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El envejecimiento es un proceso gradual e intrinseco de las células influenciado por las condiciones
de vida, donde se altera la homeostasis celular. La generacién de iPSCs permitié reprogramar e incluso,
rejuvenecer las células. Por otro lado, las herramientas de ediciéon genémica como CRISPR/Cas9 junto
con cambios en el medio de cultivo podrian usarse para producir iPSCs de individuos envejecidos. En este
articulo se muestra como estas dos tecnologias revolucionarias podrian emplearse para tratar enfermedades
asociadas al envejecimiento.

Aging is a gradual and intrinsic cellular process influenced by lifestyle that alters cellular homeostasis.
1PSCs generation allowed cellular reprogramming and even rejuvenate cells. Moreover, genome editing tools
such as CRISPR/Cas9 and culture medium changes may allow iPSCss production of aged individuals. This
article shows how the combination of these revolutionary technologies can be used to treat aging-associated

diseases.
Envejecimiento y rejuvenecimiento

Los pasos agigantados en el avance de la medi-
cina han supuesto el incremento de la esperanza de
vida humana mas alla de lo previsto por la propia
seleccién natural™?. Esto ha puesto de manifiesto
patologias asociadas al envejecimiento antes desco-
nocidas, por ello ha estimulado a investigar a nivel
celular y molecular céomo se alteran las células hu-
manas con la edad.

El envejecimiento celular consiste en la pérdida
de la homeostasis celular por un proceso de deterio-
ro molecular. Se trata de un proceso inexorable,
que sigue una programacion biolégica influenciada
por agentes externos que generan un estrés celular,
por lo que tiene un alto componente multifactorial.
A grandes rasgos, ocurre una acumulaciéon de macro-
moléculas o estructuras subcelulares danadas, tanto
en el nicleo como en el citoplasma, e incluso a ni-
vel sistémico del individuo®4. En primera instancia,
este deterioro es subsanado por los mecanismos de
reparacién del ADN, de proteostasis y de biogéne-
sis de los distintos organulos. Sin embargo, con la
acumulacién del dafio y el estrés celular externo per-
sistente todos estos sistemas se saturan. Esto causa
que las células reduzcan su viabilidad, desencade-
nando respuestas como la apoptosis o la senescencia
que disminuyen la funcionalidad del érgano en el que
se encuentran; y en los nichos de células madre, su
potencial regeneraitvo[‘r’}. Dado que el envejecimiento
tiene lugar en todas las células, el organismo sufre un

envejecimiento sistémico, donde cabe destacar el de-
terioro del sistema inmune y endocrino. Visiblemen-
te, esto supone un cambio fenotipico en el individuo.
Sin embargo, a nivel molecular se correlaciona con
la aparicién de ciertas patologias como las enferme-
dades neurodegenerativas, el cancer, la diabetes tipo
II, enfermedades cardiovasculares, sarcopenia mus-
cular o enfermedades metabolicasl®l. Por otro lado,
los defectos en la maquinaria de reparacién del ADN
o de la lamina nuclear dan lugar a diversas formas
de progeria o envejecimiento acelerado. Por ello, el
rejuvenecimiento celular consistiria en revertir todos
estos mecanismos que causan el deterioro de la ma-
quinaria celular. Para ello seria necesario subsanar o
eliminar la acumulacién del deterioro macromolecu-
lar suprimiendo el estrés metabdlico y la generacion
de ROS. Alternativamente, la activacién temprana
de la maquinaria de reparacién del ADN o de los
mecanismos de proteostasis podria también suponer
otra forma de rejuvenecer las células.

La lucha contra el envejecimiento celular

Se ha comprobado cémo la practica habitual de
ejercicio fisico tiene numerosos efectos beneficiosos
para la salud, como retrasar el envejecimiento[G]. Du-
rante el envejecimiento, la via de mTOR se activa de
forma persistente ante la abundancia de nutrientes
y senales mitogenas, lo que estimula el anabolismo
celular. Esto genera un estrés metabdlico ante la sin-
tesis aberrante de proteinas, que no pueden ser eli-
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minadas porque mTOR también bloquea el complejo
de iniciacién de la autofagia, un importante mecanis-
mo de proteostasis. El ejercicio fisico limita la fuen-
te de nutrientes e indirectamente inhibe mTOR, lo
que reestablece los mecanismos de proteostasis pa-
ra que eliminen el exceso de proteinas mal plegadas
o de orgénulos danados. Ademés, el ejercicio fisico
activa las sirtuinas, una familia de desacetilasas de-
pendientes de NAD™ presentes en nicleo, citosol y
mitocondriasl®). Estas enzimas tienen un efecto an-
tagonico a mTOR, favoreciendo el correcto plega-
miento proteico y modulando el epigenoma celular a
la vez que activan la maquinaria de reparacién del

ADN.

Los farmacos disefiados para rejuvenecer las cé-
lulas tienen varias dianas moleculares que tratan de
mimetizar los efectos del ejercicio fisicol”). Para ello,
inhiben mTOR o activan las sirtuinas, ya sea directa-
mente o elevando los niveles de NAD™. Sin embargo,
estos farmacos no son capaces de rejuvenecer las cé-
lulas, ya que los telémeros se acortan, se acumula el
deterioro macromolecular y el envejecimiento sisté-
mico del individuo sigue afectando a las células del
mismo. Por ello, estos farmacos suelen emplearse co-
mo prevencién, tratamiento complementario ante el
diagnéstico de alguna patologia o para ralentizar el
envejecimiento en los casos de progeria.

El horizonte del rejuvenecimiento

El descubrimiento de las células madre pluripo-
tentes inducidas (iPSCs) de rat6n!® y humanos!?,
por Yamanaka y otros en 2006 y 2007, respectiva-
mente, supuso una revolucién para la biologia celu-
lar. Las iPSCs se obtienen mediante la transfecciéon
de células sométicas con los factores de Yamanaka o
factores OSKM (Oct-4, Sox2, Kalf-4 y c-Myec).

A diferencia de las aproximaciones terapéuti-
cas mencionadas anteriormente, se ha comproba-
do que la generacién de estas iPSCs supone la re-
programacién de las células sométicas a un estado
rejuvenecido!%1112 Esto ocurre porque la genera-
cién de iPSCs restaura el patrén epigenético celular,
los mecanismos de proteostasis y reactiva parcial-
mente la telomerasa, a la par que promueve la bio-
génesis mitocondrial y regeneracion tisular.
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Figura 1. Modelo de los mecanismos implicados
en el envejecimiento celular. El ambiente celular asi
como el envejecimiento celular intrinseco producen el de-
terioro de las estructuras subcelulares y macromolecula-
res (rojo) donde los sistemas de reparacién (verde) tratan
de subsanarlos. Estos sistemas se saturan y dan lugar a
las respuestas celulares de senescencia y apoptosis (vio-
leta) que tienen un efecto local y/o sistémico a nivel de
inflamacién o alteraciones endocrinas. Todo ello culmina
con la alteracién de la homeostasis celular y tisular, que
eventualmente se correlacionara con la aparicién de al-
guna patologia asociada al envejecimiento del individuo.
Fuente: Elaboracién propia.

En términos generales, la capacidad de las cé-
lulas de reprogramarse esta limitada por su estado
epigenéticol’3). Con el envejecimiento celular aumen-
ta el estrés oxidativo y el dafio del ADN en forma
de mutaciones y epimutaciones, lo que dispara la res-
puesta DDR (del inglés, DNA, Damage Response) de
forma persistente. En primera instancia, se activa la
maquinaria de reparacién de ADN; sin embargo ante
la magnitud del dafio o su persistencia el sistema se
satura y se dispara la senescencia. Con la respuesta
senescente se altera el patrén epigenético donde al-
gunas regiones se ven enriquecidas de marcas repre-
soras. Entre las enzimas que generan y mantienen
estas marcas cabe destacar DOT1LIM, una histo-
na metiltransferasa que comienza a activarse ante la
DDR y mantiene la compactacién de la cromatina.
Por tanto, la forma de obtener iPSCs a partir de célu-
las senescentes consiste en inhibir DOTL1 mediante
antioxidantes como la NAC (N-Acetil Cisteina) o la
vitamina C; o pequenas moléculas como la RSC133
que ademds retrasan o debilitan la senescencial'®.
Por otro lado, si la senescencia se disparé debido
al acortamiento telomérico, a pesar de que la célula
adquiera la pluripotencialidad inducida, ésta no sera
viable porque la longitud telomérica no es suficien-
te para soportar las primeras mitosis. De forma que
seria 6ptimo incluir una expresién transitoria de la
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telomerasa para generar iPSCs de individuos enve-
jecidos.
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Figura 2. Representacion grafica de los factores
necesarios para rejuvenecer la célula. Por un lado,
los factores de Takahashi para inducir la pluripotencia-
lidad y por otro lado antioxidantes como Vitamina C o
NAC (N-Acetil-Cisteina) y la pequefia molécula RSC133
para superar el estado senescente de las células. Adicio-
nalmente la expresion transitoria de la telomerasa podria
incrementar las probabilidades de éxito del proceso. Fuen-
te: Elaboraciéon propia

Gracias a estas dos aproximaciones se ha conse-
guido obtener iPSCs in vitro de individuos envejeci-
dos, incluso centenarios. Sin embargo, para poder ob-
tener un tejido rejuvenecido existen varios obstacu-
los que superar. Continuar optimizando los procedi-
mientos de transfeccion (1); de diferenciacién celular
para poder obtener una poblaciéon de iPSCs homogé-
nea que sea capaz de diferenciarse en un mismo tipo
celular (2) y; que se integren correctamente en el te-
jido a reparar (3). Por ello, obtener érganos e incluso
organismos rejuvenecidos es mucho méas complicado
porque requeriria un rejuvenecimiento sistémico, ya
que una vez se trasplanten las células éstas volverian
a envejecer ante las sefiales estresantes del medio.
Adicionalmente hay que anadir el caracter multifac-
torial del envejecimiento, donde el estilo de vida asi
como el fondo genético del individuo influencian so-
bre el proceso.

Terapia génica y terapia celular, una he-
rramienta combinada

En la actualidad, las iPSCs obtenidas a partir de
pacientes con algtin defecto genético se cultivan y di-
ferencian para modelar dicha enfermedad in vitro, y
adicionalmente realizar un screening de farmacos%.
.Y si se pudieran corregir estos defectos? Se podrian
obtener células somaéticas sanas a partir de indivi-
duos con un defecto genético gracias a la edicion del
genoma de las iPSCs generadas del paciente. En es-
te principio se basan las nuevas estrategias que pre-
tenden combinar la obtencién de iPSCs junto con
la revolucionaria tecnologia de ediciéon del genoma
CRISPR-CAS916l. Estas tecnologias no solamente
podrian ayudar a corregir el defecto genético, sino
también a mejorar tanto los protocolos de obtencién
y diferenciacién de iPSCsl'®l. Esto se lograrfa me-
diante el bloqueo de la expresién de ciertos genes,
como DOTI1LIY que dificulta la reprogramacién de
células senescentes. A pesar de ello, siguen habien-
do grandes obstaculos que superar: Es practicamente
imposible a la par que altamente costoso rejuvenecer
todas las células de un individuo adulto. Por tanto,
esta terapia estd encaminada a rejuvenecer tejidos
concretos e incluso 6rganos con una patologia deter-
minada. De esta forma, podrian tratarse enfermeda-
des como la distrofia muscular de Duchennel*®| ca-
racterizada por un defecto genético en la distrofina.
Mediante CRISPR-CAS9 sobre iPSCs del paciente
se generarian células rejuvenecidas que tuvieran sub-
sanado este defecto genético. Posteriormente, habria
que realizar una cirugia al paciente para sustituir el
tejido muscular dafiado y comprobar si existe una
correcta integracion del trasplante. Diferentes estra-
tegias para tratar la distrofia muscular de Duchenne
se han probado, y precisamente la integracién de las
nuevas células musculares parece ser uno de los ma-
yores obstaculos que superar, debido principalmente
a la posibilidad de rechazo. Por tanto, si dicho pro-
cedimiento se lleva a cabo con iPSCs generadas del
propio paciente los riesgos se minimizarian.
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Figura 3. Representacion esquematica del procedimiento a seguir como tratamien-
to para rejuvenecer células, tejidos u 6rganos. Primeramente habria que realizar una
caracterizacién del paciente del que se obtendrian iPSCs. Posteriormente, se aplicarian estra-
tegias de edicién de genoma para corregir mutaciones o defectos genéticos y se diferenciarian
las células para llevar a cabo un trasplante autélogo. Alternativamente, si el paciente carece
de mutaciones corregibles o severas podria realizarse la diferenciaciéon de iPSCs directamente
para proceder a su trasplante. Fuente: Elaboracién propia.

Conclusién

El descubrimiento de las nuevas tecnologias de
generacion de iPSCs y CRIPR-CAS9 han abierto
nuevos horizontes en la investigacién dentro del cam-
po de la biomedicina. Concretamente, se ha compro-
bado como efectivamente la reprogramacion celular
a través de iPSC tiene un efecto rejuvenecedor para
las células. Sin embargo, ain no se ha conseguido
diferenciar las iPSCs en todos los tipos celulares del
organismo, dado que no todos los protocolos de di-
ferenciacion estan optimizados. Por ello, dentro del
campo del rejuvenecimiento celular, una de las es-
trategias que se siguen actualmente consiste en reac-
tivar los mecanismos rejuvenecedores mencionados
anteriormente, sin llegar a desdiferenciar las célu-
las hasta el estado de pluripotencialidad. El hecho
de comprender mejor como ocurre la activacién de
estos mecanismos durante la induccién de la pluri-
potencialidad celular es clave para rejuvenecer las
células, ya que generar iPSCs para rediferenciarlas
en el mismo tipo celular, ademés de ser altamente
costoso, supone un rodeo poco eficiente. Ademas, la
tecnologia de CRISPR-CAS9 permite no solo opti-

mizar atin méas el protocolo de generacién de iPSCs
y a dirigir su diferenciacién, sino para corregir in-
cluso defectos genéticos presentes en el paciente. De
manera que la optimizacién y el uso combinado de
ambas terapias podria suponer una cura efectiva y
viable para patologias relacionadas con el envejeci-
miento del organismo.
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