente en otras especialidades distintas a la neuro-
oncologia clinica. Desde el punto de vista de poder realizar una IB los resultados
descritos con AAV9 son de gran relevancia, dado el afiejo interés por desarrollar
vectores que crucen la BHE, y que tengan un amplio tropismo por diferentes tejidos.
Incluso para enfermedades asociadas al envejecimiento, como el Alzheimer o la

enfermedad de Parkinson, tiene una enorme importancia que AAV9 infecte varias
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regiones cerebrales. En la enfermedad de Parkinson se afectan varias areas de los
ganglios basales como, el caudado, putamen, sustancia negra y nucleos subtalamicos; y
en la enfermedad de Alzheimer se afecta practicamente toda la corteza, el hipocampo, y
otras importantes regiones subcorticales. Por ejemplo, en pacientes mayores, la
transduccion de astrocitos podria suministrar factores neurotroficos a las neuronas que

degeneran en enfermedades como las anteriormente mencionadas.

A la vista de estos datos, AAV9 parece ser actualmente el mejor candidato para
una IB con garantias. Esto se debe a que llega a una amplia mayoria de tejidos y
sistemas e incluso, en el mismo dérgano, puede llegar a tipos celulares diferentes. Pero se
desconoce como se comporta AAV9 en el envejecimiento, y en qué medida todos los

cambios funcionales que ocurren en la senescencia afectan a su tropismo.
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PLANTEAMIENTO

Teniendo en cuenta los siguientes puntos:
El envejecimiento es el principal factor de riesgo de las enfermedades cronicas.

En el proceso normal de envejecimiento se producen multiples cambios: en una

simple célula, en 6rganos y sistemas, y a nivel de todo el organismo.

Hay escasez de estudios que investiguen la biodistribucion de vectores de terapia
génica en el envejecimiento, asi como los factores asociados al envejecimiento

que influyen en la eficiencia de transduccion.

Con la posibilidad de trabajar en un modelo de envejecimiento bioldgico en raton,
se estard en mejor disposicion de conocer y entender los mecanismos que pueden
influir en la aplicacion de una terapia génica efectiva para enfermedades
relacionadas con el envejecimiento (predominantes en la poblacion a mitad de este

siglo).

AAV9 es actualmente el mejor vector de terapia génica para realizar una
intervencion biogerontolégica molecular, ya que puede: transducir células
posmitoticas, persistir en las células sin causar mutagénesis insercional, inducir
una expresion génica a largo plazo, presentar baja inmunogenicidad y carecer de
efectos secundarios, tener alto tropismo en diversos tejidos (incluido cerebro), y

administrarse de forma no invasiva (via intravenosa).

El tropismo de AAV9 cambia en diferentes estados de desarrollo cerebral (en

ratones neonatos versus ratones adultos jovenes).
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HIPOTESIS

1)

2)

3)

Los cambios que ocurren en el envejecimiento fisiologico influyen en el tropismo

de AAV9 a nivel cerebral y en 6rganos diana periféricos.

Dado que AAV9 es inyectado por via intravenosa, el menor flujo sanguineo y la
disfuncion endotelial propios del envejecimiento fisiolégico contribuyen a un
déficit de transporte vascular de AAV9, pudiendo ser ello una pieza clave en su

tropismo.

El déficit en el transporte vascular de AAV9 que ocurre en el envejecimiento
fisioldgico tiene consecuencias en las diferentes etapas del ciclo de infeccion

viral, a nivel cerebral y en érganos diana periféricos.
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OBJETIVOS

1)

2)

3)

4)

Estudiar el tropismo de AAV9 en diferentes regiones cerebrales (tronco cerebral,
cerebelo, mesencéfalo, corteza, estriado, tdlamo e hipocampo) y en 6rganos diana
periféricos (Biceps femoral, corazon e higado) de ratones C57BL/6J jovenes y

viejos.

Analizar posibles factores séricos neutralizantes de AAV9 en el envejecimiento

fisiolégico (Figura 15, b) y estudiar su influencia en el tropismo viral.

Estudiar la influencia del envejecimiento fisiolégico en el transporte endotelial de

AAV9 (Figura 15, c) a nivel cerebral y en érganos diana periféricos.

Estudiar la influencia de la disfuncion endotelial asociada al envejecimiento
fisioldgico en las diferentes etapas del ciclo de infeccion celular de AAV9 (Figura
15, d) a nivel cerebral y en érganos diana periféricos.
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Figura 15. Esquema general del transporte y ciclo de infeccion celular de AAV9 en ratones. (A)
Inyeccion intravenosa del vector AAV9-eGFP en la vena coccigea de ratones jévenes y viejos. (B) Viaje
del vector AAV9 a través del sistema vascular, donde ha de evitar factores neutralizantes que impidan la
transduccion. (C) Transduccion del primer tipo celular que se encuentra, las células endoteliales de los
vasos sanguineos. Al haber gran cantidad de particulas virales, muchas de ellas atraviesan las células
endoteliales hasta el liquido intersticial, pudiendo llegar a los tejidos diana, proceso Ilamado
transcitosis. (D) Transduccién de células: para ello es necesario que AAV9 encuentre sus receptores
primarios y co-receptores (como en las células endoteliales) y se produzca la entrada de AAV9 via
endosoma (1); Desde el endosoma pueden escapar las particulas virales, y salir de la célula
(transcitosis) o producirse el “desnudamiento” del ADN viral. Este ADN penetra en el niucleo y la
polimerasa sintetiza el ARNm (2), lo que se conoce como “transcripcion”. El ARNm sale desde el nlcleo
al citoplasma, donde ocurre la “traduccion” (3), produciéndose la proteina transgénica (eGFP).
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MATERIAL Y METODOS

1. Animales y tratamiento

Los experimentos se realizaron en ratones machos C57BL/6J de 6 semanas y de
22 meses de edad. Los ratones se mantuvieron en grupos de 3-4 por jaula, en
condiciones de temperatura constante (21-22°C), con ciclos de luz/oscuridad de 12
horas (encendido de la luz a las 7:00 am), y con acceso libre a comida y agua. Los
protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico de la Universidad de
La Laguna y respetaron la Directiva del 22 de septiembre de 2010 del Consejo de la
Comunidad Europea (2010/63/UE) con respecto a la proteccion de los animales

utilizados para fines cientificos.

El tratamiento consistio en inyectar intravenosamente en la vena coccigea, una
dosis viral de 1,3 x 10* particulas virales de AAV9-eGFP por kg de peso, en suero
salino. Se inyectaron un total de 8 individuos por grupo (8 jovenes y 8 viejos) y un total

de 4 ratones jovenes con suero salino como control negativo.

Tras la inyeccion de AAV9-eGFP se dejaron pasar 6 semanas, antes de sacrificar
a los animales, para obtener niveles 6ptimos de eGFP. Justo antes del sacrificio se
extrajo un volumen sanguineo de unos 300 pl por puncién intracardiaca, previa
anestesia (para ello usamos una mezcla de 80 mg/kg de peso de ketamina con 8 mg/kg

de peso de xilazina). Cada grupo experimental fue separado a su vez en dos subgrupos:

a) Un subgrupo empleado para estudios morfoldgicos (n=4 para ratones joévenes y
viejos inyectados con AAV9-eGFP y n=2 para grupo de control negativo). Este
subgrupo fue perfundido transcardiacamente con salino 0.9 % frio (8°C- 12°C)
heparinizado, seguido de paraformaldehido al 4 %, tamponado con fosfato salino
pH 7.4 (PBS, 50 ml). Los cerebros, los higados, los corazones y los masculos del
biceps femoral fueron extraidos y almacenados en el mismo fijador a 4°C toda la
noche. Posteriormente, los cerebros fueron crioprotegidos en un gradiente de
sacarosa (10%-30%)-PBS y guardados a -80°C hasta su procesamiento. Los
tejidos periféricos se deshidrataron en alcoholes de graduacion creciente y se

embebieron en parafina.

79



MATERIAL Y METODOS

b) EIl otro subgrupo se utilizé para estudios bioquimicos y de biologia molecular
(n=4 para jovenes y viejos inyectados con AAV9-eGFP y n=2 para grupo de
control negativo). Tras la extraccion de sangre, los animales fueron decapitados
para realizar rapidamente la extraccion de los érganos citados anteriormente. Una
vez extraido el cerebro, se procedi6 a su diseccion con la ayuda de una matriz para
diseccién de cerebros de raton (Stoelting, Wood Dale, IL) sobre una placa
refrigerada y bajo un microscopio quirdrgico (Leica MZ 9.5, Leica Microsystems,
Cambridge, Reino Unido). De esa diseccion se obtuvo: parte del tronco cerebral,
cerebelo, estriado, mesencéfalo, talamo, corteza motora e hipocampo. Todas las
muestras de o6rganos periféricos, y las regiones cerebrales, se almacenaron a -80°C

hasta su procesamiento.

2. Tecnicas Morfoldgicas y de Biologia Celular

2.1.Inmunohistoquimica de eGFP

Los cerebros fijados se cortaron enteros coronalmente, con un microtomo de
congelacion, para obtener secciones de 30 um que se recogieron en 10 series. Los
tejidos periféricos incluidos en parafina se cortaron en un micr6tomo en secciones de 3
pum, y fueron colocados directamente en portas gelatinizados. Antes de comenzar la
tincién inmunohistoquimica, el tejido periférico fue desparafinado con xilol y

rehidratado con alcoholes graduales y agua bidestilada.

Los cortes flotantes de cerebro y los portas de tejidos periféricos se sumergieron
30 minutos en H,O, al 3% para inactivar la peroxidasa enddgena. Posteriormente se
incubaron durante 60 minutos, a temperatura ambiente, en suero normal de cabra al 4%
(NGS, Jackson ImmunoResearch) en un tampon fosfato salino 0.1M pH 7.4 (PBS),
conteniendo Triton® X-100 al 0.05% (TX-100, Sigma) (Solucién de preinmunizacion,
PIS); luego se dejo incubar toda la noche en PIS con un 2% de NGS, y con el anticuerpo
policlonal anti-eGFP de conejo (SySy, 132003; 1: 2000 en cerebro y 1: 500 en tejido
periférico). Después de varios lavados, los cortes se incubaron durante 2 horas en
antisuero anti-conejo biotinilado de cabra (1: 1000, Jackson ImmunoResearch), y NGS
1: 200 en PBS 1X. La reaccion inmunohistoquimica se reveld6 mediante incubacion

durante 1 hora, a temperatura ambiente, con extravidina-peroxidasa de rabano (1: 5000,
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Sigma) en PBS vy, después de 10 minutos, con diaminobencidina tetrahidrocloruro
(DAB, Sigma) y H,0, en tampon cacodilato 0.05N pH 7.6. Las secciones se lavaron
varias veces en PBS. Una vez acabado, los cerebros se montaron en portas gelatinizados
y se dejaron secar al aire a temperatura ambiente. Una vez en portas, todos los tejidos se
deshidrataron mediante pases por alcoholes y xilol y se cubrieron con DPX (BDH
Chemicals, Poole, Inglaterra). Se incluyé también ratones controles negativos en las

mismas condiciones, dando como resultado un marcaje totalmente negativo.

2.2.Inmunofluorescencia

Para las inmunofluorescencias se utilizé el mismo método que para la tincion
inmunohistoquimica, pero eliminando la inactivacion de peroxidasa. Las
concentraciones de los anticuerpos primarios utilizados se detallan en la tabla 2. Como
blogueante se usd suero normal del huésped en el que se utilizan los anticuerpos
secundarios (NGS o NDS, Jackson ImmunoResearch). Y como anticuerpos secundarios
se utilizaron anticuerpos con un fluoréforo determinado (ver tabla 2). Una vez
incubados con el secundario (en oscuridad), los cortes fueron cubiertos con Vectashield
Mounting Medium con DAPI (Vector Labortatories, Burlingame, CA) o con una mezcla
al 50% de glicerol en PBS 1X. Como control negativo se incubaron cortes sin

anticuerpo primario, dando como resultado un marcaje negativo.
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Tabla 1
ANTICUERPOS ORIGEN DILUCION EMPRESA REF.
(APLICACION)
Anti-eGFP policlonal Conejo 1: 2000 (IF) SySy 132003
1:20000 (WB)
(Periférico)
1:5000 (WB)
(Cerebro)
Anti-CD 31 policlonal Cabra 1:500 (WB) Santa Cruz sc-1506
Biotechnology
Anti-CD 31 policlonal Mouse 1:200 (IF) BD Bioscience 610296
Anti-eNOS policlonal Conejo 1: 1000 (WB) AbCam ab-5589
Anti-NeuN Ratén 1: 300 (IF) Santa Cruz sc-32259
Biotechnology
Anti-GFAP policlonal Ratén 6 pg/ml (IF) Millipore AB1591P
Anti-Transtirretina Cabra 1:200 (IF) Dako A0002
policlonal
Anti-Ratén-Alexa Fluor 546 Burro 6 ug/ml (IF) Life A-10036
Technologies
Anti-Ratén-Alexa Fluor 633 Cabra 6 pg/ml (IF) Life A-21050
Technologies
Anti-Conejo-Alexa Fluor Burro 6 ng/ml (IF) Life A-21206
488 Technologies
Anti-a Tubulina Raton 1: 50000 (WB) Sigma A5441
monoclonal

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en inmunoflorescencia y western blot.

2.3.Marcaje con Lectinas

Las lectinas son moléculas que se unen covalentemente a azlcares residuales
especificos de glicoproteinas. Para este estudio se emplearon dos lectinas biotiniladas:
Erythrina cristagalli lectin (ECL) (Vector Lab, B-1145, Burlingame, CA) que marca
glicanos con un residuo terminal de galactosa (gal B 1,4 N-GICNAc) y Maackia
amurensis | (MAL-I) (Vector Lab, B-1315, Burlingame, CA) que marca glicanos con

un residuo terminal de &cido siélico (acido sialico a 2,3 -N-GIcNACc). Los estudios
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realizados con ECL han demostrado que AAV9 utiliza como receptor primario
glicoproteinas con galactosa terminal, para poder transducir las células (Christie Bell et
al., 2011; Shen Shen et al., 2012; Katwal et al., 2013).

Los cortes de tejido periférico se desparafinaron e hidrataron (descrito
anteriormente). Los cortes de cerebro y los portas de tejido periférico fueron incubados
durante media hora en una solucién bloqueante que contenia TBS-T (Tween al 0,5%) y
Carbo Free al 1X (Vector Lab, Burlingame, CA). Posteriormente, se incubaron en TBS-
T (0,05%) con las lectinas a una dilucién 1:200 (ECL o MAL-I) y durante 3 horas a
temperatura ambiente en cdmara humeda (un volumen de 100 ul por corte sobre portas
0 400 pl por pocillo en cerebros). Tras los lavados correspondientes, se incubd con
extravidina CY2 (Vector Lab, Burlingame, CA; 1:600) durante una hora. Los cortes de
cerebro se montaron, y se dejaron secar al aire en oscuridad. Una vez acabado, se
cubrieron todos los portas con Vectashield Mounting Medium con DAPI (Vector Lab
Burlingame, CA). Como control negativo durante la incubacion con ECL se utilizd
lactosa a una concentracion de 200 mM, y para la MAL-I se usé glicoforina humana
(200 mM), dando como resultado un marcaje totalmente negativo en ambos casos.

2.4.Hibridacion In Situ

La hibridacion in situ (ISH) se realizd con un ribosonda para el gen de eGFP.
Para obtener la ribosonda, un fragmento de 815 pb que codifica la eGFP se escindi¢ del
plasmido pEGFP-N3 (Takara Bio Europe / Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Francia)
utilizando las enzimas de restriccion Xhol-Notl [New England Biolabs (UK)]. Se
amplificé dicho fragmento y se secuencid para comprobar que era el gen eGFP. A fin de
obtener la sonda antisentido, el plasmido fue linearizado con Xhol (New England
Biolabs), y se transcribié con la ARN polimerasa T3 (Promega Corporation, Madison,
WI1). Como control se usé la sonda sentido, linearizada con Notl (New England Biolabs)
y transcrita con la ARN polimerasa T7 (Promega Corporation, Madison, WI). Luego se
marcaron ambas ribosondas utilizando un kit de marcaje con digoxigenina (Roche

Diagnostics, Barcelona, Espafia).

La ISH se realizo en cortes de cerebro de 30 um, los cuales se montaron en

portas gelatinizados antes de comenzar la ISH.
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En primer lugar, los cortes se incubaron dos veces en PBS 1X con dietil
pirocarbonato 0,1% (DEPC, Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espafia) durante 10
minutos. A continuacion, se transfirieron los portas a una cdmara de hibridacion en la
que se incubaron durante 3 horas a 56 ° C con 300ul de solucion de pre-hibridacion:
formamida al 50% (Sigma-Aldrich Quimica SA), SSC 5X (SSC 1X: cloruro de sodio
0,15 M en tampon citrato soédico 0.015 M, pH 7,0), 2 mg / ml de ARNt de levadura
(Invitrogen SA, el Prat de Llobregat, Espafia), 2 mg / ml de ADN de esperma de salmén
(Promega) y solucion de Denhardt 5X (Sigma-Aldrich Quimica SA). Las ribosondas
marcadas con digoxigenina (DIG) se calentaron a 95 ° C durante 5 minutos para
desnaturalizarlas, se enfriaron seguidamente en hielo, y se afiadieron a la solucién de
pre-hibridacién a una concentracion final de 100 ng / ml. Posteriormente, los portas se
cubrieron con un trozo de film, y se incubaron durante toda la noche a 56 ° C. Al dia
siguiente, el film se retir6 suavemente y los portas se lavaron a 56 ° C con: SSC 5X
durante 2 y 5 minutos, SSC 2X durante 5 minutos y formamida al 50% en SSC 0,2X
durante 20 minutos (Sigma-Aldrich Quimica SA). Los portas se lavaron luego dos veces
a temperatura ambiente con SSC 0,2X y TBS-T (250 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.4,y
0.05% Tween 20). Después de los lavados, se incubaron durante 1 hora en solucién de
bloqueo (3% de leche en polvo en TBS-T) y otra hora adicional con anticuerpo anti-
DIG conjugado con fosfatasa alcalina (1: 5000; Roche Diagnostics) diluida en una
solucion que contiene solucion de bloqueo al 1% en TBS-T. Las secciones se
equilibraron en una solucién tampon con MgCl, (Tris 0,1 M, pH 9,5, NaCl 0,1 M, y
MgCl, 50 mM) durante 5 minutos, y se incubaron en oscuridad con la solucion de
revelado durante toda la noche [(3.4ul / ml de nitrocloruro de tetrazolio azul (NBT) y
3.5ul / ml de una solucion 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP)]. La reaccion se
detuvo el dia siguiente con TRIS-EDTA [10 mM, pH 8,0 (EDTA al 0,05 M)] seguido
de tres lavados méas en el mismo tampdn. Por dltimo, los portas se secaron al aire, se
deshidrataron con alcoholes seriados, se fijaron con xilol, y se cubrieron con Mowiol
(Calbiochem, La Jolla, CA, EE.UU.). Como control negativo, el proceso de hibridacion

in situ se realizé mediante el uso de las sondas sentido.
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3. Técnicas Bioquimicas y de Biologia Molecular

3.1.Cuantificacién del malondialdehido (MDA)

Se utilizé el método del acido tiobarbitarico (TBA) de Ohkawa (Ohkawa et al.,
1979). Para ello, se homogeniz6 250 ug de los tejidos en 2,25 ml en KCI (1,15%). Se
realizd6 una mezcla de 0,1 ml del homogeneizado, 0,2 ml de dodecil sulfato sddico
(SDS, al 8,1%), 1,5 ml de &cido acético (20%, pH= 3), 1,5 ml de una solucién al 0,8%
de TBA en H,0 vy, por ultimo, 4 ml de agua destilada. Esta mezcla se calent6 al bafio
maria durante una hora a 95°C. Luego se dejé enfriar, y se afiadio 1 ml de agua destilada
y 5 ml de una mezcla de n-butanol y piridina (15:1). Se agité vigorosamente, y se
centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos. Se midi6 la absorbancia de la fase orgéanica
en un espectrofotometro a 532 nm. Para la realizacion de una curva estandar se utilizo
1,1,3,3-Tetraetoxipropano (TEP). Para normalizar los datos, se realizd una extraccion de
proteinas de 100 ul de cada homogeneizado con M-PER (Thermo Scientific, Rockford,
IL), y la cuantificacion se realizd por el método del acido biciconinico (se empleo
albumina bovina como estandar). Como control negativo (blanco) se us6 un tubo con
0,1 ml de KCl al 1,15% (sin 0,1 ml de homogenizado).

3.2.Inmunotransferencia (western-blot)

La expresion de diferentes proteinas se estudié mediante analisis por western-
blot (WB). Los extractos totales de proteina fueron obtenidos usando el tampdn de
extraccion proteica M-PER (Thermo Scientific, Rockford, IL). Para la cuantificacion de
proteinas totales en los extractos de tejidos se empled el método del &cido biciconinico,
y albumina bovina como estdndar. Para realizar western-blot en condiciones
desnaturalizantes, las muestras de proteinas se diluyeron en una solucion de tampén
Laemmli de carga (62.5 mM Tris-Hcl, 20% de glicerol, 20% de dodecil sulfato sédico
[SDS], 1.7% de B-mercaptoetanol y 0.05% de azul de bromofenol, pH 6.8) y se
desnaturalizaron a 90°C durante 5 minutos. Para el WB de eNOS, se suprimi6 el -
mercaptoetanol del tampdn Laemmli, y no se calentd la muestra (condiciones no
desnaturalizantes). Posteriormente, las proteinas fueron separadas mediante
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida a concentraciones variables, dependiendo

del peso molecular de la proteina a analizar, y se transfirieron a una membrana de
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nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania). Las membranas se bloquearon
durante 2 horas a temperatura ambiente con un 5% de leche desnatada en TBS-T, e
incubaron toda la noche a 4°C en solucidn bloqueante con el anticuerpo correspondiente
(Tabla 2). Tras varios lavados en TBS-T con 5% de leche, las membranas fueron
incubadas durante 1 hora con una IgG (Anticuerpo secundario) que reconoce el
correspondiente anticuerpo primario conjugado a peroxidasa de rébano (Jackson-
ImmunoResearch; 1: 5000). Las bandas inmunoreactivas se visualizaron por
amplificacion quimioluminiscente (Immun-Star, Bio-Rad, CA) usando un sistema de
documentacion de geles Chemi-Doc™ (Bio-Rad). Probamos diferentes cantidades de
proteina, diluciones de anticuerpo y tiempos de exposicion, antes de establecer el rango
de trabajo de cada anticuerpo. Cada membrana de nitrocelulosa fue sometida después a
tratamiento de desenmascaramiento (62.5 mM Tris, pH 6.8, 2% SDS, 100 mM pB-
mercaptoetanol, 1 hora a temperatura ambiente) y procesada para el correspondiente
control de carga, durante 2 horas, a temperatura ambiente. Las densidades de marcaje
para cada anticuerpo fueron comparadas con su control de carga, empleando el
programa de densitometria Image Lab 4.0.1 (Bio-Rad). Un rectangulo de tamafio y
forma uniforme fue colocado sobre cada banda y los valores de densidad se calcularon
sustrayendo el ruido de fondo de un rectangulo de dimensiones similares situado
aproximadamente 2 mm por encima de cada banda. Se realiz6 también los WB de los
ratones controles negativos frente a eGFP, dando como resultado un marcaje totalmente

negativo. Para los demas WB, se us6 albimina como control negativo.

3.3.Factores neutralizantes de AAV9 en suero

Primero se sembré una placa de 96 pocillos con células HEK293QB hasta
alcanzar una confluencia del 60-70% (aproximadamente 16.000 células / pocillo)
después de 24 horas de crecimiento a 37 ° C. Luego, se incubé el vector AAV9-CMV-
luciferasa, a 37 ° C durante 30 minutos, con muestras de suero no inactivado por calor y
diluidas en medio de infeccion (DMEM + FBS al 2% + PenStrep 1%) a 1:50, 1: 150 y
1: 450. A continuacidn, se afiadieron 60l de las mezclas de suero-vector a las células,
por duplicado, en una concentracion de 1x10° vg / pocillo. Cinco horas después de la
infeccion, se afiadié a cada pocillo 100 pl de medio de crecimiento (DMEM + FBS al

10% + PenStrep al 1%) y las células se incubaron durante 48 horas a 37 ° C. Tras estos

86



MATERIAL Y METODOS

dos dias, las células se lisaron con 100 pl de tampon de lisis (Firefly Luciferase Flash
Assay kit de Pierce) y se afiadio 20 pl de cada lisado a placas nuevas de 96 pocillos. La
actividad de luciferasa se detectd6 mediante la adicion de su sustrato, luciferina (Firefly
Luciferase Flash Assay kit de Pierce), y la lectura de la luminiscencia resultante se
obtuvo con el lumindémetro Victor 3 (Perkin Elmer). La eficiencia de transduccion se
expres6 como luminiscencia, normalizada por la cantidad de proteina / pocillo (se
utilizé el kit de BCA de Pierce), dando valores finales de luminiscencia / pg de proteina.
Los factores neutralizantes se expresan como la mayor dilucion de suero que inhibe la
expresion del gen (luciferasa) en mas de un 50%, en comparacion con el maximo de

sefial obtenida con el suero de los ratones controles negativos.

3.4.ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

La concentracion total de inmunoglobulina G (IgG) contra el AAV9 se
cuantifico en el suero de los animales. Para ello se usaron placas Nunc MaxiSorp F96,
las cuales fueron cubiertas con 50 pl de AAV9 diluidos 2x10° ppm/ml en tampén
NaHCO0s, 100mM, pH 9.2. Para la curva estandar, los pocillos fueron cubiertos de forma
similar con 100 ul de 1gG de ratén (Sigma) en diluciones seriadas, comenzando con
1800 ng/ml. Las placas fueron incubadas a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, se lavo
tres veces con PBS 1X y Tween (0,5%) y se bloque6 1 hora a 37°C con albdmina de
suero bovino (BSA, 0.5%) en PBS 1X, pH 7.2. Luego se afiadio a los pocillos 100 ul de
suero de cada animal, diluido previamente en un tampoén de dilucion, y se incub6 1 hora
a 37°C. Después de los lavados, se afiadié 100ul de un anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa de rabano anti IgG de ratdn (1:40000) durante 1 hora a 37°C. Tras otra
serie de lavados, se incubd con el sustrato 3"-3"-5"-5" Tetrametilbencidina (TMB, BD
Biosciences) durante 30 minutos en oscuridad. La reaccion se inactivdé con 100ul de
H,SO, 2M y se leyd la absorbancia a 450 nm en el lector de placas de ELISA (Bio-tek
power wave, software KC4 version 3.3). Las absorbancias fueron convertidas en

concentraciones mediante una curva estandar.
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3.5.Produccion, purificacion y cuantificacion del vector AAV9

Los vectores AAV9 que codifican la proteina eGFP fueron sintetizados en la
Unidad de Produccion de Vectores de la Universidad Autonoma de Barcelona. Se
empled el método de triple transfeccion con polietlilenimina (PEI), usandose 250 pg del
plasmido pAAV, 250 pg del pRepCap y 500 pg del pXX6 en 2 x 10® células HEK293.
Tras 48 horas, se aislaron las células por centrifugacion (200 g, 10 minutos) y se
resuspendieron en 30 ml de NaCl 20 mM, MgCl, 2 mM y Tris-HCI 50 mM (pH 8.5). A
continuacion, se lisaron las células con tres ciclos de congelacién/descongelacion, y el
lisado celular se clarific6 mediante centrifugacion (2000 g, 10 min). El lisado
clarificado se traté con 50 U / ml de Benzonasa (Novagen) (1 h, 37 ° C) y se centrifugd
(3000 g, 20 min). El sobrenadante que contiene el vector se recogio y se ajustd con
NaCl 200 mM. Para precipitar los vectores se afiadié polietilenglicol (PEG 8000,
Sigma) a una concentracion final de 8%; esta mezcla se incub6 (3 h, 4°C) y se
centrifugd (8000 g, 15 min). El precipitado con los AAV9 se resuspendié en NaCl 20
mM, MgCl; 2 mM, Tris-HCI 50 (pH 8,5) y se incubd 48 h a 4°C. Las particulas AAV
fueron purificadas utilizando el método del iodixanol descrito previamente por
Zolotukhin (Zolotukhin et al., 1999).

Para la cuantificacion del vector, las particulas de AAV se lisaron y el genoma
monocatenario se dejo hibridar hasta convertirse en ADN de doble cadena, segln se
describe a continuacion: 2 ul de la muestra de vector purificada se mezclé con 8 pl de
H,O y 10 pul de tampdn de lisis (Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 200 mM, SDS al 0,2%).
Estas muestras se incubaron durante 1 hora a 70°C. Una placa de color negro de 96
pocillos se carg6 con 20 pl de los ADNs estandares, los 20 pl de las muestras y 20 pl de
TE (controles negativos). Todas las muestras se prepararon por duplicado. A
continuacion, se empled el reactivo Quant-iT ™ PicoGreen dsDNA (Molecular Probes,
Invitrogen) diluido 1: 200 con TE, y se afiadio 180 ul de esta dilucion a cada pocillo.
Las muestras se incubaron en la oscuridad durante 5 min y luego se analizaron con un
lector de placas (Perkin Elmer Wallac 1420 Victor3 ™; 485 nm / 535 nm). Por altimo,
el titulo final de AAV9 se calculé como la diferencia entre el valor de genomas virales

AAYV de muestras lisadas y el valor de los genomas virales AAV de muestras no lisadas.
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3.6.Reaccion en cadena de la Polimerasa a tiempo real (RT-PCR)

Para realizar la RT-PCR se realizd una extraccion de ARN de los tejidos frescos
cerebrales y de los 6rganos diana periféricos. Para ello se usé el método del Fenol-
Cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 2006). Se homogeniz6 0,3 g de tejido en nitrégeno
liquido y se transfirié a un tubo de centrifuga de 10 ml. Se agregaron 3 ml de solucion D
(tiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM, sarcosil al 0.5% y 2-
mercaptoetanol 0.1 M) y 1 ml de acetato de sodio 2 M, pH 4, agitando 1 min en vortex.
Se afiadieron 3 ml de fenol saturado y se agit6 durante 2 min adicionales en vortex. Se
agrego 1 ml de una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1, v/v) y se volvié a
agitar en vortex otros 3 min. Luego, se centrifugd a 10,000 rpm durante 20 min a 4°C.
Posteriormente se recuperé la fase acuosa y se precipité el ARN, agregando 1 volumen
de isopropanol frio, se agitd por inversién y se coloco a -20°C al menos 1 hora. Luego
se centrifug6 a 10,000 rpm durante 20 min a 4°C, se decanto, y se lavo el precipitado en
dos ocasiones con etanol al 80%. Finalmente, el precipitado se resuspendi6 en 1 ml de
agua tratada con DEPC.

Una vez obtenidos los ARNs se emple6 un tratamiento con la enzima DNasa |
(Roche) de acuerdo al protocolo comercial, para eliminar la posible contaminacion de
ADN. EI ARN se cuantifico con el NanoDrop ND-100 (Bonsai Technologies Group) v,
para la RT-PCR, se partio de 100 ng de ARN para sintetizar el cDNA correspondiente
con el kit iScript™ Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA), segun el
protocolo del proveedor. La RT-PCR se llevo a cabo en un termociclador a tiempo real
Mini-Opticon de 48 pocillos (BioRad, Hercules, CA) con el software Opticon (MJ
Research, Waltham, MA). Como fluoréforo se usé SYBR Green I, del kit iQ™ SYBR®
Green Supermix RT-PCR (BioRad, Hercules, CA). Se cargaron un total de 25uL por
reaccion, conteniendo 1ulL de ADNc molde, 0.25 uM de cada cebador, 12.5 pL del
reactivo SYBR® Green (donde estdn todos los componentes necesarios para la
reaccion) y 11ulL de agua estéril Milli-Q. Cada reaccion se hizo por triplicado, y como

control de carga se usaron RPS18 y GAPDH.

Las condiciones térmicas de la amplificacion eran las siguientes: un ciclo inicial
de 3 minutos a 95°C (desnaturalizacion del cDNA), seguido por 40 ciclos de 10
segundos a 95°C, 20 segundos a la temperatura de alineamiento de los cebadores usados

(Tabla 3) y 15 segundos a 72°C. Al final de la reaccidn, se llevé a cabo un protocolo de
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disociacion para asegurar la presencia del producto especifico de PCR que se intentaba
amplificar. Las curvas de disociacion fueron programadas, estableciendo subidas de
medio grado durante 5 segundos desde los 65°C hasta los 95°C. En las PCR se
incluyeron ratones (no inyectados con AAV9) como controles negativos para el ARNm
de eGFP (sin dar ninguna fluorescencia), y agua como control negativo para el VEGF-

A, dando también un resultado negativo.

La eficiencia de los cebadores se calculé amplificando diluciones seriadas de
ADNCc positivo, para cada una de las parejas de cebadores, con la siguiente ecuacion:

E = 10 (Ypendiente delarects) gjondg Jos valores aceptados entre 1,8 y 2,2 (El valor 6ptimo es
2, que seria una eficiencia del 100%).

Tras obtener los CP (ciclo en el que la fluorescencia se eleva levemente de la
fluorescencia residual) se emple6 el método de Pfaffl (Pfaffl et al., 2002) para comparar

las diferencias entre ratones viejos y jovenes.

Tabla 2
GEN Cebadores 5" -3’ Amplicén T2 de
anillamiento
eGFP F-GTTCACCTTGATGCCGTTCT 180 pb 55 °C
R- AAGGACGACGGCAACTACAA
VEGF-A F-GCAGCGACAAGGCAGACTAT  185pb 55 2C
R- GAGGGACTGAAGAACCAACCT
Promotor  F- TACATAACTTACGGTAAATGGC  105pb 58 °C
v R- AAAGTCCCTATTGGCGTTACT
GAPDH  R. TGTTGAAGTCGCAGGAGACA 142 pb 55 C
F-AATGTGTCCGTCGTGGATCT
Ciclofilina-B  F- TCAACCTCTCCTCTCCTGCC 133 pb 58 2C
R- GGTTTCTCCACTTCGATCTTGC
RPS18 F- CGGCTACCACATCCAAGGAA  186pb 55 C

R- GCTGGAATTACCGCGGCT
Tabla 3. Cebadores usados para la RT-PCR.
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3.7.PCR Cuantitativa (QPCR)

El ADN de bajo peso molecular de los diferentes tejidos fue extraido por el
método de HIRT. Se afiadid a los tejidos 5ml SDS / EDTA (0,6% (p / v) SDS / 10mM
EDTA) y se incub6 20 min a temperatura ambiente, para lisar las células, y muy
cuidadosamente se pasé a un tubo falcon de 15 ml. El resto del proceso se realizd en
condiciones de baja temperatura. Se afiadio 1,25 ml de NaCl 5M frio y se incub6 toda
la noche a 4°C. Se centrifugd 4 min a velocidad méxima (16.000 g) a 4°C, y se paso el
sobrenadante a otro falcon. EI ADN se extrajo con fenol, afiadiendo un volumen igual
de fenol-cloroformo-isoamilalcohol (frio), mezclando por vortex 15 seg y centrifugando
20 min a velocidad maxima (a 4°C). La fase acuosa se pasé a otro tubo falcon y se
afiadio PEG, 1/10 volumenes de acetato de sodio 3M frio y 2,5 voliumenes de etanol
absoluto frio. Seguidamente se incub6 a -80°C durante 15min y se centrifugdé 20 min a

velocidad maxima a 4°C. El precipitado se resuspendio en 200 ul de agua MilliQ.

Una vez extraido, se cuantific6 el ADN con el NanoDrop ND-100 (Bonsai
Technologies Group) y se realizd6 una gPCR, utilizando como cebadores regiones
complementarias al promotor viral (el promotor del citomegalovirus, CMV) incluido en
el AAV9-eGFP utilizado (Tabla 3). El reactivo utilizado fue iQ™ SYBR® Green
Supermix RT-PCR (BioRad, Hercules, CA) descrito anteriormente. Las condiciones
térmicas de la amplificacion eran las siguientes: un ciclo inicial de 2 minutos a 98°C,
seguido por 35 ciclos de 5 segundos a 98°C, 10 segundos a 58°C y 20 segundos a 72°C.
Y finalmente, un ciclo de 55°C a 20 segundos. En este caso utilizamos como control
housekeeping el gen de la ciclofilina B (Tabla 3). Para calcular las vg / ul se realizd una
curva estandar en las mismas condiciones, y de concentraciones conocidas de un

plasmido que contiene el promotor del CMV.

4. Captura de imagenes

Las imagenes de inmunohistoquimica fueron tomadas con un microscopio
Optico Leica DM 4000 (Leica Microsystems GmbH, Wetzler, Alemania) y las imagenes
de fluorescencia fueron realizadas con un microscopio confocal Olympus Fluoview
FV10 (Olympus FV10-ASW2Q, Shinjuku, Tokio, Japon). Para la cuantificacion de la
intensidad media de fluorescencia, se utilizo el programa Image-J 1.47v (NIH,
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Bethesda, MD). Para ello, fueron cuantificados al menos 12 campos de imagenes de los
distintos tejidos (sefial de intensidad media de fluorescencia) por cada uno de los 4

animales de cada grupo (jovenes y viejos).

Para la composicion de imégenes se utilizaron los programas Adobe Photoshop
CS3 y Adobe llustrator CS3 (Adobe System, USA). Para la realizacion de las graficas,
se empleo el GraphPad Prism 5.02v.

5. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS Statistics 21,
realizando una t de Student de dos colas en las comparaciones de animales viejos frente
a jovenes, siempre y cuando se certificara la Normalidad y la Homocedastacidad de los
datos. Cuando no se cumplia estas premisas se usd un test no paramétrico, el test U de
Mann-Whitney. Los datos son representados como las medias + error estandar. Un nivel

de p<0.05 fue considerado como critico para asignar significancia estadistica.
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RESULTADOS EN TEJIDOS PERIFERICOS

1. Reduccion dréstica de la expresion del transgén eGFP en tejidos
periféricos de ratones viejos con respecto a ratones jovenes

Tras realizar inmunohistoquimica de eGFP en corazén, higado y musculo biceps
femoral se observa una reduccion drastica en la expresion de eGFP en los tres érganos
de ratones viejos comparado con la de jovenes (Figura 16 a-f). En las fibras cardiacas de
ratones viejos hay un descenso significativo en la intensidad de sefial con respecto a la
de ratones jovenes (Figura 16 a, b). Ademas, el endotelio vascular de corazén de ratones
jovenes se marca intensamente (eGFP™) (Figura 16 g, i) en relacion al de ratones viejos
(Figura 16 h, j). En el higado existe una caida de expresion de eGFP en el parénguima
hepético de ratones viejos, en relacion a ratones jovenes, pero no es tan drastica como
en el corazén (Figura 16 c, d). Existe poca expresion de eGFP en el endotelio vascular
de higado de animales viejos (Figura 16 1) comparada con la observada en endotelio
vascular de ratones jovenes (Figura 16 k). Con respecto al tejido muscular, se muestra
una disminucion bastante pronunciada en la expresion de eGFP en ratones viejos con
respecto a la de ratones jovenes (Figura 16 e, f). Ademas, la reduccion observada en la
expresion de eGFP en ratones viejos es mas drastica en musculo (Figura 16 f) que en los
otros dos tejidos (Figura 16 b, d). Este descenso se aprecia notablemente en el endotelio
vascular muscular (Figura 16 o, p) y en los paquetes de fibras nerviosas musculares
(Figura 16 q, r).
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Figura 16
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Figura 16. Iméagenes representativas de tincion inmunohistoquimica de eGFP en corazédn, higado y
musculo biceps femoral de ratones jovenes y viejos inyectados con AAV9-eGFP. (a-f) Se observa una
reduccion dréstica de la expresion de eGFP en los tres tejidos de ratones viejos comparado con los de
jovenes. (g-h, i-j, k-1, 0-p) La expresién de eGFP en el endotelio vascular de ratones viejos estd también
significativamente reducida en los tres tejidos. En ratones jovenes se observa expresion eGFP™ en: (k)
conducto biliar hepatico, (q) paquete nervioso, adipocitos y fibroblastos de musculo. (m, n) En ratones
jovenes y viejos se muestra la presencia de células de tejido linfoide eGFP™ en el higado. Las barras de
escala son de 100 um (a-f) y 25 pm (g-r).

2. Descenso significativo en los niveles de la proteina transgénica
eGFP en tejidos periféricos de ratones viejos

Tras la caida observada en la expresion de eGFP, mediante inmunohistogquimica,
se procedié a cuantificar los niveles de proteina eGFP por WB en corazoén, higado y
masculo. En la Figura 17 se observa que existe un descenso significativo en eGFP en
los tres tejidos de ratones viejos con respecto a los tejidos jovenes. Este descenso es
muy severo en el tejido muscular de ratones viejos comparado con el de ratones

95



RESULTADOS

jévenes, con una disminucién de un 95,5% de eGFP (Figura 17 c). Practicamente no se
detecta eGFP en el muasculo de ratones viejos. En el higado de ratones viejos el
descenso de eGFP, en torno a un 75%, no es tan abrupto en relacion al de ratones
jovenes (Figura 17 b). Ademas, comparado con los niveles de eGFP en corazon (Figura
17 a) y masculo (Figura 17 c), el higado es el tejido con mayores niveles de eGFP en
ratones viejos (Figura 17 b). Los niveles de eGFP en el corazon de ratones viejos, tienen
un valor intermedio entre el higado y el musculo, con un 88% menos (Figura 17 a).

Figura 17
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Figura 17. Imagenes representativas de western-blot de eGFP en tejidos periféricos de ratones jovenes
y viejos. Se confirma el descenso en la proteina transgénica eGFP en los tres tejidos periféricos (a-c). Se
empled a-tubulina como control de carga y una n=4 por grupo. Los datos de densidad 6ptica (DO) se
representan como medias + SEM; * p< 0,05; ** p<0,01. Se utiliz6 para la significacién estadistica una t
de Student de dos colas.
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3. La expresion de ARNm de eGFP y el numero de particulas virales
son menores en los tejidos viejos en comparacion con los jovenes

Al haber encontrado una disminucion significativa de eGFP, el siguiente paso
fue analizar los niveles de ARNm en los diferentes tejidos periféricos, mediante una
RT-PCR, para comprobar si esta disminucion se correlacionaba con una reduccion en la
transcripcion del transgén. En la Figura 18a se muestra que los niveles de ARNm de
eGFP en los tejidos de ratones viejos son inferiores a los de tejidos jovenes. La
expresion relativa de ARNm de eGFP presenta el mismo patron que los niveles de
proteina vistos anteriormente, habiéndose encontrado un fold change en corazon de
ratones viejos con respecto a jovenes de -4,51; en higado fue de -2,19, y en musculo
biceps femoral de -7,82. Es decir, la cantidad relativa de ARNm de eGFP en ratones

viejos es mayor en el higado, intermedia en corazén y muy baja en masculo.

La reduccién obtenida de ARNm de eGFP en los tres tejidos de ratones viejos
sugeria que con el envejecimiento podia haber un proceso inhibitorio de regulacion
transcripcional y/o una menor biodistribucion de particulas de vector AAV9 en los
diferentes tejidos. Para estudiar esto Gltimo, cuantificamos los niveles de particulas
virales por ng de tejido periférico (Vg/ng) mediante una qPCR (Figura 18 b). Los
resultados obtenidos muestran que AAV9 se distribuyd significativamente menos en las
células de los tejidos periféricos de ratones viejos que en las de jovenes (Figura 18 b),
siguiendo el mismo patron de tropismo en viejos: mayor en higado, intermedio en
corazén y muy bajo en musculo (Figura 18 b). Ademas, estos datos revelan que en los
tejidos de ratones jovenes se observa también el mismo patron de biodistribucion de
AAV9, mucho mayor en higado, intermedio en corazon, y bajo en musculo (Figura 18
b).

El tropismo de AAV9 disminuye en los 6rganos periféricos de ratones viejos.
Aln asi, el tropismo de AAV9 en ratones viejos sigue el mismo patrén de
biodistribucion que en ratones jovenes, es decir, es mayor en higado, luego sigue en

corazén y baja en musculo biceps femoral.
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Figura 18
a b Diferencia de DNA viral

<« 1.5 80
:
£
2 g }
° 1.04 = == =3 T
2
: 3 40
o
c 05 i ‘g’
g™ 2 201 %
: - @l 1.
X
" ool ; ; i 0 - -

s @ ® @ e @ e ¢ &£ &

baé& s\.‘@\o ‘d‘é\e 4\2.\0 6‘3& s\.\e,\c’ $°°°° © b40° 5 38\29 ©
b
Corazén Higado Miisculo Corazén Higado Misculo

Figura 18. Expresion relativa de RNAm de eGFP y biodistribucion de AAV9 en tejidos periféricos de
ratones viejos con respecto a ratones jovenes. (a) Se puede observar una caida en la expresién de ARNm
de eGFP en los viejos con respecto a jovenes. Como housekeeping en la RT-PCR se utiliz6 PRS18, con
una n= 4 -7 por grupo. ** p < 0,01versus ratones jovenes (t de Student de dos colas). (b) Particulas
virales por ng de tejido en tejidos periféricos de ratones jovenes y viejos. Se observa una entrada mayor
de AAV9 en los tejidos jovenes. En la gPCR se utilizé ciclofilina B como housekeeping, con unan=4.*p
< 0.05 versus ratones jovenes (t de Student de dos colas).

4. No existen factores neutralizantes en suero responsables del
menor tropismo de AAV9 en los tejidos de ratones jovenes

Con los resultados obtenidos hasta el momento, el siguiente paso fue estudiar las
razones del descenso del tropismo de AAV9 en ratones viejos. Segun el esquema
general que sigue el AAV9 in vivo (Figura 12), decidimos averiguar en primer lugar si
en el suero de los ratones viejos existian posibles factores neutralizantes de AAV9 que
pudiesen impedir la llegada de AAV9 a los Organos diana periféricos. Para ello
utilizamos dos técnicas, el analisis de factores neutralizantes en los sueros de ratones
jévenes y viejos, y el analisis mediante ELISA de la cantidad total de inmunoglobulina-
G (1gG) contra AAV9. En la primera técnica, tras usar tres diluciones de suero, no se
observaron diferencias significativas entre los factores neutralizantes de AAV9 en suero
de ratones jovenes y viejos (Figura 19 a). Sin embargo, si hubo diferencias
significativas en la cantidad total de 1gG contra AAVY, siendo menor en el suero de
ratones viejos (Figura 19 b). Estos resultados indican que el menor tropismo de AAV9
en tejidos periféricos de ratones viejos no es debido a la presencia de factores séricos
neutralizantes.
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Figura 19
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Figura 19. Andlisis de factores neutralizantes de AAV9 en suero de ratones jovenes y viejos. (a)
Porcentaje de inhibicidn de transfeccién de AAV9 incubado con diferentes diluciones de suero en células
HEK293. Aunqgue existe una tendencia a ser mayor en jovenes, los resultados no son estadisticamente
significativos (n= 6 por grupo). (b) Niveles de 1gG anti-AAV9 en suero de ratones jovenes y viejos.
Existe una reduccion significativa en ratones viejos (n=6 por grupo) * p < 0.05 versus ratones jovenes (t
de Student de dos colas).

5. Reduccién de N-glicanos tipo gal-(p1-4) N-GIcNAc en tejidos
periféricos de ratones viejos

Debido a que los factores neutralizantes no podian ser responsables del bajo
tropismo de AAV9 en los tejidos periféricos de ratones viejos, se decidié analizar la
expresion del receptor primario de AAV9, mediante inmunofluorescencia con lectinas.
Empleamos la lectina ECL para marcar las glicoproteinas de membrana con galactosas
terminales (gal-(f#1-4) N-GIcNAc). Esta conformacion corresponde a la de N-glicanos
con galactosa terminal, la que ha de tener el receptor primario de AAV9 (Bell et al.,
2011; Shen et al., 2012; Katwal et al., 2013). Tras un exhaustivo analisis de la
intensidad de fluorescencia emitida por la ECL, comprobamos que los niveles de gal-
(B1-4) N-GIcNAc eran significativamente menores en los vasos de los tejidos periféricos
de ratones viejos con respecto a los de jovenes (Figura 20 a, b). Las diferencias entre
tejidos de ratones viejos con respecto a los de jovenes son bastantes significativas,
exceptuando el higado, en el que la reduccion de N-glicanos con galactosa terminal no
es tan dréstica, siendo solo del 13,1%. La disminucion de gal-(57-4) N-GIcNAc en
vasos de corazones viejos fue del 35,15% vy en el muasculo, de un 33,77%. En tejidos
periféricos de ratones viejos, los niveles de gal-(57-4) N-GICNAc son mayores en

higado, intermedios en corazon y mas bajos en musculo. Y asi ocurre también con el
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perfil de expresion de estos N-glicanos en el grupo de ratones jovenes, mayores niveles

en higado, luego en corazdn, y niveles menores en masculo.
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Figura 20. Marcaje de N-glicanos tipo gal-(#1-4) N-GIcNAc con la lectina ECL en diferentes érganos
periféricos de ratones jovenes y viejos. (a) Microfotografia representativa. (b) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia. La media de intensidad de fluorescencia es menor en los tejidos periféricos
de ratones viejos que en la de tejidos de ratones jovenes (n=4 por grupo); * p < 0.05 versus jovenes; ** p
< 0.01 versus jovenes (test U de Mann—Whitney). Barra de escala de 100 pm.
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6. Reduccion de N-glicanos tipo acido sialico a 2,3 -N-GIcNACc en
corazon y musculo, pero no en higado, de ratones viejos

Puesto que en tejidos periféricos de ratones viejos habiamos obtenido
previamente una reduccion de N-glicanos con galactosa terminal, el siguiente paso fue
analizar si habia una inversion en el perfil de N-glicanos, en concreto, de galactosa
terminal a &cido sialico terminal. Para ello se empled el marcaje con MAL-I, la cual se
une a glicoproteinas con &cido sialico (AS) terminal (acido sialico a 2,3 -N-GIcNAC).
Los resultados obtenidos mediante cuantificacion de intensidad de fluorescencia
indican, sin embargo, que existe una caida significativa de los N-glicanos con AS
terminal en musculo y corazon de ratones viejos (35,65% Yy 28,67% respectivamente)
con respecto a jovenes (Figura 21 a, b). Pero en el higado si se invertia el patron, es
decir, hubo un aumento del 51,04% de N-glicanos con AS terminal en higado de ratones

viejos con respecto a jovenes (Figura 21 a, b).
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Figura 21
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Figura 21. Marcaje de N-glicanos tipo dcido sidlico a 2,3 -N-GIcNAc con la lectina MAL-I en
diferentes érganos periféricos de ratones jovenes y viejos. (a) Microfotografia representativa.
Cuantificacién de intensidad de fluorescencia. (b) La media de intensidad de fluorescencia es menor en
corazén y musculo de ratones viejos, pero mayor en higado. (n=4 por grupo); ** p < 0.01versus ratones
jévenes (test U de Mann—Whitney). Barra de escala de 100 pm.
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7. Disfuncién endotelial en los vasos de tejidos periféricos de ratones
viejos
Se ha descrito anteriormente que los multiples cambios ocurridos en el
envejecimiento fisiolégico producen un deterioro vascular que se traduce en una
disminucion del flujo sanguineo en los diferentes 6rganos. Dado que este deterioro
puede estar influyendo en el tropismo de AAV9, decidimos emplear varios marcadores
endoteliales (CD31 y eNOS) para conocer el estado vascular periférico de los animales.
Tras la inmunofluorescencia y cuantificacion de la intensidad de sefial caracteristica de
CD31, comprobamos que existe una disminucion significativa del 62,5% en tejido
cardiaco, y del 57,5% en musculo, de ratones viejos comparado a los de jovenes (Figura
22 a, b). Sin embargo, para este marcador, no se observaron cambios significativos en el
higado (Figura 22 a, b).
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Figura 22. Expresion de CD31 en corazon, higado y muasculo de ratones jovenes y viejos. (a) Imagen
representativa de inmunofluorescencia en los tres tejidos. (b) Cuantificacion de la intensidad media de
fluorescencia. Se observa una disminucion en corazén y musculo de ratones viejos, pero sin cambios
significativos en el higado. (n=4 por grupo); ** p < 0.01 versus ratones jovenes (test U de Mann-
Whitney). Barra de escala de 100 um.
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Debido a que CD31 suele expresarse poco en los grandes vasos hepaticos (por
ejemplo, en sinusoides) empleamos también otro marcador endotelial para higado.
Utilizamos para ello la técnica de WB frente a eNOS. Para corroborar la disminucion de
inmunofluorescencia de CD31 observada en corazon, realizamos ademas WB en este
organo, ya que el grado de irrigacion del tejido cardiaco es mucho mayor que el tejido

muscular.

Los resultados obtenidos muestran una disminucion significativa de un 68,3% en
la eNOS de higado de ratones viejos comparado a la de jovenes (Figura 23 a). En cuanto
a la cuantificacion de CD31 en corazén, obtuvimos una reduccion del 56,1% en CD31
de corazon de ratones viejos (Figura 23 b). Una diferencia un poco menor que la
obtenida mediante la cuantificacion de fluorescencia (Figura 22 b). Sin embargo, la
caida de CD31 en corazén de ratones viejos es bastante clara por las dos técnicas

empleadas.
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Figura 23. Iméagenes representativas de western-blot de eNOS y CD31 en tejidos periféricos de ratones
jévenes y viejo. (a) Reduccion de eNOS en higado de ratones viejos. (b) Reduccién de CD31en corazon
de ratones viejos. Se usé a-tubulina como control de carga y una n=4 por grupo. Los datos de DO se
representan como medias + SEM; * p<0.01 versus jovenes (t de Student de dos colas).
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Ademas de la caida observada en el envejecimiento de marcadores endoteliales
asociados a la disfuncion vascular, quisimos averiguar si existian cambios en factores
angiogenicos, que contribuyan al deterioro vascular por falta de renovacion de las
células endoteliales. Para ello, estudiamos la sintesis de uno de los factores
angiogenicos mas importantes, el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular A (VEGF-
A). Realizamos una RT-PCR para analizar la expresion del ARNm de VEGF-A, y
obtuvimos un fold change de -1,84 en higado de ratones viejos, de -2,47 en musculo de
ratones viejos, y sin cambios significativos en el corazén (Figura 24). Es decir, que
existe un descenso significativo en la expresion relativa de ARNm de VEGF-A en
musculo y en higado de ratones viejos, siendo el descenso mas pronunciado en masculo
(Figura 24).

Figura 24
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Figura 24. Expresion relativa de ARNm de VEGF-A en tejidos periféricos de ratones jovenes y viejos.
Se muestra un descenso significativo en la expresion relativa de ARNm de VEGF-A en higado y musculo
de ratones viejos. Sin embargo, no hubo cambios significativos en corazén. Como housekeeping se utilizd
PRS18 (n=4 -7 por grupo). * p < 0.05 versus jovenes (t de Student de dos colas).

Por ultimo, se sabe que el estrés oxidativo es uno de los procesos asociados al
envejecimiento que mas dafio produce al endotelio (Yang y Chen., 2009). Ya que el

estrés oxidativo aumenta con el envejecimiento (Zhang et al., 2011; Bouzid et al., 2014)
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quisimos corroborar este hecho, con objeto de poder correlacionarlo con los resultados
de disfuncién endotelial. Para ello, cuantificamos un marcador de peroxidacion lipidica
de acidos grasos insaturados (Malondialdehido, MDA) originado a partir del aumento
de estrés oxidativo. Como era logico de esperar, hubo un aumento significativo de

MDA en todos los tejidos de animales viejos con respecto a los jovenes (Figura 25).
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Figura 25. Niveles de MDA en tejidos periféricos de ratones jovenes y viejos. Existe un aumento
significativo de MDA en todos los tejidos de ratones viejos. (n=4) * p < 0,05 versus jovenes ** p < 0,01
versus jovenes (t de Student de dos colas).
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RESULTADOS EN CEREBRO

1. Reduccion drastica de la expresion del transgén eGFP en cerebros
de ratones viejos con respecto a ratones jovenes

Tras realizar inmunohistoquimica de eGFP en cerebro se observa una reduccion
dréstica en la expresion de eGFP en diferentes regiones cerebrales de ratones viejos
comparado con la de jovenes (Figura 26 A-W). En la formacion hipocdmpica, hay un
descenso significativo en la intensidad de sefial de eGFP en ratones viejos con respecto
a la de ratones jovenes, siendo este mas pronunciado en el giro dentado (GD) que en las
areas de Amon (CA) (Figura 26 C, F). Los plexos coroideos (PC) se marcan tanto en
ratones jovenes como en viejos, pero el marcaje es de menor intensidad en ratones
viejos (Figura 26 D, G). En la zona periventricular, a nivel del tercer ventriculo, se
aprecia en ratones jovenes una intensidad eGFP" elevada en el epéndimo y en el niicleo
de la habénula medial (Figura 26 E). En ratones viejos se encuentra sélo un marcaje
discreto en estas zonas (Figura 26 H). En el cerebelo existe una importante caida de
expresion de eGFP en ratones viejos (Figura 26 M), marcandose exclusivamente
neuronas de Purkinje de forma aislada (Figura 26 M). Sin embargo, en ratones jovenes,
se marca intensamente la sustancia gris del cerebelo (Figura 26 ). Este patron se repite
en los ndcleos talamicos, donde apenas existe expresion de eGFP en ratones viejos,
salvo alguna neurona aislada (Figura 26 N). En ratones jovenes, hay un marcaje
significativo en todos los nucleos taldmicos (Figura 26 J). Con respecto al tronco
cerebral, se muestra también una reduccion importante en la expresién de eGFP en
ratones viejos con respecto a la de ratones jovenes (Figura 26 K, O), habiendo marcaje
en s6lo unas pocas neuronas en ratones viejos (Figura 26 O). Ademas, en ratones viejos
se observa unas pocas fibras eGFP" del tracto espinal trigeminal (Figura 26 V, W). En
cuanto al estriado, se aprecia una reduccion significativa en la expresion de eGFP en
ratones viejos con respecto a jovenes (Figura 26 P, S). A nivel del estriado de ratones
Jjovenes se observa también un robusto marcaje en la zona ependimaria y periventricular
de los ventriculos laterales (Figura 26 P), en relacion a los ratones jovenes (Figura 26
S). El descenso de eGFP, en ratones viejos, se aprecia notablemente en el mesencéfalo

(Figura 16 Q, T) y en la corteza motora M1 y M2 (Figura 16 R, U), sin que en estas
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regiones de los ratones viejos se observe ninguna célula eGFP*, como sucedia en otras

zonas cerebrales.

Figura 26
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Figura 26. Imagenes representativas de la tincion inmunohistoquimica de eGFP en regiones
cerebrales de ratones jovenes y viejos inyectados con AAV9-eGFP. (A, B) Se observa en general una
reduccion drastica de la expresion de eGFP en cerebro de ratones viejos comparado con los de jovenes.
(C, F) Existe una caida en la expresion de eGFP en la formacion del hipocampo, a nivel de las areas de
Amon (*), y en Giro Dentado (—),(D, G) a nivel del ventriculo lateral, se muestra una disminucion en la
expresion de eGFP en el plexo coroideo de ratones viejos comparado con jévenes; ademas, (E, H) a
nivel periventricular (en el nicleo habenular medial—) y en el epéndimo se observa una mayor
intensidad de marcaje eGFP™ en ratones jovenes y viejos, con respecto a zonas alejadas limitrofes de
dicho nucleo, aunque la expresion de eGFP en el ndcleo habenular medial y en el epéndimo es mucho
mayor en jovenes que en viejos. Existe también una disminucion dréstica de la expresion de eGFP en (I,
M) cerebelo y en (J, N) nucleos taldmicos de ratones viejos, observandose en ambas regiones algunas
neuronas aisladas. (K, O) En tronco cerebral se observan en viejos, aunque en mayor ndmero, neuronas
aisladas eGFP™. (P, S) En el parénquima del estriado también disminuye la intensidad de sefial de eGFP
en viejos con respecto a jovenes, destacando también en jévenes una mayor expresion de eGFP en el
epéndimo y en la zona periventricular del ventriculo lateral. En cuanto al (Q, T) mesencéfalo y (R, U)
corteza motora M1y M2 se repite el perfil general de disminucién de la expresion de eGFP en ratones
viejos, destacando que no se aprecian células aisladas eGFP* en dichas zonas. Barra de escala de 2mm
enAyB,1mmenK,QyT,;500pumenC-J,L-P,R, Sy U-W.
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2. Tipologia celular cerebral en ratones jovenes y viejos inyectados
con AAV9-eGFP

2.1. Tropismo de AAV9-eGFP en la BHE

Para realizar el estudio de tipologia celular cerebral realizamos dobles marcajes
de eGFP con diferentes marcadores celulares. Utilizamos eNOS como marcador
especifico de células endoteliales, GFAP para astrocitos, NeuN para marcar neuronas y

Transtirretina para marcar PC.

En las células endoteliales de vasos cerebrales de ratones jovenes se observa que
existe colocalizacion de eGFP con eNOS (Figura 27). Sin embargo, en ratones viejos

solo se observa un ligero co-marcaje en algunos vasos (Figura 27).

Figura 27
eGFP eNOS Merge

JOvenes %

Viejos

Figura 27. Imagenes representativas de tincion fluorescente de eGFP, eNOS y Merge en endotelio
vascular cerebral de ratones jovenes y viejos. Se representa en verde la expresion de eGFP, en rojo
eNOS y en amarillo el co-marcaje de ambas proteinas (Merge). Se observa en jovenes como las células
endoteliales expresan gran cantidad de eGFP, mientras que en viejos la expresion es minima. Barra de
escala: 100 pm.
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2.2. Tropismo astroglial de AAV9-eGFP

El marcaje de colocalizacion de GFAP con eGFP nos revela que no existe
practicamente expresion de eGFP en astrocitos de ratones viejos, al contrario que en los
ratones jovenes, en los que la eGFP se expresa abundantemente en astrocitos (Figura

28). Estos hallazgos se comprobaron en todas las regiones del cerebro.

Figura 28
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Figura 28. Imagenes representativas de tincion fluorescente de eGFP, GFAP y Merge
correspondientes a astrocitos de la BHE y del parénquima cerebral en ratones jovenes y viejos. Se
representa en verde el marcaje eGFP, en rojo GFAP y en amarillo el co-marcaje de ambas proteinas
(Merge). Se observa en jovenes como los astrocitos que cubren el vaso (pies de astrocitos) expresan gran
cantidad de eGFP, mientras que en viejos la expresion es minima. La expresién de eGFP en los
astrocitos del parénquima cerebral es también sensiblemente mayor en los jévenes. Barra de escala: 100

pm.

2.3. Tropismo neuronal de AAV9-eGFP

En cuanto al marcaje neuronal de colocalizacion con NeuN y eGFP, en los
ratones jovenes se marcan todas las regiones cerebrales (Figura 29 a). Sin embargo, en
viejos encontramos marcajes neuronales aislados (eGFP* NeuN™) en varias zonas, como
en cerebelo, tAlamo y tronco cerebral (Figura 29 b). En general, hay mayor nimero de

neuronas eGFP™ en cerebelo y tronco que en talamo.
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Figura 29
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eGFP NeuN Merge

Figura 29. Iméagenes representativas del tropismo neuronal de AAV9-eGFP: tincion fluorescente de
eGFP, NeuN y Merge en regiones cerebrales de ratones jovenes y viejos. Se representa en verde el
marcaje eGFP, en rojo NeuN y en amarillo el co-marcaje de ambos (Merge). (a) En ratones jovenes
existe intenso marcaje eGFP™ en un niimero elevado de neuronas de todas las regiones cerebrales. Como
ejemplo, se muestra el tronco cerebral y estriado. (b) Puede observarse también la reduccion drastica de
neuronas eGFP™ existentes en cerebelo, talamo y tronco cerebral de ratones viejos. Barra de escala: 100

pm.
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2.4. Tropismo de AAV9-eGFP en Plexo coroideo

Con objeto de estudiar el tropismo de AAV9-eGFP en la barrera sangre-liquido
cefalorraquideo, en el plexo coroideo (PC), utilizamos marcaje de colocalizacion de
transtirretina (marcador especifico de PC) y eGFP. También utilizamos eNOS con
eGFP para ver los vasos en los PC. Se observa una gran expresion de eGFP en los vasos
y en las células epiteliales del PC de ratones jovenes, y muy poca expresion en PC de

viejos (Figura 30).

Figura 30
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eGFP eNOS
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Figura 30. Imégenes representativas de tincién fluorescente de eGFP, transtirretina, eNOS y Merge,
en Plexo Coroideo de ratones jovenes y viejos. (a) Imagen representativa de eGFP (verde), transtirretina
(rojo) y merge (amarillo) de plexo coroideo en tercer ventriculo de ratones jovenes y viejos. (b) Se
representa en verde el marcaje eGFP, en rojo eNOS y en amarillo el co-marcaje de ambas proteinas
(Merge) en plexos de ventriculo lateral. Existe un descenso en la expresion de eGFP en PC de ratones
viejos con respecto a jovenes tanto en células como vasos de los plexos coroideos. Barra de escala: 100

pm.

3. Descenso significativo en los niveles de la proteina transgénica
eGFP en regiones cerebrales de ratones viejos

Tras la caida mostrada en la expresion de eGFP, mediante inmunohistoguimica,
procedimos a cuantificar los niveles de proteina eGFP por WB en las diferentes
regiones cerebrales. En la Figura 31 se observa que existe un descenso significativo de
al menos un 70% de eGFP en todas las regiones de cerebros de ratones viejos con
respecto jovenes. Este descenso es muy drastico en mesencéfalo (89,08%), cerebelo
(88,35%) y talamo (93,02%) (Figura 31 e, f, g). En el resto de zonas, hipocampo,
estriado, tronco cerebral y corteza el descenso esta en torno a un 70% (Figura 31 a, b, c,
d).
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Figura 31
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Figura 31. Iméagenes representativas de western-blot de eGFP en regiones cerebrales de ratones
jovenes y viejos. (a-g) Se confirma el descenso en la proteina transgénica eGFP en todas las zonas
cerebrales. Se empled a-tubulina como control de carga y una n=4 por grupo. Los datos de densidad
Optica (DO) se representan como medias = SEM; ** p<0,01, *** p<0,001. Se utiliz6 para la
significacion estadistica una t de Student de dos colas.

4. Los niveles de ARNm de eGFP en regiones cerebrales de ratones
viejos son menores en comparacion con los de jovenes

Tras la caida dréstica de eGFP en el cerebro, el siguiente paso fue analizar los
niveles de ARNm de GFP para estudiar la transcripcion del transgén, como hicimos en
tejido periférico. Para ello utilizamos dos técnicas: RT-PCR e hibridacion in situ (HIS).
Los resultados de HIS corroboraron una disminucion del ARNm de eGFP en todas las

regiones cerebrales de ratones viejos (Figura 32 A- L).

Los datos cuantitativos de RT-PCR muestran un fold change de expresion del
ARNmM de eGFP de ratones viejos respecto a jovenes de: -14,78 en hipocampo, -10,01
en estriado, -28,98 en corteza, -8,33 en talamo, -2,22 en cerebelo, -7,63 en mesencéfalo
y -2,85 en tronco cerebral. Las diferencias son muy similares en todas las regiones del
cerebro, salvo en la parte méas posterior, en tronco cerebral y cerebelo, donde el

descenso de ARNm de eGFP no es tan dréstico (Figura 33).
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Figura 33
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Figura 33. Expresion relativa de ARNm de eGFP en regiones cerebrales de ratones viejos con respecto
a ratones jovenes. Se observa una gran caida en la expresion del ARNm de eGFP en regiones del
cerebro de ratones viejos. Como housekeeping se utiliz6 GAPDH, con una n= 4 por grupo. ** p < 0,01
versus ratones jévenes (t de Student de dos colas).

5. Menor incorporacion del AAV9-eGFP en el cerebro de ratones
viejos
A continuacion analizamos la incorporacion de AAV9-eGFP en las regiones
cerebrales, y para ello cuantificamos los niveles de particulas virales por ng de tejido
cerebral (Vg/ng) mediante una qPCR. En la Figura 34 se muestra una reduccion drastica
en la incorporacion de AAV9-eGFP en las regiones cerebrales de ratones viejos,
comparada con la de ratones jovenes. Ademas, los resultados obtenidos corroboran que
existe una mayor entrada viral en las regiones posteriores del cerebro de ratones viejos,
concretamente, en el cerebelo y tronco cerebral. Este patron de biodistribucion de
AAV9-eGFP, en tronco cerebral y cerebelo, se conserva también en ratones jovenes.
Préacticamente no hay incorporacion de AAV9-eGFP en las demas regiones cerebrales

de ratones viejos. En hipocampo de ratones viejos hay un 82,48% menos de particulas

119



RESULTADOS

virales con respecto a jovenes. En estriado y talamo, la caida es similar, de un 84% y un
80,2% respectivamente. Sin embargo, en cerebelo, aunque la disminucion sea casi del
97%, la entrada de particulas virales en ratones viejos, en términos absolutos, es mayor
que en las demas regiones cerebrales. Esto se debe a que en ratones jovenes la entrada
de AAV9-eGFP en cerebelo es la mayor de todas las zonas. La disminucion en el tronco
cerebral es del 80% en ratones viejos, siendo la entrada de AAV9-eGFP mayor que en

las demés zonas, salvo en cerebelo (Figura 34).
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Figura 34. Particulas virales por ng de tejido en regiones cerebrales de ratones jévenes y viejos. Se
observa una entrada mayor de AAV9 en las regiones cerebrales de ratones jovenes. En la qPCR se utiliz6
ciclofilina B como housekeeping, con una n=4. * p < 0.05, **p < 0,01 y *** < 0,001 de ratones viejos
versus ratones jévenes (t de Student de dos colas).
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6. Reduccion de N-glicanos tipo gal-(p1-4) N-GIcNAc en plexos

coroideos y epéndimo de ratones viejos.

Realizamos el marcaje del receptor primario de AAV9 con la lectina ECL, pero
no encontramos marcaje generalizado de ECL ni en el cerebro (vasos y parénquima) de
ratones jovenes ni en el cerebro de viejos. En cerebro de ratones jovenes, solo se
marcaron unos pocos vasos (ECL") de forma aislada (Figura 35 c). En cerebro de
ratones viejos no se encontraron vasos ECL" (Figura 35 c). Sin embargo, habian
estructuras que si mostraban bastante intensidad (ECL™) en ratones jovenes como son:
plexos coroideos, y las células ependimarias que tapizan el tercer y cuarto ventriculo
(Figura 35 a, b). Cuantificamos la intensidad de marcaje ECL en los plexos y el
epéndimo, encontrandose un descenso del 46,77% y de 47,15% en plexos coroideos y

en epéndimo, respectivamente, de ratones viejos comparados a jovenes (Figura 35 a, b).
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Figura 35. Marcaje de N-glicanos tipo gal-(#1-4) N-GIcNAc con la lectina ECL en cerebros de ratones
jovenes y viejos. (a) Microfotografia representativa de marcaje con ECL en plexo coroideo del ventriculo
lateral y cuantificacion de la intensidad de fluorescencia, (b) en el epéndimo del cuarto ventriculo y su
cuantificacion e (c) imagen de un vaso ECL™ en cerebro de raton joven. La media de intensidad de
fluorescencia ECL™ es menor en los zonas cerebrales de ratones viejos que en las de ratones jovenes
(n=4 por grupo); *** p < 0.001 versus jovenes (test U de Mann—Whitney). Barra de escala de 100 um.

7. Aumento de N-glicanos tipo acido sialico a 2,3 -N-GIcNAc en
regiones cerebrales de ratones viejos

Al igual que en tejidos periféricos, se empled también el marcaje con MAL-I
para diferentes regiones cerebrales (Figura 36 a). Los resultados obtenidos mediante
cuantificacion de intensidad de fluorescencia indican, sin embargo, que existe un
aumento significativo de N-glicanos con AS terminal en regiones cerebrales de ratones
viejos (Figura 36 b). A diferencia del marcaje con ECL, con la MAL-I el marcaje es
mas uniforme en todo el cerebro, encontrandose un aumento de marcaje en todas las
regiones del cerebro de ratones viejos (Figura 36 a) practicamente similar, de un
36,56% (Figura 36 b).
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Figura 36
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Figura 36. Marcaje de N-glicanos tipo dcido sidlico o 2,3 -N-GIcNAc con la lectina MAL-I en
diferentes regiones cerebrales de ratones jovenes y viejos. (a) Microfotografias representativas de
marcaje con MAL-I en diferentes regiones: estriado, cerebelo, tronco cerebral y plexo coroideo. (b)
Cuantificacion de intensidad de fluorescencia MAL-I" en cerebro de ratones jovenes y viejos. La media
de intensidad de fluorescencia es mayor en cerebro de ratones viejos. (n=4 por grupo); *** p <
0.001versus ratones jovenes (test U de Mann-Whitney). Barra de escala de 100 um.
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8. Disfuncién endotelial en los vasos cerebrales de ratones viejos

Como en los tejidos periféricos, estudiamos el grado de deterioro vascular en todo
el cerebro. Para ello, empleamos como marcador endotelial un anticuerpo frente a eNOS
(Figura 37 a, b). Tras la inmunofluorescencia y cuantificacion de la intensidad de sefial
de eNOS en practicamente todas las regiones cerebrales, comprobamos que existia una
disminucion significativa media de un 43,07% de la sefial de eNOS en vasos de
cerebros de ratones viejos con respecto a los de los jovenes (Figura 37 a). También
quisimos cuantificar por separado el marcaje de eNOS en los vasos que irrigan los
plexos coroideos. En este caso, la caida de la sefial de eNOS fue un poco mayor en los

plexos de ratones viejos, es decir, de un 51,04% (Figura 37 b).
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Figura 37. Expresion de eNOS en regiones cerebrales de ratones jévenes y viejos. (a) Imagen
representativa de inmunofluorescencia de eNOS en endotelio vascular de diferentes regiones cerebrales
(Tronco cerebral, talamo, mesencéfalo y plexos coroideos). (b) Cuantificacién de la intensidad media de
fluorescencia en todas las regiones cerebrales (salvo plexos coroideos) y cuantificacion de la intensidad
media de fluorescencia en endotelios vasculares de plexos coroideos. (n=4 por grupo); *** p < 0.001
versus ratones jovenes (test U de Mann—Whitney).

Finalmente, procedimos a la cuantificacion de la expresion de VEGF-A en
diferentes regiones cerebrales. Se encontré una reduccion significativa en la expresion
relativa de ARNm de VEGF-A en todas las regiones del cerebro de ratones viejos: fold
change de -13,76 en hipocampo, -6,25 en estriado, -4,11 en corteza, -1,92 en talamo, -
3,47 en cerebelo, -5,41 en mesencéfalo y -2,86 en tronco cerebral (Figura 38). Destaca
la gran caida que sufre la expresion del VEGF-A en hipocampo, y la moderada caida de

expresion que ocurre en talamo.

Figura 38
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Figura 38. Expresion relativa de ARNm de VEGF-A en regiones cerebrales de ratones viejos con
respecto a ratones jovenes. Se observa una gran caida en la expresion de ARNm de VEGF-A en todas las
regiones cerebrales de ratones viejos. Como housekeeping se utiliz6 GAPDH, con una n=4 por grupo.
** p < 0,01 versus ratones jévenes (t de Student de dos colas).
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En la actualidad se estd produciendo un gran aumento en el nimero de personas
mayores en los paises desarrollados. Nunca antes habiamos vivido en un entorno
demogréafico como el de hoy, y las tendencias continuaran hasta el punto que un 20 %
de la poblacion mundial tendra mas de 60 afios en el 2050 (Kennedy y Pennypacker,
2013). Este aumento de la esperanza de vida incrementa de forma preocupante los
problemas de salud asociados a la edad: enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas, autoinmunes, cancer, menor resistencia a las infecciones, diabetes,
etc. Aungue el envejecimiento es el principal factor de riesgo de las enfermedades
prevalentes en los paises desarrollados, la mala salud no es una consecuencia inevitable
del envejecimiento. Por esta razdn, los esfuerzos de la medicina preventiva y la geriatria
van destinados a mejorar la calidad de vida. De hecho, estamos asistiendo en los
ultimos afios a una auténtica revolucion de la gerociencia, pues, si hasta hace poco
tiempo se pensaba que el envejecimiento era irreversible, cada vez hay mas datos a
favor de lo contrario (Partridge, 2010; Lai, 2013). Esto no implica alargar la vida, sino
retrasar la aparicion de los efectos indeseables del envejecimiento en la medida de lo

posible.

Hoy en dia, nuestra comprension de la determinacion de la esperanza de vida es
mucho mayor de lo que era en el pasado, pero las intervenciones administrables para la
mejora de la longevidad, incluso las estrategias de terapia génica, son aun practicamente
escasas. Con el fin de mejorar la longevidad, una de las cuestiones claves que debe ser
abordada es el envejecimiento. La mayoria de sus intervenciones hacen necesario la
transfeccion en todo el cuerpo. Para cerrar la brecha entre el conocimiento de la
determinacion de la esperanza de vida y su transicion a la practica manipulativa, las
tecnologias eficientes para la transferencia de genes juegan un papel importante. Una
caracteristica de los vectores AAV9 es, precisamente, la transduccion sistémica robusta

gue se obtiene tras su administracion intravenosa.

Nuestro objetivo principal en este estudio fue comparar el tropismo de AAV9 en
organos periféricos y en el cerebro de ratones jovenes y viejos, asi como investigar

algunos mecanismos implicados que pueden ayudar a las futuras intervenciones
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biogerontoldgicas, enfocadas a retrasar el envejecimiento y las enfermedades

relacionadas.

Los resultados del presente trabajo apoyan los estudios previos sobre la
capacidad de AAV9 de atravesar con éxito la vasculatura de ratones jovenes y
transducir eficientemente drganos diana periféricos (higado, corazon y biceps femoral)
y cerebro, tras la administracion intravenosa de dicho vector (Duque et al., 2009; Foust
et al., 2009; Brito-Armas et al 2011; Katwal et al., 2013; Schuster et al., 2014). Sin
embargo es la primera vez que se ha encontrado que dicha capacidad disminuye

drasticamente en ratones viejos de 22 meses.

El andlisis de expresion de eGFP en organos periféricos mostré que AAV9
transduce con una alta eficiencia tanto el endotelio como el parénquima de dichos
organos en los ratones jovenes (Figura 16). Sin embargo, en los tejidos de ratones viejos
apenas hubo expresion de eGFP en el endotelio de los érganos periféricos y, por lo
tanto, muy poca expresion de eGFP en el parénquima de esos Organos (Figura 16).
Cabe destacar en el tejido hepatico de ratones viejos la existencia de una intensa
positividad de eGFP en células de tejido linfoide (Figura 16 n). Los resultados de
inmunohistoquimica de eGFP en 6rganos periféricos se corroboran con la cuantificacion
de los niveles de eGFP obtenidos por WB. Es decir, en érganos periféricos de ratones
viejos observamos también una disminucion drastica de eGFP, siendo mas pronunciada
en masculo esquelético, intermedia en corazdn, y menos pronunciada en higado (Figura
17).

Dado este novedoso dato, de un tropismo muy reducido de AAV9 en 6rganos
periféricos de ratones viejos, decidimos llevar a cabo los estudios necesarios para
comprobar qué etapa/s de AAV9 (desde su transporte hasta las de su ciclo de infeccion
celular) podia/n estar afectada/s. En este sentido, los resultados de ARNm de eGFP
indican que no hay cambios a nivel de la traduccion (alta proteolisis de eGFP o
alteraciones especificas en el proceso de traduccion de ARNm a proteina) ya que existe
una relacién directa entre la reduccién de la proteina eGFP vy la reduccion de su ARNm
(Figura 18 a). Esta disminucion en la expresion relativa de ARNm sigue el mismo
patron que la caida de los niveles proteicos, es decir, gran disminucién en musculo,

intermedia en corazon y menor en higado.
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Los resultados de incorporacion de AAV9-eGFP en las células de los tejidos
periféricos mostraron también una caida en ratones viejos, siguiendo el mismo patrén de
disminucion (Figura 18, B). Ademas, en ratones jovenes la cantidad de genoma viral
seguia un patron similar de biodistribucion: mayor entrada en higado, luego en corazon
y menor en masculo (Figura 18, B). Todo ello, siempre siendo mucho mayor la
biodistribucién de AAV9-eGFP en tejidos de ratones jovenes que en los de ratones
viejos. Estos datos apoyan otros trabajos en los que se ha estudiado el tropismo de
AAV9 en ratones jovenes, siendo muy grande en el higado, seguido de corazon y

musculo esquelético (Miyaque et al., 2011; Katwal et al., 2013).

La reduccion drastica del tropismo de AAV9-eGFP encontrada en ratones viejos
y el conocimiento previo de la existencia de factores en el suero con capacidad de
neutralizar AAV9 (Rapti et al., 2012, Gray et al., 2013) nos llevo a estudiar si habia
relacién entre estos dos fendmenos. No encontramos diferencias significativas en
factores neutralizantes entre sueros de ratones jovenes y viejos (Figura 19 a). Ademas,
encontramos que los niveles de 1gG frente a las proteinas de la capsida de AAV9 eran
significativamente mayores en sueros de ratones jovenes que en sueros de viejos (Figura
19 b). Este hallazgo es debido probablemente al fendmeno de inmunosenescencia
(Frasca et al., 2005) en el que la produccién de IgG esta disminuida en el

envejecimiento.

Descartada la presencia de factores neutralizantes en el suero de ratones viejos,
el siguiente paso fue estudiar el receptor primario descrito para AAV9. Datos recientes
indican que los N-glicanos ligados a residuos de galactosa terminales constituyen el
receptor primario de AAV9. Ademas, describieron que el &cido sialico puede bloquear
la transduccion de AAV9 (Shen et al., 2011; Bell et al., 2011). Estos estudios
demostraron que la unién de AAV9 a su receptor primario se bloguea cuando la
galactosa esta en la pendltima posicion y el acido sialico es el residuo terminal, una
configuracién comun que ocurre en las cadenas de glicanos. En nuestro trabajo, la
hipbtesis de que la progresion del envejecimiento en ratones C57BL / 6J podria
modificar la distribucion de galactosas o de &cidos sialicos terminales, nos hizo pensar
que ello tendria efectos sobre la capacidad de AAV9-eGFP de transducir los tejidos
periféricos. Los resultados del marcaje con ECL revela que en el envejecimiento se
reduce la galactosilacion terminal de N-glicanos de la superficie celular (incluyendo el

endotelio) de forma dréstica en corazén y musculo, en comparacion con los
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correspondientes drganos periféricos de jovenes (Figura 20 a, b); lo que sugiere un
mecanismo para la reducida eficiencia de transduccion de AAV9. En el higado estas
diferencias no son muy robustas, pero una explicacion potencial es que el aumento de la
cantidad de N-glicanos galactosilados encontrada en el higado, en relacion con los otros
organos periféricos (Figura 20), podria explicar el mayor tropismo de AAV9 en higado
de ratones viejos y, a su vez, el aumento de la transduccion hepatica. Sin embargo, estos
receptores no parecen ser la Unica via de mediacion de entrada de AAV9-eGFP en el
higado. Este es un 6rgano sistémico prominente, con hepatocitos, y con una gran
proporcion de células que pertenecen al sistema reticulo endotelial. Debido al gran
volumen de sangre circulante que se filtra a través del higado, el endotelio sinusoidal y
las células linfoides desempefian un papel importante en la absorcién de diversas
macromoléculas y patdgenos (Smedsrod et al., 1990; Seternes et al., 2002). Esta gran
capacidad de absorcion muy probablemente produzca una entrada adicional de AAV9
en higado de ratones jovenes, independientemente del receptor primario, de ahi las
diferencias de expresion del transgén observadas entre higados de ratones jovenes y

viejos.

Estudios recientes llevados a cabo en personas de diferentes paises europeos,
confirmaron que con la edad se produce un aumento de glicoproteinas agalactosiladas
(sin galactosa terminal) es decir, con la edad hay una tendencia al aumento de
estructuras agalactosiladas unidas a nucleos de N-Acetil-Glucosamina o de Fucosa
(Vanhooren et al., 2011). Ademas, con el envejecimiento se ha descrito un cambio en el
perfil glicoproteico de IgG séricas, consistente en la sializacion de galactosas terminales
(Dall"Olio et al., 2013). Por lo tanto, se podria esperar que los receptores con galactosas
terminales se sializacen, invirtiéndose el patron, o que pierdan esa galactosa terminal.
Pero nosotros comprobamos que en el envejecimiento sélo existe cambio de patrén a
AS en el higado, en lo que a érganos periféricos se refiere (Figura 21 a, b). Es decir, en
el higado aumentan los AS terminales. Sin embargo, éstos AS disminuyen, al igual que

las galactosas terminales, en musculo esquelético y corazon (Figura 21 a, b).

Es ampliamente conocido que en el envejecimiento existe un
deterioro/disfuncion endotelial con: menor densidad capilar, senescencia endotelial,
caida de expresion de factores angiogénicos, menor turnover de células endoteliales y
pericitos deteriorados que desestabilizan los vasos sanguineos (Parizkova et al., 1971,
Coggan et al., 1992; Gavin et al., 2007; Lahteenvuo and Rosenzweig, 2012). A
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continuacion estudiamos si el envejecimiento per se del sistema vascular podria
modificar el tropismo de AAV9. Ya que AAV9 fue inyectado por via sanguinea, podria
ocurrir que el deterioro endotelial afectara su transporte en los drganos diana
periféricos. Utilizando el marcador endotelial CD31, comprobamos que existia un
deterioro de los vasos sanguineos en musculo y corazon de ratones viejos con respecto a
jévenes (Figura 22 a, b). Nuestros resultados apoyan el paradigma establecido de un
fuerte deterioro vascular en ratones viejos, comprobandolo incluso con WB de CD31 en
corazén y de eNOS en higado (Figura 23 a, b). En higado no obtuvimos cambios en la
CD31, debido a que este marcador apenas se expresa en sinusoides hepaticos,
detectandose solamente en vasos grandes de higado (Sola-Gallego y Panizo, 2010). Por
esta razén realizamos WB de eNOS en higado, para comprobar también la presencia de

deterioro endotelial en este drgano.

Otro mecanismo relacionado con la disfuncion endotelial en el envejecimiento
es la reducida capacidad de angiogénesis (Rivard et al., 1999; Swift et al., 1999).
Decidimos estudiar la expresion del factor angiogénico mejor conocido, el VEGF-A.
Obtuvimos una expresion disminuida tanto en higado como en musculo de ratones
viejos (Figura 24), no asi en corazon, donde no hubo diferencias entre ratones jovenes y
viejos. Esto puede explicarse debido a que en algunos 6rganos como el corazon, el
factor angiogénico descrito méas determinante es el VEGF-B (Bellomo et al., 2000).
Ademas, se ha demostrado que hay determinados tejidos, como la retina o los
cardiomiocitos, que necesitan cantidades elevadas de ROS para producir angiogénesis
(Ushio-Fukai and Alexander, 2004). Estas dos razones apoyan el porqué el ARNm de

VEGF-A no disminuye en el corazon de ratones viejos.

En base a la descripcion previa, decidimos también analizar un marcador de
estrés oxidativo en drganos periféricos. Como era de esperar, en acuerdo con la gran
cantidad de trabajos publicados (Zhang et al., 2011; Bouzid et al., 2014), los niveles de
MDA eran mayores en todos los 6rganos de ratones viejos que en los de jovenes (Figura

25), siendo incluso mayores en el corazon de ratones viejos que en musculo e higado.

Por tanto, los resultados obtenidos permiten sugerir que el transporte vascular de
AAV9 en los organos periféricos es dependiente de los niveles de N-glicanos con
galactosa terminal (receptor primario). En el envejecimiento, la caida drastica del
tropismo de AAV9 en organos periféericos puede producirse por una reduccion

131



DISCUSION

significativa del receptor primario asociada al deterioro endotelial y al déficit de

angiogénesis.

En relacion a los resultados de cerebro, en este estudio se describe por primera
vez también la diferencia existente en el tropismo de AAV9 entre ratones jovenes y
viejos. En este sentido, la cantidad de expresion de eGFP en diversas regiones del
cerebro, tales como, hipocampo, tdlamo, cerebelo, tronco cerebral, plexos coroideos,
zonas periventriculares, estriado, mesencéfalo y corteza es significativamente menor en
ratones viejos (habiendo pocas células eGFP™ aisladas en talamo, tronco cerebral y
cerebelo) que en ratones jovenes, como muestran los andlisis inmunohistoquimicos
(Figura 26 a-w). Ademas, en el tronco cerebral se encuentra marcaje eGFP* en los
tractos espinales trigeminales (Figura 26 V, W). Esto parece indicar que el virus puede
experimentar transporte axonal anterdgrado hacia ndcleos del tronco cerebral, desde
fibras sensoriales aferentes procedentes de ganglios sensitivos de la periferia (Salegio et
al., 2013). Esta hipdtesis es relativamente consistente con el patron de transduccion de
AAV9, descrito por otros autores, en animales inyectados en la médula espinal
(Zincarelli et al., 2008). También es de destacar que en los ratones jovenes hay zonas
con un marcaje mas intenso, como son, las zonas periventriculares (a nivel del
ventriculo lateral) y el epéndimo (Figura 26 p) o el nucleo habenular medial (Figura 26
e). Estas zonas fuertemente marcadas en torno a los ventriculos, nos hizo pensar en un
posible transporte de AAV9 desde los plexos coroideos al liquido cefalorraquideo, y
desde éste se distribuye al parénquima cerebral. Esta idea es apoyada por grupos que
han optado por una inyeccion intracisternal de AAV9, demostrando que este vector se
transporta a traves del liquido cefalorraquideo hacia el parénquima cerebral (Brooke et
al., 2011; Samaranch et al., 2013).

Comprobamos con dobles marcajes que el patron de biodistribucion de AAV9
es también diferente, ya que en regiones cerebrales de ratones jovenes existen diversos
tipos celulares eGFP™ mientras que en ratones viejos s6lo se observan pocas neuronas
aisladas en diferentes regiones (Figuras 27; 28; 29 a, b; 30 a, b). En ratones jovenes se
marcan células endoteliales, astrocitos, neuronas (en todas las regiones cerebrales) y
también los plexos coroideos. Sin embargo, en cerebros de ratones viejos solamente

apreciamos marcaje neuronal, con inmunofluorescencia, en las regiones descritas.
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Los niveles proteicos medidos por WB confirman la poca cantidad de eGFP en
todas las regiones cerebrales de ratones viejos, comparado con ratones jovenes (Figura
31 a-g). Se aprecia que los niveles de eGFP en cerebelo, tanto en ratones jévenes como
en viejos, son los mayores. Sin embargo, tal y como han avanzado otros investigadores,
el tropismo de AAV9 en el cerebro es menor que en los érganos periféricos, tanto en

ratones jovenes como en viejos (Bernadés de JesUs et al., 2012).

Los niveles de ARNm de eGFP, analizados mediante HIS (Figura 32 a-l) y RT-
PCR (Figura 33) se complementan con los de WB de proteina (Figura 31 a-g). El
descenso muy drastico de ARNm de eGFP en todas las regiones cerebrales de ratones
viejos, y los resultados de RT-PCR nos indican que las cantidades relativas de ARNm
en cerebelo y tronco cerebral son mayores que en otras regiones cerebrales. Esto se
demuestra, ademas, con la cantidad de VG/ ng de tejido en las diferentes regiones
cerebrales, donde se observa que la biodistribucion de AAV9 en la zona posterior
(cerebelo y tronco cerebral) es mayor, tanto en ratones jévenes como en viejos, con
respecto a otras zonas cerebrales (Figura 34). En distintos trabajos realizados tanto en
ratones neonatos como en adultos, se observa que AAV9 administrado
intravenosamente tiene un tropismo mucho mayor en zonas posteriores del cerebro,
como el tronco cerebral (Foust el al., 2009, Dayton et al., 2012). Esto lo reproducimos
nosotros, llegando a la misma conclusion que estos trabajos, es decir, el tropismo de
AAV9 en ratones no es dependiente de la edad, si utilizamos la via intravenosa. Sin
embargo, segun nuestros resultados, lo que si cambia con la edad es el tropismo celular
de AAVO. Es decir, existencia de marcaje neuronal en ratones viejos, y marcaje
astrocitico y neuronal en ratones jovenes. Foust y cols., encontraron el mismo cambio
de tropismo, sélo que ellos estudiaron ratones neonatos y adultos jovenes (Foust el al.,
2009).

Con objeto de indagar en los mecanismos responsables del disminuido tropismo
de AAV9 en regiones cerebrales de ratones viejos, decidimos también analizar (al igual
que hicimos en los 6rganos periféricos) el receptor primario de AAV9 [(glicoproteina de
membrana con Galactosa terminal unida de forma [ (1,4) a N-Acetil Glucosamina].
Encontramos que el marcaje de ECL no fue tan intenso en todo el cerebro como en los
organos periféricos, localizando sdlo muy pocos vasos ECL" en diferentes regiones de
los cerebros de ratones jovenes (Figura 35 c). Pero si encontramos un fuerte marcaje

con la lectina ECL en los plexos coroideos y en las células ependimarias de ratones
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jévenes, aproximadamente un 50 % mas que en estas mismas zonas de ratones viejos
(Figuras 35 a, b). Algunos grupos han estudiado el patron de marcaje con ECL en
ratones jovenes y, como nosotros, no encuentran casi marcaje de ECL en cerebro (Shen
et al., 2012). Tal vez, esto explique la menor entrada de AAV9 en cerebro de ratones
jévenes con respecto a los organos periféricos. Sin embargo, existen sélo algunos vasos
que permiten la entrada de AAV9 por la BHE en ratones jovenes pero, segun también
nuestros hallazgos, muy posiblemente, permitan una gran entrada de AAVY, a través del
plexo coroideo, hacia el liquido cefalorraquideo. Desde aqui, AAV9 puede atravesar el
epéndimo, introduciéndose asi en el parénquima cerebral. Esta forma de transporte
puede que ocurra en los cerebros de ratones viejos. Es decir, AAV9 entra mucho menos
en los plexos coroideos de ratones viejos que en los de jovenes (por la reduccién tan
grande del receptor primario). Esto hace que también pase menos AAV9 al liquido
cefalorraquideo, y desde aqui, también menos por el epéndimo (en el que también hubo
una reduccion de marcaje con ECL mayor del 50 % en ratones viejos) hacia el
parénquima cerebral. Ademas, la reduccion importante encontrada en el receptor
primario, tanto en plexos coroideos como en ependimo de ratones viejos, puede
potenciar una menor incorporacion de AAV9 al cerebro por esta via, es decir, a través
de la barrera sangre-liquido cefalorraquideo. Hemos encontrado marcaje ependimario
ECL" solo en tercer y cuarto ventriculo, y esto podria justificar que la entrada de AAV9
haya sido mayor en las zonas posteriores del cerebro. Por lo antes comentado, nuestros
resultados aportan también una explicacion al perfil de marcaje solo neuronal (eGFP*
NeuN™) encontrado en regiones cerebrales de ratones viejos. Tampoco podemos
descartar que la entrada de AAV9 haya sido mayor en motoneuronas de la médula
espinal, como se ha descrito previamente (Bevan et al., 2011); pero siempre via entrada

de AAV9 por los plexos coroideos hacia el liquido cefalorraquideo.

Como han demostrado los experimentos de Shen y cols., la cantidad de AS en
cerebro de ratones jovenes es mucho mayor que la de galactosa terminales. Nosotros
describimos que, ademas, en ratones viejos aumenta la cantidad de AS terminal en todas
las regiones cerebrales, como ejemplo, en estriado, tronco cerebral, cerebelo o plexos

coroideos (Figura 36 a, b).

Otro efecto del envejecimiento en el cerebro es la disfuncion endotelial (Motoji
Sawabe, 2010; Ungvari et al., 2010). En el presente trabajo hemos encontrado un

descenso en el marcador endotelial eNOS en todas las regiones cerebrales de ratones
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viejos, incluidos los vasos de los plexos coroideos (Figura 37 a, b). También, el potente
factor angiogénico VEGF-A, disminuye considerablemente en todas las regiones
cerebrales (Figura 38). Esta disfuncion endotelial debido al envejecimiento, puede

contribuir a un transporte vascular defectuoso de AAV9 al cerebro.

Por tanto, los resultados obtenidos permiten sugerir que el transporte vascular de
AAV9 en la BHE es muy poco dependiente de N-glicanos con galactosa terminal
(receptor primario) en ratones jovenes. Es posible que el co-receptor (receptor de
laminina de la familia de las no integrinas) u otras moléculas ain desconocidas, puedan
ser responsables de dicho transporte. Aunque en cerebro de ratones jovenes el transporte
de AAV9 via plexos coroideos (en la barrera sangre-liquido cefalorraquideo) puede
también ser importante, en el envejecimiento, esta via de transporte de AAV9 parece ser
aun mucho mas significativa. La caida dréstica del tropismo de AAV9 en el cerebro de
ratones viejos puede producirse por una reduccion significativa del receptor primario

asociada al deterioro endotelial y al déficit de angiogénesis.

Viendo todos los datos en su conjunto, lo que esta muy claro es que el tropismo
de AAV9 disminuye drasticamente en el envejecimiento. AAV9 entra muy poco en el
cerebro y en los 6rganos periféricos de ratones viejos, siguiendo el siguiente orden
decreciente: higado> corazon> musculo> cerebro. La clave esta en el envejecimiento
del sistema vascular. Es decir, el deterioro sistémico del sistema vascular implica un
menor flujo sanguineo (llegan menos particulas virales a los érganos) y una reduccion
en el nimero absoluto de receptores para AAV9 (siendo mas importante el receptor
primario) (Figura 39):
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Figura 39
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Figura 39. Esquema de la influencia del deterioro vascular sobre tropismo de AAV9 en el
envejecimiento.

El deterioro vascular, segun hemos comprobado con el empleo de marcadores
como eNOS, CD31 o el ARNm de VEGF-A, es el causante principal de la caida del
tropismo de AAV9 en el envejecimiento. Para comprobar dicha influencia, habria que
realizar experimentos donde se mejoren los sintomas del deterioro vascular. Uno de los
mejores restauradores del sistema vascular es el ejercicio fisico, el cual produce
angiogeénesis independiente del envejecimiento (Arany et al., 2008; Yan et al., 2011).
Tenemos también resultados previos con ratones machos viejos C57BL/6J de 22 meses,
los cuales fueron sometidos a ejercicio fisico aerdbico (en Wheel-Running) durante dos
meses, antes de ser inyectados intravenosamente con AAV9-eGFP (a la misma dosis
descrita en el material y métodos). Los resultados muestran un ejemplo en cerebro de
localizacion de expresion de fibras espinales trigeminales eGFP+ en ratones viejos, y
viejos con ejercicio (Figura 40 a). Estas fibras eGFP+ siguen el mismo patron de
distribucion en ambos grupos. Ademas, se observa un aumento de fibras espinales
trigeminales eGFP™ en ratones viejos con ejercicio, con respecto a ratones viejos (Figura
40 a). En la Figura 40 b se muestran neuronas eGFP+ en el mesencéfalo, a nivel de la
sustancia negra, de ratones viejos con ejercicio. No se localizaron neuronas marcadas en

los ratones viejos.
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Figura 40
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Figura 40. Inmunohistoquimica de expresién de eGFP en ratones viejos y ratones viejos con ejercicio
inyectados con AAV9. (a) Microfotografia representativa de fibras espinales trigeminales de ratones
viejos y viejos con ejercicio. (b) Microfotografia de mesencéfalo de un raton viejo con ejercicio (con
varias neuronas eGFP™), comparado con mesencéfalo de raton viejo. Barra de escala de 500 um.

Otra intervencion por la que se podria incrementar el tropismo de AAV9 en
ratones viejos consiste en invertir el patron aumentado de AS en viejos, utilizando la
enzima Neuroaminidasa. Esta enzima corta AS terminales, exponiendo la galactosa (1-
4 unida a N-acetil-glucosamina. Este tipo de intervencién ha funcionado en terapia
génica con AAV9 en masculo isquémico y en transferencia genica en tejido pulmonar
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(Bell et al., 2011; Katwal et al., 2013). Aprovechando el aumento de AS encontrado en
nuestro trabajo en cerebro e higado, se podria emplear esta enzima para aumentar el

tropismo de AAV9 en el envejecimiento.

Como hemos visto, algunos cambios fisiolégicos que aparecen en el
envejecimiento, como el deterioro vascular, producen efectos negativos a la hora de
realizar terapia génica en una intervencion biogerontoldgica. Sin embargo, hemos
contribuido a sentar algunas bases a los problemas reales que pueden surgir para
intervenir en el envejecimiento. Y mas aun, a problemas que se pasan por alto cuando se
investiga en enfermedades asociadas al envejecimiento, como la enfermedad de
Parkinson o de Alzheimer. Hemos comentado que el envejecimiento es el factor de
riesgo clave para la mayoria de enfermedades cronicas. Dado que durante esta etapa de
la vida se producen cambios que pueden afectar tanto a la enfermedad en si, como a la
eficacia de un posible tratamiento, es necesario realizar mas estudios enfocados a
mejorar la seguridad, eficiencia y optimizacién de una intervencién biogerontoldgica
molecular. Al actuar modificando el envejecimiento podriamos de forma global abordar
diversas enfermedades cronicas asociadas a este proceso y ampliar asi la vida Gtil. Hasta
ahora el tratamiento de las mismas se habia hecho de manera individual, por lo que las
investigaciones realizadas hasta el momento han tenido mayormente un enfoque
especifico; pero al abordarlas desde su raiz (el envejecimiento), simplificariamos el
tratamiento, reduciendo la sobremedicacion y abaratando también costes sanitarios. La
influencia de la edad sobre la transduccién sistémica de AAV9 abre nuevas perspectivas
sobre el mecanismo subyacente y/o las barreras que limitan la eficiencia de la

transferencia sistémica de genes mediada por este vector.
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1) El tropismo de AAV9 inyectado por via intravenosa disminuye drasticamente en
diferentes regiones cerebrales (tronco cerebral, cerebelo, mesencéfalo, corteza,
estriado, tdlamo e hipocampo) y en organos diana periféricos (biceps femoral,

corazon e higado) de ratones C57BL/6J viejos con respecto a ratones jovenes.

2) La reduccién drastica del tropismo de AAV9 en drganos periféricos de ratones
viejos no se traduce en un cambio en el perfil de biodistribucion periférica de
AAV9 con respecto a ratones jovenes. Es decir, independientemente de la edad
del animal, el tropismo de AAV9 es mayor en higado, seguido de corazon vy,

finalmente, en biceps femoral.

3) El tropismo de AAV9 inyectado intravenosamente es mayor en las regiones

posteriores del cerebro (cerebelo y tronco cerebral).

4) El tropismo celular de AAV9 a nivel cerebral pasa de ser astrocitico y neuronal en

ratones jovenes a ser sdlo neuronal en ratones viejos.

5) En suero de ratones viejos no hay factores neutralizantes de AAV9 ni mayor
produccion de IgG anti-AAV9, en comparacién con ratones jovenes, responsables

del menor tropismo del vector.

6) En el envejecimiento fisioldgico se produce una reduccion del receptor primario
de AAV9 [Galactosa B(1-4) terminales unidos a N-acetil-glucosamina] en los

vasos de los 6rganos periféricos.

7) La reduccién del receptor primario de AAV9 en los vasos de 6rganos periféricos
de ratones viejos no se traduce en un cambio en el perfil de distribucién periférica
de Galactosa P(1-4) terminales unidos a N-acetil-glucosamina, con respecto a
ratones jovenes. Es decir, independientemente de la edad del animal, y en
correlacion con la biodistribucién de AAV9 en los 6rganos periféricos, los
niveles de receptor primario de AAV9 son también mayores en higado, seguido

de corazon y, finalmente, en biceps femoral.
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8) El transporte vascular de AAV9 en los drganos periféricos es dependiente de los

niveles de N-glicanos con galactosa terminal (receptor primario).

9) En el envejecimiento fisioldgico se produce una reduccion del receptor primario
de AAV9 [Galactosa B(1-4) terminales unidos a N-acetil-glucosamina] en el
cerebro, fundamentalmente en plexos coroideos (vasos y células epiteliales), y en
epéndimo del tercer y cuarto ventriculo. Aunque en los vasos cerebrales se
produce también una reduccion del receptor primario de AAVY, ésta no se
considera relevante, al haberse detectado en todo el cerebro de ratones jovenes

muy pocos vasos ECL" que expresan N-glicanos con galactosa terminal.

10) En ratones jovenes, el transporte vascular de AAV9 en la BHE es muy poco
dependiente de N-glicanos con galactosa terminal. Aunque en cerebro de ratones
jévenes el transporte de AAV9 via plexos coroideos (en la barrera sangre-liquido
cefalorraquideo) puede ser importante, en el envejecimiento, esta via de transporte
de AAV9 parece ser alin mucho mas significativa.

11) En el envejecimiento fisiologico se produce en el cerebro y en el higado un
aumento significativo en la sializacion de glicoproteinas de membrana (N-
glicanos tipo acido sialico a 2,3 -N-GIcNAC) con respecto a los ratones jovenes.
Sin embargo, en biceps femoral y corazén, hay una reduccién de este tipo de N-
glicanos.

12) La disminucion del receptor primario de AAV9 asociada a la disfuncion
endotelial propia del envejecimiento fisioldgico produce un déficit en el transporte
vascular de AAVY, a nivel cerebral y en 6rganos periféricos, con consecuencias
en diferentes etapas del ciclo de infeccion celular viral (transcripcion y traduccién

reducida de eGFP) en tales drganos.

13) Los resultados obtenidos permiten abordar diferentes estrategias de intervencion
enfocadas a incrementar el transporte vascular y el tropismo tisular de AAV9 en

el envejecimiento fisioldgico.
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