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RESUMEN



INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En las sociedades actuales, especialmente en los paises desarrollados, mejorar la
salud de las personas mayores es una prioridad, tanto a nivel de salud publica como
social. La busqueda de estrategias que consigan retrasar la aparicion de los cambios
degenerativos asociados al envejecimiento son de particular interés. El
envejecimiento se acompaia de una peor condicion fisica y de un riesgo
incrementado de fragilidad (Fried, Tangen et al. 2001). Se trata de un proceso
bioldgico caracterizado por varios cambios a nivel celular y del organismo que
conlleva un empeoramiento de la funcion de diversos tejidos (Lopez-Otin, Blasco et

al. 2013, Kennedy, Berger et al. 2014).

Las alteraciones en la comunicacion intercelular se han descrito como potenciales
causantes del envejecimiento y de las disfunciones que se asocian a este (Lopez-
Otin, Blasco et al. 2013). La funcién de las células no solamente depende de factores
intrinsecos, sino que también se ve afectada por la composicion del medio
extracelular, y la modificacion de este puede tener un gran impacto en la funcién de
varios tejidos (Villeda, Luo et al. 2011). Los experimentos de parabiosis realizados
en ratones demostraron que existen factores en la sangre de un organismo joven
beneficiosos para un organismo envejecido, mejorando multiples pardmetros
afectados en el envejecimiento (McCay, Pope et al. 1957, Conboy, Conboy et al.
2005, Conboy and Rando 2012, Loffredo, Steinhauser et al. 2013, Sinha, Jang et al.
2014).

Las vesiculas extracelulares (VEs), pequefias vesiculas rodeadas de una bicapa
lipidica y que carecen de nucleo, son liberadas por practicamente todos los tipos
celulares. Estas VEs presentan una habilidad innata para transmitir moléculas
sefializadoras entre las células (proteinas, ARNs, ADN, lipidos, etc.), por lo que son
uno de los factores implicados en la comunicacion intercelular (Raposo and

Stoorvogel 2013).



Las células madre son una de las grandes promesas de la medicina regenerativa, en
el campo de la fragilidad, la infusion de células madre mesenquimales (CMMs) en
ancianos fragiles mejora distintos parametros de condicion fisica (Tompkins,
DiFede et al. 2017). Las células madre mejoran la regeneracion tisular no solamente
mediante la repoblacion de un tejido dafiado (Chen, Tredget et al. 2008). La
liberacion de moléculas sefializadoras se ha propuesto como uno de los principales
mecanismos que median los efectos beneficiosos de estas células (Maguire 2013).
De manera mas especifica, las VEs derivadas de multiples tipos de células madre
han demostrado ser capaces por si mismas de mejorar la regeneracion tisular tras un
dafio en varios o6rganos y tejidos (Bruno, Grange et al. 2009, Lai, Arslan et al. 2010,
Bruno, Tapparo et al. 2017, Yan, Jiang et al. 2017). Si las comparamos con las
células madre, las VEs son mas estables, no presentan riesgo de aneuploidia, tienen
una menor tasa de rechazo y son una alternativa muy valida para el tratamiento de

distintas patologias (Maguire 2013).

En cuanto al envejecimiento, un estudio reciente demostrd que las células del
hipotadlamo son capaces de modular la velocidad de envejecimiento en ratones,
mediante la liberaciéon de microARNs contenidos en las VEs (Zhang, Kim et al.
2017). Recientemente se ha demostrado que las VEs pueden mejorar la regeneracion
de los tejidos de ratones viejos, ademas de un menor dafio asociado a la senescencia
(Borghesan, Fafian-Labora et al. 2019, Fafian-Labora, Rodriguez-Navarro et al.
2020). Sin embargo, el efecto de las VEs derivadas de CMMs en la funcionalidad y

la fragilidad de un organismo envejecido todavia no esta completamente aclarado.

Por tanto, nuestro objetivo fue analizar por un lado el efecto de las VEs derivadas de
CMTAs jovenes sobre la capacidad fisica, la fragilidad, la funcién renal y la
regeneracion del pelaje. Por otro, el efecto sobre la estructura del tejido renal y
muscular, y los patrones moleculares asociados al envejecimiento en animales

envejecidos. Asi como aportar datos sobre los microARNs contenidos en estas VEs.



MATERIALES Y METODOS

Para realizar el trabajo aislamos células madre del tejido adiposo (CMTAs) de los
paniculos adiposos inguinales de ratones jovenes (4-6 meses) y las caracterizamos
mediante citometria de flujo utilizando proteinas de membrana como marcadores
negativos (CD31 y CD45) y positivos (CD29, CD44, CD90 y CD105). Las CMTAs
fueron cultivadas con medio DMEM High glucose en un ambiente al 3% de O,. Del
medio de cultivo de estas células obtuvimos VEs usando la ultracentrifugacion
diferencial, para caracterizar las VEs determinamos la presencia de CD63 (marcador
clasico de exosomas) en nuestras vesiculas utilizando la citometria de flujo. Ademas,
utilizamos la microscopia electronica para observar la morfologia y tamafio de las
VEs, asi como la presencia de CD63 en la membrana mediante el marcaje con
inmuno-oro. Una vez obtenidas, la dosis de VEs se calculé en funciéon a la

concentracion proteica medida por el método de Lowry.

Inyectamos dos dosis de VEs separadas una semana de manera intravenosa en
ratones envejecidos (22-24 meses). Todos los animales usados fueron C57BL/6J de
ambos sexos, utilizando gemelos de camada en ambos grupos de estudio siempre
que fuese posible, las pruebas fisicas y de regeneracion del pelaje fueron realizadas
de manera ciega por el mismo experimentador. Las pruebas fisicas consistian en
determinar la fuerza de agarre (dinamémetro), la coordinacién motora (Rota Rod) y
la resistencia a la fatiga (Treadmill). La urea plasmatica se determiné mediante un
kit comercial. Estas medidas fueron realizadas antes del tratamiento con VEs, 14 y

30 dias después.

La estructura tisular se estudié mediante técnicas de histologia a partir de cortes de
distintos tejidos fijados previamente mediante paraformaldehido y luego
congelados. Se utilizaron las tinciones de hematoxilina-eosina para cuantificar la

densidad, dilataciéon y atrofia tubular en las muestras de tejido renal, y el area



transversal de las fibras musculares. Para estudiar la fibrosis renal se utilizo la tincion
Sirius Red. Para determinar el porcentaje de células en division en el tejido renal se
utilizd la inmunofluorescencia con marcaje de Ki67 mediante un anticuerpo

monoclonal.

En los ensayos de estrés oxidativo, la oxidacion proteica se analizd mediante
Western Blot y el malondialdehido (MDA) mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC). Para determinar la longitud y el dafio al telémero se utiliz6 la
hibridacion in situ (FISH) y la inmunofluorescencia con marcaje de p53BP. La
senescencia celular en el tejido renal y muscular fue determinada mediante
inmunofluorescencia con marcaje de LMNBI. Para el modelo in vitro de
senescencia celular se utiliz6 una linea establecida de mioblastos murinos (C2C12),
a los que se indujo la senescencia anadiendo al medio de cultivo Palbociclib. Se
determiné la senescencia y la apoptosis del cultivo mediante citometria de flujo,
utilizando kits comerciales para determinar la actividad B-galactosidasa y la Anexina

V, respectivamente.

Para el andlisis epigenético se extrajo el ADN de los distintos tejidos utilizando un
kit comercial. El array utilizado fue el Illumina 850K, las citosinas con una
diferencia en la metilacién se detectaron usando una regresion lineal para cada
tejido. El efecto del tratamiento con VEs fue estimado para cada isla CpG ajustando
para distintos confusores como la edad cronologica, el sexo y la fila. Multiples
relojes epigéneticos fueron usados para estimar la edad epigenética de los animales.
Estos predictores se agruparon en relojes generales y de intervencion. Los relojes
generales fueron entrenados mediante un gran espectro de tejidos y animales de
distintas edades. En los relojes de intervencion, se usaron los mismos tejidos, pero

usando animales con intervenciones demostradas en el envejecimiento.

Para el estudio de los microARNSs, se utilizé un kit comercial de extraccion de ARN

especifico para VEs. El estudio fue realizado en un array de Affymetrix (miRNA



4.0). Para el analisis se utiliz6 la Transcriptome Analysis Suite (ThermoFisher), los
datos obtenidos fueron normalizados con el algoritmo RMA. Se realizé un ANOVA
en todas las muestras para obtener los microARNs diferentes entre las condiciones
que fueran estadisticamente significativos. Se obtuvieron 6 microARNs diferentes
entre las VEs de CMTAs jovenes y el plasma de animales viejos, que ademas estaban
conservados entre especies. Estos fueron introducidos en mirDIP para conseguir las
dianas moleculares predichas, mas tarde, los genes diana se analizaron mediante
PANTHER con un analisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos y vias

moleculares.

Las tasas que compararon las pruebas fisicas y los valores de urea plasmatica
después del tratamiento fueron determinadas y mostradas como porcentaje de
cambio respecto al valor basal, el cual se defini6 como un 0%. Todos los grupos
fueron sometidos a un analisis de outliers con el método ROUT (Q=2%). La prueba
de Saphiro-Wilk se utilizé en cada comparacion para comprobar la normalidad de
cada grupo. La prueba de t de Student no emparejada o la prueba de Mann-Whitney
fueron usadas para calcular el p-valor de las comparaciones entre dos grupos. Para
las comparaciones de tres o mas grupos se utilizo la prueba ANOVA con la prueba
de Tukey como prueba post-hoc. Para el analisis y la construccion de las gréficas se

utilizo6 el software GraphPad Prism 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio, observamos una mejora en multiples parametros alterados
con el envejecimiento en el grupo de ratones tratados con VEs procedentes de

ratones jovenes, tanto a nivel fisioldgico, celular como molecular.



El tratamiento con VEs de ratones jovenes mejora la salud y reduce la

fragilidad en ratones envejecidos

Para comprobar el efecto que las VEs tenian en la condicion fisica de los animales
envejecidos, medimos la fuerza de agarre, la coordinacion motora y la resistencia a
la fatiga antes y después del tratamiento con VEs, pardmetros que empeoran con el
envejecimiento (Lauretani, Russo et al. 2003). Observamos una mejoria en las tres
pruebas con el tratamiento, el efecto fue mayor a los 30 dias después de la primera
dosis de VEs, mientras que este efecto beneficioso se perdia a los 60 dias del
tratamiento. Ademas, el tratamiento con VEs no resultd en toxicidad alguna para los
animales. Para cuantificar la fragilidad nos basamos en una prueba disefiada
previamente en nuestro grupo (Gomez-Cabrera, Garcia-Valles et al. 2017),
consiguiendo una importante reduccion de la fragilidad en los ratones tratados (0%
vs 40%). Atendiendo a otra de las funciones mas deterioradas en el envejecimiento,
la funcién renal (Denic, Glassock et al. 2016), determinamos los niveles de urea
plasmatica antes y después de la inyeccion de VEs, observando una reduccion en el
grupo tratado tanto 14 como 30 dias después del tratamiento. Para estudiar la
regeneracion del pelaje, otra de las caracteristicas que disminuye con el
envejecimiento (Matheu, Maraver et al. 2007), depilamos una zona en el dorso de
los animales justo antes del tratamiento con VEs, observando una regeneracion

capilar mucho mayor en el grupo de animales tratados.

Estos resultados se encuentran en concordancia con resultados previos en ratones
envejecidos en los que se inyectaban VEs provenientes de distintas fuentes (Lee,
Kim et al. 2018, Fafidn-Labora, Rodriguez-Navarro et al. 2020, Dorronsoro,
Santiago et al. 2021). En estos estudios se demostr6é que las VEs mejoraban distintos
parametros asociados al envejecimiento, aunque en ninguno se realiz6 un estudio
longitudinal para estudiar la duracidon y el méximo efecto de las VEs en distintas

funciones fisioldgicas.



El tratamiento con VEs revierte los cambios estructurales asociados al

envejecimiento en el tejido renal y muscular de ratones envejecidos

El rifién y el musculo son dos de los o6rganos que mas sufren el proceso de
envejecimiento (Doherty 2003, Denic, Glassock et al. 2016), por tanto,
seleccionamos estos tejidos para un estudio mas exhaustivo de los cambios
producidos por el tratamiento con VEs. Dado que el efecto maximo observado en
las pruebas funcionales fue a los 30 dias, estudiamos los tejidos de animales 30 dias

después del tratamiento con VEs.

En el analisis histologico de la corteza renal, observamos un gran cambio entre
ambos grupos, los ratones tratados presentaban una mayor densidad tubular, con
menor dilatacion y atrofia, evidenciando una cantidad similar de glomérulos. Ya que
en el tejido renal maduro los glomérulos no pueden regenerarse, pero los tibulos si
(Denic, Glassock et al. 2016), pensamos que las VEs estaban induciendo una
proliferacion de las células tubulares, que son las células presentes en el rifion
capaces de regenerar el tejido tras un dano (Berger, Bangen et al. 2014). Esto lo
comprobamos mediante el marcaje de la proteina Ki67, que identifica las células en
division, encontrando una poblacién de células tubulares proliferando en los tibulos
de los ratones tratados con VEs, que no estaba presente en los animales control.
Observamos ademas una reduccion no significativa de la fibrosis intersticial en el

grupo tratado.

Analizamos por otra parte el tejido muscular, encontrando un incremento en el area
transversal de las fibras musculares de los animales tratados, uno de los principales
marcadores de atrofia y sarcopenia (Lauretani, Russo et al. 2003), esto se
acompafiaba de una mayor concentracion proteica en el tejido de los animales

tratados.



En los estudios previos realizados con VEs derivadas de células madre, se habia
observado una mejora en la capacidad regenerativa de varios tejidos ante distintos
tipos de dafio (radiacion, isquemia, etc.) (Xin, Li et al. 2013, Doeppner, Herz et al.
2015, Zhang, Chopp et al. 2015), pero hasta ahora no se habia demostrado una
mejora en la regeneracion tisular de los animales envejecidos fisioldgicamente, algo
que se encuentra en linea con la acumulacion de dafio tisular en el envejecimiento y

la pérdida de capacidad regenerativa (Lopez-Otin, Blasco et al. 2013).

Los marcadores moleculares del envejecimiento mejoran en los ratones

tratados con VEs

Existen multitud de marcadores moleculares asociados al envejecimiento, en este

trabajo estudiamos el estrés oxidativo, los telomeros, la senescencia y la inflamacion.

Para estudiar el estrés oxidativo, examinamos los niveles de oxidacion en dos
macromoléculas: los lipidos y las proteinas. Utilizamos el MDA como marcador de
peroxidacion lipidica (Ayala, Mufioz et al. 2014), observando una menor
peroxidacion lipidica en el musculo de los ratones tratados con VEs, sin encontrar
cambios en el tejido renal. En los niveles de oxidacion proteica, medidos mediante
la determinacion de grupos carbonilo (Fedorova, Bollineni et al. 2014), observamos
resultados muy similares, con una reduccién de la oxidacion proteica en el tejido

muscular en el grupo tratado, sin diferencias en el rifion.

Otro de los factores mas estudiados en el envejecimiento es la longitud y el dafio a
los telomeros (Blasco 2007). Los teldmeros se acortan y acumulan dafio durante el
envejecimiento, contribuyendo a multiples enfermedades asociadas a este proceso
(Blasco, Lee et al. 1997). No encontramos diferencias en este caso en el tejido renal
y muscular de los ratones tratados, indicando que el efecto beneficioso de la VEs

probablemente no se encuentre mediado por un efecto sobre los telémeros.



Las células senescentes se acumulan en los tejidos a medida que el envejecimiento
avanza, contribuyendo a la disfuncion tisular (Campisi 1997, Campisi and d'Adda di
Fagagna 2007). Por tanto, determinamos el porcentaje de senescencia celular en el
tejido renal y muscular de los ratones mediante el marcaje con LMNBI1 (Freund,
Laberge et al. 2012). Encontramos diferencias importantes en la cantidad de células
senescentes ambos tejidos, los ratones tratados presentaban un porcentaje de
senescencia menor, asociado ademas a unos niveles de IL-6 menores en el tejido
muscular, uno de los factores proinflamatorios mas importantes en el envejecimiento

y el SASP (Coppé, Desprez et al. 2010, Franceschi and Campisi 2014).

Para terminar de esclarecer el efecto de las VEs en la senescencia celular,
desarrollamos un modelo in vitro de senescencia de células musculares progenitoras
(mioblastos). Queriamos comprobar si el tratamiento con VEs inducia la apoptosis
de las células senescentes, de la misma forma que las moléculas senoliticas (Zhu,
Tchkonia et al. 2015). Observamos una disminuciéon de la senescencia en los
mioblastos tratados con VEs, asi como una disminucion de la apoptosis. Una de
nuestras hipotesis es que las VEs actiien como senomorficos, algo que ya se habia
propuesto previamente (Kim and Kim 2019, Dorronsoro, Santiago et al. 2021), los
senomorficos son factores que actiian como inhibidores del SASP y la senescencia
paracrina, cambiando el ambiente extracelular y consiguiendo una menor

senescencia (Kim and Kim 2019).

Resultados previos mostraban una mejoria de distintos parametros moleculares
asociados al envejecimiento en ratones tratados con VEs, aunque todavia no se habia
realizado un estudio de multiples pardmetros moleculares del envejecimiento en

diferentes tejidos en ratones envejecidos fisiologicamente.



El tratamiento con VEs reduce la edad epigenética de los tejidos en ratones

envejecidos y modifica su epigenoma

Hasta la fecha, no se habia demostrado un efecto de las VEs en la edad epigenética
de ningln tejido. Por tanto, quisimos explorar como afectaban las VEs a la edad
epigenética en cuatro tejidos: rifion, musculo, higado y bazo. Para ello utilizamos los
relojes epigenéticos, que son algoritmos basados en como cambia la metilacion de
las islas CpG a lo largo del envejecimiento (Horvath 2013, Horvath and Raj 2018).
En el tejido renal, la edad epigenética en el grupo tratado fue menor utilizando ambos
relojes. De manera similar, en el tejido hepatico, ambos relojes mostraron una
reduccion en la edad epigenética, siendo de mayor cuantia en el reloj de
intervencion. En el caso del musculo y el bazo, no encontramos diferencias en la
edad epigenética entre ambos grupos. Esta es la primera vez que se demuestra un
cambio en la edad epigenética con un tratamiento con VEs, indicando un efecto
pleiotropico de las vesiculas, modificando el epigenoma de los tejidos, ademds de

marcadores del envejecimiento concretos.

Realizamos ademas un analisis de regresion en el que se observaron miles de loci
modificados por el tratamiento con VEs. Indicando un profundo cambio a nivel
epigenético en los tejidos de los animales tratados. Posteriormente, mediante un
analisis de enriquecimiento de los genes mas cercanos a los /oci modificados,
pudimos descubrir que las VEs actuaban sobre procesos biolégicos muy implicados
en el envejecimiento, como el desarrollo, diferenciacién y regeneracion tisular

(Conboy and Rando 2005).

Los microARNs contenidos en las VEs modulan procesos y vias moleculares

implicadas en la regeneracion tisular y el envejecimiento

Por ultimo, quisimos obtener factores concretos que fuesen posibles responsables

del efecto beneficioso observado. Realizamos un anélisis transcriptomico de las VEs
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procedentes de diferentes condiciones, concretamente estudiamos el contenido en
microARNs. Los microARNs han demostrado encontrarse en el interior de las VEs
y modificar la expresion génica en tejidos distantes, siendo el tejido adiposo uno de
los que mas VEs libera a la circulaciéon (Thomou, Mori et al. 2017). Comparamos
las VEs de CMTAs jovenes, CMTAs viejas y las VEs del plasma de animales viejos.
En primer lugar, pudimos observar que las VEs de CMTAs jovenes muestran una
sobreexpresion del perfil de microARNSs, indicando que la biogénesis de estos se
encuentra menos activa en el envejecimiento, algo que ya se habia propuesto
anteriormente (Serna, Gambini et al. 2012, Borras, Serna et al. 2017). Centrandonos
en la comparacion entre VEs de CMTAs jovenes y VEs del plasma de animales
viejos, seleccionamos 6 microARNs sobreexpresados en las VEs de CMTAs jovenes
cuya secuencia se encuentra ademas conservada entre especies. Realizamos esta
seleccion basandonos en que el envejecimiento es un proceso altamente conservado
entre las diferentes especies (Kim 2007, Jones, Scheuerlein et al. 2014). Analizando
las dianas virtualmente predichas de estos microARNs, descubrimos que los
microARNSs enriquecidos en las VEs jovenes modulan procesos bioldgicos y vias
moleculares muy relacionadas con la regeneracion tisular y el envejecimiento. Entre
estos procesos encontramos la proliferacion y diferenciacion celular o el desarrollo
de d6rganos y tejidos, procesos ademas modificados en el epigenoma de los tejidos
previamente comentado. En cuanto a las vias moleculares, estos microARNs estan
implicados en vias relacionadas con la fibrosis e inflamacién, asi como en vias
cruciales para el envejecimiento, como la apoptosis, p53, p38, estrés oxidativo o

insulina/IGF.

Por el momento, este estudio es el primero que compara el contenido en microARNs
de las VEs atendiendo a la edad de las células como principal variable, eso crea
oportunidades de seguir buscando factores que sean beneficiosos para el

envejecimiento, ya sean los microARNs u otras macromoléculas.
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CONCLUSION

El tratamiento de ratones envejecidos con VEs obtenidas de CMTAs jovenes mejora
su salud, disminuye su fragilidad y revierte la alteracion de varios parametros

celulares y moleculares relacionados con el envejecimiento.
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1 INTRODUCCION



1.1 Envejecimiento
1.1.1 Definicion

El envejecimiento es un proceso que todos los humanos experimentamos, todos
somos conscientes del inevitable declive de nuestras funciones fisiologicas que
ocurre una vez alcanzamos la madurez. Sin embargo, para comenzar a estudiar y
comprender este proceso, es necesario conocer la terminologia que engloba. En mi
opinion, existen cuatro conceptos imprescindibles para entender el envejecimiento:
envejecimiento, senescencia, longevidad y enfermedades asociadas al
envejecimiento. En su trabajo, el Dr. Leonard Hayflick distingue perfectamente
estos términos (Hayflick 2007). Para entender el envejecimiento debemos
comprender el concepto de entropia, segun la segunda ley de la termodinamica, la
entropia de un sistema aumenta a medida que pasa el tiempo. Este concepto hace
referencia a la tendencia de la energia concentrada en un sistema a dispersarse,
conforme pasa el tiempo, las moléculas presentes en un sistema pasan de un estado
inicial “ordenado” a estados sucesivos “desordenados”. Estos cambios ocurren tanto
en los objetos inanimados, como en los seres vivos, todo envejece, es evidente que
nuestros coches son mas propensos a dejar de funcionar correctamente a medida que
pasa el tiempo, el sistema “ordenado” que era el coche cuando lo compramos, va
convirtiéndose en un sistema mas “desordenado” y eventualmente deja de servirnos.
De manera similar ocurre en los seres vivos, donde el aumento de la entropia
conlleva una pérdida de la fidelidad molecular, el cambio en el estado energético de
las biomoléculas que forman un ser vivo impiden su correcto funcionamiento. Para
que la vida tenga lugar, es imprescindible mantener un sistema “ordenado” que
permita la realizacion de las funciones basicas, por ello los seres vivos han

desarrollado sistemas de reparacion y reemplazo de estas moléculas disfuncionales.

Esto nos lleva al segundo término, la senescencia, definida como la pérdida de

funcioén que ocurre en los seres vivos una vez alcanzada cierta edad, que conlleva un
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aumento en la mortalidad (Shefferson, Jones et al. 2017). En el idioma castellano
utilizamos ambos términos indistintamente a pesar de que no son lo mismo. El
envejecimiento se puede entender como el paso del tiempo y la senescencia
tradicionalmente ha sido entendida en términos biolégicos como una pérdida de
funcion (Shefferson, Jones et al. 2017), recalcando que la senescencia del organismo
hace referencia a un proceso distinto de la senescencia celular, que mas tarde
comentaremos. Siendo estrictos podriamos decir que el envejecimiento esta presente
en los seres vivos desde su formacioén, ya que la entropia del sistema siempre
aumenta (un nifilo de tres aflos es mas viejo que uno de dos), mientras que la
senescencia del organismo aparece cuando los sistemas de reparacion y reemplazo
del organismo son sobrepasados y comienzan a acumularse moléculas
disfuncionales. Cuando esto ocurre, se empieza a observar el fenotipo caracteristico
del envejecimiento. Las distintas teorias del envejecimiento tienen este denominador
comun, la pérdida de funcion de distintas moléculas se acumula y poco a poco

sobrepasa los sistemas de mantenimiento que posee el organismo.

La longevidad de un individuo podriamos definirla como el tiempo que pasa entre
su nacimiento y su muerte, la longevidad de la poblacion de una determinada una
especie es el tiempo medio que transcurre entre el nacimiento y la muerte de todos
sus individuos. La senescencia aparece en momentos distintos segun la especie, por
ello encontramos especies con una esperanza de vida tan dispar, desde los 2 afios de
los ratones a los 80 del Homo Sapiens (Jones, Scheuerlein et al. 2014). Lo que
determina la longevidad de una especie concreta, mas alla de los factores del medio
que larodea, es el genoma de esa especie, es decir, la especie Homo Sapiens presenta
una longevidad concreta porque su genoma asi lo dicta, siempre hablando en un
ambiente favorable para llegar a una longevidad “méxima”. El envejecimiento es un
proceso estocastico, pero la determinacién de la longevidad no lo es, la longevidad
se relaciona con el nivel de reserva fisiolégica que una especie presenta en el
momento de alcanzar la madurez, que, a través de la seleccion natural, fue

conseguida para garantizar la supervivencia hasta esa edad.
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El aspecto asociado al envejecimiento que probablemente mas interesa a la sociedad
es el de las enfermedades que aparecen como consecuencia de este proceso. Una
enfermedad asociada al envejecimiento es aquella que no es frecuente observar en
individuos jovenes, mientras que su incidencia aumenta gradualmente a medida que
estudiamos poblaciones mas envejecidas. Mientras que el envejecimiento afecta a
todas las personas, estas enfermedades no lo hacen; el Alzheimer, la ateroesclerosis,
la insuficiencia cardiaca o la insuficiencia renal son enfermedades que en gran parte
tienen como sustrato biologico el proceso del envejecimiento, pero son algo distinto
a este proceso. Es importante recalcar que el envejecimiento no es una enfermedad,

aunque si incrementa la vulnerabilidad del individuo a diferentes enfermedades.

Por tanto, existen cuatro términos que es importante diferenciar, ya que se refieren
a conceptos distintos a pesar de que en la literatura cientifica en ocasiones se
entremezclan: el envejecimiento, que se relaciona con la propiedad fisica de la
entropia, la senescencia, entendida como la pérdida de funcién que ocurre en los
seres vivos a medida que envejecen, la longevidad, definida como la duracion de la
vida, y las enfermedades asociadas al envejecimiento, que son afecciones que

aumentan su incidencia drasticamente con la edad.

1.1.2 Evolucion del envejecimiento a través de las especies

Tanto el proceso del envejecimiento como las vias moleculares implicadas en €l se
encuentran altamente conservadas entre categorias taxondmicas muy divergentes,
desde las levaduras a los ratones, pasando por los gusanos o las moscas (Kim 2007,
Smith, Tsuchiya et al. 2008). Sin embargo, existe una variacion sustancial en los
patrones del envejecimiento entre especies muy cercanas, incluso existen especies
en muchas ramas taxondmicas que parecen no envejecer, su mortalidad no aumenta
a medida que pasa el tiempo, incluso puede descender (Jones, Scheuerlein et al.

2014).
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En la siguiente figura podemos observar las curvas de mortalidad (en rojo) de
diferentes especies, la mayoria de las especies presentan una curva de mortalidad
similar a la del Homo Sapiens o el Pinus silvestris, donde encontramos un
incremento en la probabilidad de muerte con el paso del tiempo (Figura 1). Sin
embargo, encontramos especies de categorias taxondmicas muy distintas que
presentan patrones diferentes de envejecimiento, por ejemplo, la Hydra
magnipapillata es un invertebrado que presenta una senescencia despreciable, como
se puede observar la probabilidad de muerte se mantiene constante en el tiempo. La
tortuga del desierto (Gopherus agassizii) es un vertebrado que presenta una
senescencia negativa, de igual forma que la Laminaria digitata, una especie de alga.
La senescencia negativa es una propiedad que presentan algunas especies y que
consiste en un descenso de la mortalidad, normalmente acompafiado por un aumento
en la fertilidad, a medida que aumenta la edad de los individuos (Vaupel, Baudisch

et al. 2004).
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La curva de mortalidad de una especie siempre depende del entorno en el cual sea
medida, es poco frecuente encontrar individuos muy envejecidos en estado salvaje,
ya que existen factores externos, como la falta de alimento o los depredadores, que
impiden la llegada de estos individuos a edades avanzadas, pero ello no quiere decir
que no los haya o que no tengan el potencial de alcanzarlas. Cuando observamos a
estas especies en un entorno controlado e ideal podemos observar el declive de las

funciones tipico a medida que avanzan en edad.

El paso del tiempo y el inevitable deterioro de las moléculas que forman un ser vivo
ocurre a todos los niveles en las distintas especies, sin embargo, la longevidad y el
patron de envejecimiento de cada especie es Unico y esta determinado por su genoma
(Vaupel, Carey et al. 1998). Esta conclusion es de gran importancia, ya que la
mayoria de los estudios modernos relacionados con el envejecimiento, que nos han
llevado a conocer a nivel celular y molecular algunas de las causas del
envejecimiento, se basan en la nocion de que la longevidad de una especie esta
determinada por sus genes y las vias de sefializacion y procesos biologicos de los
que forman parte y, por tanto, pueden ser modulables. En la mayoria de estudios
relacionados con la longevidad de las especies, asumimos un ambiente favorable
para las distintas especies, ya que sus curvas de mortalidad pueden cambiar
drasticamente si son introducidas en ambientes hostiles, dando lugar a una
mortalidad aumentada en épocas méas precoces de la vida (Shefferson, Jones et al.

2017).

1.1.3 Historia del estudio del envejecimiento

A mediados del siglo XX, cuando comenzaron a aparecer las primeras teorias que
trataban de explicar el porqué del envejecimiento, se pensaba que el envejecimiento
como lo conocemos era un producto de la seleccién natural, y no un proceso

bioldgico susceptible de estudio (Zainabadi 2018). A pesar de que el envejecimiento
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y el paso del tiempo es algo que siempre ha acompafiado a la humanidad, los
primeros estudios cientificos sobre este proceso tienen menos de 40 afios de

antigiiedad.

En la siguiente tabla podemos encontrar algunos de estos primeros estudios que mas
tarde llevarian a la conclusion de que el envejecimiento es un proceso genéticamente

regulado sobre el que se puede actuar.

Ao Descubrimiento Referencia

La restriccion caldrica en
(McCay, Crowell et al.

1935 roedores alarga la
1989)

longevidad

La longevidad puede ser
modulada por

1977 ) ] (Klass 1977)

intervenciones en el

ambiente en C. elegans

Diferentes cepas de C.

1982 elegans muestran (Johnson and Wood
longevidades muy 1982)
dispares

Primera creacion de C.
elegans mutantes que
1983 ) (Klass 1983)
muestran un incremento

en la longevidad

Identificacion de la
1088 primera mutacion en un | (Friedman and Johnson
gen (age-1) que aumenta 1988)

la longevidad
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Definicion de la primera

red de regulacion génica
(Larsen, Albert et al.

1995)

1995 relacionada con el
envejecimiento (via de la

insulina)

Primera descripcion

1696 definitiva de una cepa de | (Brown-Borg, Borg et

ratén con un incremento al. 1996)

de la longevidad

Tabla 1: Lista de hallazgos clave en el estudio del envejecimiento.

Tomado de (Zainabadi 2018).

A partir de estos estudios pioneros, la investigacion en el ambito del envejecimiento
ha crecido de manera exponencial, especialmente en las dos tltimas décadas. Se han
desarrollado multitud de modelos animales para su estudio y se han descubierto un
gran niumero de genes y vias de sefializacion capaces de modular el envejecimiento
en diferentes especies, como por ejemplo el receptor de la insulina (Blither, Kahn et
al. 2003, Holzenberger, Dupont et al. 2003), el gen mTOR (Vellai, Takacs-Vellai et
al. 2003) o la familia de las sirtuinas (Kennedy, Austriaco et al. 1995, Tissenbaum
and Guarente 2001, Zhang, Bai et al. 2010). Esto ha llevado incluso a descubrir
agentes, que modulando estas vias de sefializacion, son capaces de aumentar la
longevidad en modelos animales, siendo la metformina (via de la insulina) en 2008
(Anisimov, Berstein et al. 2008) y la rapamicina (via de mTOR) en 2009 (Harrison,
Strong et al. 2009) los dos primeros farmacos que se postularon como moduladores

del proceso de envejecimiento.
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1.1.4 Cantidad versus calidad de vida

La gran mayoria de estudios iniciales sobre el envejecimiento tenian como objetivo
analizar el efecto de distintas intervenciones sobre la longevidad de los organismos
que estudiaban, y de hecho se consiguieron importantes aumentos en la longevidad
de diversas especies. Sin embargo, en la ultima década, conforme se ha ido
avanzando en el conocimiento y especialmente al tratar de trasladar los hallazgos al
ser humano, la comunidad cientifica poco a poco ha pasado de centrarse en la
cantidad de vida a tratar de mejorar la calidad de vida de las personas mas

envejecidas (Olshansky 2018).

Todavia existe debate en cuanto al limite de la esperanza de vida en el ser humano
(Dong, Milholland et al. 2016, Rozing, Kirkwood et al. 2017), pero en general la
esperanza de vida contintia aumentando en la mayoria de poblaciones (Kontis,
Bennett et al. 2017). El principal problema al que se enfrenta la sociedad actual es
que la esperanza de vida aumenta a un ritmo mayor que la calidad de vida, llevando
a una acumulacion de morbilidad al final de la vida, lo que provoca un gran gasto
social y econdmico, asi como un gran desgaste para la persona y para sus cuidadores.
Las enfermedades asociadas al envejecimiento son por tanto un reto global ya que
son la principal causa de muerte y discapacidad en los paises desarrollados
(Crimmins 2015, Beard, Officer et al. 2016). Un envejecimiento “Optimo” seria
aquel en el cual un individuo se mantiene sano hasta el final de sus dias, y solo
presenta enfermedad o discapacidad un breve periodo de tiempo hasta su muerte. No
obstante, esto no es lo que encontramos en la mayoria de los ancianos, actualmente
las personas pasan gran parte de los ultimos afios de su vida con alguna enfermedad
o discapacidad. En la siguiente figura podemos observar un grafico que ejemplifica
el problema actual (Figura 2), en el que tenemos un largo periodo con enfermedades
asociadas al envejecimiento, la parte inferior de la figura muestra lo que seria

optimo, con un periodo de enfermedad mucho mas breve, lo que se conoce como la
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compresion de la morbilidad, término acufiado por James Fries hace cinco décadas

(Fries 1980).

Healthspan Age-Related Disease

Normal Aging

Today

v

Lifespan

Optimal

Longevity

Figura 2: Envejecimiento actual vs. envejecimiento éptimo.

Tomado de (Seals and Melov 2014)

El principal objetivo del estudio del envejecimiento y sus causas es conseguir que la
enfermedad y discapacidad aparezcan lo mas tarde posible, para ello es
imprescindible conocer los mecanismos del envejecimiento a nivel celular y
molecular, ya que es ahi donde se encuentra el germen de todas las enfermedades y
afecciones asociadas a este proceso, esta es una de las principales hipdtesis de la
denominada “gerociencia”, una iniciativa recientemente desarrollada desde el NIH
de Estados Unidos que acoge a un gran numero de investigadores del campo del
envejecimiento. Esta iniciativa tiene como objetivo desarrollar terapias y métodos
preventivos para las enfermedades asociadas al envejecimiento, entendiéndolas
como productos del proceso de envejecimiento (Kennedy, Berger et al. 2014).
Citando la conclusion del estudio de James Fries en 1980 podemos apreciar que,
incluso antes del auge de la investigacion en envejecimiento, ya existia esta vision:
“La extension de la vitalidad de los adultos dentro de una longevidad fija comprime
el periodo de senescencia cerca del final de la vida. Las estrategias de investigacion
en salud para mejorar la calidad de vida de las personas requieren del estudio
minucioso de la variabilidad de los fenomenos del envejecimiento y como podrian

ser modificados” (Fries 1980).
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Uno de los ejemplos que se acerca a un envejecimiento “Optimo” es el de los
centenarios, siendo un modelo para estudiar por las caracteristicas de su proceso de
envejecimiento. Generalmente, estas personas llegan al final de su vida manteniendo
la funcion de sus capacidades fisiologicas a un mejor nivel que el resto de los
individuos cuando llegan a este punto (octogenarios). Los centenarios muestran una
compresion de la morbilidad muy destacable, con un periodo de enfermedad y
discapacidad generalmente mas breve que el resto. En nuestro grupo siempre nos ha
interesado estudiar a estos individuos y cudles son los genes o vias moleculares que
sobreexpresan, como busqueda de posibles factores que contribuyan al
envejecimiento saludable (Serna, Gambini et al. 2012, Borras, Abdelaziz et al. 2016,
Borrés, Serna et al. 2017, Borras, Ingles et al. 2020, Borras, Mas-Bargues et al.
2020).

1.1.4.1 Fragilidad

1.1.4.1.1 Concepto

En los humanos, distintas funciones fisiologicas se ven mermadas a medida que
envejecemos. Pero esto no ocurre en todas las personas de la misma forma, la edad
bioldgica y la edad cronoldgica no siempre estan correlacionadas (Mitnitski,
Mogilner et al. 2002). Existen individuos dentro de una poblacion que presentan una
capacidad funcional mas reducida, son mas vulnerables y se encuentran expuestos a
la dependencia. Para identificar a estos individuos se acuii¢ el término de persona o
anciano fragil, dado que estos individuos aparecen con mucha mas frecuencia en
edades avanzadas de la vida (Campbell and Buchner 1997). La fragilidad se trata
por tanto no de una enfermedad si no de un sindrome, provocado por el deterioro en

multiples sistemas del organismo.
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No existe una definicion universal de fragilidad, sin embargo, la que mas cerca esta
de serlo y que todavia utilizamos es la dada por Linda Fried y colaboradores en 2001,
definida como “el estado fisiologico caracterizado por un aumento de la
vulnerabilidad a las agresiones externas, como resultado de una disminucién o
desregulacion de las reservas fisiologicas de multiples sistemas, originando
dificultades para mantener la homeostasis” (Fried, Tangen et al. 2001). El estado de
fragilidad, definido por una serie de criterios que comentaremos mas adelante, es
uno de los mayores predictores de dependencia y mortalidad, mejor incluso que la
edad cronologica, correlacionandose muy estrechamente con la calidad de vida del
anciano(Mitnitski, Mogilner et al. 2002, Rockwood and Mitnitski 2007). Se trata
ademas de un estado dinamico y modificable con distintas intervenciones, siendo la
mas estudiada el ejercicio fisico, la fragilidad es més dificil de modificar a medida
que el sindrome avanza, por lo que el diagnostico y tratamiento temprano es una de
las claves para mejorar la calidad de vida en los ancianos (Vellas, Wayne et al. 1997,

Bortz 2002, Chen, Mao et al. 2014).

La prevalencia de este sindrome aumenta drasticamente con la edad, encontrando
muy pocos individuos por debajo de los 65 afios que cumplen los criterios propuestos
por Fried (Collard, Boter et al. 2012). Existen multiples estudios que intentan
averiguar la prevalencia real de la fragilidad, siendo esta modificada por factores
socioecondmicos, situdndose en torno al 10% para los mayores de 65 afios y del 25%

para los mayores de 85 (Shamliyan, Talley et al. 2013).

Una de las principales criticas a la definicion de Fried que ha surgido en los tltimos
afios es que esta fragilidad esta muy centrada en el sistema musculoesquelético del
individuo ya que todos los criterios que se utilizan para clasificar a un individuo
como fragil dependen del estado fisico del individuo. Por tanto, han surgido
multiples definiciones y criterios que incluyen otros aspectos que se deterioran en

los individuos mas envejecidos. Estos aspectos, como el estado cognitivo, emocional
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o social, contribuyen también al aumento de la vulnerabilidad a las agresiones

externas (Rockwood, Song et al. 2005).

1.1.4.1.2 Criterios clinicos de fragilidad

Se han realizado un gran ntimero de estudios que tratan de definir el estado de
fragilidad en base a unos criterios que pueden ser utilizados en la clinica. En este
trabajo nos centraremos en comentar los propuestos por Linda Fried y colaboradores,
ya que siguen siendo los mas usados en la actualidad nos basaremos en ellos para
realizar el trabajo. En este estudio se propusieron 5 criterios y se identifico a los
individuos como fragiles si cumplian al menos 3 de estos criterios, los que cumplian
1 o 2 se consideraron prefragiles y los que no cumplian ninguno, robustos o no

fragiles. Los criterios propuestos son los siguientes:

I.  Pérdida de peso no intencionada de al menos 4,5 Kg o un 5% del peso
corporal total en el Gltimo afio o durante el seguimiento.
II.  Fuerza de agarre por debajo del percentil 20, ajustado por sexo e indice de
masa corporal (IMC).
III.  Agotamiento referido por el propio paciente, identificado por la escala
CES-D.
IV.  Lentitud de la marcha identificada por el tiempo en andar 4,5 m por debajo
del percentil 20, ajustado por sexo y altura corporal.
V.  Bajo nivel de actividad fisica cuantificado por una estimacion de las

kilocalorias consumidas por semana.

Como hemos comentado previamente, estos criterios se basan exclusivamente en el
estado fisico de los individuos, por lo que existen otras escalas que tratan de incluir
criterios relacionados con el estado cognitivo, emocional o social. Por ejemplo,
Rockwood y colaboradores desarrollaron un indice en el que se identifican 70

déficits relacionados con estos aspectos, correlacionando el estado de fragilidad con
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la dependencia para las actividades basicas (ABVD) e instrumentales (AIVD) de la
vida diaria (Rockwood, Stadnyk et al. 1999, Rockwood, Song et al. 2005). Ademas,
diversos autores tratan de separar la fragilidad de la discapacidad, definiendo la
fragilidad como un estadio precursor sobre el que se puede actuar para prevenir la
dependencia (Martin Lesende, Gorrofiogoitia Iturbe et al. 2010, Abizanda, Sanchez-

Jurado et al. 2011).

Dado el interés creciente en intervenciones que retrasen la aparicion de la fragilidad
se han desarrollado adaptaciones de las pruebas de fragilidad para poder ser usadas
en animales de investigacion como los ratones (Walston, Fedarko et al. 2008, Parks,
Fares et al. 2012, Liu, Graber et al. 2014, Whitehead, Hildebrand et al. 2014, Gomez-
Cabrera, Garcia-Valles et al. 2017). Estas pruebas se basan en la capacidad fisica de
los ratones cuantificada mediante diversas pruebas que se asemejan a las utilizadas
en humanos. Esto permite determinar qué ratones son fragiles dentro de una cohorte

y evaluar diferentes estrategias para revertirla o prevenirla.

1.1.4.1.3 Sarcopenia

En los individuos fragiles se alteran multiples 6rganos y sistemas que contribuyen
al sindrome de fragilidad, siendo el més importante el sistema musculoesquelético.
La sarcopenia se caracteriza por una pérdida de fuerza y de masa muscular que
ocurre tipicamente en los individuos ancianos. A nivel tisular, el tejido muscular de
las personas con sarcopenia presenta cambios que también se correlacionan en
mayor o menor medida con el envejecimiento del organismo. Estos cambios son una
menor area transversal de las fibras, una mayor denervacion de las unidades motoras,
una mayor proporcion de fibras lentas (tipo 1) y el deposito de lipidos

intramusculares (Lang, Streeper et al. 2010, Larsson, Degens et al. 2019).

Todos estos cambios contribuyen a una menor fuerza muscular, que a su vez lleva a

un mayor riesgo de fragilidad. A nivel molecular, se han propuesto numerosos
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mecanismos que contribuyen al desarrollo de la sarcopenia. Entre estos mecanismos
encontramos la senescencia de las células satélite, que se encargan de regenerar el
tejido muscular, el estrés oxidativo aumentado en el musculo de los individuos con
sarcopenia, o la inflamaciéon cronica que se asocia al envejecimiento(Pascual-

Fernandez, Fernandez-Montero et al. 2020).

1.1.5 Factores promotores del envejecimiento en mamiferos

Este apartado podria ocupar todo el trabajo, ya que engloba décadas de trabajos en
el ambito del envejecimiento y las vias y procesos implicados en é€l, tanto a nivel
molecular como celular. Existen varias revisiones realizadas recientemente por
importantes investigadores en este campo de estudio, que pretenden sintetizar las
causas del envejecimiento que conocemos hasta ahora (Mahmoudi and Brunet 2012,
Lépez-Otin, Blasco et al. 2013, Kennedy, Berger et al. 2014). Para demostrar que
una via molecular o un proceso bioldgico esta implicado directamente en el proceso
de envejecimiento nos basamos en tres caracteristicas: este debe aparecer a medida
que aumenta la edad de un organismo, su agravamiento deberia acelerar el proceso
de envejecimiento y su mitigacion deberia ralentizarlo o mejorar la calidad de vida

de los individuos envejecidos.
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Figura 3: Recopilaciones de las causas del envejecimiento.

Tomado de (Lopez-Otin, Blasco et al. 2013) y (Kennedy, Berger et al. 2014)

Como se puede observar en la Figura 3, los procesos mas importantes implicados en

el envejecimiento se han recopilado de manera similar y serian los siguientes:

Dafio a las macromoléculas.

Inestabilidad gendmica.

Alteraciones epigenéticas.

Afectacion de los telomeros.

Pérdida de la proteostasis.

Alteraciones en el metabolismo de los nutrientes.
Disfuncion mitocondrial.

Deficiente adaptacion al estrés.

L ® N »n kW=

Senescencia celular.
10. Pérdida de capacidad regenerativa.

11. Alteracion de la comunicacion intercelular e inflamacion.

Huelga decir que estas no son las finicas causas del envejecimiento y que existen

multiples formas de clasificarlas, pero es importante recalcar que el envejecimiento
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es algo global en el que se implican numerosos mecanismos que se relacionan entre
si, es decir, si conseguimos modificar alguno de estos procesos también
observaremos cambios en los demas. Todos estos procesos son complementarios y
es seguro que a medida que avance nuestro conocimiento iran apareciendo mas.
Ademas, pueden servirnos de marcadores que podemos determinar al estudiar los
efectos de distintas intervenciones sobre el envejecimiento. Si queremos comprobar
que una intervencion esta actuando sobre el proceso de envejecimiento a nivel
molecular, generalmente estudiamos las modificaciones que induce en estos

procesos.

En los siguientes puntos de la introduccion se describen de manera mas detallada los

procesos asociados al envejecimiento en los que esta centrado el presente trabajo.
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1.2  Senescencia celular
1.2.1 Definicion

La senescencia celular fue descrita por primera vez cuando el Dr. Leonard Hayflick
y sus colaboradores observaron que las células presentaban una capacidad limitada
de proliferacion en un cultivo celular (Hayflick and Moorhead 1961, Hayflick 1965).
Estos experimentos demostraron que los fibroblastos humanos proliferaban a un
ritmo alto al comienzo del cultivo, pero tras un determinado numero de
duplicaciones estas células dejaban de proliferar y presentaban cambios fenotipicos,

manteniéndose viables, aunque sin conseguir dividirse.

Los numerosos estudios realizados con posterioridad llevaron a la conclusion de que
la senescencia celular seria en principio un mecanismo protector frente al cancer
(caracterizado por la proliferacion incontrolada), por el cual las células entran en una
detencion irreversible del ciclo celular tras sufrir determinados estimulos, como el
danio al ADN, el acortamiento excesivo de los telomeros, las mutaciones
oncogénicas o la inestabilidad de la cromatina. Una vez las células entran en
senescencia, son eliminadas por el sistema inmune, permitiendo al resto de células
sanas proliferar (Campisi and d'Adda di Fagagna 2007, Collado, Blasco et al. 2007).
Este proceso, que tiene como principal propodsito evitar la propagacion de las células
dafiadas, necesita de un sistema eficiente de eliminacion y sustituciéon para mantener
la homeostasis. En organismos envejecidos, esta renovacion se vuelve ineficiente,
bien por una ineficacia del sistema inmune o por un agotamiento de la capacidad de
regeneracion, resultando en el acimulo de estas células en los tejidos (Wang, Jurk

et al. 2009).
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1.2.2 Indicadores de senescencia celular

Bajo un microscopio optico, las células senescentes presentes en cultivos celulares
experimentan alteraciones morfologicas, como hipertrofia, vacuolizacion vy
acumulacion de granulos (Kuilman, Michaloglou et al. 2010, Rodier and Campisi
2011, Campisi 2013). También exhiben un patrén inusual en la heterocromatina
nuclear, conocidos como focos de heterocromatina asociados a la senescencia
(Narita, Niinez et al. 2003), estos focos estan formados por loci de genes
relacionados con la progresion del ciclo celular, como las dianas del factor de
transcripcion E2F. Existen multitud de marcadores de senescencia celular, no
estando todos siempre presentes en las células senescentes, en este trabajo
explicaremos mas profundamente los marcadores que hemos utilizado para realizar

el trabajo.

1.2.2.1 p-galactosidasa asociada a la senescencia

Las células senescentes presentan ademas una actividad caracteristica de la enzima
[-galactosidasa, capaz de catalizar reacciones a pH 6, lo que la distingue de la
enzima comun, que tiene un pH 6ptimo de 4-4,5, este tipo de enzima se conoce como
[-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-B-gal) y fue descrita en el afio 1995
por el Dr. Dimri y colaboradores en fibroblastos y queratinocitos humanos (Dimri,
Lee et al. 1995). En el afio 2000, David Kurz y colaboradores demostraron que la
SA-B-gal es esencialmente la misma [-galactosidasa que se encuentra en los
lisosomas de las células eucariotas. Sin embargo, en las células senescentes se
acumulan lisosomas disfuncionantes, asi como lipofuscinas (que son productos de
degradacion de los lisosomas, debido a la mayor abundancia de lisosomas en estas
células, se puede detectar su actividad a pH 6, que es un pH suboptimo (Kurz, Decary

et al. 2000).
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La SA-B-gal es el marcador mas comunmente usado para detectar las células en
estado senescencia, y ha sido usado universalmente desde su descubrimiento,
describiendo su presencia en un gran numero de tipos celulares, tanto en células en
cultivo (Reznikoff, Yeager et al. 1996, Serrano, Lin et al. 1997, Bodnar, Ouellette et
al. 1998, van der Loo, Fenton et al. 1998, Matsunaga, Handa et al. 1999) como en
tejidos (Mishima, Handa et al. 1999, Pendergrass, Lane et al. 1999, Sigal, Rajvanshi
et al. 1999).

1.2.2.2 Inhibidores del ciclo celular

Como hemos dicho, las células senescentes presentan una detencidon en su
proliferacion, por lo tanto, es l0gico que aumente la expresion de proteinas
relacionadas con la inhibicion del ciclo celular. En la senescencia celular juegan un
papel especialmente importante las ciclinas y las quinasas dependientes de ciclinas
(CDKs). Estas proteinas son indispensables para la correcta progresion del ciclo
celular, y su inhibicion sirve de freno a la proliferacion. La actividad de estas ciclinas
estd regulada por dos tipos de inhibidores: las proteinas de la familia INK4 (INK4a,
INK4b, INK4c e INK4d) y las de la familia Cip/Kip (p21, p27 y p57) (Sherr 1995,
Sherr and Roberts 1995).

De entre todos los inhibidores del ciclo celular, la proteina mas caracteristica de la
senescencia celular es pl6™** esta proteina se encuentra codificada por el gen
CDKN2A, que presenta un ajustamiento alternativo que codifica la proteina p14**F
en el humano y su ortéloga p19*** en el raton, ademas, este se encuentra relacionado
con el gen CDKN2B que codifica la proteina p15™**". Las proteinas p16™**y
p15™%** 5on inhibidores de CDK4 y CDK6, dos quinasas encargadas de fosforilar
Rb para permitir la progresion del ciclo, ya que cuando Rb se encuentra
hipofosforilada, secuestra los factores de transcripcion relacionados con E2F,
necesarios para la duplicacion del ADN (Serrano, Hannon et al. 1993, Quelle, Zindy

et al. 1995).
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El aumento de la expresion de pl16™* ha sido usado clasicamente como un
marcador de senescencia en los estudios in vitro, ya que generalmente sus niveles se
correlacionan con la proporcion de células senescentes en el cultivo. Ademas de
p16™%4 existen otros inhibidores del ciclo celular (p21™/CiP! p275IP! y 1] 5TNKD)
que han demostrado ser capaces de inducir la senescencia en distintas células
(Mirzayans, Andrais et al. 2012). Sin embargo, cabe destacar que la inactivacion de
estos factores de manera individual no siempre previene la senescencia, y pueden
existir células con las caracteristicas de una célula senescente que no expresan
alguno de estos factores, llevando a la conclusion de que los inhibidores del ciclo
celular actian de manera complementaria en el proceso de senescencia celular, no
siendo factores imprescindibles para su desarrollo (Pantoja and Serrano 1999,

Latres, Malumbres et al. 2000, Herbig, Jobling et al. 2004).

1.2.2.3 Pérdida de lamina B1

La determinaciéon de SA-B-gal ha sido el marcador mas usado para demostrar la
presencia de células senescentes tanto en estudios in vitro como in vivo, no obstante,
este marcador presenta una importante limitacion, al tratarse de una actividad
enzimatica, la enzima debe ser funcional para poder detectarla. Esto impide su uso
como marcador de senescencia en tejidos fijados previamente, ya que la fijacion
inhibe completamente la accion enzimatica. Para superar esta limitacion, el grupo
de la Dra. Campisi describio en 2012 un método basado en la determinacion de la
pérdida de la lamina B1, una proteina presente en la membrana nuclear en las células
normales, pero que desaparece cuando estas entran en senescencia (Freund, Laberge
et al. 2012). Este hecho ha sido comprobado en varios tejidos y actualmente la
pérdida de lamina B1 se trata de un marcador de senescencia celular cada vez mas
usado, correlacionandose adecuadamente con la positividad para SA-B-gal
(Dreesen, Chojnowski et al. 2013, Chen, Zheng et al. 2014, Baar, Brandt et al. 2017,
Wang, Ong et al. 2017).
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Las laminas son una familia de proteinas que forman parte de la membrana nuclear
de las células eucariotas, se dividen en laminas de tipo A, cuyas mutaciones son
causantes de las laminopatias (distrofias musculares, cardiomiopatia, lipodistrofia y
progeria de Hutchingson-Gilford), y laminas de tipo B, que son necesarias para la
correcta organogénesis. La lamina B1 ha demostrado regular el crecimiento y la
proliferacion celular, y el descenso de esta proteina durante la senescencia
desencadena profundos cambios en la organizacion de la cromatina nuclear (Shah,

Donahue et al. 2013).

1.2.2.4 Fenotipo secretor asociado a la senescencia

Cuando las células entran en el estado de senescencia las moléculas que secretan
cambian radicalmente, es lo que se conoce como fenotipo secretor asociado a la
senescencia o SASP por sus siglas en inglés, estas células comienzan a liberar
distintos factores al medio: metaloproteinasas, interleuquinas pro-inflamatorias,
quimiocinas, interferon, factores de crecimiento y proteasas, entre otros (Campisi
1997, Shelton, Chang et al. 1999, Kuilman and Peeper 2009, Coppé, Desprez et al.
2010). Estos factores contribuyen significativamente al efecto de la senescencia
celular sobre la funcioén tisular. A medida que un tejido envejece y se comienzan a
acumular células senescentes, los factores liberados por estas actian de manera
deletérea sobre el propio tejido y sobre el organismo, aumentado la respuesta

inflamatoria cronica que se observa durante el envejecimiento.

La citoquina mas caracteristica del SASP es la interleuquina-6 (IL-6), una
interleuquina pro-inflamatoria con un gran nimero de efectos a nivel tisular y
sistémico, que se relaciona con varias afecciones de base inflamatoria como la
obesidad o la aterosclerosis (Fuster and Walsh 2014). La expresion de IL-6 se ha
asociado al dafio al ADN y las mutaciones oncogénicas en distintos tipos celulares

(Coppé, Patil et al. 2008, Kuilman, Michaloglou et al. 2008, Rodier, Coppé et al.
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2009), este efecto puede considerarse beneficioso inicialmente, ya que es un
mecanismo por el cual las células comunican su estado a las células adyacentes, el
problema radica en que la acumulacion de las células senescentes con el
envejecimiento contribuye al aumento de los niveles de esta y otras moléculas pro-
inflamatorias. A su vez, esta inflamacion promovida por la acumulacion de células
senescentes se correlaciona con la inflamacion sistémica que acompafia tanto al
proceso de envejecimiento como a varios sindromes asociados como la fragilidad

(Tchkonia, Zhu et al. 2013).

1.2.3 Senoliticos

La nocidon de que la acumulacion de células senescentes en el organismo contribuye
de manera significativa al envejecimiento, en parte debido a la liberacion de factores
perjudiciales por el SASP, llevo a investigar la posibilidad de eliminar de alguna
forma estas células y comprobar su efecto sobre el envejecimiento. El estudio
fundamental en este aspecto se realiz6 en 2011 por Baker y colaboradores, en el que
se cred un raton progeroide que presentaba un gen suicida unido al promotor de

INK4a,
6

pl esto permitio a los investigadores activar la apoptosis de las células que

expresaran pl6™k4

, una caracteristica que presenta la mayoria de las células
senescentes. En el estudio se demostrd que la eliminacion de células senescentes
conseguia paliar la disfuncién asociada al envejecimiento de varios tejidos (musculo,
tejido adiposo y ojos), mejorando la calidad de vida de los animales envejecidos

(Baker, Wijshake et al. 2011).

A partir de entonces comenz6 la busqueda de los llamados senoliticos, moléculas
capaces de inducir la muerte selectiva de las células senescentes, que son una de las
grandes promesas en el campo del envejecimiento, siendo potencialmente utiles en
un gran nimero de patologias asociadas al envejecimiento, como la sarcopenia, la

insuficiencia renal, osteoporosis, aterosclerosis, etc (Tchkonia, Zhu et al. 2013).
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La comparacion transcriptomica entre células senescentes y sus homologas ha
abierto un amplio abanico de vias moleculares que actiian en el mantenimiento del
estado de senescencia, siendo de especial importancia la resistencia a la apoptosis
(Zhu, Tchkonia et al. 2015). Las células senescentes necesitan mantener inhibida la
via de la apoptosis para mantenerse con vida, y esto es lo que tratan de explotar la
mayoria de senoliticos. Inhibiendo ciertas moléculas relacionadas con la resistencia
a la apoptosis, como la familia de Bcl-2, se consigue la muerte por apoptosis de las
células senescentes, no afectando al resto de células (Chang, Wang et al. 2016,
Yosef, Pilpel et al. 2016, Zhu, Tchkonia et al. 2016). Pese a ser un ambito muy
novedoso, los senoliticos han demostrado ser capaces de reducir el nimero de
células senescentes también en humanos (Hickson, Langhi Prata et al. 2019). En la
actualidad, este es uno de los campos con mas auge dentro del estudio del
envejecimiento, con un nimero creciente de nuevas moléculas y ensayos clinicos

sobre el efecto de estas en multiples enfermedades asociadas al envejecimiento.

1.2.3.1 Apoptosis

Cuando una célula recibe un dafio tiene varios mecanismos para evitar que se
propague, dependiendo el tipo y la intensidad del dafio, la célula puede morir por
necrosis, morir por apoptosis, o entrar en estado de senescencia. La necrosis consiste
en la ruptura de la membrana celular, con la consiguiente liberacion del contenido
que causa una reaccion inflamatoria. La apoptosis, tradicionalmente conocida como
muerte celular programada, es un proceso mediante el cual el contenido celular se
mantiene empaquetado en los llamados cuerpos apoptdticos, que son fagocitados por
el sistema inmune, evitando la respuesta inflamatoria (Alberts, Johnson et al. 2002).
Las células senescentes muestran una caracteristica resistencia a entrar en el proceso
de apoptosis, a pesar de recibir estimulos pro-apoptoticos, en parte debido a la
sobreexpresion de moléculas anti-apoptoticas (Wang 1995, Hampel, Malisan et al.

2004).
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1.2.3.2 Vias moleculares de la apoptosis

La apoptosis puede ser inducida por dos vias distintas: la via intrinseca y la via
extrinseca. La via intrinseca es activada por distintos tipos de estrés celular como el
estrés oxidativo, el dafio al ADN o la hipoxia. Esta via estd gobernada por la
mitocondria, en la membrana mitocondrial se encuentran distintas proteinas de la
familia de Bcl-2, que incluye proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2, Bel-6, Bel-xL) y pro-
apoptoticas (Bax, Bak, Bad, Bid). En ausencia de sefiales de dafio celular pro-
apoptoticas estas proteinas se encuentran en equilibrio en la membrana mitocondrial,
pero cuando un estimulo inicia esta via, las proteinas pro-apoptoticas se activan y se
agregan formando poros en la membrana mitocondrial que permiten la salida de
citocromo c al citosol. El citocromo ¢ se une en el citoplasma a la proteina Apafl
para formar el apoptosoma, un heptaimero que recluta a la Caspasa-9 para iniciar la
cascada de las caspasas y finalizar el proceso de apoptosis. Las caspasas son una
familia de proteasas que se encuentran inactivas de manera constitutiva y solo se
activan durante el proceso de apoptosis, permitiendo la degradacion de multiples
componentes celulares, terminando en la muerte celular y la formacion de los

cuerpos apoptoticos.

La via extrinseca de la apoptosis consiste en la activacion de los receptores de muerte
celular presentes en la membrana plasmatica mediante sefiales extracelulares.
Existen dos tipos de receptores: el receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) y
el receptor Fas. Cuando estos receptores son activados, por ejemplo, por la presencia
del ligando de Fas (FasL) en la membrana de un linfocito citotdxico, su dominio
intracelular se une a caspasas iniciadoras (principalmente a la Caspasa-8) formando
el complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC), que a su vez activa a las
caspasas ejecutoras para inducir la apoptosis. Existen tres caspasas donde confluyen
las diferentes vias de la apoptosis, conocidas como caspasas ejecutoras, estas son las

Caspasas 3, 6 y 7 (Alberts, Johnson et al. 2002).
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1.2.3.3 Indicadores de apoptosis

La apoptosis es un proceso dindmico que termina con la condensacion y
fragmentacion nuclear y la formacion de los cuerpos apoptoticos, estos cambios
pueden ser observados bajo la luz de un microscopio 6ptico, pero existen otros
marcadores moleculares que nos permiten distinguir las células que han entrado en

el proceso de apoptosis.

En primer lugar, ocurre una pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica, esto
hace que la fosfatidilserina, un fosfolipido que se encuentra en la cara citosdlica de
la membrana, pase a formar parte de la cara externa, esta molécula parece ser un
importante factor de sefializacion para la fagocitosis de los cuerpos apoptoticos. Este
proceso ha sido clasicamente estudiado mediante la unién y determinacion de la
Anexina V, una proteina que se une especificamente a la fosfatidilserina en presencia
de calcio, descrito por primera vez en 1994 (Koopman, Reutelingsperger et al. 1994),
y es actualmente el marcador mas usado para la apoptosis temprana. Para estudiar la
apoptosis mas tardia se utiliza la determinacion del citocromo c liberado por las
mitocondrias o la forma activa de las diferentes caspasas, que pueden indicarnos la
via concreta del proceso apoptdtico: Caspasa-9 activa para la via intrinseca, Caspasa-
8 activa para la extrinseca y Caspasa-3/7 activa para la via final (Plenchette,

Filomenko et al. 2004).
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1.3  Estrés oxidativo

1.3.1 Definicion

El estrés oxidativo se define como la alteracion del balance entre las especies
oxidantes y las anti-oxidantes, en favor de las primeras (Sies 1985). El oxigeno es el
ultimo aceptor de electrones en la respiracion celular y por tanto un elemento basico
para la vida. La formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) es un producto
inevitable de las infinitas reacciones que ocurren en una célula, por lo que los seres
vivos han desarrollado mecanismos protectores (anti-oxidantes) que disminuyen el
dafio oxidativo (Slater 1984, Halliwell 1996). El estrés oxidativo aparece cuando
existe un exceso de moléculas pro-oxidantes, una deficiencia de las anti-oxidantes,

o ambos factores al mismo tiempo.

Los radicales libres son especies quimicas que poseen uno o mas electrones
desapareados en su capa de valencia, que las convierte en especies con una gran
reactividad, se caracterizan por un gran poder oxidante y una vida media muy corta.
Estas especies son muy abundantes en los seres vivos y sirven como moléculas de
sefalizacion en un gran nimero de vias moleculares, sin embargo, debido a su alta
reactividad, son capaces de danar estructuras celulares como el ADN, proteinas,
carbohidratos o lipidos (Fridovich 1978, Simic and Taylor 1988, Simic, Bergtold et
al. 1989).

Los radicales libres son compuestos derivados principalmente del oxigeno (ROS),
en la definicion de ROS también se contemplan otras moléculas como el H>O,, que
pese a no ser estrictamente un radical, generalmente dan lugar a la formacion de
radicales. Ademas, también existen otros radicales libres no derivados del oxigeno,
que estan atrayendo interés en los ultimos afios, como los derivados del nitrogeno

(RNS).
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Normalmente las ROS estan producidas por los procesos bioldgicos y vias
moleculares propios de las células. Entre estos encontramos la reaccion de Fenton-
Haber-Weiss, las oxidasas de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato, los
peroxisomas, los citocromos, las citoquinas, lipooxigenasa, ciclooxigenasa, y la mas
importante, la cadena de transporte de electrones en la mitocondria (Figura 4).
Ademas, también existen ROS exogenas que provienen de la dieta, los xenobioticos,
el humo del tabaco, la polucion o las radiaciones ionizantes (Finkel and Holbrook

2000, Balaban, Nemoto et al. 2005).
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Figura 4: Vias moleculares del estrés oxidativo.

Tomado de (Carney 2008).
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1.3.2  Estrés oxidativo y envejecimiento

En 1956, el Dr. Denham Harman formul6 la teoria de los radicales libres del
envejecimiento, que propone que los radicales libres del oxigeno y el dafio que
gjercen sobre las macromoléculas son responsables de los cambios que observamos
con el envejecimiento. Los organismos mas viejos presentan un mayor grado de
dafio oxidativo y muestran una acumulacion de formas oxidadas de proteinas, lipidos

y ADN (Harman 1956).

En los afos subsiguientes se llevaron a cabo numerosos estudios en varios
organismos que parecian indicar que la reduccion del estrés oxidativo, o el aumento
de la resistencia a ¢l, podian aumentar la longevidad (Miquel and Economos 1979,
Harrington and Harley 1988, Phillips, Campbell et al. 1989, Orr and Sohal 1994,
Melov, Ravenscroft et al. 2000). Sin embargo, en los ultimos afios se ha
reconsiderado el papel de los radicales libres en el envejecimiento. Los recientes
estudios realizados en C. elegans y en levaduras mostraron que un aumento de las
ROS podria aumentar la longevidad (Van Raamsdonk and Hekimi 2009, Mesquita,
Weinberger et al. 2010). En ratones, mutaciones que aumentan las ROS
mitocondriales y el dafio oxidativo no aceleraban el proceso de envejecimiento (Van
Remmen, lkeno et al. 2003, Zhang, lkeno et al. 2009), ademas, algunas
manipulaciones que aumentan las defensas antioxidantes no aumentan la longevidad
(Pérez, Van Remmen et al. 2009). Paralelamente, el estudio de la sefalizacion
intracelular ha evidenciado el papel regulador de las ROS, desencadenando sefales
de supervivencia y proliferacion en las células, en respuesta a sefales fisioldgicas y

de estrés (Sena and Chandel 2012).

Por tanto, tenemos dos corrientes de pensamiento, por una parte, el dafio oxidativo
aumenta con la edad y podria contribuir al proceso de envejecimiento, sin embargo,
es imposible obviar el papel de las ROS como moléculas de sefializacion. Una de las

mas recientes perspectivas asume que las ROS juegan un importante papel en mediar
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una respuesta de estrés ante el dafio causado por el envejecimiento, al aumentar la
edad del organismo, las ROS aumentan demasiado y agravan este deterioro (Hekimi,

Lapointe et al. 2011).

1.3.3 Daiio oxidativo a las biomoléculas

1.3.3.1 Lipidos

Los lipidos, y en concreto los acidos grasos poliinsaturados, son muy susceptibles al
ataque de los radicales libres, en especial los radicales hidroxilo e hidroperoxilo.
Este proceso, conocido como peroxidacion lipidica, comienza cuando un radical
libre contacta con un carbono en la cadena alifatica de un &cido graso. Esta reaccion
se produce generalmente en los carbonos continuos a un doble enlace en los acidos
grasos poliinsaturados, que estabiliza los radicales libres formados. Estos radicales
pueden reaccionar con cadenas cercanas de otros acidos grasos poliinsaturados,
tomando un hidrégeno y comenzando la reaccion en cadena (Ayala, Muifioz et al.

2014).

El ataque de un radical libre genera varios subproductos, como aldehidos,
isoprostanos, 4-hidroxinonenal, etano y pentano. Estos productos también pueden
ser una fuente de dafio para otras biomoléculas y pueden usarse como marcadores
del dafio oxidativo, uno de los mas usados para determinar la peroxidacion lipidica

es el malondialdehido (MDA) (Esterbauer and Cheeseman 1990).

1.3.3.2 Proteinas

Los aminodacidos de las proteinas contienen residuos que pueden ser atacados por
los radicales libres, el principal es el radical hidroxilo. El dafo que provocan los
radicales libres en las proteinas puede llevar a cambios en su estructura, que a su vez

llevaran a una pérdida o modificacion de su funciéon. Estas proteinas son
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normalmente recicladas por el proceso de autofagia celular, pero a medida que
avanza el envejecimiento estos sistemas de reciclaje funcionan peor y comienzan a
acumularse proteinas disfuncionales, que pueden ser perjudiciales para la célula

(Berlett and Stadtman 1997).

Algunos aminoacidos como la prolina, lisina y arginina, al ser oxidados por un
radical libre, forman grupos carbonilo. La determinacion de los grupos carbonilo es
un buen indicador de la cantidad de oxidacion presente en las proteinas (Stadtman

1992, Fedorova, Bollineni et al. 2014).

1.3.3.3 Acidos nucleicos

Cuando el ADN sufre un dafio oxidativo, se forman una serie de subproductos, uno
de los mas estudiados es la oxidacion de la 2-deoxiguanosina a 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina (8-0xo-dG), este subproducto tiene un gran efecto mutagénico, ya
que durante la replicacion produce transformaciones en las purinas (Kasai and
Nishimura 1984). El dafio oxidativo al ADN se encuentra muy correlacionado con
el dafio al resto de estructuras, ya que por ejemplo la oxidacion de enzimas de

reparacion del ADN amplifica el dafio al propio ADN (Breen and Murphy 1995).

El ADN mitocondrial presenta mayores niveles de dafio oxidativo que el nuclear
(Richter, Park et al. 1988), esto esta causado por varios mecanismos que lo hacen
mas susceptible a este tipo de dafio. E1 ADN mitocondrial no presenta histonas que
reciban parte del dafo oxidativo, la reparacion es menos efectiva, y se encuentra
muy cerca de la cadena de transporte de electrones, que produce grandes cantidades
de ROS (Giulivi and Davies 1993, Suter and Richter 1999). Otro factor distintivo es
que el ADN mitocondrial no presenta intrones, por lo que las modificaciones en las

bases tienen generalmente un impacto mayor (Ames, Shigenaga et al. 1993).
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1.4 Telomeros

1.4.1 Definicion

En los cromosomas eucariotas existen unas secuencias de ADN especializadas que
forman los telomeros, palabra que significa “el final de un cromosoma”, y que como
este nombre indica, son secuencias de nucledtidos especificas que se encuentran al
final de la secuencia génica de un cromosoma. Los telomeros contienen secuencias
de nucledtidos repetidas que permiten su replicacion efectiva, y junto a las
estructuras proteicas que forman el teldmero se encargan de proteger el final del
cromosoma y evitar que la maquinaria celular lo confunda con una molécula rota de
ADN que necesita reparacion. La secuencia repetida es similar a lo largo de todas
las especies eucariotas, siendo en el humano la secuencia TTAGGG, que se repite
miles de veces en cada telomero. Estas secuencias son reconocidas por una serie de
proteinas especificas que atraen a la zona de replicacion una enzima llamada
telomerasa, que se encarga de restaurar estas secuencias cada vez que una célula se

divide (Figura 5) (Alberts, Johnson et al. 2002).
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1.4.2 Papel de los telémeros en el envejecimiento

La acumulacion de dafio al ADN con la edad parece afectar de manera particular a
determinadas regiones del genoma como los telomeros. Las ADN polimerasas
convencionales no son capaces de replicar completamente el final de la molécula de
ADN de un cromosoma, solamente existe una enzima capaz de hacerlo conocida
como telomerasa (Blackburn, Greider et al. 2006). La principal causa del
acortamiento de los telomeros durante el envejecimiento es que la mayoria de las
células somaticas de los mamiferos no expresan la telomerasa, lo que causa un
acortamiento progresivo de los telémeros con cada division celular, llevando tras un
nimero de divisiones a una inestabilidad gendémica que hace imposible la
proliferacion, dirigiendo a las células hacia la apoptosis o la senescencia (Blasco
2007). Esto queda ejemplificado en el limite de Hayflick, conocido también como
senescencia replicativa (Hayflick 1965), que se observa en las células cultivadas in
vitro, que presentan una capacidad proliferativa limitada. De hecho, la expresion de
la telomerasa en estas células mediante ingenieria genética consigue inmortalizar la
linea celular llevando a las células a una proliferacion virtualmente infinita (Bodnar,

Ouellette et al. 1998).

En los humanos y otros mamiferos se observa un acortamiento de los telomeros en
la mayoria de los tejidos a medida que envejecen. Existen enfermedades humanas
asociadas a una deficiencia de telomerasa, como la fibrosis pulmonar, la
disqueratosis congénita o la anemia apldsica, que tienen como punto en comun la
pérdida de capacidad regenerativa de estos tejidos (Armanios and Blackburn 2012).
En modelos animales genéticamente modificados se demuestra esta importancia de
los telomeros en el envejecimiento, ya que los ratones con teldomeros mas cortos o
mas largos muestran una menor o mayor longevidad, respectivamente (Blasco, Lee
et al. 1997, Herrera, Samper et al. 1999, Toméas-Loba, Flores et al. 2008, Armanios,
Alder et al. 2009). Si atendemos a estudios en animales con un envejecimiento

fisioldgico, se demuestra que la induccion de la expresion de telomerasa consigue
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retrasar el envejecimiento sin aumentar la probabilidad de cancer (Bernardes de

Jesus, Vera et al. 2012).

No solo es importante la longitud de los telémeros, sino también la acumulacion de
dafio en esta porcion del ADN. En la mayoria de las células, al carecer de la
maquinaria necesaria para la reparacion de estos extremos, la acumulacion de dafio
genomico durante el envejecimiento en esta zona es mayor. Esto afecta de manera
muy llamativa a la capacidad proliferativa y de regeneracion de las células que
presentan un dafio importante al ADN telomérico, incluso con una longitud normal

(Fumagalli, Rossiello et al. 2012).
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1.5 Epigenética

1.5.1 Definicion

La epigenética se trata de un término que engloba todos los mecanismos de
regulacion de la expresion génica que no dependen de la secuencia de ADN. Estos
mecanismos incluyen la metilacion, acetilacion, fosforilacion o ubiquitinacion. A
través de la modificacion del ADN o de la maquinaria reguladora de la expresion
génica, como las histonas o la cromatina, las células consiguen regular muy
estrechamente qué genes se expresan en cada momento y en qué medida (Alberts,
Johnson et al. 2002). No es objetivo de este trabajo analizar exhaustivamente los
procesos epigenéticos, pero si introducir brevemente como se afectan durante el

envejecimiento.

1.5.2  Alteraciones epigenéticas durante el envejecimiento

Durante el envejecimiento se suceden una serie de cambios a nivel epigenético,
como alteraciones en los patrones de metilacion del ADN, modificaciones
postraduccionales de las histonas y remodelado de la cromatina (Talens, Christensen

etal. 2012).

Los patrones de metilacion del ADN durante el envejecimiento han sido estudiados
en varias especies, observandose en primer lugar una hipometilacion global del
genoma. Estudios realizados mas tarde dejaron claro que existen varios /oci sujetos
auna hipermetilacion en el envejecimiento, como por ejemplo /oci asociados a genes
supresores de tumores (Maegawa, Hinkal et al. 2010). Las células provenientes de
humanos o ratones con progeria muestran patrones de metilacion similares a los

encontrados en organismos envejecidos (Osorio, Varela et al. 2010).
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En cuanto a los cambios que suceden en las histonas a medida que un organismo
envejece encontramos un aumento en la acetilacion de la histona H4K 16, una mayor
metilacion de las histonas H3K4 y H4K20, o una menor metilacion de la histona
H3KO9 (Fraga and Esteller 2007). Ademas, la modificacion genética de estas histonas
o sus proteinas reguladoras como las deacetilasas aumentan la longevidad en

diferentes modelos animales (Greer, Maures et al. 2010, Jin, Li et al. 2011).

A nivel de la cromatina, el envejecimiento causa un cambio en su arquitectura, con
una pérdida global de la heterocromatina (Oberdoerffer and Sinclair 2007). Los
factores que se encargan del remodelado de la cromatina, como el grupo Polycomb,
se encuentran disminuidos en células envejecidas, sugiriendo una pérdida de la
plasticidad de la cromatina con el envejecimiento (Pegoraro, Kubben et al. 2009,

Pollina and Brunet 2011).

1.5.3 Relojes epigenéticos

Encontrar un buen biomarcador de la edad biologica de una célula, tejido o individuo
ha sido una de las grandes metas del estudio del envejecimiento, todavia queda
mucho por investigar en este campo, pero probablemente el marcador mas robusto
de edad biologica en la actualidad sea el reloj epigenético (Horvath and Raj 2018,
Mozhui, T. Lu et al. 2021). Existen varios relojes epigenéticos y todos ellos se
basan en los patrones de metilacion del ADN que suceden con la edad en las
diferentes células y tejidos de un organismo. En 2013, Steve Horvath publico el que
seria el primer trabajo que desarrolla un reloj epigenético con una alta correlacion
entre la edad epigenética y la edad biologica de diferentes células y tejidos (Horvath
2013). Este reloj se basa en un tipo particular de mecanismo epigenético: la
metilacion de la citosina-5 en las islas CpG. Durante el envejecimiento se da una
hipermetilacion del genoma principalmente en estas islas. Mediante el analisis
epigenético de miles de muestras de diferentes edades obtuvo un patrén de

metilacion de 353 islas CpG que se correlaciona de manera muy exacta con la edad
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de cada tejido, bautizado como el reloj de Horvath. La edad epigenética estimada
por este reloj estd muy cercana a cero en las células madre embrionarias y en las
células madre pluripotentes inducidas, se correlaciona con el nimero de pases en las
células cultivadas in vitro y puede medirse en un gran nimero de tejidos y especies.
Es importante destacar que la edad epigenética no se correlaciona con la edad
mitdtica, ya que esta edad aumenta de manera similar tanto en tejidos con un alto
nivel replicativo como en los tejidos post-mitoticos. Tampoco es un marcador de
senescencia, ya que la edad epigenética aumenta tanto en lineas celulares
inmortalizadas como en células con elevado porcentaje de senescencia. Después de
este primer reloj se han desarrollado varios relojes basados en el patron de metilacion
del ADN, obteniendo diferentes relojes que utilizan distintas islas CpG (Hannum,
Guinney et al. 2013, Weidner, Lin et al. 2014, Galkin, Mamoshina et al. 2021).
Todos ellos son unos excelentes marcadores de edad biologica en distintas especies
y su uso ha crecido exponencialmente en el campo del envejecimiento, aportando
grandes avances en el estudio basico de la biologia de este proceso. Otro de sus usos
mas destacados es como biomarcador de la eficacia de las intervenciones para

modular el envejecimiento.
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1.6 Regeneracion tisular

1.6.1 Células madre

Las células madre son células con la capacidad de dividirse de forma asimétrica, esto
quiere decir que pueden dar lugar a una copia de si mismas y a una célula que
comenzara a diferenciarse hacia alguno de los tipos celulares que derivan de esa
estirpe en concreto. Las células madre se forman durante la formacion del embrion
y dan lugar a todos los tejidos del organismo. Parte de estas células quedan en nichos
especificos durante la edad adulta, siendo necesarias para la homeostasis. Dentro de
los diferentes tejidos existen poblaciones celulares que se encuentran en continua
division para mantener la homeostasis del tejido, como por ejemplo en el colon, en
la piel o en la médula 6sea. Existen otros tejidos como el rifion o el musculo que
presentan células en estado quiescente y solamente comienzan a dividirse y repoblar
el tejido cuando este ha sufrido un dafio. Por tltimo, existen tejidos cuya reparacion
tras un dafio mediante la repoblacion de las células que han muerto no es posible,
como las neuronas del cerebro o los cardiomiocitos del corazéon (Zakrzewski,

Dobrzynski et al. 2019).

De acuerdo con su capacidad de diferenciacion en distintos tejidos, las células madre
pueden dividirse en (Figura 6):
e Totipotentes: Pueden dar lugar a todos los tejidos del organismo, incluyendo
a tejidos extraembrionarios como la placenta. La tnica célula totipotente es
el cigoto, que se forma a partir de la unidén de un espermatozoide y un évulo.
e Pluripotentes: Son capaces de formar todos los tejidos de las tres capas
germinales, pero no a tejidos extraembrionarios. En este grupo encontramos
a las células madre embrionarias, que dan lugar a los tejidos durante la
embriogénesis.
e Multipotentes: Pueden dar lugar a tejidos de una capa germinal: mesodermo,

endodermo o ectodermo.
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Unipotentes: Solamente pueden dar lugar a un tipo celular determinado. En
estos dos ultimos grupos encontramos a las células madre adultas, que
forman parte de los nichos especificos de cada tejido y se encargan de

repoblarlos (Jaenisch and Young 2008).

A B C

-Embryo- 1 -Adult -
Pluripotent Multipotent Unipotent
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Figura 6: Clasificacion de las células madre segun su potencia.

Tomado de (Martinez-Agosto, Mikkola et al. 2007)

1.6.1.1 Células madre adultas

Llamamos células madre adultas a las células madre que tras la embriogénesis y

formacion de los 6rganos y tejidos quedan en nichos especificos durante toda la vida

del organismo. Estas células se encargan de dar lugar a las células maduras que

forman un tejido, generalmente estas células madre generan células progenitoras

intermedias antes de llegar a las células completamente diferenciadas. Las células

madre adultas se dividen en tres grupos atendiendo a la capa germinal de la que se

originan: mesodermo, ectodermo y endodermo.
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De las tres capas germinales, las células madre mesenquimales son las mas
estudiadas y las mas aplicadas en medicina regenerativa. Fue en 1970 cuando estas
células fueron aisladas por primera vez (Friedenstein, Chailakhjan et al. 1970), desde
entonces se han conseguido aislar de multiples tejidos adultos, como la pulpa dental,
el periostio, el musculo, el hueso o el tejido adiposo (Nakahara, Goldberg et al. 1991,
Bosch, Musgrave et al. 2000, Gronthos, Mankani et al. 2000, Zuk, Zhu et al. 2002,
Tuli, Tuli et al. 2003). Estas células pueden diferenciarse hacia multiples linajes,
como el musculo, la grasa, el cartilago o el hueso. De hecho, estas células son
capaces de diferenciarse in vifro hacia linajes fuera del mesodermo, como células
neurales que provienen del ectodermo (Song and Tuan 2004). Una de las principales
ventajas de estas células en su uso en medicina regenerativa es que son muy poco
inmunogénicas, ya que no presentan algunos péptidos del complejo mayor de
histocompatibilidad, lo que hace menos probable su rechazo (Le Blanc, Tammik et

al. 2003).

1.6.1.2 Células madre derivadas de tejido adiposo (CMTAs)

Formando parte del tejido adiposo adulto existen un grupo de células madre
multipotentes, que son capaces de formar tejidos del mesodermo, como tejido 6seo,
muscular o adiposo. Estas células fueron identificadas y aisladas por primera vez en
2002, desde entonces las CMTAs se han convertido en una fuente muy usada en
medicina regenerativa (Zuk, Zhu et al. 2002). Las CMTAs presentan ventajas
respecto a otras células madre mesenquimales provenientes de otros tejidos. Por
ejemplo, las CMTAs son sencillas de obtener mediante técnicas poco invasivas, en
proporcion, la cantidad de células obtenidas es mayor que en el resto de los tejidos,
pueden ser diferenciadas a tejidos de las tres capas germinales in vitro y presentan
escasa inmunogenicidad. Ademads, estas células liberan al medio extracelular
factores troficos y reguladores con un gran potencial regenerativo (Frese, Dijkman

et al. 2016).

54



1.6.2 Pérdida de la capacidad regenerativa

Una de las caracteristicas que se hace mas patente a medida que un organismo
envejece es la pérdida en el potencial regenerativo de los diferentes tejidos. Todos
los nichos de células madre que encontramos en un organismo adulto pierden
capacidad regenerativa con el envejecimiento, pudiendo realizar un menor nimero
de divisiones y en un tiempo mas prolongado (Gruber, Koch et al. 2006, Molofsky,
Slutsky et al. 2006, Conboy and Rando 2012, Lopez-Otin, Blasco et al. 2013). A
medida que el envejecimiento avanza, las células encargadas de repoblar los tejidos
dafiados sufren cambios moleculares que dificultan su replicaciéon, como por
ejemplo la acumulacion de dafio al ADN, el acortamiento de los telomeros o la

senescencia (Rossi, Bryder et al. 2007).

Pese a que una disminucion en la proliferacion de las células progenitoras influye de
manera negativa en el mantenimiento de la homeostasis del organismo, una
replicacion excesiva de estas células también puede ser perjudicial ya que acelera el
agotamiento de estos nichos. Es importante por tanto mantener la quiescencia en
determinados tipos de células madre para evitar su agotamiento, por ejemplo, la
proliferacion excesiva de las células madre intestinales de Drosophila melanogaster
conlleva un envejecimiento prematuro (Rera, Bahadorani et al. 2011). En ratones, la
inhibicion de p21“P"™ proteina encargada de inhibir el ciclo celular, causa un
agotamiento precoz de las células madre hematopoyéticas por una proliferacion
excesiva de éstas (Cheng, Rodrigues et al. 2000). En el musculo, un aumento de la
sefnalizacion mediada por FGF2 resulta en una pérdida de la quiescencia de las
células satélite y su entrada en el ciclo celular, que finalmente termina por reducir el
nimero de estas células y la capacidad de regeneracion muscular (Chakkalakal,
Jones et al. 2012). De manera analoga, la restriccion calodrica, que mejora multiples
parametros relacionados con el envejecimiento, inhibe la proliferacion excesiva en

los nichos de células madre y mejora la capacidad regenerativa de los organismos

envejecidos (Cerletti, Jang et al. 2012, Yilmaz, Katajisto et al. 2012).
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Por tanto, existe un equilibrio entre quiescencia y proliferacion dentro de los
compartimentos celulares que llevan a cabo la tarea de regenerar los tejidos, que
debe mantenerse para evitar la pérdida de capacidad regenerativa. Eventualmente, a
medida que el organismo envejece, este equilibrio se va perdiendo y las células
madre agotandose, tanto por factores celulares intrinsecos como extrinsecos
(Villeda, Luo et al. 2011). La deficiencia en la regeneracion tisular es por tanto causa
y consecuencia del proceso de envejecimiento de un organismo, resultando en la

pérdida de funcién que lo acompafia.
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1.7 Comunicacion intercelular

1.7.1 Definicion

Para que un organismo multicelular funcione correctamente, es necesario que las
células que lo forman se comuniquen entre ellas e influencien el comportamiento de
las demas, incluso en organismos unicelulares como las bacterias o las levaduras, es
necesaria una comunicacion entre células vecinas para que la colonia prospere.
Existen miles de moléculas que median la sefializacion entre las células; proteinas,
péptidos, aminoacidos, nucleotidos, esteroides, retinoides, acidos grasos e incluso
gases disueltos como el 6xido nitrico o el monoxido de carbono. Estas moléculas
son liberadas al espacio extracelular mediante exocitosis, por difusion a través de la
membrana, a través de uniones entre células o utilizando vesiculas extracelulares
como vehiculo (Alberts, Johnson et al. 2002, Mittelbrunn and Sanchez-Madrid
2012).

Las células diana responden a estas sefiales extracelulares mediante receptores, que
pueden ser de membrana, intracelulares o intranucleares, y se unen especificamente
a la molécula de sefializacion, para después generar una respuesta en la célula
mediante una cascada de senales intracelulares que modifican el comportamiento de
la célula. Existe un gran numero de vias de sefalizacion descritas y todas estan

basadas en este binomio molécula sefnalizadora-receptor.

Clasicamente, los diferentes tipos de comunicacion intercelular se han clasificado

atendiendo a la distancia que existe entre las células emisoras y receptoras, de esta
forma encontramos cuatro formas de comunicacion intercelular:

e Autocrina: Se trata de la sefializacion que ocurre cuando la célula emisora y

la receptora son la misma célula, de manera que la célula secreta factores al

espacio extracelular y al encontrarse con sus propios receptores activan

cascadas de sefializacion intracelular.
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e Paracrina: Hace referencia a las moléculas sefializadoras que actian sobre
las células que se encuentran en un entorno cercano a la célula emisora,
difundiendo a través del espacio y la matriz extracelular. Para conseguir esta
actuacion local, generalmente los ligandos se degradan por enzimas o son
eliminados por las células cercanas.

e Endocrina: Cuando las células emisoras y receptoras se encuentran en un
punto alejado del organismo, lo llamamos sefalizacion endocrina. Estas
moléculas son liberadas desde células endocrinas y generalmente tienen un
efecto mas duradero en las células diana que el resto de los tipos de
comunicacion. Las hormonas son las moléculas caracteristicas de este tipo
de comunicacion, y segun el concepto clasico son las glandulas endocrinas
(tiroides, pancreas, hipotdlamo, etc.) las que se encargan de liberar estas
moléculas. Sin embargo, mas recientemente se ha descubierto que la
mayoria de los tejidos liberan en mayor o menor medida factores que sirven
como sefializadores para tejidos distantes.

e Yuxtacrina: Se trata de un tipo de comunicacion que ocurre entre células
adyacentes, en la cual la molécula sefalizadora se mantiene asociada a la

membrana plasmatica de la célula que envia la senal.

1.7.2  Alteracion de la comunicacion intercelular en el envejecimiento

Ademads de las alteraciones intrinsecas a las células, el envejecimiento provoca
cambios negativos en la comunicacion entre las células. Por ejemplo, existe una
desregulacion en la sefializacion neuroendocrina (eje renina-angiotensina, via de la
insulina-IGF1) durante el envejecimiento. A medida que un individuo envejece, las
reacciones proinflamatorias se ven incrementadas, la vigilancia inmunologica
disminuye, y en general existe un cambio en la composicion del entorno extracelular,

afectando de manera a la funcion de los tejidos (Russell and Kahn 2007).
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La alteracion mas estudiada de la comunicacion intercelular en el envejecimiento es
el llamado “inflammaging”, que hace referencia al fenotipo que acompaia a los
individuos durante el envejecimiento, caracterizado por un estado sistémico
proinflamatorio (Franceschi, Bonafé et al. 2000). Las causas que llevan a este estado
son multiples, como la acumulacion de sefiales inflamatorias en los tejidos danados
por el proceso de envejecimiento, la incapacidad de un sistema inmune
disfuncionante de eliminar los patogenos y las células dafiadas, la propension de las
células senescentes de secretar citoquinas y factores proinflamatorios o la pérdida
de funcion de las vias de la autofagia en distintos tipos celulares. Todas estas
alteraciones resultan en una activacion de varias vias moleculares proinflamatorias,
como el inflamasoma, que lleva a una mayor produccion de IL-1, IL-6, TNF y
distintos interferones. Esta inflamacion sistémica estd muy relacionada con
enfermedades que acompafian al envejecimiento, como la diabetes tipo 2 o la
aterosclerosis, y también contribuye a la pérdida de capacidad regenerativa en
algunos tejidos como la piel (Franceschi, Bonafé et al. 2000, Franceschi and Campisi

2014).

De forma paralela a este “inflammaging”, el sistema inmune también funciona peor
a medida que envejecemos, esta “inmunosenescencia” agrava a su vez el fenotipo
del envejecimiento, ya que para el sistema inmune es cada vez mas dificil eliminar
patogenos, células malignas y premalignas, células infectadas o dafiadas y células

senescentes (Deeks 2011).

Una de las vias que consistentemente muestra una activacion durante el
envejecimiento es la de NF-kf (Adler, Sinha et al. 2007), que se encarga de la
transcripcion de multiples factores proinflamatorios. De hecho, al inhibir esta via en
la piel de ratones envejecidos, causa el rejuvenecimiento de este tejido, tanto a nivel
fenotipico como molecular. De la misma forma, la inhibicidon de esta via en ratones
envejecidos prematuramente restaura parte de los signos del envejecimiento (Osorio,

Barcena et al. 2012). Otra de las vias moleculares implicadas en el proceso de la
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inflamacion es el factor AUF1, que esta implicado en la inhibicion de la respuesta
inflamatoria al degradar el ARN mensajero de diferentes citoquinas. Los ratones que
presentan una menor expresion de AUF1 envejecen prematuramente, y al restaurar
la expresion de este factor se consigue revertir este fenotipo de envejecimiento
acelerado (Pont, Sadri et al. 2012). Como hemos explicado previamente, esta
inflamacion sistémica se encuentra estrechamente relacionada con la senescencia
celular a través del SASP. La acumulacion de células senescentes que liberan
mediadores pro-inflamatorios contribuye a agravar la inflamacion sistémica que

caracteriza al envejecimiento (Coppé, Desprez et al. 2010).

Ademas de la inflamacién sistémica que acompafia al envejecimiento, varios
estudios muestran que los cambios relacionados con el envejecimiento que ocurren
en un tejido son capaces de producir cambios similares en otros tejidos distantes que
llevan al deterioro de estos ultimos. Por ejemplo, un microambiente envejecido
contribuye a la disfuncion de los linfocitos T CD4 (Lefebvre, Maue et al. 2012), en
la misma linea, la pérdida de funcion renal que provoca el envejecimiento provoca
un aumento del riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares (Sarnak, Levey
et al. 2003). Por otro lado, las intervenciones sobre distintos procesos del
envejecimiento dirigidas a un tejido especifico pueden retrasar el envejecimiento en
tejidos distantes (Tomds-Loba, Flores et al. 2008, Durieux, Wolff et al. 2011,

Lavasani, Robinson et al. 2012).

1.7.2.1 Parabiosis

Una de las estrategias desarrolladas para actuar sobre el deterioro de la comunicacion
intercelular durante el envejecimiento es la parabiosis, que consiste en la union
anatomica de los vasos de dos animales, de manera que comparten el sistema
circulatorio. Los experimentos de parabiosis realizados en la Universidad de
Stanford, basados en el trabajo previo de McCay y colaboradores (McCay, Pope et

al. 1957), demostraron la importancia de la comunicacién intercelular y el
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microambiente en el envejecimiento (Conboy, Conboy et al. 2005, Loffredo,
Steinhauser et al. 2013). En estos estudios se unian dos ratones singénicos de distinta
edad, uno joven y otro viejo, de manera que no se provocaba un rechazo
inmunologico. Tras llevar un tiempo unidos, se evidencidé una mejoria en varios
parametros asociados al envejecimiento en los ratones viejos que habian sido
conectados a ratones jovenes. Esto sugeria la presencia de factores en el plasma de
los ratones jovenes que podian ser beneficiosos para distintas funciones deterioradas
en el envejecimiento. De manera paralela, los ratones jovenes sometidos a este

procedimiento mostraban un envejecimiento acelerado (Figura 7).

MOUSE A . * MOUSE B
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Figura 7: Efecto de la parabiosis en ratones.

Tomado de (Scudellari 2015).
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1.8 Vesiculas extracelulares

1.8.1 Definicion

En las ultimas tres décadas se ha comenzado a estudiar en profundidad un nuevo
mecanismo de comunicacion intercelular basado en la liberacion al medio
extracelular de vesiculas rodeadas de una bicapa lipidica por las diferentes células
que componen un organismo. La primera mencion a estas vesiculas aparece en 1967
cuando Peter Wolf definié como polvo plaquetario el sedimento que se obtenia al
ultracentrifugar el plasma libre de plaquetas (Wolf 1967). Més tarde, se describieron
los cuerpos apoptdticos, que son vesiculas liberadas durante el proceso de apoptosis,
capaces de funcionar como particulas sefializadoras para las células del sistema
inmune (Hristov, Erl et al. 2004). En los ltimos afios se ha hecho evidente que
practicamente todas las células, sanas o no, liberan al medio extracelular diferentes
tipos de vesiculas que median la comunicacion intercelular. Los diferentes tipos de
vesiculas han recibido varias nomenclaturas seglin su tamafio y célula que las libera:
microvesiculas, exosomas, ectosomas, endosomas, oncosomas, microparticulas, etc

(Raposo and Stoorvogel 2013).

Las vesiculas extracelulares sirven como vehiculos para la transferencia de distintas
moléculas entre las células (proteinas, lipidos, ADN, ARN, microARNSs, etc.) y se
encuentran implicadas en numerosos procesos fisiologicos y patoldgicos tales como
eliminacion de proteinas no deseadas, presentaciéon de antigenos, intercambio
genético, respuesta inmune, angiogénesis, inflamacion, metastasis tumoral y
diseminacion de patdgenos u oncogenes (Théry, Ostrowski et al. 2009, Zdller 2009,
Raposo and Stoorvogel 2013). En concreto, el tejido adiposo ha demostrado ser una
fuente importante de vesiculas circulantes, que pueden modificar la expresion génica

en tejidos lejanos a través de distintos microARNs (Thomou, Mori et al. 2017).
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Los tipos de VEs que mas se han estudiado son los exosomas y las microvesiculas
(MVs). Los exosomas son mas pequefios, ya que presentan un tamafio de entre 50 y
200nm, se forman en el interior de la célula y se acumulan en los cuerpos
multivesiculares (CMVs), mas tarde estos exosomas son liberados por la fusion de
los CMVs con la membrana plasmatica. Por otro lado, las MVs presentan un tamafio
mayor, de hasta 1000nm, aunque también se pueden encontrar MVs més pequefias,
llegando a 100nm en alguna ocasion. Las MVs se forman directamente a partir de la
membrana plasmatica, por lo que tedricamente la membrana de estas VEs presenta
la misma composicion que la de la célula de origen (Figura 8) (Raposo and
Stoorvogel 2013). Esta nomenclatura sin embargo no completamente exacta desde
el punto de vista experimental, ya que la mayoria de los métodos de aislamiento de
vesiculas se basan en el tamafio de estas, lo que no permite diferenciar entre el origen
de estas. Mas recientemente, desde la ISEV (International Society of Extracellular
Vesicles) se ha propuesto una nomenclatura basada en el tamafio de las vesiculas:
vesiculas extracelulares pequefias (small EVs en inglés) para las VEs que
tradicionalmente se nombraban como exosomas (didmetro de hasta 200nm) y
vesiculas extracelulares grandes (large EVs en inglés) para las que se nombraban
como microvesiculas (didmetro entre 200-1000nm) (Théry, Witwer et al. 2018). Este
limite que define las VEs pequefias ha ido variando en la ultima década entre 100 y

200nm.
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Figura 8: Liberacion de distintos tipos de VEs.

Liberacion de MVs y exosomas. Las MVs se forman directamente de la membrana
plasmatica. Los exosomas se forman por invaginacion de la membrana de los CMVss,
para luego ser excretados al exterior de la célula. Tomado de (Raposo and

Stoorvogel 2013).

1.8.2 Aislamiento y caracterizacion de las VEs

Una de las mayores dificultades que ha tenido el campo de estudio de las VEs es la
estandarizacion de los métodos para aislar y caracterizar estas vesiculas.
Actualmente el método mas usado es la ultracentrifugacion diferencial que permite
separar las vesiculas grandes de las pequefias. Este método se ha usado en liquidos
biologicos como el plasma, LCR, orina o liquido pleural, asi como en medio de
cultivo celular sin suero (para evitar aislar vesiculas del suero exdgeno). Se han
desarrollado otros métodos como el gradiente de densidad en ultracentrifugacion,
que permite separar mas especificamente las VEs de los agregados proteicos, la

filtracion diferencial, la citometria de alta resolucion, la cromatografia de exclusion
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por tamano o la precipitacion con polimeros como el polietilenglicol. Todos estos
métodos presentan ventajas e inconvenientes, debido a su pequefio tamafio, es dificil
obtener un aislamiento “puro” de VEs, en la mayoria de los métodos de extraccion,
a medida que se consiguen mayores cantidades de VEs se pierde pureza y al

contrario (Théry, Amigorena et al. 2006).

En cuanto a la caracterizacion de las vesiculas los métodos mas generalizados son la
demostracion de la presencia de alguna proteina especifica de las VEs, ya sea de
membrana o citosolica. Las mas usadas son las proteinas de membrana de la familia
de las tetraspaninas (CD9, CD63 y CD81), que pueden ser determinadas mediante
western blot, citometria de flujo, protedmica o mediante marcaje con oro en
microscopia electronica (Zoller 2009, Théry, Witwer et al. 2018). Otra parte
importante de la caracterizacion es la determinacion del tamafio y forma de las VEs,
para observar las VEs se necesita un microscopio electronico, ya sea de transmision,
de barrido o crio-microscopia. En su medio natural las VEs son perfectamente
esféricas, pero cuando se realiza una precipitacion para observarlas con el
microscopio electronico de transmision, estas se secan y adquieren una morfologia
de copa que tradicionalmente se considero tipica de los exosomas (Raposo, Nijman

et al. 1996).

Para cuantificar la cantidad de VEs en una muestra y poder realizar experimentos
reproducibles se han desarrollado varios métodos. Se puede utilizar el analisis de
rastreo de nanoparticulas, la citometria de flujo de alta resolucion, la cuantificacion
de proteinas, ARN y lipidos o la cuantificacion de moléculas asociadas como la
acetilcolinesterasa. Los métodos generalmente mas usados son el andlisis de
nanoparticulas, que se basa en el movimiento browniano de las VEs en solucion y
permite estimar el nimero de VEs por volumen de muestra, y la cuantificacion de
proteinas, que, si bien puede sobreestimar la cantidad de vesiculas por aislamiento
de agregados proteicos, es el método mas sencillo de usar ya que no precisa de un

equipamiento especifico (Théry, Amigorena et al. 2006, Théry, Witwer et al. 2018).
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1.8.3 Potencial regenerativo de las VEs

La terapia con células madre ha sido una de las grandes promesas de la medicina
regenerativa. Debido a su capacidad de division, las células madre deberian ser
capaces de regenerar distintos tejidos tras un dafio. Las células madre
mesenquimales (CMMs), debido a su facil aislamiento, cultivo, y a su baja
inmunogenicidad, han sido las células méas estudiadas para su aplicacion en medicina
regenerativa. Tradicionalmente, la principal hipodtesis era que las células madre
podian ser capaces de integrarse en el tejido dafiado y regenerarlo a través de la
division asimétrica. Sin embargo, recientes estudios han demostrado que las CMMs
tienen un potencial de integracion limitado, y que generalmente menos del 1%
sobrevive mas de una semana en el organismo (Miiller-Ehmsen, Whittaker et al.
2002, Lee, Pulin et al. 2009, Toma, Wagner et al. 2009, Eggenhofer, Benseler et al.
2012). A pesar de estos hechos, las terapias con CMMs han demostrado ser
beneficiosas para multitud de condiciones, asi como ser capaces de promover la
regeneracion de distintos tejidos, sugiriendo que los principales efectos de estas
células estan mediados por mecanismos paracrinos (Chen, Tredget et al. 2008,
Maguire 2013). Por ello, el secretoma de las CMMs ha comenzado a posicionarse

como una potencial terapia para la reparacion y regeneracion tisular.

Las CMMs cultivadas in vitro liberan multitud de factores al medio de cultivo.
Dentro de estos encontramos las VEs, que pueden aislarse del medio de cultivo y
han demostrado ser capaces de mejorar la regeneracion de distintos tejidos en

estudios in vitro e in vivo (Tabla 2).
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Organo

Modelo

Efecto de las VEs

Referencia

Rinon

Dafio inducido por

glicerol (raton)

Mejora de la funcion
renal, regeneracion de las
células tubulares,

inhibicion de la apoptosis

(Bruno, Grange et

al. 2009, Bruno,

Tapparo et al.
2017)

Nefrectomia (raton)

Reduccion de la fibrosis y

de la atrofia tubular

(He, Wang et al.

2012)

Higado

Fibrosis hepatica
inducida por
tetracloruro de

carbono (raton)

Disminucién de la fibrosis
y mayor supervivencia de

los hepatocitos

(Li, Yan et al.
2013)

Fibrosis hepatica
inducida por
tetracloruro de

carbono (raton)

Disminucion del dafio
oxidativo y la apoptosis a
través de la activacion de

glutation peroxidasa

(Yan, Jiang et al.

2017)

Corazon

Dafio por isquemia-

reperfusion (raton)

Reduccidn del area de

infarto

(Lai, Arslan et al.

2010)

Infarto agudo de
miocardio (ratéon y

rata)

Reduccion del area de
infarto, aumento de los
niveles de ATP, mejora

de la funcion cardiaca

(Arslan, Lai et al.

2013, Bian,

Zhang et al. 2014)

Cerebro

Infarto cerebral

(raton y rata)

Mejor funcién cognitiva,

mayor angiogénesis.

(Xin, Li et al.

2013, Doeppner,
Herz et al. 2015)

Daiio cerebral

traumatico (rata)

Aumento de la
neurogénesis y la
angiogénesis, reduccion

de la inflamacion

(Zhang, Chopp et

al. 2015)

Tabla 2: Efecto regenerativo de las VEs derivadas de CMMs en distintos

tejidos.
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1.8.4 Vesiculas extracelulares y envejecimiento

Dentro del campo del envejecimiento, el papel de los exosomas y otras VEs ha
comenzado a estudiarse en los ultimos 5 afios. Varios estudios in vitro han
demostrado el efecto de las VEs derivadas de distintos tipos de células madre sobre
parametros relacionados con el envejecimiento, estas VEs han demostrado mejorar
la proliferacion, reducir la senescencia, la apoptosis, el dafio oxidativo o el dafio al
ADN en distintos modelos celulares (Grigorian-Shamagian, Liu et al. 2017, Chen,
Rao et al. 2018, Kulkarni, Bajaj et al. 2018, Oh, Lee et al. 2018, Liu, Mahairaki et
al. 2019, Ma, Fu et al. 2019).

A pesar de que el nimero de estudios in vivo es mucho mas reducido, éstos indican
que las VEs podrian tener efecto sobre el envejecimiento de un organismo. Por
ejemplo, las VEs derivadas del suero de ratones jovenes consiguen revertir la
expresion de moléculas asociadas al envejecimiento y reducir la inflamacion
sistémica cuando son inyectados a ratones envejecidos (Lee, Kim et al. 2018, Wang,
Wang et al. 2018). En uno de los estudios pioneros en este campo, Zhang y
colaboradores demostraron que las células madre hipotalamicas son capaces de
controlar la velocidad de envejecimiento de todo el organismo a través de la
liberacion de exosomas al liquido cefalorraquideo (Zhang, Kim et al. 2017). Esto
nos indica que las VEs de una pequefia poblacion celular pueden conseguir efectos

a nivel sistémico relacionados con el envejecimiento.
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2 OBJETIVOSY
JUSTIFICACION



2.1 Objetivo general

Nuestro principal objetivo es analizar el efecto del tratamiento con VEs obtenidas
de CMTAs jovenes en distintos parametros relacionados con el envejecimiento en

ratones envejecidos.

2.1.1 Objetivos especificos

-Analizar el efecto de las VEs derivadas de CMTAs jovenes sobre la funcion fisica

y la fragilidad, la funcion renal y la regeneracion del pelaje de ratones envejecidos.

-Evaluar el efecto de las VEs derivadas de CMTAs jovenes sobre la estructura del

tejido renal y muscular de ratones envejecidos.
-Evaluar el efecto de las VEs derivadas de CMTAs jovenes sobre los marcadores
moleculares asociados al envejecimiento en el tejido renal y muscular de ratones

envejecidos.

-Evaluar el efecto de las VEs derivadas de CMTAs jovenes en un modelo in vitro de

senescencia celular.

-Estudiar el epigenoma y la edad epigenética del tejido renal, muscular, hepatico y

esplénico de los ratones viejos tratados con VEs derivadas de CMTAs.

-Analizar el contenido en microARNs de las VEs derivadas de CMTAs jovenes y

compararlo con el de las VEs del plasma de ratones viejos.
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2.2  Justificacion del estudio

La apariciéon de una comunicacion intercelular alterada es un rasgo propio del
envejecimiento, y la actuacion sobre este factor es una de las estrategias emergentes
en el campo del envejecimiento y sus enfermedades asociadas (Lopez-Otin, Blasco

et al. 2013, Conese, Carbone et al. 2017).

Por un lado, la bisqueda de factores que consigan paliar los efectos deletéreos del
envejecimiento se ha intensificado desde los primeros experimentos de parabiosis
en ratones (McCay, Pope et al. 1957, Conboy, Conboy et al. 2005, Villeda, Luo et
al. 2011, Loftfredo, Steinhauser et al. 2013, Sinha, Jang et al. 2014). Estos estudios
demostraron que existian factores en la sangre de los animales jovenes que eran
beneficiosos en los organismos envejecidos. Desde entonces se han propuesto
numerosos factores como posibles causantes de este efecto, no obstante, es dificil
pensar que sea un solo factor el que consiga el efecto beneficioso. Dada la reciente
demostracion del papel de las VEs en la comunicacion intercelular (Raposo and
Stoorvogel 2013), planteamos que estas VEs sean uno de los factores circulantes

mas importantes en el efecto de la parabiosis en animales envejecidos.

Por otra parte, las células madre mesenquimales son una terapia emergente en
medicina regenerativa, ya que son capaces de mejorar la regeneracion tisular
(Conboy and Rando 2005). La concepcidn clasica es que las células madre son
capaces de integrarse en un tejido dafiado y repoblarlo. Sin embargo, un bajo
porcentaje de células madre se mantienen vivas en el receptor durante un largo
periodo de tiempo, ademads, una gran cantidad de estas células se integra en tejidos
distantes (Miiller-Ehmsen, Whittaker et al. 2002, Lee, Pulin et al. 2009, Toma,
Wagner et al. 2009, Eggenhofer, Benseler et al. 2012). Por tanto, actualmente se cree
que estas células madre actiian preferentemente de manera paracrina, liberando

factores circulantes que mejoran la capacidad intrinseca de regeneracion de los
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distintos tejidos (Chen, Tredget et al. 2008, Maguire 2013). Dentro de estos factores
se encuentran las VEs, que ya han demostrado ser capaces de mejorar la capacidad

regenerativa ante un dafio tisular (Bruno, Grange et al. 2009, He, Wang et al. 2012,

Collino, Bruno et al. 2015).

Tomando estos dos factores en cuenta, existe un gran interés en el uso de las VEs
derivadas de células madre como factores pro-regenerativos. Y dado que una de las
claves del envejecimiento es la pérdida de la capacidad de regeneracion tisular,
planteamos el tratamiento con VEs derivadas de células madre para mejorar distintas

funciones deterioradas con el envejecimiento.
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3 MATERIALESY
METODOS



En el presente trabajo se exponen los materiales junto con los métodos.

3.1 Obtencion y caracterizacion de las células madre mesenquimales y sus

VEs
3.1.1 Modelo animal

Los animales utilizados fueron ratones del tipo wild type cuya cepa de origen es
C57BL/6J. Los animales fueron comprados a los laboratorios Jackson (Estados
Unidos), (http://jaxmice.jax.org/strain/004462.html) y han sido criados en el
animalario de la Facultad de Medicina de la Universitat de Valencia.

La colonia se mantuvo cruzando ratones wild type. Se estabularon machos y hembras
por separado, excepto en los casos en que debian estar en cruce para mantenimiento
de la colonia. Vivieron con un ciclo circadiano de 12 horas de luz 8:00-20:00 y 12
de oscuridad 20:00-08:00. Los ratones disponian de agua y comida ad libitum.

El disefio de los experimentos ha sido presentado y aprobado por el comité de ética
de la Universitat de Valéncia y por la Conselleria correspondiente, con los codigos

A1490612630929 y A1508582840889.

3.1.2 Aislamiento de células madre mesenquimales del tejido adiposo de

raton (CMTASs)
3.1.2.1 Descripcion

El cultivo celular se refiere a la obtencion de distintos tipos celulares y su
mantenimiento en un medio artificial controlado. En este caso se trata de un cultivo
celular primario, es decir, que las células han sido obtenidas directamente de un
organismo y sembradas en un frasco de cultivo. Las células madre mesenquimales
son células que se adhieren a las placas de cultivo, por lo que una vez ocupan toda
su superficie es necesario transferirlas a una superficie mas grande mediante “pases”

sucesivos.
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En el presente trabajo nos basamos en el trabajo de Zuk y colaboradores para aislar
las células madre (Zuk, Zhu et al. 2001). Para realizar el cultivo primario de células
madre mesenquimales derivadas del tejido adiposo se utilizaron ratones jovenes (3-

6 meses).

3.1.2.2 Procedimiento

1. Obtencidén del tejido adiposo: Los ratones fueron sacrificados mediante

dislocacion cervical y se procedio a la extraccion de los paniculos adiposos
inguinales en un ambiente estéril a través de la apertura de la pared
abdominal con unas tijeras estériles (Figura 9). El tejido adiposo fue
recogido en un tubo plastico estéril con PBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline, Biowest #X0515-500), a continuacion se procedid a su

disgregacion y digestion.

2. Disgregacion y digestion del tejido:

a) El tejido adiposo obtenido se coloco en una placa Petri, se elimino
el PBS sobrante con una pipeta, y con la ayuda de unas tijeras,
previamente esterilizadas, se procedio a la disgregacion mecanica
del tejido.

b) Para la digestion enzimatica se utiliz6 una solucion de Colagenasa
tipo I, que consiste en una solucion de PBS con 1% de BSA
(Albumina de suero bovino, Sigma), 0,1% de Colagenasa tipo I
(Sigma #C0130-1G) y 2 mM de CaCl,. Los fragmentos obtenidos
se mezclaron con la Colagenasa en un tubo estéril en una
proporcion 1:1 en volumen y la mezcla fue situada en un bafio

agitador a 37°C durante 1 hora.
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3.

Siembra de las células:

b)

d)

Tras la digestion del tejido se realizo una centrifugacion a 300g
durante 5 minutos a temperatura ambiente, separando los
adipocitos (fase flotante) de la fraccion estromal vascular
(precipitado), que contiene las células madre. Se realiz6 una
agitacion del tubo para terminar de separar el tejido y se centrifugod
de nuevo a 300g durante 5 minutos.

Con la ayuda de una pipeta se elimind la fase flotante que contiene
los adipocitos y el resto de sobrenadante, se resuspendid el
precipitado en medio de cultivo DMEM High glucose (Biowest
L0104-500) con un 10% de suero bovino fetal (SBF, Invitrogen) y
1% de Penicilina/Estreptomicina (P/S, Gibco).

Se hizo pasar la suspension por un filtro de nylon de 40pm,
eliminando el resto de las células diferenciadas mas grandes
(adipocitos).

Finalmente, las células provenientes de un raton se sembraron en

un frasco de cultivo T75 (75cm?).

4. Cultivo de las células: El cultivo fue realizado en una cabina de hipoxia

(Whitley H35 Hypoxystation) con una atmosfera controlada que contenia

un 3% de O, 5% de CO, y 92% de N», con una humedad del 70% y una
temperatura de 37°C. El medio usado fue DMEM High glucose,

suplementado con un 10% de SBF y un 1% de P/S, y se cambi6 cada 48h,

el volumen de medio usado en cada frasco fue de 1mL/5cm?. Cuando las

células llegaron a un 80-90% de confluencia fueron separadas del frasco

de cultivo con tripsina/EDTA (4&cido etilendiaminotetraacético) (Biowest

#X0930-100) y sembradas en nuevos frascos de cultivo. Se empleo células

de pase 2-3 para todos los experimentos de este estudio.
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Fraccion estromal

Figura 9: Aislamiento de la fraccion estromal del tejido adiposo.

3.1.3 Caracterizacion de las células madre mesenquimales derivadas del

tejido adiposo por citometria de flujo
3.1.3.1 Descripcion

Un citometro de flujo es un instrumento analitico en el que se hace pasar una
suspension de particulas no agregadas, para permitir su paso a través de las columnas
de flujo del instrumento, en este caso las particulas analizadas seran células madre
obtenidas de los frascos de cultivo. Tipicamente los citometros de flujo son capaces
de medir dos sefiales Opticas que provienen de una particula: la dispersion de la luz
y la fluorescencia.

1. Dispersion de la luz: Cuando un haz de luz incide sobre una célula, la luz se

dispersa como resultado de esta interaccion, el citometro mide dos tipos de
dispersion, frontal y lateral. La dispersion frontal se mide a 180° con relacion
al haz de luz que impacta la célula y se correlaciona con el tamaio celular. La

dispersion lateral se mide a 90° con relacion al haz de luz que impacta la célula,
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y se correlaciona con la granularidad celular y la composicion de la membrana
celular.

2. Fluorescencia: La fluorescencia ocurre en ciertas moléculas cuando son
excitadas por ciertas longitudes de onda y como consecuencia emiten luz con
otra longitud de onda. El citdbmetro es capaz de medir la intensidad de
longitudes de onda especificas emitidas por una particula, ademas, posee
laseres con distintas longitudes de onda que permiten excitar las moléculas
presentes en las particulas que fluyen. El poder de la técnica reside en la

capacidad de medir numerosas sefiales de fluorescencia en una particula.

Los aspectos de una célula que se miden mediante citometria de flujo se denominan
parametros. La dispersion frontal (tamafio) y lateral (granularidad) son intrinsecos a
cada célula y pueden medirse directamente en el citometro, en cambio, para medir
la fluorescencia es necesario usar moléculas especificas como por ejemplo
anticuerpos unidos a un fluordforo.

Un citémetro de flujo posee tres sistemas separados que nos permiten obtener datos
visualizables. El sistema de flujo permite el transporte de las particulas hacia el punto
de andlisis donde se encuentra el sistema Optico. El sistema optico consiste en dos
partes: el sistema de iluminacion, que permite dirigir la luz y los laseres de distintos
colores hacia las particulas, y el sistema de recopilacion, que esta formado por
distintos detectores que captan la luz emitida por las particulas. Por ultimo, el
sistema electronico transforma las sefiales de los detectoras en sefiales electronicas

y permite hacerlas entendibles e interpretables (Figura 10).
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Figura 10: Componentes de un citometro de flujo.

Los datos obtenidos se presentan en histogramas (x e y) en los que se puede
seleccionar qué parametros se comparan, por ejemplo, dispersion frontal en el eje x

y dispersion lateral en el eje y.

En este caso, para la caracterizacion de las células madre se usaron CMTAs en pase
2-3, al igual que en el resto de los experimentos. En ellas se estudio la expresion de
distintos marcadores de superficie generalmente presentes en CMTAs; CD29,
CD44, CD90 y CD105, asi como otros marcadores que se encuentran en células que
podrian contaminar el cultivo como células sanguineas o endoteliales (CD45 y
CD31) (Zuk, Zhu et al. 2002). Para ello usamos anticuerpos monoclonales dirigidos
especificamente a cada marcador de superficie, estos anticuerpos llevan unidas
diferentes moléculas que se excitan a una determinada longitud de onda y emiten en
otra, conocidos como fluor6foros. Estos fluordforos poseen un espectro de
absorcion, que se refiere al rango de longitudes de onda a las cuales puede excitarse,

y un espectro de emision, que se trata del rango de longitudes de onda emitidas.

El citometro usado fue el FACSAria III (BD Biosciences) y los reactivos usados

para la caracterizacion de las células madre fueron los siguientes:
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a) Anti-CD45 PE: Biolegend #147711.

b) Anti-CD31 PE: Biolegend #102407.

c) Anti-CD29 PE/Cy7: Biolegend #102221.

d) Anti-CD44 Alexa 488: Biolegend #103015.

e) Anti-CD90.2 FITC: Biolegend #105305.

f) Anti-CD105 APC: Biolegend #120413.

g) DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol): Biolegend #422801

En la siguiente tabla se muestran los distintos fluor6foros usados y la longitud de
onda que corresponde al pico de excitacion y emision, asi como la luz usada para

excitarlos y el color que emite cada uno.

Fluoroéforo Excitacion Emisiéon

PE (phycoerythrin) 546nm (verde) 578nm (amarillo)
PE/Cy7 546nm (verde) 785nm (infrarrojo)
(phycoerythrin/cyanine7)

Alexa 488 495nm (azul) 519nm (verde)
FITC (fluor isothiocianate) | 490nm (azul) 525nm (verde)
APC (allophycocyanin) 650nm (rojo) 661nm (rojo)
DAPI 358nm (ultravioleta) 461nm (azul)

Tabla 3: Fluordforos usados en citometria de flujo.

3.1.3.2 Procedimiento

1. Una vez las células se encontraban a un 100% de confluencia fueron
extraidas del frasco de cultivo mediante Tripsina/EDTA y resuspendidas.

2. La suspension de células fue centrifugada durante 2 minutos a 1000g y
resuspendida en 1mL de tampdn de citometria (PBS con un 10% de SBF y
1% de azida de sodio).
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3. Se contaron las células con un hemocitéometro y se distribuyeron 100.000
células en tubos eppendorf.

4. Se afiadié un anticuerpo monoclonal distinto a cada tubo, dejando uno sin
anticuerpo que sirvié como control de la autofluorescencia celular. Esto es
necesario ya que dependiendo del tipo las células pueden emitir
espontaneamente fluorescencia que enmascarase la del propio anticuerpo.
La concentracion final de cada anticuerpo fue de 1pg/mL.

5. Se dejaron incubar durante 30 minutos en oscuridad a 4°C.

6. A continuacion, los tubos se incubaron con DAPI (Biolegend #422801) a
una concentracion final de 3uM. Este fluoréforo penetra la membrana
plasmatica de las células muertas, permitiendo separar y cuantificar el
porcentaje de células muertas en el cultivo.

7. Los tubos se introdujeron en un citdmetro para obtener el porcentaje de

células positivas para un determinado marcador de superficie.

3.1.4 Aislamiento de VEs derivadas de células madre de tejido adiposo por

ultracentrifugacion diferencial
3.1.4.1 Descripcion

Una ultracentrifuga es esencialmente una centrifuga preparada para generar y
soportar grandes fuerzas de rotacion, con aceleraciones que llegan a 800.000-
1.000.000g. Los métodos de centrifugacion diferencial se basan en la separacion de
las diferentes particulas presentes en una solucion en base al coeficiente de
sedimentacion de cada una de ellas, este coeficiente depende entre otras cosas del
tamafio de las particulas. Es de especial interés su uso para la separacion de VEs, ya
que mediante sucesivas centrifugaciones a distintas velocidades se consigue separar
por tamafio las vesiculas y obtener un preparado enriquecido en vesiculas de un

determinado tamarfio.
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3.1.4.2 Procedimiento

1. Para el aislamiento de VEs del medio de cultivo de las CMTAs se utilizaron
células en pase 2-3. Cuando las células alcanzaron un 80% de confluencia
se cambio el medio de cultivo a un medio especifico que contenia suero
deplecionado de VEs (DMEM High glucose con 1% P/S 'y 2% de SBF sin
VEs (Gibco #A2720803). Posteriormente, las células se incubaron en ese
medio durante 48 horas.

2. Pasadas 48 horas se recogio el medio de cultivo en tubos estériles y se
centrifugd a 300g durante 10 minutos a 4°C para sedimentar las células
vivas, se recogio el sobrenadante en nuevos tubos.

3. Se realizé6 una centrifugacion a 2.000g durante 10 minutos a 4°C para
sedimentar las células muerta y otros restos celulares y se recogio el
sobrenadante en nuevos tubos.

4. Se centrifugo a 20.000g durante 30 minutos a 4°C para sedimentar restos
celulares, cuerpos apoptoticos y VEs mas grandes como las MVs. El
sobrenadante se recogio6 en tubos de ultracentrifuga con tapa para mantener
la esterilidad (Beckman Coulter #355530).

5. Serealiz6 una ultracentrifugacion a 100.000g durante 70 minutos a 4°C para
que sedimenten las VEs. Se elimind el sobrenadante y el precipitado se
diluy6 en 6 mL de PBS estéril.

6. Para eliminar agregados proteicos que suelen sedimentar en la primera
ultracentrifugacion se realizO una nueva ultracentrifugacion de Ia
suspension de PBS con VEs a 100.000g durante 70 minutos a 4°C.

7. El precipitado resultante se resuspendi6é en PBS estéril a 4°C o en el tampdn

requerido para los subsiguientes estudios.
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3.1.5 Estudio de las muestras de VEs por citometria de flujo
3.1.5.1 Descripcion

Antes de proseguir con los experimentos es necesario asegurarse de que
efectivamente se consiguen aislar VEs del medio de cultivo. Para caracterizar los
VEs derivados de células madre de tejido adiposo aislados por ultracentrifugacion
diferencial, realizamos dos técnicas, en primer lugar, una citometria de flujo para
determinar la presencia de CD63 en las vesiculas aisladas, que se trata una proteina
de membrana presente en los VEs. Después se realiz6 una preparacion de estos VEs
para visualizar en el microscopio electronico de transmision.

En la membrana de los VEs encontramos varias proteinas que pueden servirnos para
identificar la presencia de VEs en nuestra muestra, las més usadas son las
tetraspaninas, familia de proteinas a la que pertenece CD63. Para demostrar su
presencia utilizamos la técnica de citometria de flujo de alta resolucidn, tifiendo
nuestras muestras con anticuerpos monoclonales frente a CD63 unidos a un

fluoro6foro.

3.1.5.2 Procedimiento

1. Tras el aislamiento de VEs por ultracentrifugacion diferencial se
resuspendieron en 100 pL de PBS estéril.

2. Se afiadid un anticuerpo monoclonal dirigido a CD63 unido a APC
(Biolegend #143905) a cada tubo a una concentracion de 4 pg/mL dejando
incubar durante 30 minutos a 4°C en oscuridad.

3. Se usaron dos grupos como control negativo: un grupo con VEs sin
anticuerpo y un grupo sin VEs, solamente PBS y el anticuerpo a una
concentracion de 4pug/mL, para estudiar la sefial inespecifica del anticuerpo.

4. Una vez en el citometro, antes de pasar nuestras muestras fue necesario
calibrarlo con particulas fluorescentes de tamafio estandarizado (Spherotech

Nano Fluorescent Particle Size Standard Kit #NFPPS-52-4K), esto nos
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permite asegurar que el citometro puede distinguir particulas del tamafio de
una VEs.
5. Se introdujo cada tubo en el citometro para comprobar el marcaje con

CD63.

3.1.6 Analisis de la preparacion de VEs mediante microscopia electrénica de

transmision
3.1.6.1 Descripcion

Cualquier microscopio optico ordinario consta de cuatro partes importantes: una
fuente de luz, una muestra que permita el paso de esta luz, las lentes que permiten
ampliar la vista de la muestra y la imagen que nosotros vemos. En el caso de un
microscopio electronico, estas cuatro cosas son algo distintas: la luz es sustituida por
un haz de electrones; la muestra necesita una preparacion especifica que permita el
paso de los electrones y debe encontrarse en una camara de vacio, ya que los
electrones no viajan bien a través del aire; las lentes se sustituyen por una serie de
detectores electromagnéticos que recogen la informacion del haz de electrones; por
ultimo, la imagen se muestra como una fotografia que se forma al llegar el haz de
electrones a una pantalla fluorescente en la base del microscopio. Esta descripcion
se adecua al funcionamiento de la microscopia electronica de transmision (MET),
aunque también existen mds técnicas de microscopia electronica, como el
microscopio electronico de barrido, en el cual las iméagenes se forman por la
reflexion de los electrones al impactar con la muestra, no la atraviesan, por lo que

sirven para estudiar las superficies de las muestras.

Una vez obtenemos la imagen de MET podremos diferenciar las estructuras de las
muestras bioldgicas gracias a una propiedad que conocemos como electrodensidad,
que se basa en la capacidad que tienen las distintas moléculas para “atrapar” el haz

de electrones, de modo que, si el haz no es capaz de atravesar una estructura, ésta se
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mostrara como una figura electrodensa y la veremos en negro. Los VEs se muestran
generalmente como estructuras redondeadas con una membrana electrodensa y un

contenido heterogéneo.

El microscopio utilizado fue el microscopio electronico de transmision de 100kV
con camara digital AMT RX80 (8Mpx) JEM-1010 (JEOL), propiedad del Servicio

central de apoyo a la investigacion experimental de la Universitat de Valeéncia.

3.1.6.2 Procedimiento

1. Una vez realizado el aislamiento de VEs por ultracentrifugacion diferencial
siguiendo el método descrito se suspendid el precipitado que contiene los
VEs en 0,5 mL de agar al 0,4% a 37°C.

2. Se realizo6 una ultracentrifugacion a 100.000g durante 70 minutos a 4°C.

3. Se recogio el agar solidificado que contiene los VEs y se fijo en
glutaraldheido al 2,5%.

4. Serealizé una tincion de la muestra con acetato de uranilo durante 5 minutos
apH7.

5. Se realizaron varios cortes de 60 nm de la muestra con un ultramicrotomo.

3.1.7 Determinacion de la dosis de VEs para los estudios funcionales
3.1.7.1 Descripcion

Debido al reciente auge de los estudios sobre la funcionalidad de las VEs se han
desarrollado varias formas de medir la cantidad de vesiculas que contiene una
muestra, para intentar de alguna forma unificar las dosis usadas y mejorar la
reproductibilidad de los estudios. Pese a ello todavia no existe un “gold standard” en
este aspecto, tal vez el contaje de vesiculas mediante Anélisis de Seguimiento de

Nanoparticulas con instrumental especifico sea lo que mas informaciéon pueda
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aportar sobre la concentracion de vesiculas en una solucion. Sin embargo, debido a
la imposibilidad de muchos grupos de investigacion de contar con uno de estos
aparatos, anadido a la necesidad de usar las vesiculas lo mas rapido posible para
evitar la degradacion de estas, se suelen utilizar métodos indirectos para determinar
la dosis de vesiculas, como por ejemplo la determinacion de la concentracion
proteica en la muestra, usando la cantidad de proteinas como una medida indirecta
de la cantidad de vesiculas.

En el caso del presente estudio, la determinacion de la concentracion proteica se
realizé mediante el método de Lowry (Lowry, Rosenbrough et al. 1951), este método
se basa en la reaccion de Biuret, en la que los enlaces peptidicos de las proteinas
reaccionan con el cobre en condiciones alcalinas para producir Cu’, a esto sigue la
reaccion de Folin-Ciocalteu, en la cual el reactivo de Folin-Ciocalteu (acido
fosfotungstico y acido fosfomolibdico) es reducido a azul de molibdeno, mediante
la reaccion de oxidacion catalizada por el cobre de los aminoacidos aromaticos. Esta
reaccion se traduce en una solucion azul oscuro, cuya absorbancia a 660 nm se
correlaciona con la cantidad de aminoacidos aromaticos, y por tanto proteinas, en la
solucion. Este método permite medir concentraciones de proteinas entre 0,01-10

mg/mL.

3.1.7.2 Procedimiento

Método de Lowry:

1. Se preparan las siguientes soluciones:

a) Reactivo de Lowry: Se prepara afiadiendo 40mL de agua
desionizada al polvo de Lowry (Sigma-Aldrich) y mezclando
durante 30 minutos, siguiendo las instrucciones del fabricante.

b) Reactivo de Folin: Se prepara afiadiendo 90mL de agua
desionizada a 18mL de Folin-Ciocalteu phenol (Sigma-Aldrich)

2M, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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c) Solucidn estandarizada de BSA: Se pesa una cantidad de BSA y
se diluye en agua destilada para preparar una concentracion final
de 10 mg/mL, posteriormente se realizan diluciones seriadas para
obtener una curva estandar con la que comparar las absorbancias
obtenidas en las muestras de interés: 0 — 0,01 -0,1-0,5-1-2,5
—5—10 mg/mL.

2. Tras preparar las soluciones se mezclan 490 pul de agua destilada y 10 uL.
de muestra o de solucion de BSA.

3. Seafiaden 500 pL de reactivo de Lowry, se mezcla bien y se deja incubando
20 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

4. Se afiaden 250 pL de reactivo de Folin, se mezcla bien y se deja incubando
30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

5. Se transfiere cada solucion a cubetas de espectrofotometria y se mide la
absorbancia a 660 nm, siempre usando una muestra sin proteinas como
blanco.

6. La concentracion de proteinas fue determinada con el método de Lowry.

Para obtener la concentracion de proteinas en cada muestra se hace uso de la ley de
Lambert-Beer, que demuestra que la absorbancia (A) de una sustancia es
directamente proporcional a su concentracion (c), a la longitud que atraviesa la luz
(grosor de la solucion) y a una constante llamada coeficiente de extincion, que es
caracteristica de cada sustancia a una determinada longitud de onda.
A=gxlxec

Una vez medimos la absorbancia de cada solucion de BSA de concentracion
conocida, tratadas de la misma manera que nuestra muestra de interés, podemos
construir una grafica que muestre la absorbancia de cada solucion en funcion de su
concentracion, debido a que el método de Lowry sigue la concentracion de Lambert-

Beer, se obtiene una linea recta que pasa cerca del origen del grafico. Por ultimo, se
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realiza una regresion lineal de la parte recta que permite calcular la concentracion

de nuestras muestras de interés a partir de su absorbancia.

Determinacion de la concentracion proteica en muestras de VEs:

1. La muestra de VEs obtenida tras la ultracentrifugacion diferencial se
suspendid en 105uL de PBS estéril a 4°C.

2. Se separaron 5SpL de la muestra y se mezclaron con Sul de tampon
Tris/SDS/glicerol (0,250M Tris, 40% glicerol, 8% SDS), este tampo6n nos
permite romper la membrana de los VEs principalmente gracias al
dodecilsulfato sédico (SDS), que se trata de un detergente anidnico.

3. Lamuestra fue sonicada en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos para
terminar de romper las membranas.

4. La concentracion de proteinas fue determinada con el método de Lowry.

5. Para poder utilizar la misma dosis entre experimentos se cuantifico la

cantidad de proteina que habia en los 100pL de PBS de cada muestra.
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3.2 Estudios in vivo
3.2.1 Inyeccién intravenosa del tratamiento

Todos los animales empleados para los estudios in vivo tenian una edad de entre 22
y 24 meses, ya que a esta edad generalmente son considerados animales viejos. La
inyeccion intravenosa del tratamiento se realizo en la vena lateral de la cola con una
aguja de 27G a la misma hora en todos los experimentos. La dosis de VEs fue de 20
pg para el grupo tratado y para determinarla se utilizo el procedimiento descrito en
el apartado “Determinacion de la dosis de VEs para los estudios funcionales”. Todos
los animales fueron inyectados con 100 pL, bien de 20 pg de VEs en PBS (grupo
tratado) o PBS (grupo control). Los animales recibieron 2 dosis de VEs/PBS, la
primera en el dia 0 del experimento y la segunda el dia 7. Todo el experimento se
realiz6 siguiendo el método de doble ciego, ya que el experimentador no conocia el

grupo al que pertenecia cada animal.

3.2.2 Extraccién de muestras de plasma
3.2.2.1 Descripcion

El plasma hace referencia a la porcion liquida de la sangre, donde se encuentran
circulando los distintos tipos celulares que la forman. El plasma se obtiene mediante
centrifugacion de una muestra de sangre, esto permite a las células sedimentar en el
fondo del tubo, mientras que el plasma queda como sobrenadante. La diferencia del
plasmay el suero es que para obtener el plasma es necesario recoger la sangre en un
tubo con anticoagulante, esto impide la formacion del codgulo, en cambio, para
obtener suero es necesario dejar que la sangre coagule de forma espontanea y

después realizar la centrifugacion.
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3.2.2.2 Procedimiento

1. Con la ayuda de una aguja de 27G de grosor se realizo una pequefia incision
en la vena safena de la pata trasera derecha del raton.

2. Con la ayuda de una jeringa se recogieron 100 puL de sangre de cada raton
en un eppendorf con 10 uL. de EDTA como anticoagulante.

3. La sangre fue centrifugada a 1500g durante 10 minutos a temperatura
ambiente.

4. Tras la centrifugacion se recogio el sobrenadante, que corresponde al plasma
sanguineo, con la ayuda de una pipeta con filtro.

5. Larecogida de muestras de plasma se realiz6 siempre a la misma hora por
personal experimentado del animalario de la Facultad de Medicinade laUV.
Las muestras fueron recogidas en tubos de eppendorf estériles y

almacenadas a -80°C hasta su uso.

3.2.3 Estudio de la funcion fisica en ratones envejecidos
3.2.3.1 Descripcion

La pérdida de capacidad fisica progresiva con la edad es evidente en los humanos y
esto es comun a muchos otros animales, en concreto, en los ratones C57BL/6J. A
medida que envejecen puede observarse una pérdida de actividad y de capacidad
para realizar diversas pruebas fisicas (fuerza, coordinacion, fatiga, entre otros). Estas
pérdidas también ocurren en los humanos, por lo que el ratéon se considera un buen
modelo para estudiar el descenso en la capacidad fisica que ocurre con el
envejecimiento. Se han desarrollado multitud de pruebas para medir la funcion fisica
en ratones de laboratorio. Gracias a la amplia experiencia del grupo de investigacion
en este campo, decidimos determinar parametros relacionados con la fuerza, la
coordinacion motora y la resistencia a la fatiga. Existen pruebas cuantitativas

estandarizadas que ademds se correlacionan con el envejecimiento humano,
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permitiéndonos asi estudiar uno de los pardmetros mas relacionados con la pérdida
de funcion fisica: la fragilidad, definicion que se aborda en el apartado de

Introduccion de este trabajo.

3.2.3.2 Procedimiento

Determinacion de la fuerza de agarre:

Para estudiar la fuerza usamos la prueba de fuerza de agarre, para ello utilizamos un
dinamometro (Grip Strength Meter, Panlab) adaptado a roedores. Durante el
procedimiento el ratéon se encontraba suspendido por la cola y se midio la fuerza en

gramos de las patas delanteras (Figura 11). El procedimiento usado fue el siguiente:

1. Se pesa el animal en una bascula para normalizar la fuerza al peso.

2. Se sujeta el animal por la cola y se coloca en el dinamometro permitiendo
que se agarre con las patas delanteras, quedando el cuerpo del animal
paralelo al suelo.

3. El animal se deja agarrado durante 20 segundos, anotando la fuerza maxima

que ha realizado el raton.

Este procedimiento se realiza 3 veces con cada animal, dejando 10 minutos de

descanso entre determinaciones, después se anot6 la fuerza maxima de las 3 pruebas.
Para adaptar a los ratones a la prueba se realiz6 todo el procedimiento sin anotar

datos un dia antes de la toma de datos para permitir la adaptacion de los animales a

la prueba.

93



Figura 11: Prueba de fuerza de agarre.

Determinacion de la coordinacién motora:

Para el estudio de la coordinacion motora de los ratones se uso el equipo Rota Rod
(Panlab, Harvard Apparatus #76-0772). El Rota Rod es un aparato formado por una
barra de 3 mm de diametro, separada en 4 espacios para 4 animales, sobre la que se
colocan los animales. El aparato gira a una velocidad constante al principio (5 rpm)
y cuando comienza la prueba la velocidad va aumentando 1 rpm cada 8 segundos.

(Figura 12). El procedimiento usado fue el siguiente:

1. Se posa al animal sobre la barra giratoria, asegurandose de que no se cae.
colocando hasta 4 ratones por prueba.

2. Cuando todos estan subidos en la barra y llevan al menos 10 segundos sin
caerse se da comienzo a la prueba.

3. Cuando el animal cae se anota el tiempo que se ha mantenido arriba y la

velocidad que ha alcanzado el aparato en rpm.

Este procedimiento se realiz6 3 veces con cada animal, dejando un descanso minimo

de 10 minutos a cada animal. Se realiz6 todo el procedimiento con todos los ratones
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tres veces durante tres dias antes de la toma de datos para permitir la adaptacion de

los animales a la prueba.

Figura 12: Prueba de coordinacion motora.

Determinacion de la resistencia a la fatiga:

Para el estudio de la resistencia a la fatiga de los ratones utilizamos el equipo
Treadmill Control LE 8710 (Panlab, Harvard Apparatus). Se trata de una cinta
giratoria que va modificando la velocidad de movimiento, dividida en 5 carriles de
38x5cm, en los cuales se sittian los animales. En cada carril hay una zona metalica
que da un choque eléctrico cuando el animal lo toca, impidiendo que pueda parar de
correr hasta encontrarse exhausto. Se registra la distancia, el tiempo, la velocidad y
el numero de veces que el animal recibe un choque eléctrico (Figura 13). Para esta

prueba usamos el siguiente procedimiento:
1. Durante dos dias previos a la prueba es necesario que los animales se

adapten al equipo, esto se consigue con una carrera de adaptacion de 10

minutos cada dia, que consiste en:
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a. 6 minutos a 10cm/s.
b. Los siguientes 4 minutos a 14cm/s.
2. El dia de la prueba se realiza una carrera con aumento gradual de la
velocidad. La prueba termina cuando se considera que ha llegado al maximo
de fatiga, que se alcanza cuando el animal recibe 3 choques eléctricos en 5
segundos.
3. Los primeros 4 minutos los animales corren a 10cm/s.

4. A partir de este momento se aumenta la velocidad en 4cm/s cada 2 minutos.

| I

Figura 13: Prueba de resistencia a la fatiga.

Determinacion de la fragilidad:

Para cuantificar la fragilidad en los ratones usamos un “score” adaptado a roedores,
desarrollado por nuestro grupo de investigacion y basado en el fenotipo clinico de
fragilidad en humanos (Gomez-Cabrera, Garcia-Valles et al. 2017). Consiste en
cinco criterios de fragilidad que se extraen a partir de las pruebas fisicas realizadas
a los animales y de la pérdida de peso. A partir de 3 criterios se considera un animal
fragil, de forma que podemos identificar a los ratones fragiles en distintos puntos

temporales. Para el analisis los animales fueron divididos en machos y hembras
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debido a la discordancia en las pruebas fisicas entre sexos. Los criterios de fragildiad

en ratones son:

1. Pérdida de mas del 5% de peso de forma espontanea.

2. Fuerza maxima dividida por el peso del ratén en gramos por debajo del
percentil 20 de la poblacion estudiada.

3. Tiempo maximo sin caer del Rota Rod en segundos por debajo del percentil
20 de la poblacion estudiada.

4. Velocidad (cm/s) alcanzada en la prueba Treadmill por debajo del percentil
20 de la poblacion estudiada.

5. Tiempo alcanzado en la prueba Treadmill en segundos por debajo del

percentil 20 de la poblacion estudiada.

3.2.4 Estudio de la regeneracion del pelaje

3.2.4.1 Descripcion

El pelaje de los animales se forma a partir de los foliculos pilosos presentes en la
dermis, que presentan una importante poblacion de células madre que deben
proliferar para formar el pelo. Una vez depilado con cera el pelo, el tiempo que tarda
en volver a crecer se puede usar como una medida de la capacidad de regeneracion
de este tejido. Para ello se han desarrollado pruebas que permiten medir esta
regeneracion, en este estudio se estudid el tiempo que tardaban los animales en

regenerar un area de pelaje tras ser depilada.

3.2.4.2 Procedimiento

Para el estudio de la regeneracion del pelaje, justo antes de recibir la inyeccion de
VEs, se depil6 un cuadrado de 1x1 cm en la zona dorsal a cada animal con la ayuda

de cera depilatoria. El dia del tratamiento y 14 dias después, se realizaron fotografias
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digitales a la zona depilada de cada animal (Figura 14). Para el analisis de las
fotografias de una manera semicuantitativa, dos investigadores independientes al
estudio puntuaron cada fotografia del dia 14 con un niimero del 1 al 4, cada ntimero

correspondia a un estadio de regeneracion distinto:

1. Regeneracion nula (0-25% de pelaje recuperado).
Regeneracion leve (25-50% de pelaje recuperado).

Regeneracion moderada (50-75% de pelaje recuperado).

Eall

Regeneracion completa (75-100% de pelaje recuperado).

Figura 14: Regeneracion del pelaje.

3.2.5 Determinacion de la concentracion de urea plasmatica

3.2.5.1 Descripcion

La urea es un producto final del catabolismo proteico en animales, se produce en el
higado de los animales ureotélicos, es decir, que excretan el nitrdgeno aminico de
los productos nitrogenados (aminoacidos) en forma de urea. Gracias al ciclo de la
urea se obtiene urea como producto final a partir de NHy, esta urea viaja por el

torrente sanguineo y es filtrada por los rifiones, de manera que su concentracion
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aumenta en el plasma en caso de un descenso del filtrado glomerular. Existen
muchas pruebas que permiten medir la concentracion de urea en el plasma, por su
facilidad de uso las pruebas colorimétricas son las mas usadas.

En el presente trabajo usamos el kit comercial QuantiChrom Urea Assay Kit
(Gentaur #DIUR-500), este kit se basa en el método de Jung, aunque usando otro
cromogeno. El método de Jung consiste en la adicion de o-ftalaldehido a la solucion
de urea, este es capaz de unirse a la urea y formar un complejo que da color a la
solucion, la medida de la absorbancia a una longitud de onda especifica para cada
cromogeno permite obtener la concentracion de urea en la muestra, siguiendo la ley
de Lambert-Beer (explicada en Método de Lowry). En el kit comercial se mide la
absorbancia a 520 nm y se compara su medida con una solucion estandar de 50
mg/dL de urea, la curva de concentraciones detectables es lineal entre 0,006 mg/dL
y 100 mg/dL por lo que es necesario comprobar que las muestras de interés se
encuentran en ese rango, en caso contrario seria necesario diluir/concentrar la

muestra.

3.2.5.2 Procedimiento

1. Los reactivos del kit deben sacarse de la nevera y dejar que alcancen la
temperatura ambiente.

2. Todas las muestras y estandares deben medirse por duplicado.

3. Mezclar el reactivo A y el reactivo B a partes iguales, preparando volumen
suficiente segun la cantidad de muestras a medir.

4. En una placa plana de 96 pocillos, afiadir 5 pL. de agua destilada como
blanco, 5 pL de solucién estandar de urea (50 mg/dL) y 5 pL de cada una de
las muestras.

5. Anadir 200 pL de la mezcla de reactivos A y B a cada pocillo.

6. Dejar incubar 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

7. Medir la absorbancia a 520nm en un espectrofotometro.
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8. La concentracion de urea en mg/dL es directamente proporcional a la

absorbancia obtenida mediante la siguiente formula:

A(muestra)—A(blanco)
A(estandar)—A(blanco)

3.2.6 Sacrificio de los animales

Los animales se sacrificaron entre las 10:00 y 12:00 horas de la mafiana del dia
correspondiente. El método de sacrificio fue la dislocacion cervical, sin utilizar

ningun farmaco.

Una vez sacrificado el animal, se procedio a la recogida de la mayor cantidad posible
de sangre en un tubo con EDTA para la extraccion posterior de plasma.

El volumen de sangre recogido se centrifugd a 1500g durante 10 minutos a
temperatura ambiente para obtener el plasma. Seguidamente, se congeld en
fracciones a -80 °C.

A continuacion, se procedio a la apertura del craneo, para la extraccion del cerebro
y cerebelo. Posteriormente se abrio la cavidad abdominal para extraer el higado,
bazo y rifiones. Después se procedio a la apertura de la cavidad toracica para extraer
el corazon, los pulmones y la aorta. Por tltimo, se extrajo el misculo gastrocnemio
de la pata trasera derecha. Los 6rganos se congelaron en nitrogeno liquido a -189 °C
para su posterior conservacion en un congelador a -80 °C. Un 16bulo hepatico, el
musculo gastrocnemio izquierdo, un hemisferio cerebral y un rifién se guardaron en
tubos con 4% de paraformaldheido (PFA, 48 horas después se guardaron en una

solucion de 30% de sacarosa para su posterior analisis histologico.
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3.2.7 Estudio histologico del musculo y rifién de ratones envejecidos
3.2.7.1 Descripcion

El estudio anatomico de los diferentes 6rganos y tejidos que componen un organismo
consta de dos partes: la anatomia macroscopica, que involucra las estructuras que
podemos ver a simple vista y la histologia, que es la ciencia que estudia las
estructuras microscopicas que solamente podemos ver bajo un microscopio. La
histologia nace como una disciplina de propio derecho alrededor de mitad del siglo
X1V, dentro de la biologia y la medicina, aunque el estudio de los tejidos con gafas
de aumento se remonta a Marcello Malpighi (1628-1694), del que podriamos decir
que fue el fundador de la anatomia microscopica. Malpighi describio la presencia de
pequetios “sacos” en los pulmones, que hoy conocemos como alvéolos.

Para realizar un estudio histoldgico se necesitan dos cosas: una muestra y un
microscopio. La muestra debe tener el grosor necesario para dejar pasar la luz y el
microscopio la suficiente resolucion y aumento para permitir observar la estructura
deseada. Los pasos basicos para la preparacion de la muestra consisten en la fijacion
del tejido, corte, montaje y tincion, desde que comenz6 el desarrollo de la disciplina
han ido apareciendo numerosos instrumentos, tintes y microscopios cada vez mas
potentes que han permitido estudiar la practica totalidad de los tejidos de un gran
numero de seres vivos, aunque siempre quedan nuevas cosas por descubrir.

Por tanto, antes de poder tefiir la muestra son necesarios tres pasos para obtener un

corte de tejido apropiado:

1. Fijacion del tejido:

Para conseguir la fijacion del tejido se utilizan dos métodos dependiendo de la
naturaleza del fijador: fisicos y quimicos. Los fijadores fisicos se basan en una

congelacion muy rapida del tejido o bien en la aplicacion de un calor muy
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elevado, esta ultima no se suele utilizar en histologia, puesto que tiene un efecto

muy destructor sobre la estructura tisular. Existen multitud de agentes quimicos

que son utilizados para fijar el tejido, la fijacion tiene por objetivo conservar la

estructura del tejido y evitar su degradacion, inhibiendo la autolisis celular,

provocada principalmente por las enzimas contenidas en los lisosomas. Estos

se pueden clasificar en agentes coagulantes/deshidratantes y en aquellos que

establecen enlaces cruzados.

a)

b)

Agentes coagulantes/deshidratantes: son el etanol, metanol o la
acetona, que consiguen fijar el tejido por deshidratacion y
coagulacion de las proteinas, el principal problema que presentan
es la induccion de retraccion en el tejido y la mala preservacion de
los lipidos.

Agentes que establecen enlaces cruzados: en este grupo
encontramos el fijador mas usado, el formaldehido, que provoca la
formacion de puentes entre los grupos amino (NH:) de las
proteinas, intercalando las moléculas aldehidicas. Puede usarse en
forma de paraformaldehido, que es esencialmente formaldehido
polimerizado. La principal ventaja es que produce poca retraccion
tisular y es compatible con la mayoria de tinciones, conservando
adecuadamente proteinas, lipidos y carbohidratos. También se
encuentra en este grupo el glutaraldehido, otro de los fijadores mas
usados, presenta una capacidad de fijacion mayor que el
formaldehido, ya que contiene dos grupos aldehido, por ello se usa
en microscopia electronica para observar la ultraestructura del
tejido. La principal desventaja es que tiene una velocidad de
penetracion mucho mas lenta que el formaldehido al ser una

molécula mas grande.
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2. Corte del tejido:

Ademas de preservar la muestra, el fijador también consigue la turgencia
necesaria para que el tejido pueda ser cortado a un grosor que permita el paso
de la luz para observarlo al microscopio. El corte del tejido se consigue con un
microtomo, se trata de un instrumento de corte que consta de una cuchilla, que
puede ser de distintos materiales segun lo que se vaya a cortar, y un mecanismo
de engranajes que permiten ajustar el grosor de corte. El grosor de las secciones
usadas en histologia convencional generalmente se encuentra entre 2 y 50 um.
En caso de que el tejido sea fijado mediante congelacion puede usarse un
criotomo/criostato (SLEE MNT), que esencialmente es un microtomo que
permite mantener el tejido y la cuchilla a una temperatura especifica, que varia

dependiendo del tejido a cortar, generalmente entre -20 y -25°C.

3. Montaje de las secciones:

Una vez se ha obtenido una seccion del grosor deseado, esta puede colocarse
en un portaobjetos para su posterior tincion, los portaobjetos generalmente
estan fabricados con vidrio y existen multiples agentes adherentes que facilitan
la unién de la muestra al vidrio, como la gelatina o la albiimina, también existen
portaobjetos ya tratados que presentan una carga positiva en su superficie y
mejoran la adherencia del tejido. En ocasiones, cuando las secciones son tefiidas

mientras flotan en una solucion, el montaje es posterior a la tincion.

Cada tipo de tincidon necesita de un protocolo especifico para poder visualizar
adecuadamente la muestra de interés, en este trabajo se usaron dos tinciones
histologicas distintas en secciones obtenidas de musculo y rifion:
hematoxilina/eosina y Sirius red. La tincion hematoxilina/eosina se trata de la tincion
mas utilizada en histologia, contiene dos colorantes distintos que le dan el nombre.

La hematoxilina posee un color morado y es un colorante cationico (electropositivo),
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por lo que tiene afinidad por las estructuras &cidas, como el ntcleo celular (por su
contenido en &cidos nucleicos). Para tefiir necesita un metal que actia como
mordiente, ademas, la hematoxilina debe estar en su forma oxidada (hemateina) para
poder teiiir el tejido. La eosina se muestra con un color rosado y se trata de un
colorante hidrofobo y anidnico (electronegativo) por lo que se unira a las estructuras
cargadas positivamente, principalmente marcando el citoplasma. La tincion Sirius
red consiste en un colorante acido que se une con cierta afinidad a las moléculas de
aminoacidos basicos presentes en las fibras de colageno, coloreandolas de un color

rojo que muestra birrefringencia en un microscopio con luz polarizada.

3.2.7.2 Procedimiento

Una vez sacrificado el raton, se extrajeron los rifiones y gastrocnemios y fueron
sumergidos en PFA 4% (preparado en PBS) durante 48 horas, pasado ese tiempo se
guardaron en una solucién de sacarosa al 30% (preparada en PBS) para
criopreservarlos. Mas tarde fueron trasladados al Servicio central de apoyo a la
investigacion experimental de la Universitat de Valéncia donde fueron congelados a
-80°C. Con la ayuda de un criostato (SLEE MNT) se realizaron multiples secciones
de los tejidos con un grosor de 10 pm y fueron montadas en portaobjetos

gelatinizados.

Tincién Hematoxilina/eosina:

1. Las secciones fueron sumergidas en agua destilada durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

2. Se introdujeron en medio de tinciéon con hematoxilina de Mayer 1 g/L
(Sigma MHS32) durante 10 minutos.

3. Se realizd6 un paso de diferenciacion, destifiendo progresivamente las
secciones con agua corriente.

4. Se lavaron dos veces con agua destilada durante 1 minuto.
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Las secciones se tifieron con eosina (Sigma E4009) al 0,2% en agua
destilada durante 1 minuto.

Se realiz6 un paso de diferenciacion, calentando las muestras a 70°C.

Se realiz6 un lavado de 20 segundos en etanol 96°.

Se lavaron las secciones durante 3 minutos en etanol 100°.

Se aplicaron unas gotas de medio de montaje y las secciones se cubrieron

con un cubreobjetos, se uso laca de ufias para sellar los portaobjetos.

Tincién Sirius red:

AN

Las secciones fueron sumergidas en agua destilada durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

Se introdujeron en medio de tincion con Sirius red (Sigma, 365548) durante
1 hora.

Se realizd un paso de diferenciacion, destifiendo progresivamente las
secciones con agua corriente.

Se lavaron dos veces con agua destilada durante 1 minuto.

Se realiz6 un lavado de 20 segundos en etanol 96°.

Se lavaron las secciones durante 3 minutos en etanol 100°.

Se aplicaron unas gotas de medio de montaje y las secciones se cubrieron

con un cubreobjetos, se uso laca de ufias para sellar los portaobjetos.

Analisis morfométrico:

Para el analisis de la estructura de los tejidos se obtuvieron 3 imagenes de cada

seccion del rifion y del musculo. El analisis de imagen se realizo con el programa

ImageJ V1.49u. Cada imagen se ajust6 siguiendo la siguiente escala: 40 aumentos =

0,623 pm/pixel; 100 aumentos = 1,5633 pm/pixel; 200 aumentos = 3,1266 pm/pixel.
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1. Rifion:

Se obtuvieron imagenes de la corteza renal en las secciones tefiidas con

Hematoxilina/eosina y se determiné la densidad glomerular, densidad y la

dilatacion tubulares. En las secciones tefiidas con Sirius red se determino el

porcentaje de area tefida.

a)

b)

d)

Densidad glomerular: se obtuvo una imagen a 40 aumentos de cada
raton, se dibujoé un cuadrado de 1 mm de lado (4rea 1 mm?) en 2
partes de la imagen (superiores e inferior) y manualmente se
registrd el numero de glomérulos por cuadrado.

Densidad tubular: se obtuvieron 3 imagenes a 100 aumentos de
cada raton, se dibujo un cuadrado de 200 um de lado (4rea 0,4 mm?)
en 5 partes de la imagen (esquinas superiores ¢ inferiores y centro)
y manualmente se registrd el nimero de tabulos por cuadrado.
Dilatacion tubular: para el célculo de la dilatacion tubular se
obtuvieron 3 imagenes a 100 aumentos de cada raton y se midi6 el
diametro en pm de 30 tibulos por imagen.

Porcentaje de éarea tefiida con Sirius red: se obtuvieron 3 imagenes
a 200 aumentos de cada raton con luz polarizada, posteriormente,
con el programa ImageJ se ajustd el umbral en rojo y se calculd el

porcentaje de area tefiida comparada con el area total de la imagen.
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2. Miusculo:

Las imagenes se obtuvieron de las secciones transversales de la parte media del
gastrocnemio tefiidas con Hematoxilina/eosina y se determind el drea media de

las fibras musculares (area de seccion transversal).

a) Area de seccion transversal: se obtuvieron 3 imagenes a 100
aumentos de cada raton, con la ayuda de la herramienta “varita” del
programa ImageJ se midio el area de cada fibra individualmente,

midiendo 50 fibras por imagen.

3.2.8 Estudio de la presencia de proteinas especificas mediante

inmunofluorescencia
3.2.8.1 Descripcion

Dentro del estudio de la histologia encontramos numerosas subespecialidades que
se han ido desarrollando conforme han aparecido nuevos avances tecnologicos. La
histologia convencional nos permite visualizar la estructura de los tejidos, pero si
queremos estudiar la presencia y distribucion de macromoléculas que no son
distinguibles con un microscopio comun debemos servirnos de diferentes técnicas
como la inmunofluorescencia. Esta técnica se basa en la deteccion de proteinas
especificas mediante anticuerpos dirigidos, estos anticuerpos van unidos a un
fluoréforo que absorbe y emite luz a una determinada longitud de onda, de la misma
manera que en la citometria de flujo, técnica explicada anteriormente. De hecho, la
mayoria de fluor6foros pueden ser usados en ambas técnicas. Esto permite, no solo
demostrar la presencia de la proteina de interés en la muestra, si no estudiar su
distribucion a lo largo del tejido y la cantidad relativa. La técnica nacid en 1942 de

la mano del Dr. Albert Coons, que junto a sus colaboradores demostraron la
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presencia de antigenos neumococicos en diferentes tejidos, haciendo uso de un

anticuerpo marcado con fluoresceina (Albert H. Coons 1942).

Para realizar la técnica debemos realizar los mismos pasos explicados para la
histologia convencional, solo que se sustituye la parte de tincion por la de incubacion
con un anticuerpo especifico, ademas, si la proteina de interés se encuentra
normalmente en el interior celular, sera necesario permeabilizar previamente la
muestra con un detergente para permitir el paso del anticuerpo, ya que se trata de
una molécula relativamente grande. Los anticuerpos dirigidos contra una proteina
(primario) pueden tener unidos directamente un fluoréforo (inmunofluorescencia
directa) o no llevarlo, en este ultimo caso, es necesario el uso de otro anticuerpo al
que llamaremos secundario, que va dirigido al anticuerpo primario y tiene unido un
fluoréforo (inmunofluorescencia indirecta). Los anticuerpos secundarios van
dirigidos a la especie donde se ha generado el primario, por lo que si se quiere
realizar un doble marcaje (estudiar dos proteinas distintas en la misma seccion), es
necesario que los anticuerpos primarios provengan de especies distintas y cada uno
de los secundarios lleve unido un fluor6éforo que emita luz en una longitud de onda

distinta.

Una vez se tienen las secciones de tejido con los anticuerpos unidos, es necesario un
microscopio de fluorescencia para poder observarlas, se trata de un tipo especial de
microscopio cuyo sistema Optico permite excitar los fluoréforos y observar
determinadas longitudes de onda. Posee un sistema de iluminacién con una ldmpara
que emite luz de una alta intensidad, estas lamparas pueden ser de varios materiales,
siendo las de mercurio las mas frecuentemente usadas. Esta luz pasa a través de unos
filtros que solo permiten el paso de un determinado rango de longitudes de onda
(filtro de excitacion), que se deben seleccionar segtn el fluoréforo que se use, de
esta manera se consigue excitar el fluoréforo y que emita luz en otra longitud de
onda. Para poder observar la muestra es necesario un filtro de emision, que solo

dejara pasar la luz en un rango de longitudes de onda donde emite el fluordforo
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usado, asi se consigue visualizar el marcaje a través del microscopio. De igual forma
que en la citometria de flujo, los tejidos emitiran fluorescencia de fondo que debe

ser considerada a la hora de analizar las imagenes.

Una de las mejoras introducidas en la microscopia de fluorescencia es el desarrollo
del microscopio confocal, se trata de un microscopio de fluorescencia que permite
reconstruir imagenes en 3D y mejorar el contraste. Este tipo de microscopio posee
un colimador espacial “pinhole”, esto es basicamente un diafragma que permite
captar solamente la luz proveniente del plano focal de la muestra que se esta
observando. En un microscopio de fluorescencia convencional se ilumina y se recibe
la luz de toda la muestra, esté enfocada o no, lo que hace perder nitidez a la imagen,
mientras que en el confocal se selecciona solamente la luz proveniente del plano
focal. Ademas, el microscopio confocal se acompafia de una computadora y
normalmente cuenta con varios laseres, lo que permite visualizar en tiempo real

imagenes con varias longitudes de onda.

El microscopio usado fue el FLUOVIEW FV1000 (Olympus), propiedad del
Servicio central de apoyo a la investigacion experimental de la Universitat de

Valéncia, y los reactivos, diluciones y anticuerpos usados fueron los siguientes:

a) Rabbit Anti-Ki67 1:1000: ThermoFisher #PA5-19462

b) Rabbit Anti-Laminin 1:1000: ThermoFisher #PA1-16730

¢) Rabbit Anti-Lamin B1 (LMNBI1) 1:100: Proteintech #12987-1-
AP

d) Alexa 647 Goat Anti-Rabbit 1:1000: Abcam #ab150079

e) Alexa 488 Goat Anti-Rabbit 1:1000: Abcam #ab150077

f) Hoechst 33342 1:1000: Invitrogen #H3570
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En la siguiente tabla (Tabla 4) se muestran los distintos fluoréforos usados y la
longitud de onda que corresponde al pico de excitacion y emision, asi como la luz

usada para excitarlos y el color que emite cada uno.

Fluoroéforo Excitacion Emision
Alexa 488 495nm (azul) 519nm (verde)
Alexa 647 650nm (rojo) 665nm (rojo)
Hoechst 350nm (ultravioleta) 461nm (azul)

Tabla 4: Fluordforos usados en inmunofluorescencia.

3.2.8.2 Procedimiento

Las secciones se obtuvieron de la misma forma que la expuesta en el punto anterior
(estudio histologico). Una vez montadas en los portaobjetos, se procedid con el

marcaje.

1. Las secciones se sumergieron durante 30 minutos a 95°C en tampon Tris-
EDTA (Tris 10mM, EDTA 1mM, Tween 0,05%, pH 9) para realizar un
desenmascaramiento de los antigenos. Segun el método de fijacion y la
proteina que se quiera estudiar es necesario realizar este
desenmascaramiento, en los tejidos fijados con aldehidos es necesario
realizarlo para muchas proteinas, ya que, al establecer los puentes cruzados
entre moléculas, los antigenos pierden su conformacion nativa, haciendo
mas dificil la unién del anticuerpo.

2. Se dejaron enfriar las muestras durante 1 hora a temperatura ambiente.

3. Las secciones fueron sometidas a una permeabilizacion de las membranas
celulares, se usé un determinado detergente dependiendo de donde se
encuentre el antigeno de interés, siempre incubando las muestras a
temperatura ambiente:

a) Proteina nuclear (Ki67): 0,1% Triton X-100 durante 10 minutos.
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10.

11.
12.

13.

b) Proteina citoplasmatica: 0,1% Triton X-100 durante 10 minutos.
¢) Proteina en membrana (LMNB1): 0,1% Tween durante 10 minutos
(el Triton X-100 rompe las membranas).
d) Proteina extracelular (Laminina): No es necesario permeabilizar,
aunque se realizo un lavado con 0,1% Tween durante 10 minutos.

Se pint6 el exterior de los portaobjetos con un boligrafo hidrofébico, esto
permite gastar menos reactivos para cubrir las secciones (300 pL por
portaobjetos).
Se anadi6 una solucién de bloqueo a las secciones compuesta por 0,1%
Tween en PBS con un 10% de suero de cabra y se dejo incubar durante 1
hora a temperatura ambiente. La solucion de bloqueo permite reducir la
unidn inespecifica de los anticuerpos a otras proteinas del tejido que no son
la de interés. Lo ideal es usar el suero de la especie donde se han generado
los anticuerpos secundarios que van a usarse, ya que este suero contiene
anticuerpos que se uniran a sitios de unioén no especificos.
Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo primario durante toda la
noche a 4°C, el anticuerpo fue diluido en la misma solucién de bloqueo
(0,1% Tween en PBS con un 10% de suero de cabra).
Se realizaron 3 lavados simple en cubeta con 0,1% Tween en PBS.
Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo secundario durante 2 horas
a temperatura ambiente en oscuridad, el anticuerpo fue diluido en la misma
solucion de bloqueo.
Se realizaron 3 lavados simples en cubeta con 0,1% Tween en PBS.
Las secciones fueron incubadas con Hoechst diluido 1:1000 en PBS, durante
30 minutos a temperatura ambiente. El Hoechst es un fluoréforo que se une
al ADN, permitiendo distinguir los nucleos en las preparaciones.
Se realizaron 3 lavados simples en cubeta con PBS.
Se secaron las secciones por decantacion y se colocaron dos gotas de medio
de montaje acuoso (Dako) justo antes de colocar el cubreobjetos.

Finalmente se sellaron las preparaciones con laca de uiias.
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3.2.9 Determinacion de malondialdehido mediante cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC)

3.2.9.1 Descripcion

La cromatografia es una técnica que se basa en la separacion de los distintos
componentes que forman una solucion, lo que permite su identificacion, asi como
determinar la cantidad del analito a estudio. Dentro de este campo encontramos
varios tipos de cromatografia: en papel, en capa fina, de liquidos o de gases. En el
presente trabajo se utilizo la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC por sus
siglas en inglés), que es la técnica de cromatografia mas usada en la actualidad. La
HPLC se basa en el paso de una fase movil, que incluye la muestra a analizar, a
través de una columna que contiene la fase estacionaria. Al pasar a través de la
columna el analito que desea analizarse interacciona con la fase estacionaria, de
modo que el tiempo que tarda en eluirse de la columna es caracteristico de cada
compuesto y se denomina tiempo de retencion. Para cuantificar la cantidad de analito
que contiene una muestra, el instrumento de HPLC se acompafa normalmente de un
espectrofotdmetro, al que se envia la fraccion del compuesto eluido. Esto permite
medir la absorbancia de cada muestra, para luego extrapolarla a una curva patron de

concentraciones de analito conocidas, de manera similar al método de Lowry.

Los componentes de un sistema de cromatografia tipo HPLC se muestran en el

diagrama de la siguiente figura (Figura 15).
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Figura 15: Componentes de un HPLC.

El solvente (fase movil) se encuentra en un reservorio, este es introducido en una
bomba de presion que genera un flujo especifico de la fase movil, generalmente en
mililitros por minuto. El inyector introduce la muestra de interés en el flujo de fase
movil hacia la columna de HPLC. La columna contiene el material de cromatografia
necesario para la separacion (fase estacionaria), que se encuentra fija en el interior
de la columna. Una vez los componentes de la mezcla han sido separados pasan al
detector espectrofotométrico, donde se registra la absorbancia de cada muestra.

Para detectar y cuantificar el malondialdehido (MDA), un producto de peroxidacion
lipidica, se siguid el método de Wong (Wong, Knight et al. 1987). Este método se
basa en la hidrolisis de los lipoperoxidos y la posterior formacion de un aducto entre
el acido 2-tiobarbiturico (TBA) y el MDA, este aducto (TBA-MDA?2) presenta un
pico de absorbancia en 532-535nm, que puede ser medido en un instrumento de

HPLC.
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3.2.9.2 Procedimiento

N e ok

9.

Los tejidos o células a analizar se homogeneizaron en una solucion KPi-
EDTA, consistente en una soluciéon de 50 mM B/50 mM KH,POs 4:1 en
volumen a pH 7,4 a la que se afiade 0,1 mM de EDTA. Debe determinarse
la concentracion de proteinas de cada muestra para relativizar la
concentracion de MDA.

Se prepar6 una curva de concentraciones estandar de MDA: 0,781 — 1,562
-3,125-6,25-12,5—-25 - 50 nmol/mL.

Se mezclaron 20 pL de cada muestra o estandar con 500 pL de tampon TBA,
preparado con 0,2% de TBA en una solucion 2 M de acetato de sodio a pH
6,8.

Se incubaron las mezclas durante 1 hora a 95°C.

Se centrifugaron las muestras a 13.000g durante 5 minutos a 4°C.

Se recogieron 200 pL de sobrenadante para ser analizados por HPLC.

Las muestras y estandares se introdujeron en el cromatdgrafo con las
siguientes condiciones: Flujo de 1 mL/minuto, deteccion de la absorbancia
a 532 nm, columna de fase reversa C8.

Cada muestra tardo 30 minutos en ser analizada con la siguiente secuencia:

a) 12 minutos de elucion de la muestra con la fase movil, compuesta
por 50 mM KH,PQOj4-acetonitrilo (83:17 en volumen) a pH 6,8.

b) 10 minutos de lavado de la columna con una fase compuesta por
acetonitrilo al 70% y agua destilada.

c) 8 minutos de restauracion de la columna con la fase mévil. Todas
las soluciones fueron filtradas con un filtro de 0,22 pm y

desgasificadas con un sonicador antes de usarlas.

Una vez se obtuvo el cromatograma de cada muestra, se midio el area bajo

la curva correspondiente al aducto TBA-MDA2 y se calculo la
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concentracion a partir de la curva estandar. Los resultados obtenidos se
normalizaron con la concentracion de proteinas de cada muestra, quedando

por tanto en nmol de MDA / mg proteina.

3.2.10 Estudio de los niveles de proteinas especificas mediante western blot

3.2.10.1 Descripcion

El western blot es probablemente la técnica analitica para el estudio de proteinas mas

usada a lo largo de la historia en biologia molecular. Esta técnica fue desarrollada

por Harry Towbin y W. Neal Burnette entre 1979 y 1981 (Towbin, Stachelin et al.

1979, Burnette 1981), basicamente consiste en la realizacion de una electroforesis

en gel que separa las proteinas por peso molecular, transfiriéndolas después a una

membrana donde pueden detectarse mediante anticuerpos especificos.

L.

Electroforesis en gel: La electroforesis es el transporte de moléculas bajo la

accion de un campo eléctrico, para la separacion de proteinas se utiliza un
gel con una matriz de poliacrilamida con SDS. Para realizar esta técnica es
necesario que las proteinas se encuentren totalmente desnaturalizadas, esto
se consigue con la accion del SDS, un detergente anidnico, y del 2-
mercapto-etanol, un agente reductor que causa la ruptura de los puentes
disulfuro. De esta forma se consigue obtener proteinas en su estructura
primaria. En presencia de una concentracion de SDS superior a 8 mM, las
proteinas se unen al SDS en una relacion de 1,4 g de SDS por gramo de
proteina, esto equivale a la unién de una molécula de SDS por cada dos
aminodacidos. El SDS enmascara las cargas eléctricas de las proteinas, como
cada molécula de SDS confiere una carga negativa, la relacion carga-masa
de las proteinas se hace uniforme, de manera que al realizar la electroforesis
en gel la mezcla de proteinas se separa dependiendo del peso molecular de

cada proteina.
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2. Transferencia a una membrana: Una vez las proteinas han sido separadas en

el gel, es necesario transferirlas a una membrana para continuar con la
técnica. Las mas usadas son las de nitrocelulosa y las de fluoruro de
polivinildeno. Como las proteinas en el gel presentan carga negativa, la
transferencia consiste en la aplicacion de un campo eléctrico en el cual las

proteinas avanzan hacia el polo positivo donde se encuentra la membrana.

3. Tincién de proteinas totales: Este paso permite comprobar que la

transferencia ha transcurrido adecuadamente, ademas puede servir como
control de carga (normalizador). Se utilizan tintes que se unen
inespecificamente a las proteinas permitiendo visualizar la separacion a lo
largo de la membrana, el mas comunmente usado es el rojo Ponceau (Sigma,

P7170).

4. Deteccion mediante anticuerpos especificos: De la misma forma que en la

inmunofluorescencia, la deteccion se realiza mediante un anticuerpo
primario que va dirigido a la proteina de interés, a este se le une un
anticuerpo secundario que generalmente lleva unido una molécula de
peroxidasa de rdbano. Mas tarde se afiade un sustrato sobre el que actua la
peroxidasa y produce quimioluminiscencia. Esta luminiscencia se
correlaciona con la cantidad de proteina, ya que a mayor anticuerpo unido
habrd mas peroxidasa que catalice la reaccion. En este estudio se utilizaron
los siguientes anticuerpos y diluciones:

a) Rat Anti-I16 1:1000 (Abcam, ab229381).

b) Anti Rat (conjugado con peroxidasa de rabano) 1:2000 (Cell

Signalling, 70745).
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3.2.10.2 Procedimiento

1. Preparacion de muestras: En primer lugar, se homogeneizaron los

tejidos/células en un tampdn de lisis consistente en Tris/SDS/Glicerol,

inhibidores de proteasas, azul de bromofenol y 2-mercaptoetanol. El glicerol

le proporciona densidad a la muestra y el azul de bromofenol color para

facilitar su introduccion en el pocillo del gel. Se determin6 la concentracion

de proteinas por el método de Lowry, esto permite cargar en cada pocillo

del gel la misma cantidad de proteina total.

2. Electroforesis:

a)

b)

Se prepararon los geles con un 12,5% de acrilamida
(Acrilamide/bisacrilamide 40% p/v, 29:1, Sigma A3574), 0,5 M
Tris pH 6,8, 1,5 M Tris pH 8,8, agua bidestilada, 10% SDS, 10%
APS y TEMED.

Se cargaron 30 pug de muestra en cada pocillo del gel. Es necesario
cargar un patron de pesos moleculares, que nos indicara el lugar en
el que debe aparecer nuestra proteina de interés en el revelado.

Se realizd una electroforesis a un voltaje constante de 100V en un
tampon de electroforesis consistente en 25 mM Tris, 200 mM
glicina, 0,1% SDS, pH 8,3. La electroforesis se termin6 cuando el

frente llego6 al final del gel.

3. Transferencia:

a)

b)

El gel se coloco en un “sandwich” de electroforesis en contacto con
una membrana de nitrocelulosa.

La transferencia se realizd a 4°C en una cubeta con tampon de
transferencia consistente en 25 mM Tris, 192 mM glicina, 10%
metanol (v/v), pH 8,3. La duracion fue de 3-4 horas con un amperaje

de 200mA.
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Una vez terminada se procedid a la tincidon con rojo Ponceau para
comprobar la correcta transferencia de las proteinas y se obtuvo una
imagen con escaner para la posterior normalizacion de los

resultados.

4. Deteccion:

a)

b)

2

Se incub6 la membrana con una solucion de bloqueo para reducir
los sitios de union inespecificos de los anticuerpos, durante 1 hora
en agitacion a temperatura ambiente. Esta solucion consiste en un
5% de BSA con TBS-t (0,1% Tween en TBS (20 mM Tris, 137 mM
NaCl, pH 7,6).

Se introdujo el anticuerpo primario en la solucion de bloqueo y se
dejo durante toda la noche a 4°C en agitacion.

Se lavo la membrana 3 veces durante 10 minutos en agitacion a
temperatura ambiente con TBS-t.

Se diluyo el anticuerpo secundario en solucion de bloqueo y se
incubd la membrana durante 1 hora en agitacion a temperatura
ambiente.

Se lavd la membrana como en el paso c).

La membrana se colocd en un plastico transparente y se afiadio el
agente quimioluminiscente (Luminata Classico Western HRP
Substrate, Millipore).

Se dejoé un minuto en oscuridad y se procedio al revelado en el
instrumento apropiado (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare),
que consiste en una cdmara detectora de distintos tipos de

luminiscencia.

5. Analisis de imagen: Las imagenes obtenidas en formato “.tif” se analizaron

mediante el software Imagel. Se calcul6 la densidad relativa de negro de

cada banda correspondiente a la proteina de interés, estos valores se
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dividieron entre los obtenidos en la densidad relativa de la tincioén con rojo
Ponceau. De esta manera se obtiene un nivel de proteina relativo a la

cantidad de proteinas totales en esa muestra.

3.2.11 Determinacion de la carbonilaciéon proteica mediante western blot

3.2.11.1 Descripcion

Uno de los métodos usados para la deteccion de la accion oxidativa sobre las
proteinas de las especies reactivas del oxigeno es la deteccion de los grupos
carbonilos, estos son introducidos en las cadenas laterales de las proteinas como
consecuencia de la modificacion oxidativa. Existe un procedimiento que permite
detectar los grupos carbonilos, mediante la reaccion de estos grupos con la 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH), que forma 2,4-dinitrofenilhidrazona (DNP-
hidrazona). Tras esta reaccion, las proteinas son sometidas a un western blot con un
anticuerpo primario dirigido a la DNP-hidrazona, permitiendo cuantificar los niveles
de carbonilacién/oxidaciéon proteica en la muestra. Para la realizacion de este
procedimiento se utilizé el kit comercial OxyBlot Protein Oxidation Detection Kit

(Millipore S7150), que incluye todos los reactivos necesarios.

3.2.11.2 Procedimiento

1. Se extrajeron las proteinas de la muestra mediante la homogeneizacion de
los tejidos/células con un tampén de lisis consistente en Tris/SDS/Glicerol,
inhibidores de proteasas y 2-mercaptoetanol.

2. Se midi6 la concentracion de proteinas de cada muestra mediante el método
de Lowry y se diluyd cada muestra para obtener 20 pg de proteina en 5 pL.
de solucion.

3. Se mezclaron 5 pL de muestra con 5 pL de SDS al 12% para desnaturalizar

las proteinas.
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4. Se derivatizaron las muestras afiadiendo 10 pL de soluciéon de DNPH.
5. Se agitaron las muestras y se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente.
6. Se afiadieron 7 pL de solucion neutralizadora (Millipore) para detener la
reaccion.
7. Por ultimo, con las muestras derivatizadas se realiz6 un western blot de la
misma manera que la indicada en el anterior punto de este mismo capitulo.
8. Se usaron los anticuerpos presentes en el kit:
a) Anticuerpo primario: Rabbit Anti-DNP-hydrazone 1:150.
b) Anticuerpo secundario: Goat Anti-Rabbit IgG (conjugado con
peroxidasa de rdbano) 1:300.

3.2.12 Aislamiento de ARN de las muestras de VEs

3.2.12.1 Descripcion

Las técnicas de extraccion y purificacion de ARN se basan en la lisis de las células
o tejidos de los que se desea extraer el ARN y su posterior separacion del resto de
componentes celulares (ADN, proteinas, lipidos, sales). Esto puede conseguirse
mediante la adicion de agentes que degraden estos componentes, como ADNasas y
proteinasas, también existe la opcion de realizar una extraccidon organica usando
fenol y cloroformo, que permite separar el ARN (fase acuosa) del resto de
componentes celulares (fase organica). Durante el proceso es necesario prevenir la
degradacion del ARN por ARNasas presentes en la solucion, para ello se utilizan
agentes caotropicos como el fenol, el cloroformo o el tiocianato de guanidinio, que
impiden la accidén enzimatica. Por ltimo, para obtener el ARN purificado suele
usarse una precipitacion por centrifugacion, tipicamente con alcohol isopropilico,
aunque existen mas métodos y en el caso del presente trabajo se realizd un

aislamiento mediante un sistema de columnas con filtro de fibra de vidrio.
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Para obtener el RNA total de las muestras de VEs se utilizo el kit comercial “Total

Exosome RNA and Protein Isolation Kit” (ThermoFisher #4478545), este kit se basa

en una primera extracciéon de ARN con fenol:cloroformo seguida de una purificacion

a través de un filtro de fibra de vidrio. El etanol afiadido a las muestras fija el ARN

al filtro y mas tarde se eluye el ARN con una solucion de baja fuerza idnica.

3.2.12.2 Procedimiento

10.

Las muestras de VEs del medio de cultivo de las CMTAs y del plasma de
ratones envejecidos fueron aisladas mediante ultracentrifugacion diferencial
siguiendo los pasos indicados previamente en este capitulo. Los VEs se
resuspendieron en 200 pL de PBS estéril.

En un tubo eppendorf estéril se afiadieron 200 pL de “2X denaturing
solution”.

Se dejaron incubar 5 minutos a 4°C.

Se afiadieron 400 puL de la solucion de fenol:cloroformo. Mezclando bien
cada muestra durante 30 segundos.

Se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 10.000g a temperatura
ambiente, esto permite separar la muestra en una fase acuosa (ARN), una
interfase (proteinas) y una fase orgénica (resto de componentes celulares).
Se anotaron los volimenes de fase acuosa obtenidos en cada muestra.

Se anadieron 1,25 volumenes de etanol absoluto a cada muestra.

Se afiadieron 700 pL. de muestra sobre el filtro de cada tubo (collection
tubes).

Se centrifugaron las muestras durante 15 segundos a 10.000g a temperatura
ambiente, desechando los 700 puL una vez atravesado el filtro, de esta forma
el ARN se queda fijado al filtro.

Se afiadieron 700 pL de “Wash solution 1” a cada filtro y se centrifugaron
durante 15 segundos a 10.000 g a temperatura ambiente, desechando al

terminar los 700 pL de solucion.
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11.

12.

13.

14.

15.

3.2.13

Se afadieron 500 pL de “Wash solution 2/3” y se centrifugaron durante 15
segundos a 10.000g a temperatura ambiente, desechando al terminar los 700
uL de solucion. Este paso se repitioé una vez mas.

Cada filtro fue sacado del tubo en el que estaba y fue colocado en un tubo
nuevo (collection tubes).

Se afiadieron 30 pL. de agua libre de ARNasas (incluida en el kit) a 95°C al
centro del filtro.

Se centrifugaron los tubos durante 30 segundos a 10.000g a temperatura
ambiente, recogiendo los 30 pL obtenidos en un tubo estéril libre de
ARNasas. Repitiendo este paso una vez mas para un volumen final de 60
pL.

Las muestras fueron conservadas a -20°C en todo momento hasta su analisis.

Estudio de los microARNs contenidos en las VEs mediante array

El perfilado de la expresion de microARNs aislados de las VEs fue realizado en un

Array de Affymetrix (Santa Clara, CA) del tipo “GeneChip miRNA 4.0”.

3.2.13.1 Procedimiento

1.

En primer lugar, se marcaron 130 ng de ARN total (determinado por
Nanodrop) con biotina mediante el kit comercial “FlashTag Biotin HSR
RNA labelling kit” (Genisphere).

La muestra obtenida a partir del marcaje fue hibridada en una estufa de
hibridacion Affymetrix 645 a 48°C durante 18 horas.

Los arrays fueron tefiidos usando la estacion “Fluidics Station 450 usando
el script FS450 0002 (Affymetrix).

Para el escaneo se utilizd el escaner “GeneChip Scanner 3000 7G”
(Affymetrix), utilizando la consola “GeneChip Command Console

Software” (Affymetrix) para realizar el analisis de la expresion génica.
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5. El analisis de los valores extremos, los controles de calidad, asi como la
normalizacion y sintesis de los datos obtenidos fueron llevados a cabo
usando la herramienta web miRNA QC Tool (Affymetrix).

6. Los niveles de expresion génica comparando entre diferentes grupos de
muestras fueron analizados con el software “Transcriptome Analysis Suite”
(Thermofisher). Los archivos CEL fueron analizados y normalizados usando
el algoritmo RMA (robust multi-array average).

7. Para estudiar la diferencia en la expresion de microARNs entre distintos
grupos se utilizé un analisis de la varianza y se identificaron los microARNs
con un valor de p=0,01 o menor.

8. Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de componentes

principales para evaluar las posibles fuentes de variabilidad.

3.2.14 Analisis de la regulacién de vias de sefializaciéon y procesos biolégicos

por microARNSs

3.2.14.1 Descripcion

Debido a la existencia de miles de microARNs y la complejidad de demostrar
experimentalmente las dianas moleculares de todos ellos, se han desarrollado
algoritmos que permiten predecir con cierta seguridad los genes diana de cada
microARN. Una vez se obtienen las dianas predichas, mediante herramientas
bioinformatcas puede estudiarse el papel que tienen estos genes en la biologia, es
decir, puede estudiarse en que vias moleculares y procesos estan implicados. Para la
realizacion de este trabajo se hizo uso de la herramienta “PANTHER Classification
System”, este sistema hace uso de la ontologia génica (GO), una iniciativa
bioinformatica desarrollada por un consorcio de investigadores que clasifica cada
gen segun sus funciones moleculares, localizacion celular, procesos y vias en los que
participa, etc. PANTHER nos permite estudiar la sobrerrepresentacién de una lista

de genes respecto a una lista comun de vias de sefializacidén y procesos biologicos
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basada en la ontologia génica. Esto se consigue mediante una prueba
observado/esperado, de manera que si por ejemplo al estudiar nuestra lista de genes
diana introducimos 15 genes relacionados con el desarrollo del corazon (observado)
y proporcionalmente se esperaba que solo introdujéramos 5 (esperado), existiria una

razén de sobrerrepresentacion de 3 (O/E, 15/5).

3.2.14.2 Procedimiento

De los 25 microARNs sobreexpresados en los VEs derivados de CTMAs,
comparando con los VEs derivados del plasma de ratones envejecidos,
seleccionamos los 6 microARNs conservados entre las especies para continuar con
el andlisis: hsa-let-7c-5p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-135a-3p, hsa-miR-143-3p,
hsa-miR-145-5p, hsa-miR-214-3p. Los microARNs fueron introducidos en mirDIP,
un algoritmo que permite predecir las dianas de los microARNSs, y se obtuvieron
5379 genes diana unicos con un alto nivel de confianza (percentil 99 de confianza).
Estos genes fueron introducidos en PANTHER para identificar vias de sefializacion
y procesos biologicos enriquecidos con una prueba de sobrerrepresentacion. Para el
analisis estadistico se us6 la prueba de Fisher con la correccién False Discovery
Rate. Se considerd un p-valor < 0,01 como estadisticamente significativo y en el
analisis de procesos bioldgicos se consideraron como enriquecidos aquellos con una

razén de sobrerrepresentacion mayor de 2.
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3.3 Modelo in vitro de senescencia celular
3.3.1.1 Descripcion

Para el estudio de la senescencia celular en un modelo in vitro se utilizo la linea
celular establecida de mioblastos provenientes de raton C2C12 (ATCC CRL-1772).
El medio de cultivo usado para la expansion y mantenimiento de la linea celular fue
“DMEM High glucose” con un 10% de SBF y un 1% de P/S, cambiandolo cada 48
horas. Las células fueron mantenidas a 37°C en un incubador humidificado con un
5% de CO,. Para la induccion de la senescencia en las células se empled Palbociclib,
se trata de un farmaco utilizado para el tratamiento de varios tipos de cancer; su
accion se basa en la inhibicion de las ciclinas CDK 4/6, impidiendo que las células
prosigan el ciclo celular y entren en estado de senescencia. El Palbociclib podria
considerarse un analogo molecular de p16, ya que inhibe sus mismas dianas, p16 es

una de las principales proteinas implicadas en el proceso de senescencia celular.

3.3.1.2 Procedimiento

1. Los mioblastos fueron sembrados a una densidad de 10.000 células por cm?
en placas de cultivo de 6 pocillos.

2. 24 horas después, se introdujo el medio una concentracion de 5 uM de
Palbociclib.

3. 96 horas mas tarde, se realizaron dos lavados consecutivos de 1 hora con
medio normal sin Palbociclib, para permitir eliminar el Palbociclib de las
células.

4. Tras esto, las células fueron tratadas con 5 pg/mL de VEs durante 48 horas.

5. Pasadas estas 48 horas, las células fueron recogidas con el tampoén de

citometria para continuar con el andlisis.
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3.3.2 Analisis de la senescencia en el modelo de senescencia celular
3.3.2.1 Descripcion

Para analizar la senescencia y apoptosis de los mioblastos tratados con Palbociclib
y VEs se utilizo un kit comercial (FluoReporter lacZ Flow Cytometry Kkit,
Invitrogen) que mide la actividad beta-galactosidasa de las células, un marcador
robusto de senescencia celular. Asi como una tincién con yoduro de propidio que

permite distinguir las células muertas.

3.3.2.2 Procedimiento

1. Se obtuvieron las células C2C12 tras el tratamiento con Palbociclib y VEs
o PBS como control y se diluyeron hasta una concentracion de 1000
células/pL en el tampdn de unidn especifico.

2. Se afiadid un volumen igual al de la dilucién de células de fluorescein di-f3-

D-galactopiranosido (FDG) atemperado a una concentracion de 2 mM.

3. Las células fueron incubadas durante un minuto a 37°C.

4, A continuacion, se afadieron 1,8 mL de medio de tinciéon con 1,5 pM de
yoduro de propidio a 4°C.

5. Se determino el porcentaje de células senescentes mediante un citobmetro de

flujo FACS-Verse (BDBiosciences) en al menos 10000 eventos.

3.3.3 Analisis de la apoptosis en el modelo de senescencia celular
3.3.3.1 Descripcion

Para determinar la apoptosis celular se utiliz6 un kit comercial (Annexin V FITC
Apoptosis detection kit, Immunostep) basado en la deteccion de la proteina Anexina

V marcada con un fluor6foro, esta proteina se une con gran afinidad a la
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fosfatidilserina, que se encuentra en la parte extracelular de la membrana plasmatica

al inicio del proceso de apoptosis.

3.3.3.2 Procedimiento

1. Se obtuvieron las células C2C12 tras el tratamiento con Palbociclib y VEs
o PBS como control y se diluyeron hasta una concentraciéon de 1000
células/pL en el tampdn de unioén especifico.

2. Semezclaron 100 pL de la dilucion de células con 5 pL de Annexin V-FITC
y 5 uL de yoduro de propidio 1,5 uM.

3. La mezcla se incub6 durante 15 minutos a 37°C en oscuridad. Pasado el
tiempo se afiadieron 400 uL de tampo6n de union.

4. Se determind el porcentaje de células apoptdticas mediante un citometro de

flujo FACS-Verse (BDBiosciences) en al menos 10000 eventos.
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3.4 Determinacion de la longitud telomérica y el dafio al telémero

3.4.1 Descripcion

Estas determinaciones se llevaron a cabo gracias a una colaboracion establecida con
el grupo de Telomeros y Telomerasa, dirigido por la Dra. Maria Blasco en el Centro
Nacional de Investigaciones Oncoldgicas de Madrid. Las muestras fueron
preparadas en nuestro laboratorio y enviadas para la determinacion experimental de
la longitud y el dafio al telémero, estos ensayos fueron realizadas por parte de Ana
Guio-Carrion y Aksinya Derevyanko. Para determinar la longitud se realizé una
hibridacion in situ (FISH) con sondas teloméricas para determinar la longitud
mediante su visualizaciéon con un microscopio confocal. Para determinar el dafio al
telomero se realizd un marcaje mediante inmunofluorescencia de la proteina de
unién a p53 (53BP1), determinando la colocalizacion con las sondas teloméricas,

esto permite marcar sitios activos de dafio especifico al ADN telomérico.

3.4.2 Procedimiento

1. Con la ayuda de un criostato (SLEE MNT) se realizaron multiples secciones
de los tejidos renal y muscular previamente fijados con 4% de PFA con un
grosor de 7 um y fueron montadas en portaobjetos gelatinizados.

2. Se permeabilizaron las secciones con 0,5% de Triton X-100.

3. Serealizaron 3 lavados simples en PBS.

4. Las secciones se bloquearon con 5% de BSA en PBS durante una hora a
temperatura ambiente.

5. Seincubaron con un anticuerpo primario dirigido a 53BP1 (Novus, NB100-
304) a 4°C durante toda la noche.

6. Se realizaron 3 lavados simples en PBS.
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10.

11.
12.

13.

14.

15.

Se incubaron las secciones con anticuerpo secundario anti-rabbit Alexa 488
(Invitrogen, A21206) durante 1 hora a temperatura ambiente y lavados
nuevamente en PBS.

Los tejidos se fijaron en formaldehido al 4% durante 20 minutos y fueron
deshidratados con concentraciones secuenciales de etanol (70%-90%-
100%).

Se incubaron con 30ul de “telomere probe mix” (10mM TrisCl pH7,
25mM MgCl2, 9mM Acido citrico, 82 mM Na2HPO4, 50%
Formamida (Ambion AM9342), 0.25% agente de bloqueo (Roche
11096176001), y 0.5ug/ml de sonda telomérica PNA-Cy3 (Panagene)
durante 3 minutos a 85°C y después 2 horas a temperatura ambiente.

Se lavaron durante 30 minutos con 10mM TrisCI pH7, 0,1% BSA en
50% de formamida.

Se realizaron 3 lavados en PBS.

Las secciones se montaron en un portaobjetos Vectashield con DAPI
(VectorTM H-1200-10).

Se adquirieron las imagenes con un microscopio confocal Leica SP5-
MP.

La intensidad de la sefial telomérica se cuantificé utilizando el
Software Definiens.

Se cuantificaron manualmente los sitios de colocalizacion de la sonda

telomérica y 53BP1.
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3.5 Estimacion de la edad epigenética mediante relojes epigenéticos
3.5.1 Descripcion

La determinacion de la edad epigenética de los diferentes tejidos fue posible gracias
a la colaboracion con el grupo dirigido por el Dr. Steve Horvath en el Departamento
de Bioestadistica y Genética Humana de la Universidad de California, Los Angeles.
Las determinaciones y analisis fueron realizados por Juozas Gordevicius y Robert
T. Brooke, ambos miembros de la fundacion “Epigenetic Clock Development” en
Torrance, Califorina. Desde nuestro laboratorio se prepararon las muestras de ADN
a partir de los diferentes tejidos, y fueron enviadas para su andlisis. Los relojes
epigenéticos se han desarrollado recientemente y estan basados en los patrones de
metilacion de distintas islas CpG que se modifican con el envejecimiento,
consiguiendo mediante un algoritmo, la obtencion de una edad epigenética que se
correlaciona con la edad bioldgica y cronologica. Estos relojes pueden ser aplicados
a multitud de especies y tejidos (Horvath 2013). Ademas, las intervenciones que han
demostrado ser efectivas en el proceso de envejecimiento, como la restriccion
calérica, han demostrado también disminuir la edad epigenética (Petkovich,

Podolskiy et al. 2017, Sziraki, Tyshkovskiy et al. 2018).

3.5.2 Procedimiento
3.5.2.1 Aislamiento del ADN de los tejidos

1. Se utilizaron 10 mg de tejido renal, muscular, hepatico y esplénico, que
previamente habia sido congelado a -80°C.

2. Los tejidos se anadieron a 180 pL de tampon ATL del kit comercial DNeasy
(Qiagen, 69504).

3. Se anadieron 20 pL de Proteinasa K, se mezcld la muestra por agitacion y

se incubd a 56°C hasta que el tejido estaba completamente lisado.
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4. Se afiadieron 200 pL de tampoén AL y 200 pL de etanol al 100% a las
muestras, mezclando después por agitacion.

5. Lamezcla obtenida se colocé en la columna DNeasy Mini spin y en un tubo
de eppendorf de 2 mL.

6. Se centrifugaron las muestras durante un minuto a 6000g, el tubo de
eppendorf se desecho y la columna fue colocada en un nuevo tubo limpio.

7. Se afiadieron 500 pL de tampon AW1 y se centrifugaron nuevamente a
6000g durante un minuto.

8. Se desechd nuevamente el tubo y la columna se colocd en un nuevo tubo
limpio.

9. Se afadieron 500 uL de tampon AW2 y se centrifugaron a 20000g durante
3 minutos.

10. Se desecho el tubo y la columna se coloco en un tubo de eppendorf de 1,5
mL.

11. Se afiadieron 200 pL de tampén AE directamente en la columna, se dejo
incubar durante un minuto a temperatura ambiente y se realizd una
centrifugacion a 6000g durante un minuto.

12. Las muestras fueron congeladas a -80°C y preparadas para el envio.

3.5.2.2 Array de metilacién y analisis

1. El estudio de metilacion del ADN se realizé en un array Illumina 850K
(Illumina Infinium Mouse Methylation BeadChip), al que se afiadieron 250
ng de ADN obtenido de los tejidos

2. Los arrays fueron escaneados con un sistema Illumina HiScan.

3. Los datos obtenidos fueron procesados en un entorno R con el paquete
sesame version 1.3.0.

4. Los wvalores beta se obtuvieron usando unos parametros de

nondetection.mask y quality.mask en FALSE
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10.

Las citosinas diferencialmente metiladas se detectaron usando una regresion
lineal en un entorno R con el paquete limma. Esto se realizé de manera
separada para cada tejido.

El efecto de la variable tratamiento con VEs se ajusto por la edad y el sexo
del raton.

Los p-valores obtenidos se corrigieron usando el procedimiento “False
Discovery Rate”, y aquellos con un FDR< 0,05 se consideraron
significativos.

El analisis de enriquecimiento de procesos biologicos se realizd con
g:profiler en un entorno R, asociando cada /oci de cada citosina al gen mas
cercano.

Se utilizaron multiples predictores de la edad epigenética. Los relojes se
entrenaron en una muestra diferente a la empleada en este estudio. Los
relojes de generales se entrenaron en ratones de diferentes edades a lo largo
de varios tejidos (sangre, higado, cerebro, cerebelo, corteza, fibroblastos,
corazon, rifion, musculo, piel, cuerpo estriado y cola). En los relojes de
intervencion se usaron los mismos tejidos y animales, pero los loci usados
para el entrenamiento se basan en /oci que cambian con intervenciones
clasicas en el envejecimiento (restriccion calorica e inhibicion de mTOR).
El efecto del tratamiento con VEs se estim6 mediante un modelo estadistico
de efectos mixtos para cada tejido donde la edad cronolégica, el sexo y el
grupo de tratamiento fueron variables fijas y el nombre del reloj una variable
aleatoria. La edad predicha por el modelo fue la variable de respuesta. La
significacion estadistica de cada variable fija se evalu¢ utilizando el método

de Satterthwaite en el paquete ImerTest de R.
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3.6 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se empled el programa Graphpad Prism V9, tomando un
nivel de significacion de 0,05 para aceptar que hay una diferencia estadisticamente
significativa. Los datos en las pruebas fisicas y los valores plasmaticos de urea tras
el tratamiento con VEs comparados con el valor basal antes del tratamiento fueron
determinados y representados como un porcentaje de cambio respecto al basal,
definido como 0%. Todos los grupos fueron examinados para determinar la
presencia de valores extremos mediante el método ROUT (Q=2%). Para analizar la
normalidad de cada grupo en cada comparacion se utilizo la prueba de Saphiro-Wilk.
Para comparar las medias entre dos muestras independientes que cumpliesen la
normalidad se utiliz6 la prueba T de Student, comprobando la igualdad de varianzas
previamente con la prueba de Levene, en caso de que algiin grupo no fuese normal,
se utilizo la prueba de Mann-Whitney. Para los estudios in vitro se utiliz6 la prueba
ANOVA con la prueba de Tukey post-hoc. Para comparar la distribucion de las
puntuaciones en las imagenes de la prueba de regeneracion del pelaje y el nimero

de ratones fragiles se utilizo la prueba de Fisher.
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4 RESULTADOS



4.1 Las CMTAs obtenidas de ratones jovenes liberan VEs al medio de cultivo

Para comprobar que las células aisladas de los paniculos adiposos de los animales y
cultivadas eran células madre mesenquimales, utilizamos el marcaje mediante
citometria de flujo con anticuerpos dirigidos a proteinas de superficie descritas en la
literatura caracteristicas de células mesenquimales, en concreto CD29, CD44, CD90
y CD105 (Zuk, Zhu et al. 2002). El resultado obtenido fue una fuerte expresion de
estos marcadores en nuestras células, siendo un 99,37% positivas para CD29, un
80,01% para CD44, un 85,66% para CD90 y un 77,09% para CD105 (Figura 16).
La contaminacion de los cultivos con otro tipo celular es frecuente, concretamente
las células endoteliales y hematopoyéticas son contaminantes habituales de los
cultivos de CMTAs, por lo que utilizamos el mismo tipo de marcaje de proteinas de
superficie que no estdn presentes en las CMTAs y si en células de la estirpe
endotelial (CD31) y hematopoyética (CD45) (Zuk, Zhu et al. 2001). En nuestro
cultivo celular solamente un 0,69% de células eran positivas para CD31 o CD45, de
lo que se deduce que fuimos capaces de obtener un cultivo purificado de CMTAs de

estirpe mesenquimal.

Para continuar con el trabajo era necesario comprobar que podiamos aislar
correctamente VEs del medio de cultivo de las CMTAs, para lo cual empleamos dos
estrategias. En primer lugar, utilizamos el marcaje de una proteina de superficie
presente en estas VEs (CD63) mediante un citometro de flujo adaptado a particulas
de muy pequefio tamafo. Encontramos que las particulas presentes en la muestra
obtenida mediante ultracentrifugacién diferencial del medio de cultivo de las
CMTAs presentaban un 89,04% de positividad para CD63 (Figura 16). En segundo
lugar, nos servimos de la microscopia electronica de transmision para cuantificar el
tamafio y la morfologia de las particulas obtenidas. Como se observa en la Figura
17, las particulas presentaban un tamafio en torno a los 50-200 nm, con una
hendidura en el centro provocada por el procesado, descrita como tipica de las VEs

(Chuo, Chien et al. 2018). Ademas, realizamos una tincién especifica de CD63
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mediante anticuerpos monoclonales marcados con oro, que nos permiten visualizar
en el microscopio electronico las proteinas marcadas mediante un pequefio acimulo
de particulas electrodensas, como se puede observar en la Figura 17 las VEs aisladas
presentaban en su superficie esta proteina. Con estos datos pudimos asegurar que las
particulas aisladas del medio de cultivo eran efectivamente VEs derivadas de

CMTAs.
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Figura 16: Citometria de flujo de marcadores de superficie de CMTAs y de sus
VEs.

Los datos se muestran como el porcentaje de células positivas para cada uno de los
marcadores de superficie descritos.
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Figura 17: Microscopia electronica de transmision y marcaje de CD63 con
inmuno-oro de VEs derivadas de CMTAs.

4.2 El tratamiento con VEs derivadas de CMTAs de ratones jovenes mejora

la salud y disminuye la fragilidad de ratones viejos

4.2.1 Efecto del tratamiento sobre parametros de estado fisico y fragilidad

Conforme los organismos envejecen, muestran una disminucion en multiples de sus
funciones, tipicamente el envejecimiento lleva a una pérdida de la condicion fisica
y un riesgo muy aumentado de fragilidad (WR, JP et al. 1998, Fried, Tangen et al.
2001). Para evaluar el efecto del tratamiento con VEs derivadas de CMTAs jovenes
en estos parametros disefiamos un experimento con ratones envejecidos de entre 22-
24 meses. En el dia previo al tratamiento con VEs, cuantificamos el peso corporal,
la fuerza de agarre, la coordinaciéon motora y la resistencia a la fatiga de ratones
envejecidos, para después usar estos datos como valores basales y compararlos con
los resultados tras el tratamiento con VEs en las mismas pruebas que se repitieron

14 y 30 dias después de la primera dosis de VEs.

En cuanto al peso corporal, observamos una pérdida de peso de entre un 5-10% tras
el tratamiento, tanto en el grupo control (PBS) como en el grupo tratado con VEs, a
los 14 y alos 30 dias después del tratamiento. En el grupo tratado la pérdida de peso
fue menor (alrededor de un 2% menos de pérdida de peso) en ambos dias, no siendo

esta diferencia estadisticamente significativa (Figura 18).
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Figura 18: Cambio en el peso corporal de ratones viejos tras el tratamiento con
VEs derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como el cambio en el porcentaje respecto al peso basal en el
dia previo al tratamiento con VEs. PBS dia 14 n=12, dia 30 n=12, VEs dia 14 n=14,
dia 30 n=15.

La fuerza de agarre de los ratones tratados con VEs derivadas de CMTAs jovenes
aumento tras el tratamiento, a los 14 dias se observo un incremento del 15% y a los
30 dias del 20%, siendo ambas comparaciones con los ratones control tratados con
PBS estadisticamente significativas (Figura 19). La coordinacion motora de los
ratones medida a través de la prueba de Rota Rod se vio incrementada un 27% y un
72% 14 y 30 dias después del tratamiento con VEs, respectivamente, siendo la
comparacion con el grupo control estadisticamente significativa solamente en el dia
30 (Figura 20). Asi mismo, la resistencia a la fatiga de los ratones incluidos en el
grupo control 14 y 30 dias tras el tratamiento se vio disminuida un 4% y un 16%
respectivamente, mientras que en el grupo de tratamiento con VEs aumentd
ligeramente, un 1,4% y un 1,3%, siendo la comparacién estadisticamente

significativa en el dia 30 (Figura 21).
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Figura 19: Cambio en la fuerza de agarre respecto al peso de ratones viejos tras
el tratamiento con VEs derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como el cambio en el porcentaje respecto a la fuerza basal
en el dia previo al tratamiento con VEs. PBS dia 14 n=11, dia 30 n=11, VEs dia 14
n=13, dia 30 n=11.
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Figura 20: Cambio en la coordinacion motora de ratones viejos tras el tratamiento
con VEs derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como el cambio en el porcentaje respecto a la coordinacion

motora basal en el dia previo al tratamiento con VEs. PBS dia 14 n=14, dia 30
n=12, VEs dia 14 n=16, dia 30 n=18.
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Figura 21: Cambio en la resistencia a la fatiga de ratones viejos tras el tratamiento
con VEs derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como el cambio en el porcentaje respecto a la resistencia a
la fatiga basal en el dia previo al tratamiento con VEs. PBS dia 14 n=12, dia 30
n=12, VEs dia 14 n=14, dia 30 n=15.

A partir de estos resultados concluimos que el efecto del tratamiento con VEs sobre
las pruebas fisicas de los animales fue mayor 30 dias después de la primera
inyeccion. Para comprobar si este efecto era mas duradero en el tiempo realizamos
un estudio con pruebas fisicas en ratones 60 dias después del tratamiento con VEs
derivadas de CMTAs o PBS como control, observando que no existian diferencias
significativas en ninguna de las pruebas fisicas 60 dias tras la primera inyeccion con

VEs/PBS (Tabla 5), sugiriendo por tanto un efecto transitorio.

Prueba (dia 60) PBS VEs PBS vs VEs

Fuerza de agarre +1,7% +2,09% ns
Coordinacién motora -12% +11% ns
Resistencia a la fatiga | -27,08% -25,07% ns

Tabla 5: Datos comparativos de las pruebas fisicas 60 dias después del tratamiento
con VEs derivadas de CMTAs.
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Para realizar un estudio cuantitativo de la fragilidad de los ratones nos basamos en
una puntuacion de fragilidad basada en el fenotipo clinico de la fragilidad en
humanos, desarrollado previamente por nuestro grupo (Gomez-Cabrera, Garcia-
Valles et al. 2017). Esta puntuacion, basada en 5 criterios, nos permite clasificar
como fragiles a los ratones que cumplen al menos 3 criterios, y al resto como no
fragiles. Como se muestra en la figura 22, no existian diferencias significativas en el
dia previo al tratamiento, habiendo un 16,6% de ratones fragiles en el grupo control
y un 6,6% en el grupo tratado con VEs. Sin embargo, 30 dias después del tratamiento
se puede observar una gran diferencia entre ambos grupos, siendo un 41,6% de los

ratones control fragiles y ninguno de los incluidos en el grupo tratado con VEs.
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Figura 22: Cuantificacion de la fragilidad en los animales antes y 30 dias después
del tratamiento con VEs derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como el porcentaje de ratones que cumplian 3 o mds criterios
de fragilidad. PBS dia 0 n=12, dia 30 n=12, VEs dia 14 n=15, dia 30 n=15.
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4.2.2 Efecto del tratamiento sobre la funcion renal

Para determinar posibles cambios en la funcion renal con el tiempo, ya que es una
de las funciones que se deteriora mas rapidamente a medida que el organismo
envejece (Khan, Singer et al. 2017) utilizamos los valores de urea plasmatica, un
marcador clasico de la funcion renal, que varia de manera inversa al filtrado
glomerular. Para ello obtuvimos muestras del plasma de los ratones en el dia previo
al tratamiento, 14 y 30 dias después, de manera similar a las pruebas fisicas, y
cuantificamos los niveles de urea en esas muestras. Los valores obtenidos el dia
previo fueron empleados como valores basales y comparados con los resultados tras
el tratamiento con VEs. Los resultados obtenidos fueron una menor concentracion
de urea plasmatica en los ratones tratados con VEs, tanto 14 como 30 dias después
del tratamiento, siendo estas diferencias estadisticamente significativas en ambos
dias. Como se puede observar en la Figura 23, 30 dias después de la inyeccion del
tratamiento, los ratones del grupo control vieron incrementados sus niveles basales
de urea en un 50%, mientras que, en el grupo de ratones tratados con VEs, estos

niveles se mantuvieron practicamente sin cambios.
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Figura 23: Cambios en la urea plasmdtica de ratones viejos tratados con VEs
derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como el cambio en porcentaje respecto a la urea plasmatica
basal en el dia previo al tratamiento con VEs. PBS dia 14 n=35, dia 30 n=4, VEs dia
14 n=>5, dia 30 n=6.

4.2.3 Efecto del tratamiento sobre la regeneracion del pelaje

En los ratones, la densidad del pelaje y la capacidad de regenerarlo se ven reducidas
a medida que envejecen (Matheu, Maraver et al. 2007). Para estudiar el efecto del
tratamiento con VEs derivadas de CMTAs en la regeneracion del pelaje, depilamos
con cera un cuadrado de pelaje de 1cm de lado en el dorso de los ratones el mismo
dia del tratamiento con VEs o PBS como control. Catorce dias después, la mayoria
de los ratones tratados con VEs habian regenerado la totalidad del area depilada,
mientras que los ratones control presentaban una capacidad mucho menor de
regenerar el pelaje (Figura 24). Ademas de este hecho, de manera subjetiva,

observamos una coloraciéon mas oscura del pelaje en los ratones tratados con VEs.
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Figura 24: Cuantificacion e imagen representativa de la capacidad de

regeneracion del pelaje dorsal en ratones viejos tratados con VEs derivadas de
CMTAs.

Los datos se muestran como el drea regenerada en unidades arbitrarias del 1 al 4,
siendo el 4 una regeneracion de la totalidad del drea depilada y el 1 una
regeneracion menor del 25%. PBS n=7, VEs n=7.
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4.3 El tratamiento con VEs derivadas de CMTAs de ratones jovenes revierte
los cambios estructurales relacionados con el envejecimiento en ratones

viejos
4.3.1 Efecto del tratamiento sobre la estructura de la corteza renal

A medida que un organismo envejece, sus tejidos sufren varios cambios estructurales
que son negativos para la funcion normal del tejido, como la pérdida de capacidad
regenerativa o la fibrosis (Conboy and Rando 2005, Lopez-Otin, Blasco et al. 2013).
Para estudiar estos cambios en los animales tratados con VEs, realizamos un estudio
histoldgico en corteza renal mediante la tincion de hematoxilina/eosina con muestras
de rindn obtenidas 30 dias después del tratamiento con VEs o PBS como control, ya
que es el dia en el que mas cambios funcionales observamos a todos los niveles.
Principalmente nos centramos en estudiar la presencia de atrofia tubular y fibrosis
intersticial, dos cambios distintivos asociados al envejecimiento que llevan a la

pérdida de funcion renal (Denic, Glassock et al. 2016).

La corteza renal de los ratones control mostré una atrofia tubular generalizada,
definida como una menor densidad tubular y una mayor dilatacion de los tibulos.
En cambio, la densidad tubular era mayor en los ratones tratados con VEs derivadas
de CMTAs, presentando también una menor dilatacion de los tibulos. En cuanto a
la densidad de glomérulos en la corteza renal, no observamos diferencias (Figura

25).
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Figura 25: Cambios histolégicos en la corteza renal de ratones viejos tratados con
VEs derivadas de CMTAs.

La dilatacion de los tubulos se muestra como el diametro tubular medio, la densidad

tubular como el niimero de tiibulos no atréficos por mm’ y la densidad glomerular
como el niimero de glomérulos por mm?’. PBS n=6, VEs n=6.
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Para determinar el grado de fibrosis intersticial que presentaban los rifiones,
realizamos una tincion especifica de colageno (empleando el marcador Sirius Red),
la principal proteina de depdsito en la fibrosis. Los rifiones de los ratones tratados
con VEs derivadas de CMTAs mostraron una disminuciéon en la deposicion de
colageno en el intersticio, siendo del 9% en los controles y del 3,5% en los del grupo
tratamiento. Sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas

(Figura 26).
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Figura 26: Cuantificacion de la fibrosis presente en la corteza renal de ratones
viejos tratados con VEs derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como el porcentaje del area con fibrosis, determinada por la
tincion histologica Sirius Red. PBS n=6, VEs n=6.

Estos resultados sugieren que las VEs derivadas de CMTAs jovenes podrian inducir
la regeneracion de los tubulos renales promoviendo la proliferacion de las células
tubulares, ya que estas células mantienen la capacidad de dividirse y repoblar los
tubulos renales tras un dafio (Berger, Bangen et al. 2014). Para demostrarlo
utilizamos el marcador de proliferacion Ki67, una proteina que se encuentra
solamente en el ntcleo de las células que presentan un ciclo celular activo, pudiendo
cuantificar mediante inmunofluorescencia las células que estan proliferando.
Encontramos unos niveles muy bajos de proliferacion en las células tubulares de los

ratones control, en cambio, en el grupo de ratones tratados con VEs pudimos
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identificar una evidente poblacion de células positivas para Ki67, que indicaban una

proliferacion activa en los tiibulos renales de estos ratones (Figura 27).
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Figura 27: Cuantificacion e imagen representativa de la proliferacion de células

tubulares en la corteza renal de ratones viejos tratados con VEs derivadas de
CMTAs.

8 o

- -
(-] [T
1 1

Nicleos KI67+/1000 células
(L]

Los datos se muestran como el numero de nucleos positivos para Ki67 por cada
1000 células. PBS n=4, VEs n=4.

4.3.2 Efecto del tratamiento sobre la estructura muscular

La atrofia y la pérdida de funcion del musculo lleva a la disfuncion global del
organismo a medida que envejece, ya que el sistema musculoesquelético es esencial
para las actividades basicas de la vida diaria. Tanto humanos como en otros
animales, como los ratones, la prevalencia de la sarcopenia aumenta drasticamente
con la edad (Cruz-Jentoft, Landi et al. 2014). Para investigar el efecto de las VEs
derivadas de CMTAs en el tejido muscular de los ratones viejos realizamos una
tincion de hematoxilina/eosina en los musculos. Tras esto, medimos el area de
seccion transversal de las fibras musculares, un parametro estrechamente
relacionado con la atrofia y la pérdida de fuerza. Los ratones del grupo tratamiento

mostraron un area de seccion transversal media mayor, ademas de una mayor
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concentracion de proteinas por peso de tejido seco (Figura 28). Estos datos obtenidos
en el musculo se correlacionan adecuadamente con los resultados obtenidos en las

pruebas fisicas de los ratones.
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Figura 28: Cuantificacion e imagen representativa del drea transversal de las
fibras musculares y contenido proteico del musculo de ratones viejos tratados con
VEs derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como el darea media de las fibras musculares en cada
individuo. Area de seccion transversal, PBS n=6, VEs n=6. En el caso del contenido
proteico, se cuantifico la cantidad de ug de proteina por cada mg de tejido muscular.
Contenido de proteina muscular. PBS n=11, VEs n=6.
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4.4 Las VEs derivadas de CMTAs de ratones jévenes mitigan los rasgos
moleculares asociados con el envejecimiento en el tejido renal y muscular

de ratones viejos

4.4.1 Efecto del tratamiento sobre el estrés oxidativo

Para evaluar el efecto del tratamiento con VEs derivadas de CMTAs sobre el estrés
oxidativo, recogimos los rifiones y musculos de ratones viejos 30 dias después del
tratamiento. Examinamos los niveles de oxidacion en dos macromoléculas: lipidos
y proteinas. En cuanto a los lipidos, utilizamos el malondialdehido (MDA), un
marcador muy expandido en la literatura de peroxidacion lipidica en el tejido (Tsikas
2017). Observamos una disminucion de los niveles de MDA en el tejido muscular
de los ratones viejos tratados con VEs, mientras que no encontramos cambios en el
tejido renal (Figura 29). Para determinar los niveles de oxidacion en las proteinas,
cuantificamos la presencia de grupos carbonilo en las mismas, ya que la oxidacion
de las proteinas provoca la formacién de estos grupos (Akagawa 2021).
Encontramos unos resultados similares a los obtenidos en lipidos, ya que el tejido
muscular de los ratones tratados con VEs presentaba una tasa menor de
carbonilacién proteica, mientras que no observamos cambios en el tejido renal de

estos ratones (Figura 29).
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Figura 29: Efecto del tratamiento con VEs derivadas de CMTAs en la oxidacion
de lipidos y proteinas del tejido renal y muscular de ratones viejos.

En la oxidacion lipidica los datos se muestran como la cantidad de nanomoles de
MDA por mg de proteina tisular. Oxidacion lipidica: PBS rifion n=10, PBS musculo
n=11, VEs rifion n=6, VEs musculo n=6. En el caso de la oxidacion de las proteinas
se muestran como unidades arbitrarias obtenidas de la densitometria del Western
Blot. Oxidacion proteica: PBS rifion n=7, PBS musculo n=7, VEs rifion n=6, VEs
musculo n=6.

4.4.2 Efecto del tratamiento sobre los telomeros

El acortamiento y el dafio a los telomeros son dos de los factores mas estudiados que
llevan a la inestabilidad del genoma celular y la pérdida de la capacidad proliferativa.
El acortamiento de los telomeros se observa en la mayoria de las especies animales

durante el envejecimiento normal, y los teldmeros excesivamente cortos se asocian
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a varias condiciones como la fibrosis pulmonar, la disqueratosis congénita o la
anemia aplasica (Blasco 2007). Para explorar el efecto de las VEs derivadas de
CMTAs en los telomeros, cuantificamos la longitud telomérica media y los foci
inductores de disfuncion telomérica (TIFs), que marcan zonas de dafio al ADN
telomérico a través de la deteccion de la proteina de union a p53, mediante
inmunofluorescencia en el tejido renal y muscular de ratones viejos 30 dias después
del tratamiento con VEs derivadas de CMTAs. Los resultados no mostraron
diferencias significativas entre ambos grupos en ninguno de los pardmetros

estudiados (Figura 30).
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Figura 30: Efecto del tratamiento con VEs derivadas de CMTAs en la longitud y
el daiio a los telomeros del tejido renal y muscular de ratones viejos.

Para la longitud telomérica media los datos se muestran como unidades arbitrarias
de fluorescencia, obtenida a partir del analisis de la fluorescencia de la hibridacion
in situ. Longitud telomérica: PBS rifion n=6, PBS musculo n=6, VEs rifion n=6, VEs
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musculo n=6. En el caso del daiio al telomero se muestran como el numero de foci
de dario al telomero por célula. Dario telomérico: PBS rifion n=5, PBS musculo
n=>3, VEs ririon n=6, VEs musculo n=6.

4.4.3 Efecto del tratamiento sobre la senescencia celular

Las células senescentes se acumulan en la mayoria de los tejidos a medida que el
organismo envejece, ejerciendo un efecto negativo sobre la funcion tisular, ya que
estas células no pueden proliferar. Ademas, estas células liberan numerosos factores
(SASP) que actlian en las células vecinas y a distancia, contribuyendo al desarrollo
de las condiciones asociadas al envejecimiento (Coppé, Desprez et al. 2010, van
Deursen 2014). Para cuantificar la presencia de células senescentes en el tejido renal
y muscular, obtuvimos los 6rganos de los ratones viejos 30 dias después del
tratamiento con VEs. Realizamos un marcaje mediante inmunofluorescencia de
Lamina B1 (LMNB1), una proteina de la membrana nuclear cuya expresion se
pierde en las células senescentes (Freund, Laberge et al. 2012). Como se puede
observar en la Figura 31, encontramos un importante descenso en el niimero de
células senescentes (~50%) en ambos tejidos de los ratones tratados con VEs

derivadas de CMTAs.

154



Senescencia celular

E 30 - P<0.001 o PBS
= P<0001 .$. s VEs
2 204 ;];
=
3 []
@ A
o 10+ +-
g nn
@
§ o L] n
& o
& 'o"('&
&

Figura 31: Efecto del tratamiento con VEs derivadas de CMTAs en la senescencia
celular del tejido renal y muscular de ratones viejos.

Los datos se muestran como el porcentaje de células sin marcaje perinuclear de la
proteina Lamina Bl, tanto en tejido renal como muscular. PBS rifion n=4, PBS
musculo n=4, VEs rifion n=4, VEs musculo n=4.
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4.4.4 Efecto del tratamiento sobre la inflamacion muscular

La inflamaciéon cronica es un proceso estrechamente relacionado con el
envejecimiento y la senescencia celular, el aumento de citocinas proinflamatorias en
los tejidos se ha relacionado con el envejecimiento, la fragilidad y otras
enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Franceschi and Campisi 2014).
IL-6 es una de las citocinas mas estudiadas en este aspecto y forma parte del SASP.
Por tanto, cuantificamos la presencia de IL-6 mediante Western Blot en el tejido
muscular de los ratones viejos 30 dias después del tratamiento con VEs derivadas de
CMTAs, observando un descenso de los niveles de esta proteina en los ratones que

recibieron el tratamiento (Figura 32).
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Figura 32: Cuantificacion de IL-6 en el tejido muscular de ratones viejos tratados
con VEs derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como unidades arbitrarias obtenidas a partir de la
densitometria del Western Blot. PBS n=7, VEs n=6.
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4.5 Las VEs derivadas de CMTAs disminuyen la senescencia y apoptosis en

un modelo in vitro de senescencia celular

Dado que observamos un importante efecto sobre la senescencia celular en los
ratones, para comprobar el efecto de las VEs en un entorno mas controlado
desarrollamos un modelo in vitro de senescencia celular con células musculares
progenitoras (mioblastos C2C12). Para inducir la senescencia de estas células
usamos un tratamiento con Palbociclib, un inhibidor del ciclo celular que provoca
senescencia. Para determinar la senescencia utilizamos la Beta Galactosidasa, un
marcador clasico de senescencia y para la apoptosis la Anexina V, ambas por

citometria de flujo.

Como se observa en la Figura 33, los mioblastos sin tratamiento con VEs ni
Palbocilib presentaban unos niveles de senescencia y apoptosis muy bajos. Al afadir
Palbociclib al medio de cultivo la senescencia aumentaba al 20% y la apoptosis al
7%. En linea con los resultados obtenidos in vivo, la senescencia se redujo a un 5%
en los mioblastos tratados con Palbociclib y después con VEs. En cuanto a la
apoptosis, encontramos una reduccion importante en el grupo tratado con VEs,
encontrando muy pocas células en apoptosis, de forma similar al grupo control sin

Palbociclib.
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Figura 33: Efecto del tratamiento con VEs derivadas de CMTAs en la senescencia
y apoptosis de un cultivo de mioblastos senescentes.

Los datos se muestran como el porcentaje de mioblastos positivos para Beta
Galactosidasa en el caso de la senescencia y para Anexina V en el caso de la
apoptosis. Control n=5, Palbociclib n=>5, Palbociclib + VEs n=3.
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4.6 Las VEs derivadas de CMTAs reducen la edad epigenética de los tejidos

y actuan sobre procesos biolégicos relacionados con el envejecimiento
4.6.1 Efectos del tratamiento sobre la edad epigenética

Para estimar la edad epigenética de un tejido se han desarrollado recientemente
“relojes epigenéticos”, estos se basan en funciones matematicas derivadas del
analisis de la metilacion de cientos de dinucledtidos CpG, entrenados con miles de
muestras de tejidos de diferentes edades, permitiendo estimar la edad biologica de
un tejido u organismo concreto. Estos relojes se han desarrollado para multiples
especies animales, siendo la humana y la murina las especies mas utilizadas y con

mayor evidencia (Horvath 2013, Horvath and Raj 2018).

En nuestro estudio utilizamos multiples relojes epigéneticos de raton entrenados en
diferentes tejidos para estimar la edad de los ratones tratados con VEs y control.
Agrupamos los relojes en dos grupos, los relojes generales fueron entrenados en un
amplio rango de animales, mientras que los relojes de intervencion se entrenaron en
animales tratados con intervenciones que ralentizan la velocidad de envejecimiento,
como la restriccion caldrica o la inhibicion de mTOR. Utilizamos un modelo
estadistico de efectos mixtos para discernir una tendencia entre los multiples relojes.
En las muestras de tejido renal, la edad estimada de los ratones tratados con VEs
derivadas de CMTAs fue significativamente menor tanto en los relojes generales
como en los de intervencion. De forma similar, las muestras de tejido hepatico
derivadas de ratones tratados con VEs, ambos relojes mostraron una reduccion de la
edad estimada, siendo estadisticamente significativo en el caso de los relojes de
intervencion. En el caso del tejido muscular y el bazo, no se observaron diferencias

entre ratones tratados con VEs y control (Figura 34).
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Figura 34: Efecto del tratamiento con VEs derivadas de CMTAs en la edad
epigenética estimada mediante relojes epigenéticos en varios tejidos de ratones
viejos.

Los datos se muestran como el efecto de la variable tratamiento con VEs sobre la
edad epigenética de los distintos tejidos determinada a partir del algoritmo de
relojes generales (negro) y de intervencion (azul), la magnitud del efecto se muestra
en afios. Los datos se obtuvieron a partir de un andlisis de efectos mixtos. PBS n=6,

VEs n=6.

4.6.2 Analisis de enriquecimiento de procesos bioldégicos basado en la
metilacion de islas CpG en distintos tejidos de ratones viejos tratados

con VEs

A partir del analisis del reloj epigenético de los distintos tejidos se puede obtener las
metilaciones de las islas CpG concretas y los genes adyacentes a estas. Para estudiar
mas a fondo qué genes estaban siendo afectados por el tratamiento con VEs
derivadas de CMTAs realizamos un analisis de los foci con diferencias
estadisticamente significativas (FDR q < 0,05) entre los grupos de ratones tratados

con VEs y control. El analisis mediante una regresion lineal mostré multitud de foci
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modificados en los tejidos de ratones tratados: 5546, 36163, 7247 y 11092 en bazo,
higado, rifion y musculo, respectivamente. Asignamos a cada locus el gen mas
cercano y realizamos un analisis de enriquecimiento del conjunto de genes para cada

tejido, obteniendo los procesos bioldgicos mas representados (Raudvere, Kolberg et
al. 2019).

Los procesos biologicos modificados por el tratamiento con VEs derivadas de
CMTAs fueron distintos entre los tejidos, sin embargo, se puede observar una clara
tendencia hacia los procesos bioldgicos relacionados con la proliferacion y
desarrollo de distintos tejidos, la diferenciacion celular, y las vias de desarrollo

neuronal y sinapticas, asi como la regulacion de las uniones celulares (Figura 35)
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Figura 35: Andlisis de enriquecimiento de procesos biologicos a partir de las
diferentes citosinas metiladas en el rifion, musculo, higado y bazo de ratones viejos
tratados con VEs derivadas de CMTAs.

Los datos se muestran como los procesos biologicos significativamente enriquecidos
a partir de la metilacion de las diferentes islas CpG, comparando ambos grupos de
tratamiento en los diferentes tejidos, los procesos se encuentran ordenados en base
al valor absoluto del logaritmo del p-valor. PBS n=6, VEs n=6.
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4.7 El analisis del contenido en microARNs en las VEs revela que los
microARNs sobreexpresados en las VEs derivadas de CMTAs jovenes

regulan el desarrollo y la regeneracion de los tejidos

Motivados por los resultados obtenidos con el tratamiento con VEs derivadas de
CMTAs jovenes, nos propusimos investigar potenciales factores dentro de las
vesiculas que estuvieran causando este efecto. De entre todos los factores que se
encuentran en las VEs, probablemente los méas estudiados sean los microARNSs, que
ademas han demostrado ser capaces de regular la transcripcion génica en tejidos a

distancia (Thomou, Mori et al. 2017).

Para el estudio del contenido en microARNs en las VEs utilizamos un array
especifico de microARNs (Affymetrix GeneChip miRNA 4.0 Array). Obtuvimos
VEs de tres condiciones distintas: del medio de cultivo de CMTAs jovenes y viejas,
y del plasma de ratones viejos. En el analisis, los microARNs con un incremento o
disminucién en la expresion del 100% y con un p valor menor de 0,01 fueron
definidos como diferentes entre los grupos. En total fueron analizados 3196

microARNS.

En primer lugar, realizamos un analisis de componentes principales no dirigido para
asegurar que los tres grupos se diferenciaban adecuadamente, este mostro tres grupos
bien diferenciados de muestras, que coincidian con las tres condiciones previamente
descritas (Figura 36). A partir del anélisis del contenido en las VEs derivadas de
CMTAs jovenes obtuvimos varios microARNs con diferencias en su expresion,
tanto cuando las comparamos con VEs derivadas de CMTAs viejas (9 microARNs
sobreexpresados, 1 infraexpresado), como con VEs derivadas del plasma de ratones
viejos (25 microARNs sobreexpresados, 4 infraexpresados) (Figuras 37 y 38). En
todas las comparaciones, las VEs derivadas de CMTAs jovenes mostraban un perfil
de expresion de microARNs con una clara tendencia hacia la sobreexpresion de

diferentes microARNS.
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Figura 36: Andlisis de componentes principales de los microARNs contenidos en
las VEs derivadas de CMTAs jovenes, CMTAs envejecidas y plasma de ratones
viejos.

Los datos se muestran como un analisis de componentes principales no dirigido en
dos dimensiones. CMTAs jovenes n=4, CMTAs envejecidas n=4, plasma de ratones
viejos n=4.
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Figura 37: Sintesis de la comparacion entre los microARNs con diferente
expresion en las VEs derivadas de CMTAs jovenes, CMTAs envejecidas y plasma
de ratones viejos.
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Los datos se muestran como el numero de microARNs significativamente diferentes
entre los grupos de comparacion. CMTAs jovenes n=4, CMTAs envejecidas n=4,

plasma de ratones viejos n=4.
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Figura 38: Mapas de calor de los microARNs con diferente expresion entre VEs
derivadas de CMTAs jovenes, CMTAs envejecidas y plasma de ratones viejos.

Los datos se muestran como un mapa de calor de expresion relativa en rojo, siendo
lo mas cercano al rojo la mayor expresion y lo mas cercano al blanco la menor.
CMTAs jovenes n=4, CMTAs envejecidas n=4, plasma de ratones viejos n=4.
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Como el tratamiento de este estudio consiste en la inyeccion intravenosa de VEs en
ratones viejos, razonamos que los microARNs sobreexpresados en las VEs derivadas
de CMTAs jovenes y con bajos niveles de expresion en las VEs del plasma de
ratones viejos podrian ser, al menos en parte, responsables de los efectos
beneficiosos sobre el envejecimiento de las VEs. Por tanto, nos centramos en esta
comparacion para proseguir con el analisis, usando los 25 microARNs
sobreexpresados en las VEs derivadas de CMTAs jovenes al compararlas con las
VEs del plasma de ratones viejos. Para ello exploramos los genes diana de estos 25
microARNs, mediante un algoritmo predictor basado en la secuencia de nucledtidos
de los microARNSs y la secuencia de ARNm de todos los genes del genoma murino
(miRDIP). Nos encontramos con un nimero demasiado alto de dianas predichas para
estos 25 microARNSs, por lo que decidimos seleccionar y estudiar los 6 microARNs
(destacados en rojo en la Figura 39) mas relevantes en sentido bioldgico, al ser los
unicos de los 25 que comparten toda su secuencia de nucleotidos entre las especies
animales, incluyendo al humano. La principal razon por la que decidimos utilizar
esta clasificacion arbitraria de los microARNSs es que el envejecimiento y gran parte
de los mecanismos moleculares que lo componen se encuentran muy conservados a
través de las especies (Smith, Tsuchiya et al. 2008), por lo que dedujimos que, si
algin microARN tenia un efecto importante sobre el envejecimiento, deberia estar

evolutivamente conservado.
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Figura 39: Grdfico volcin de los microARNs con diferente expresion entre las
VEs derivadas de CMTAs jovenes y el plasma de ratones viejos.

En este grdfico el eje de abscisas situa cada microARN individual en funcion de la
variacion en la expresion entre ambos grupos de comparacion, a la izquierda menor
expresion en las VEs de CMTAs jovenes y a la derecha mayor expresion, en
comparacion con las VEs del plasma de ratones viejos. El eje de ordenadas los sitiia
en funcion del valor absoluto del logaritmo del p-valor (mas arriba indica un p-
valor menor). Los microARNs con coloracion son los que presentan una diferencia
en la expresion de al menos 2 o -2 y un p valor menor a 0,01. CMTAs jovenes n=4,
plasma de ratones viejos n=4.
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En conjunto, estos 6 microARNSs tenian como diana predicha un total de 5379 genes
(con muy alta fiabilidad, en el percentil 99 de confianza, presentes en al menos 5
bases de datos seleccionadas por miRDIP). Para estudiar en qué procesos y vias de
sefializacion estaban implicados estos genes, realizamos un analisis de
enriquecimiento con PANTHER (Mi, Muruganujan et al. 2013). El resultado
obtenido fue que gran parte de los genes diana de nuestros microARNs
seleccionados estaban involucrados en la proliferacion celular, desarrollo,
crecimiento y regeneracion de los tejidos, asi como vias de desarrollo neuronal y
sinapticas. En cuanto a las vias moleculares, estos microARNs regulan importantes
vias relacionadas con regeneracion tisular, fibrosis e inflamacion, como la
angiogénesis, via de Wnt, PDGF, FGF, TGF-p, interleucinas e interferones. Mas
destacable si cabe, es que estos microARNs tienen como diana vias moleculares
criticas dentro del proceso de envejecimiento, como la apoptosis, la via de p53, la

via de p38, la respuesta al estrés oxidativo y la via de la insulina/IGF (Figura 40).
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Figura 40: Andlisis de vias moleculares y procesos bioldgicos de los 6 microARNs
seleccionados en la comparacion entre VEs derivadas de CMTAs jovenes y plasma
de ratones viejos.

Los datos se muestran como las vias moleculares y los procesos biologicos
significativamente enriquecidos a partir de las dianas predichas de los microARNs
seleccionados, las vias y procesos se encuentran ordenados en base al nivel de
enriquecimiento calculado a partir de un andlisis de observado/esperado en
PANTHER (fold enrichment).
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5 DISCUSION



5.1 La restauracion de la comunicacion intercelular con EVs de ratones

jovenes mejora funciones fisiolégicas alteradas con el envejecimiento

Nuestro entendimiento del proceso de envejecimiento ha crecido exponencialmente
en las ultimas décadas, actualmente conocemos multitud de procesos moleculares y
celulares que llevan a un organismo a envejecer (Lopez-Otin, Blasco et al. 2013,
Kennedy, Berger et al. 2014). Uno de estos procesos es la alteracion de la
comunicacion entre las células; a medida que un organismo envejece, sus células
comienzan a comunicarse peor y a liberar distintos mediadores que contribuyen al
envejecimiento, como por ejemplo los factores proinflamatorios (Franceschi,
Bonafé et al. 2000, Franceschi and Campisi 2014). De hecho, las modificaciones
genéticas que consiguen retrasar o acelerar el envejecimiento de un solo 6rgano,
tienen consecuencias en oOrganos distantes, retrasando o acelerando el
envejecimiento de estos (Tomas-Loba, Flores et al. 2008, Durieux, Wolff et al. 2011,

Lavasani, Robinson et al. 2012).

Restaurar la comunicacion intercelular defectiva se ha propuesto como una
estrategia para contrarrestar los efectos del envejecimiento. La funcion de las células
no solamente depende de factores intrinsecos, si no que existen multitud de factores
en el medio extracelular que pueden influir en la quiescencia, diferenciacion o
senescencia de una célula. Este hecho quedd demostrado mediante los experimentos
de parabiosis realizados en animales, en los que se demostr6 que existian factores en
la sangre de los animales jovenes capaces de mejorar funciones fisioldgicas
deterioradas en animales envejecidos, como la capacidad de ejercicio o la funcion
cognitiva (Conboy, Conboy et al. 2005, Conboy and Rando 2012). Entre los factores
estudiados destacan la proteina GDF11 (miembro de la familia TGF-f) y la
oxitocina, que se encuentran disminuidos en el plasma de los animales envejecidos
(Loffredo, Steinhauser et al. 2013, Sinha, Jang et al. 2014). Los efectos

rejuvenecedores de estos factores han sido estudiados, aunque todavia con resultados

172



contradictorios, indicando que probablemente el efecto observado en los

experimentos de parabiosis dependa de una gran multitud de factores.

La principal hipotesis que explica los efectos beneficiosos de la parabiosis es que la
modificacion del entorno extracelular en que se encuentran las células progenitoras
de los distintos tejidos mejora la funcion y la capacidad regenerativa de estas. Con
el envejecimiento esta capacidad disminuye, antes se creia que solamente eran
factores intrinsecos a las células progenitoras lo que causaba este deterioro, como el
acortamiento de los telomeros o el dafo al ADN. Sin embargo, cuando se implantan
células satélite (células progenitoras musculares) provenientes de un organismo
envejecido en un organismo joven, estas células son capaces de proliferar y
regenerar el tejido (Conboy, Conboy et al. 2005). Al contrario, cuando implantamos
células madre jovenes en un tejido envejecido, su capacidad regenerativa disminuye

drasticamente (Villeda, Luo et al. 2011, Chakkalakal, Jones et al. 2012).

Al comienzo del estudio planteamos la hipotesis de que uno de los factores que
podrian ser responsables del efecto beneficioso de la parabiosis eran las vesiculas
extracelulares. Como hemos relatado en la Introduccion, estas VEs se encuentran
muy implicadas en la comunicacion entre las células (Ludwig and Giebel 2012), por
lo que probablemente en el fendmeno de la parabiosis exista un intercambio de VEs
entre los animales jovenes y viejos. En el presente estudio, utilizando VEs derivadas
de CMTAs de animales jovenes, encontramos resultados similares a los obtenidos
en los experimentos clésicos de parabiosis, mejorando parametros afectados por el
envejecimiento como la fuerza muscular, la coordinacion motora, la funcion renal o
la regeneracién del pelaje, consiguiendo una menor fragilidad de los animales
tratados. El mayor cambio lo encontramos en la coordinacién motora, donde
observamos una mejoria del 72% en el tiempo de la prueba 30 dias tras el tratamiento
con VEs, en el resto de los pardmetros fisicos observamos diferencias mas modestas,
aunque significativas. En cuanto a la funcion renal, mas que un efecto de mejoria del

filtrado renal, encontramos un efecto de proteccidn, ya que los animales del grupo
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control mostraban un empeoramiento progresivo de la funcion renal, mientras que
el grupo tratado mantenia los mismos niveles que al comienzo del experimento.
Atendiendo al pelaje, a parte de una mayor velocidad y area de regeneracion en los
animales tratados con VEs, encontramos un efecto no cuantificado en cuanto a la
coloracion de este pelaje. Los animales tratados con VEs mostraban una
pigmentacion del pelaje més oscura en comparacion con los animales control, que
presentaban una mayor pérdida de la pigmentacion. El efecto observado sobre la
regeneracion del pelaje confirma los resultados obtenidos en 2010 por Won y
colaboradores, donde demostraron que las CMTAs son capaces de mejorar la
regeneracion del pelaje de manera paracrina, sin identificar los factores responsables
(Won, Yoo et al. 2010). En nuestro estudio hemos comprobado que las VEs
derivadas de estas células son capaces de mejorar la regeneracion por si mismas. Por
tanto, demostramos que parte del efecto beneficioso del fendémeno de parabiosis,
podria ser debido a las VEs, que son un elemento mucho mas concreto que la sangre
entera.

La fragilidad es una entidad clinica que en humanos se basa principalmente en las
aptitudes fisicas. Se han desarrollado multitud de modelos de fragilidad basandose
en parametros fisicos y otros como los psicologicos. La fragilidad fue definida por
Linda Fried en 2001 como un fenotipo que predecia un alto riesgo de caidas,
dependencia, hospitalizacion y muerte (Fried, Tangen et al. 2001). En nuestro grupo
se desarroll6 previamente una prueba adaptada para ratones basada en 5 criterios, y
es la que utilizamos para estimar el porcentaje de ratones fragiles en cada grupo de
estudio (Gomez-Cabrera, Garcia-Valles et al. 2017). De todos los ratones tratados
con VEs, ninguno cumplia 3 o mas criterios de fragilidad, que es lo que define a un
animal como fragil, mientras que el 40% de los animales del grupo control eran
fragiles. Estos resultados estan en concordancia con estudios previos realizados con
ratones de edad avanzada, en los que se observo un porcentaje similar de fragilidad

(Arc-Chagnaud, Salvador-Pascual et al. 2021).
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Para valorar un posible efecto toxico del tratamiento con VEs, nos basamos en un
aspecto cuantitativo como es la pérdida de peso tras el tratamiento. Dado que el
experimento conlleva la inyeccion intravenosa de las VEs, la depilacion de una zona
del pelaje y la realizacion de pruebas fisicas, tanto el grupo control como el grupo
de estudio perdieron peso desde el comienzo. No encontramos diferencias
significativas en la pérdida de peso entre ambos grupos, siendo ligeramente menor
en el grupo tratado con VEs. Tampoco encontramos diferencias cualitativas en el
nimero de tumores que presentaban los ratones tras el sacrificio. En cuanto a un
posible rechazo de las vesiculas, no observamos ninguna reaccion tras la inyeccion,
aunque al cultivar las células con suero procedente de otra especie, parece

importante realizar un adecuado lavado de las VEs previo a la inyeccion.

Aunque las VEs utilizadas en este estudio provienen de un solo tipo celular de un
organismo joven (las CMTAs), conseguimos una mejora de las funciones
fisiolégicas de los ratones, lo que estrecha el circulo en cuanto a las posibles
moléculas que estdn causando el efecto beneficioso. En los estudios previos habia
que analizar todo el contenido del plasma para buscar posibles factores
“rejuvenecedores” (Loffredo, Steinhauser et al. 2013), mientras que en nuestro
estudio nos centramos unicamente en las VEs provenientes de un tipo celular
concreto. Este resultado cobra mas sentido si atendemos al estudio publicado por
Thomou et al. en 2017, en el que describen al tejido adiposo como una fuente muy
importante de VEs circulantes en el plasma, capaces de regular la expresion génica
en tejidos distantes como el higado, mediante la liberaciéon de microARNs en las

VEs (Thomou, Mori et al. 2017).

La edad del organismo del que se obtienen las CMTAs es crucial para el efecto
beneficioso de las VEs, esto queda demostrado en un estudio piloto que realizamos,
en el cual inyectamos VEs derivadas de CMTAs obtenidas de animales envejecidos.
Estas células, al provenir de un organismo ya envejecido, liberaban VEs que no eran

capaces de promover el mismo efecto beneficioso sobre el estado fisico de los
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ratones que las VEs jovenes. Estos resultados concuerdan con los estudios previos
sobre parabiosis, donde al conectar dos organismos de similar edad, no se encontraba

ningun efecto en el envejecimiento (Conese, Carbone et al. 2017).

En cuanto a la temporalidad del efecto de las VEs, nuestros resultados demuestran
que es algo finito. Los efectos comienzan a observarse a las dos semanas del
tratamiento con VEs, donde encontramos la mejoria en la regeneracion del pelaje,
funcion renal y fuerza de agarre. A los 30 dias es donde encontramos el mayor efecto,
con una diferencia significativa en todas las pruebas fisicas y en la funcion renal, por
lo que decidimos analizar los tejidos en profundidad justo 30 dias después de la
primera inyeccion de VEs. Sin embargo, dejamos sin sacrificar algunos de los
animales tratados con VEs, para estudiar la duracion maxima del efecto.
Encontramos una pérdida del efecto beneficioso en las pruebas fisicas 60 dias
después del tratamiento, indicando un limite temporal en el efecto de las VEs. Estos
resultados se encuentran en linea con otros estudios relacionados con la parabiosis,
donde dependiendo de la duracion de esta, el efecto observado es mayor o menor y

su duracion se ve alterada (Conboy and Rando 2012, Lever, Yang et al. 2018).
Por tanto, restaurar la comunicacion intercelular mediante factores circulantes

externos, en este caso las VEs derivadas de CMTAs, consigue prevenir la fragilidad

y mejorar multiples funciones fisioldgicas que se afectan en el envejecimiento.
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5.2 Las VEs derivadas de CMTAs promueven la regeneracion tisular en el

envejecimiento

Una de las caracteristicas de los organismos envejecidos es la pérdida de la
capacidad regenerativa de los diferentes tejidos (Khan, Singer et al. 2017).
Conseguir una mejor regeneracion tisular ha sido uno de los principales objetivos
tanto del estudio del envejecimiento como de multitud de enfermedades que cursan
con un deterioro de los tejidos. La utilizaciéon de células madre o progenitoras, por
su capacidad de division asimétrica, ha sido muy estudiada en medicina
regenerativa, ya que somos capaces de extraerlas, cultivarlas, y mas tarde
implantarlas en un 6rgano o tejido para conseguir repoblarlo. De hecho, estas células
madre, en especial las hematopoyéticas, se utilizan hoy en dia para tratar algunas

afecciones como la anemia aplésica o las leucemias (Copelan 2006).

Existen varios problemas a la hora de aplicar la terapia con células madre en los
humanos, el principal es el riesgo de aneuploidia y posterior formacioén de tumores,
otros factores son el rechazo, la dosificacion o la conservacion de las células (Caplan
and Correa 2011). Esto no ha impedido descubrir, en modelos animales y también
en algin ensayo con humanos, que las células madre tienen efectos beneficiosos
sobre la regeneracion tisular. Cuando inyectamos células madre mesenquimales en
un organismo, mejora la regeneracion de diferentes tejidos (Chen, Tredget et al.
2008, Caplan and Correa 2011, Tompkins, DiFede et al. 2017). Anteriormente se
creia que las células se dirigian al érgano dafiado y conseguian diferenciarse y
repoblar ese tejido, sin embargo, estudios posteriores demostraron que tras la
inyeccion de células madre, solamente un pequefio porcentaje (1-2%) siguen vivas
tras una semana, y que estas células no tienen una especial predileccién por ningun
tejido concreto (Miiller-Ehmsen, Whittaker et al. 2002, Toma, Wagner et al. 2009,
Eggenhofer, Benseler et al. 2012).
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Estos hallazgos hicieron pensar que de alguna forma las células madre liberaban
factores sistémicos que asistian a las células madre del huésped y mejoraban la
capacidad regenerativa intrinseca. Uno de estos factores son las VEs, y de hecho se
ha demostrado que las VEs derivadas de distintos tipos de células madre son capaces
de mejorar la regeneracion tisular tras un dafio (Linero and Chaparro 2014, Tan, Lai
et al. 2014, Doeppner, Herz et al. 2015, Hu, Wang et al. 2016, Choi, Seo et al. 2018).
No obstante, el efecto de estas VEs sobre la regeneracion de organos y tejidos

envejecidos fisioldgicamente no estaba clara.

En este trabajo hemos podido observar que las VEs derivadas de CMTAs jovenes
son capaces de promover la regeneracion tisular en dos 6rganos muy importantes en

el envejecimiento, como son el riidn y el musculo.

5.2.1 Efectos sobre el tejido renal

El rifién es un érgano muy afectado durante el envejecimiento, entre otras razones,
porque su unidad funcional, la nefrona, no puede regenerarse por completo. El
numero de nefronas funcionales con el que nacemos va disminuyendo con la edad.
Ademads, la fibrosis del espacio intersticial va aumentando con la edad,
contribuyendo de manera negativa a la funcion renal (Denic, Glassock et al. 2016).
Dentro de una nefrona encontramos los glomérulos y los tubulos, los glomérulos no
pueden regenerarse tras un dafo, el epitelio de los tibulos si. Tras un dafo tubular,
existen poblaciones de células renales que son capaces de dividirse y regenerar los

tubulos dafiados (Berger, Bangen et al. 2014).

Al estudiar la estructura histoldgica de los rifiones de los animales tratados con VEs,
descubrimos que los ratones tratados presentaban una densidad tubular mucho
mayor, asi como una menor dilatacién tubular. Los ratones control mostraban una
atrofia tubular con dilatacion tubular generalizada, algo caracteristico del

envejecimiento del tejido renal (Denic, Glassock et al. 2016, Khan, Singer et al.

178



2017). Mientras que no encontramos cambios en la densidad glomerular, algo que

era esperable, ya que los animales adultos no pueden crear nuevos glomérulos.

Pensamos por tanto que las vesiculas inducian la proliferacion de las células del
tubulo renal, algo que confirmamos con un marcaje con Ki67, una proteina presente
en el nucleo de células en division. Los tibulos de los ratones tratados con VEs
mostraban una poblacion de células en division que no estaba presente en los tibulos
de los ratones control. La proliferacion en los ratones control era similar a estudios
previos en animales envejecidos, en los que las células en division en los tiibulos son

un porcentaje muy bajo del total (Baar, Brandt et al. 2017).

Esta mejora en la regeneracion del tejido renal mediante VEs derivadas de distintos
tipos de células madre se ha descrito en modelos animales de dafio renal agudo
(como la isquemia-reperfusion) (Collino, Bruno et al. 2015, Bruno, Tapparo et al.
2017), sin embargo, nunca se habia demostrado una mejora en la regeneracion del
tejido renal en animales envejecidos fisiologicamente. Este hecho cobra sentido si
entendemos el envejecimiento como una acumulacion de distintos tipos de dafio, que

no consiguen repararse totalmente.

Al cuantificar la fibrosis del espacio intersticial renal, encontramos una disminucioén
no significativa en el grupo de ratones tratados, esta fibrosis acompafia al
envejecimiento en diferentes tejidos, entre ellos el rifion. La principal limitaciéon en
el estudio de la fibrosis es que en nuestro caso los animales del grupo control ya
presentaban niveles bajos de fibrosis intersticial, con lo que era dificil mejorar la
cantidad de fibrosis con las VEs, aunque si se ha descrito un papel anti-fibrotico,
tanto de las células madre mesenquimales, como de las VEs que liberan (He, Wang

et al. 2012, Li, Yan et al. 2013, Grigorian-Shamagian, Liu et al. 2017).
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5.2.2 Efectos sobre el tejido muscular esquelético

Otro de los tejidos que mas afecta a la funcionalidad del individuo durante el
envejecimiento es el musculo, tanto la fragilidad como la sarcopenia son entidades
que afectan en una gran medida a las personas mas envejecidas (Doherty 2003,
Lauretani, Russo et al. 2003). De hecho, la fuerza de agarre es uno de los mejores
predictores de mortalidad y dependencia en humanos (Sasaki, Kasagi et al. 2007).
Dado que durante el estudio habiamos encontrado una importante mejora en el
estado fisico de los ratones, quisimos comprobar si las VEs inducian algiin cambio
estructural en el musculo. Para ello obtuvimos el gastrocnemio de los ratones y
medimos el area media de las fibras musculares en cortes histologicos transversales,
obteniendo un area media mayor en los ratones tratados con VEs. Este area es un
buen marcador de la masa muscular de los animales, y va disminuyendo con la edad
(Lauretani, Russo et al. 2003). Ademas, medimos la cantidad de proteinas en el
tejido muscular por peso seco total, obteniendo una mayor concentracion proteica
en los musculos de los animales tratados con VEs. Este es un marcador mucho
menos utilizado, pero la principal hipotesis es que los ratones tratados, al tener una
mayor masa muscular, podrian presentar una distribucion tisular diferente, a favor
de tejido muscular y en contra del adiposo, que presenta menor densidad proteica y
se acumula con el envejecimiento y el desuso (Lauretani, Russo et al. 2003, Siu,

Pistilli et al. 2008).

El musculo es un tejido que presenta una poblacion de células progenitoras,
conocidas como células satélite, que se activan tras un dafio y son capaces de
regenerar algunas fibras, sin embargo, la principal fuente de crecimiento muscular
es la hipertrofia sin hiperplasia. Nuestra principal hipotesis es que las VEs aumentan
la masa muscular de los ratones tratados por varios motivos. En primer lugar, como
en el rifion, las VEs probablemente asistan en la regeneracion tisular promoviendo
su crecimiento. En segundo lugar, incluimos el posible sesgo de la actividad fisica,

ya que hemos observado que subjetivamente los ratones tratados presentan mayor
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movilidad espontanea, lo que podria contribuir a una mayor masa muscular por un
mayor uso del sistema musculoesquelético. Estos resultados son similares a los
obtenidos en modelos de isquemia-reperfusion en otros tejidos, en los que las VEs
mejoran la regeneracion tisular (Zhang, Chopp et al. 2015), aunque en ninguno de
los estudios previos con VEs se habia observado un beneficio estructural en el tejido

muscular de animales envejecidos fisiologicamente.

En términos generales, en este estudio demostramos que las VEs derivadas de
CMTAs jovenes inducen una regeneracion en el tejido renal y muscular de animales
envejecidos, revirtiendo los cambios estructurales asociados al envejecimiento en

esos tejidos.
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5.3 Los rasgos moleculares del envejecimiento disminuyen en el tejido renal

y muscular de los ratones tratados con VEs

Tras hallar un beneficio en las funciones fisioldgicas y en la estructura de los tejidos
de los animales tratados con VEs, quisimos investigar si estos cambios se
acompaiaban de una mejoria en los marcadores moleculares tipicamente asociados
al envejecimiento. Dentro de estos marcadores estudiamos el estrés oxidativo, los

telomeros y la senescencia celular (Lopez-Otin, Blasco et al. 2013).

5.3.1 El estrés oxidativo disminuye en el musculo de los ratones tratados con

VEs

El estrés oxidativo fue una de las primeras propuestas como causa fundamental del
envejecimiento, con multitud de trabajos corroborando el hecho de que el estrés
oxidativo aumenta con la edad y causa un dafio a las macromoléculas, que, de no ser
reparado, se acumula dando lugar a multiples condiciones que se asocian al
envejecimiento (Harman 1956, Sies 1985). En las tiltimas dos décadas esta teoria ha
sufrido cambios, principalmente debido a los estudios que mostraban un aumento de
la longevidad con el aumento de las ROS en levaduras y C. Elegans (Doonan,
McElwee et al. 2008, Van Raamsdonk and Hekimi 2009, Mesquita, Weinberger et
al. 2010). También se han realizado estudios en ratones modificados genéticamente
en los que un aumento de las ROS mitocondriales no acelera el envejecimiento, y de
la misma forma, animales con defensas antioxidantes aumentadas no presentan una
longevidad mayor (Van Remmen, Ikeno et al. 2003, Zhang, Ikeno et al. 2009). Estos
resultados se explican en parte si entendemos que las ROS tienen un rol fundamental
en la sefializacion intracelular, siendo necesarias para la respuesta ante estimulos
fisioldgicos y en situaciones de estrés. Teniendo todo esto en cuenta, si que queda
claro que, en el envejecimiento, una vez el estrés oxidativo sobrepasa las defensas
del organismo, agrava el dafo a las macromoléculas y va en detrimento de la funcion

celular y tisular.
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Para estudiar como afectaba el tratamiento con VEs al dafio oxidativo en los tejidos,
cuantificamos los niveles de oxidacion en dos macromoléculas: lipidos y proteinas.
El dafio oxidativo a los lipidos parece contribuir al envejecimiento de los tejidos ya
que disminuye la fluidez de las membranas celulares, formadas en gran parte por
lipidos, afectando a su funcion. Como hemos explicado previamente, el MDA es un
producto formado tras la peroxidacion de distintos lipidos, en especial los
poliinsaturados. En nuestro estudio, encontramos una disminucion en los niveles de
MDA en el musculo de los animales tratados con VEs en comparacion con los
controles, sin encontrar diferencias en los niveles de MDA en el tejido renal. Existe
un mayor nimero de trabajos en los que se correlaciona un aumento mas o menos
lineal de los niveles de MDA en el musculo con el envejecimiento y la atrofia por
desuso (Yagi 1987, Marzani, Felzani et al. 2005, Siu, Pistilli et al. 2008), existiendo
datos contradictorios en el tejido renal (Gomes, Simao et al. 2009, Alabarse,
Salomon et al. 2011, Li, Chen et al. 2012, Uzun, Korkmaz et al. 2013). En Ia orina,
la concentracion de MDA aumenta con la edad, probablemente como mecanismo de
defensa de las células tubulares, que de esta forma evitan la acumulacién de lipidos
oxidados en el interior celular (Gomes, Simdo et al. 2009, Small, Coombes et al.
2012). Esto podria explicar la diferencia en el efecto de las VEs sobre los pardmetros

de peroxidacion lipidica entre ambos tejidos.

En segundo lugar, estudiamos la oxidacion de las proteinas mediante la
cuantificacion de los grupos carbonilos, que se forman tras la oxidacién proteica. En
este caso encontramos resultados superponibles a los obtenidos en peroxidacion
lipidica, observando un descenso de la oxidaciéon proteica en el musculo de los
animales tratados con VEs, y sin diferencias en el tejido renal. De igual forma,
encontramos numerosos trabajos en los que se describe un aumento de la oxidacién
proteica en el musculo con la edad y la atrofia (Lourengo Dos Santos, Baraibar et al.
2015, Barreiro 2016). En el tejido renal existe controversia, ya que existen estudios

en los que la oxidacion proteica no solo no aumenta con la edad si no que disminuye,
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los autores proponen una menor tasa de consumo de oxigeno en el tejido renal
atroéfico como causa de este efecto (Alabarse, Salomon et al. 2011, Melchioretto,
Zeni et al. 2020). Por tanto, en nuestro estudio encontramos un efecto de disminucion
del dafio oxidativo en el miisculo de los animales tratados con VEs, mientras que no
encontramos diferencias en cuanto a estos marcadores en el tejido renal. La principal
explicacion a este fendmeno es que tanto la peroxidacion lipidica como la oxidacion
proteica no se comportan de una manera lineal con el envejecimiento en el rifidn,

mientras que parecen seguir un patrén mas lineal en el musculo.

5.3.2 Lalongitud y el dafio a los telomeros no se ven modificados en los tejidos

de los ratones tratados con VEs

Otro de los cambios moleculares que se suceden con el envejecimiento es la
alteracion de los telomeros, en especial el acortamiento y el dafio a los mismos
(Blasco 2007). Por su incapacidad para replicarse en la mayoria de las células adultas
debido a la ausencia de telomerasa, estos extremos de los cromosomas son
particularmente susceptibles a distintos tipos de dafio. Ademas, el acortamiento
progresivo de los telomeros es una de las claves del envejecimiento en multitud de
especies, ya que, en cada division, las células acortan los telémeros, que, llegado un
limite, llevan a la muerte celular o a la senescencia (Herrera, Samper et al. 1999,
Blasco 2007). En colaboracion con el laboratorio de la Dra. Maria A. Blasco,
quisimos estudiar el efecto en la longitud y el dafio a los teldémeros del tratamiento
con VEs en el tejido renal y muscular de los ratones, como posible mediador del
efecto beneficioso sobre la funcion del tejido. Como hemos mostrado, no
encontramos diferencias entre los ratones tratados con VEs en cuanto a la longitud
y el dafio a los teldmeros. Por tanto, pensamos que el efecto de las VEs no esta
relacionado con un aumento de la longitud telomérica. Estos resultados estan de
acuerdo con otros experimentos previos de parabiosis, en los que tampoco
encontraban efecto sobre la longitud telomérica en los animales sometidos a este

proceso, encontrando multiples beneficios en otros parametros (Zhang, Zhao et al.
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2018). Una de las posibles explicaciones a este fendmeno es que, al cuantificar la
longitud de todas las células del tejido, se pierda el efecto sobre las células donde
mas actiian las VEs: las células madre y progenitoras. Esto abre la posibilidad de

explorar mas adelante el efecto de las VEs en los telomeros de las células madre.

Otra posible explicacion es que la longitud telomérica medida en un punto temporal
concreto no es el mejor marcador de la edad bioldgica de un tejido. De hecho, no es
la longitud del telomero lo que predice una longevidad mayor en una especie, ya que
por ejemplo los ratones poseen telomeros mas largos que los humanos y viven
mucho menos tiempo. Es la velocidad a la que los telomeros se acortan y no su
longitud lo que determina la longevidad de una especie (Whittemore, Vera et al.
2019). Por tanto, un estudio longitudinal en el que se mida la longitud telomérica
antes y después del tratamiento con VEs, podria ser mas aclaratorio en cuanto al

efecto de las VEs sobre los telomeros.

Por otro lado, encontramos el efecto neutro de las VEs sobre el dafio al telomero, en
este caso, en nuestro estudio encontramos niveles basales de dafio al teléomero muy
bajos tanto en el tejido renal como muscular. Creemos que, al estudiar animales con
un envejecimiento fisioldgicos, no sometidos a un estrés adicional, es dificil
encontrar diferencias en cuanto al dafio al teldmero. Probablemente serian necesarios
estudios con un estrés adicional que provoque un mayor dafio a los telomeros para

poder observar el efecto de las VEs.

5.3.3 El tratamiento con VEs disminuye la senescencia celular en el tejido

renal y muscular mediante un efecto senomérfico

Las células senescentes se acumulan en los tejidos a medida que un organismo
envejece por distintos mecanismos, entre ellos una mayor formacion de estas células
por distintos dafios a macromoléculas, pero también existe una menor eliminacion

de estas, ya que el sistema inmune encargado de esta tarea comienza a funcionar
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peor en el envejecimiento (Campisi and d'Adda di Fagagna 2007, Wang, Jurk et al.
2009, Campisi 2013). Desde el nacimiento encontramos células senescentes en un
organismo, teniendo una funciéon importante en el desarrollo, la reparacion tisular y
la respuesta inmune (Kuilman, Michaloglou et al. 2010). La acumulacién excesiva
de estas células es la que contribuye en muchos aspectos al deterioro de la funcion
observado durante el envejecimiento normal. Por un lado, las células senescentes
son células que han perdido la capacidad de proliferar y por tanto no contribuyen a
la regeneracion tisular, por otro, estas células liberan multitud de factores al medio
extracelular (término acufiado como SASP por sus siglas en inglés) que agravan el
fenotipo asociado al envejecimiento, causando una mayor inflamacion cronica, una
senescencia paracrina y aumentando el riesgo de desarrollo de tumores (Coppé,
Desprez et al. 2010). Como hemos explicado en la introduccion, se estan
desarrollando moléculas que consiguen eliminar especificamente estas células
senescentes del organismo, mediante la induccion de la apoptosis (Zhu, Tchkonia et
al. 2015). Estos farmacos senoliticos han conseguido mejorar multitud de
parametros asociados al envejecimiento y en la actualidad son probablemente las
moléculas mas prometedoras para tratar las enfermedades asociadas al

envejecimiento (Kim and Kim 2019).

Existen varios marcadores de senescencia que identifican concretamente a estas
células, entre ellos la enzima B-galactosidasa es el marcador mas usado (Dimri, Lee
et al. 1995). El problema es que, al depender de una actividad enzimatica, es dificil
de cuantificar en cortes histoldgicos de tejidos, especialmente si estos han sido
fijados. Para solventar este problema se han desarrollado otros marcadores de
senescencia, en este trabajo utilizamos la proteina Lamina B1, una proteina que
forma parte de la membrana nuclear y que su expresion se reduce al minimo cuando
una célula entra en estado de senescencia (Freund, Laberge et al. 2012). Por tanto,
las células cuya membrana nuclear carece de Lamina B1, pueden ser identificadas
como senescentes. En este estudio observamos una importante reduccién en el

numero de células senescentes tanto en el rifion como en el musculo de los animales
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tratados con VEs, algo que se habia demostrado en otros tejidos con VEs
provenientes de fibroblastos (Fafian-Labora, Rodriguez-Navarro et al. 2020). Esto
se acompaiiaba de un descenso en IL-6 en el musculo, una de las proteinas mas

importantes del SASP.

Las VEs contienen una gran cantidad de factores y el efecto sobre la senescencia
probablemente sea multifactorial, actuando sobre varias vias moleculares. Para tratar
de aclarar cual era el papel de las VEs sobre la senescencia disefiamos un
experimento in vitro con células progenitoras musculares (mioblastos C2C12). En
primer lugar, provocamos la senescencia del cultivo de mioblastos con Palbociclib,
un farmaco inhibidor del ciclo celular que causa senescencia mediante la inhibicion
de CDKN2A. Después tratamos las células con VEs derivadas de CMTAs jovenes
y observamos un efecto similar al obtenido in vivo, el tratamiento con VEs reducia

de manera importante la senescencia de las células progenitoras musculares.

Dado que los farmacos senoliticos actiian promoviendo la apoptosis de las células
senescentes, cuantificamos la apoptosis en el cultivo celular para estudiar si las VEs
actuaban como senoliticos. Sin embargo, descubrimos una reduccion importante de
la apoptosis en el cultivo, lo cual nos confirmaba que las VEs no tienen un efecto
senolitico y deben reducir la senescencia por otro mecanismo. La principal hipdtesis
es que las VEs tienen un efecto senomorfico, este término recientemente descrito
hace referencia a la capacidad de algunos factores de reducir la senescencia sin
causar la muerte por apoptosis de las células senescentes (Kim and Kim 2019).
Probablemente mediante un mecanismo que consiste en el cambio en los factores
del espacio extracelular, que de alguna forma inhiben el SASP, consiguiendo una
menor senescencia paracrina, que a su vez reduce el nimero de células senescentes.
Este mecanismo de accion ya ha sido propuesto para las VEs (Dorronsoro, Santiago
et al. 2021). Por otra parte, como pudimos observar en el tejido renal, las VEs
inducen la regeneracién tisular, lo que contribuye a tener un mayor porcentaje de

células con el ciclo celular activo y reducir el porcentaje de células senescentes.
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En resumen, encontramos un efecto muy marcado de las VEs sobre la senescencia
celular, reduciendo el numero de estas células tanto en el estudio in vivo como in
vitro. Las VEs no tienen efecto senolitico, ya que no inducen la apoptosis selectiva
de las células senescentes, si no que el efecto es probablemente senomorfico,
disminuyendo la liberacion de factores nocivos asociados a la senescencia al espacio

extracelular (SASP), consiguiendo una menor acumulacion de estas células.
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5.4 El tratamiento con VEs modifica el epigenoma de los tejidos y reduce su

edad epigenética

Una vez habiamos descubierto que las VEs tenian un efecto beneficioso en la
funcion, estructura y marcadores moleculares del tejido renal y muscular, quisimos
estudiar el efecto global de estas VEs mediante una aproximacion basada en el uso
de los relojes epigenéticos. Los relojes epigenéticos se basan en modelos
matematicos entrenados con miles de muestras de tejidos de distintas edades, en los
que se estudia la metilacion del ADN en las islas CpG (Horvath 2013, Weidner, Lin
et al. 2014). El cambio en la metilacion parece seguir un patrén mas o menos lineal
en los tejidos, y mediante el andlisis de la metilacion global del ADN, se puede
deducir la edad epigenética de ese tejido o célula, correlacionandose muy bien con
la edad cronolédgica. El primer reloj que se desarrolld fue el descrito por Steve
Horvath en 2013, basado en la metilacion de 353 islas CpG, y es el mas utilizado en
la actualidad (Horvath 2013, Horvath and Raj 2018). Desde su desarrollo, este reloj
se ha usado en multitud de estudios relacionados con el envejecimiento, y varias
intervenciones clasicas como la inhibicion de mTOR o la restriccion calorica han
demostrado disminuir la edad epigenética de los tejidos (Wang, Tsui et al. 2017).
Ademés, la edad epigenética parece correlacionarse con la edad bioldgica, ya que
este reloj puede predecir el desarrollo de distintas enfermedades asociadas al
envejecimiento e incluso la mortalidad (Fransquet, Wrigglesworth et al. 2019).
Inicialmente el reloj epigenético se desarrolld para su uso en tejidos humanos, pero
dada la necesidad de uso de modelos preclinicos, se han desarrollado para multiples
especies, entre ellas, la mas usada es Mus musculus (Petkovich, Podolskiy et al.

2017).

En este estudio realizamos un anélisis en colaboracion con el Dr. Steve Horvath de
la metilacion del ADN en cuatro tejidos diferentes: rifion, musculo, higado y bazo.
Estos cuatro tejidos poseen relojes epigenéticos bien establecidos en ratones

(Petkovich, Podolskiy et al. 2017). Obtuvimos resultados estadisticamente
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significativos en dos de estos tejidos, el rifion y el musculo, observando una
disminucion de la edad epigenética de estos tejidos. Estos resultados indican un
efecto pleiotropico de las VEs, ya que para modificar el reloj epigenético es

necesario cambiar el patréon de metilacion de cientos de genes.

Utilizamos dos tipos de relojes epigenéticos, uno general, que describe la edad
epigenética en base a un algoritmo basado tinicamente en la edad cronolégica, y otro
de intervenciones (“Interventions Clock™). Este ultimo reloj se basa en un algoritmo
modificado por el propio Horvath atendiendo a intervenciones que ya han
demostrado ser capaces de actuar sobre el envejecimiento, como la restriccion
caldrica o la inhibicion de mTOR, con lo que se consigue un reloj mucho mas
sensible a los cambios en el epigenoma inducidos por intervenciones basadas en la
biologia del envejecimiento. La disminucion de la edad epigenética fue mas marcada
si usamos estos ultimos relojes de intervencion, tanto en el higado como en el rifion,
sugiriendo un efecto similar de las VEs al de otras intervenciones en el
envejecimiento. Estos resultados se encuentran en linea con los obtenidos en cuanto

a la funcion, estructura y marcadores moleculares, especialmente en el rifion.

Cuantitativamente hablando, los datos en ambos tejidos son de una magnitud muy
importante, ya que la edad epigenética de rifion disminuye unos 6 meses con el
tratamiento en ambos tipos de reloj epigenético, si tenemos en cuenta que los ratones
viven unos 24 meses, la disminucion de la edad epigenética es de una cuarta parte
de la vida de un ratébn. En cuanto al higado, si nos fijamos en el reloj de
intervenciones, el cambio en la edad epigenética es de un afio, es decir, alrededor de
la mitad de la vida de un raton, esto indica un efecto muy potente del tratamiento
con VEs en la edad epigenética de determinados tejidos. Estos resultados son
similares a los obtenidos con otras intervenciones clésicas en el envejecimiento,
como la restriccidon caldrica (Hahn, Gronke et al. 2017, Szirdki, Tyshkovskiy et al.
2018) o lainhibicién de mTOR (Horvath, Lu et al. 2019, Horvath, Zoller et al. 2021).

Ademas, datos no publicados han mostrado una reduccién muy similar en el higado
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de ratas envejecidas que habian sido tratadas con el plasma de individuos jovenes

(Horvath et al 2020 (bioRxiv)).

Atendiendo a los demas tejidos, la edad epigenética en el musculo de los animales
tratados con VEs no varia en comparacion con los controles, tampoco encontramos
cambios en el bazo. Esto tiene varias explicaciones plausibles, el musculo
esquelético es un tejido con un patron de metilacion del ADN diferente al resto de
tejidos, ya que en el reloj de Horvath, la edad epigenética del misculo no varia
apenas con la edad, lo que hace dificil encontrar diferencias en las intervenciones
dirigidas a este tejido (Horvath 2013). En cuanto al bazo, no observamos cambios
en la edad epigenética, esto puede deberse a que las VEs, a pesar de actuar sobre
multiples procesos, no tengan un efecto igual en todos los 6rganos. A pesar de ser
un excelente marcador, todavia no sabemos como se correlaciona la edad epigenética
con los distintos procesos moleculares y celulares asociados al envejecimiento. Por
esta razon, no siempre un descenso en la senescencia o un alargamiento de los
telomeros se acompana de un descenso en la edad epigenética, se trata de marcadores

complementarios.

En cuanto al epigenoma global, sin centrarnos en las islas CpG caracteristicas del
reloj epigenético, encontramos cambios de gran magnitud en la metilacion del ADN
de todos los tejidos. En los animales tratados con VEs, los tejidos presentaban
diferencias significativas en miles de /oci, siendo las diferencias mas acusadas en el
higado y en el musculo (5546, 36163, 7247, 11092 en bazo, higado, riiién y musculo
respectivamente). Esto indica que el tratamiento con VEs modifica profundamente
la expresion génica de los tejidos. Para tratar de aclarar cudl es la funcion de estos
loci diferentes entre grupos, realizamos un andlisis de enriquecimiento de procesos
bioldgicos de los genes regulados por estos /oci. Descubrimos que estos genes
regulan procesos muy importantes para la regeneracion tisular y el envejecimiento,
como son el desarrollo de drganos y tejidos, la diferenciaciéon tisular, y mads

especificamente el desarrollo neural y la organizacion de la sinapsis. En un estudio
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reciente, la restriccion calorica ha demostrado modificar el epigenoma en el cerebro
de ratones envejecidos, regulando procesos biologicos muy similares a los descritos

en nuestro trabajo (Yin, Guo et al. 2022).

Hasta la fecha, es la primera vez que se demuestra un efecto de las VEs sobre la edad
epigenética de distintos tejidos. Este hecho afiade una evidencia muy importante al
posible uso de las VEs o los factores contenidos en ellas como tratamiento para
multiples enfermedades asociadas al envejecimiento. No solamente promoviendo la
regeneracion tisular, algo que ya se habia demostrado en modelos de dafo a distintos

tejidos, sino actuando directamente sobre el proceso del envejecimiento.
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5.5 El desarrollo y la regeneracion tisular son las principales dianas de los

microARNs contenidos en las VEs de CMTAs jovenes

Para finalizar el trabajo, una vez demostramos los efectos beneficiosos de las VEs
sobre distintos parametros de funcionalidad, celulares y moleculares, nos
propusimos encontrar factores presentes en las VEs que pudieran ser los
responsables del efecto encontrado. Nos centramos en los microARNSs, estos son los
factores contenidos en las VEs mas estudiados actualmente, ya que han demostrado
ser capaces de modificar la expresion génica en tejidos distantes y cada microARN
es capaz de modular una gran cantidad de vias moleculares (Thomou, Mori et al.
2017, Zhang, Kim et al. 2017, Ferguson, Wang et al. 2018). Mas recientemente, se
ha formado una controversia alrededor del papel de los microARNs contenidos en
las VEs, ya que ciertos estudios han demostrado un ntimero muy bajo de microARNs
en las VEs, asi como una escasa entrada de este material génico en las células diana
(Chevillet, Kang et al. 2014, Albanese, Chen et al. 2021). Por tanto, todavia esta por
demostrar la verdadera relevancia de los microARNSs en la comunicacion intercelular

mediada por VEs.

Aun asi, con este objetivo en mente realizamos un estudio de transcriptémica en el
que analizamos la expresion de miles de microARNSs aislados de las VEs obtenidas
de distintas fuentes. Para esto utilizamos VEs obtenidas del medio de cultivo de
CMTAs de animales jovenes, CMTAs de animales viejos y VEs del plasma de

animales viejos.

En el andlisis de componentes principales del transcriptoma observamos 3 grupos
bien definidos, siendo los grupos de VEs derivadas de CMTAs jovenes y viejas los
mas parecidos entre si, algo que tiene logica ya que estamos trabajando con VEs de
un mismo tipo celular. Las VEs derivadas del plasma de animales viejos fueron por

tanto las mas diferentes a nivel de contenido en microRNAs de los tres grupos.
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Para continuar el analisis, definimos los microARNs como diferentes entre grupos
atendiendo a su expresion y al p-valor, siendo clasificados como diferentes cuando
la expresion fuese de dos veces menos o mas y el p-valor menor a 0,01. En todas las
comparaciones, en las VEs derivadas de CMTAs jovenes, encontramos una
sobreexpresion de microARNs. Creemos que esto indica una menor expresion de
microARNSs en las VEs con el envejecimiento, probablemente debido a una menor
expresion de la maquinaria reguladora de la biosintesis de microARNs en los
individuos envejecidos, algo que ya se habia propuesto en nuestro grupo

previamente (Serna, Gambini et al. 2012, Borras, Serna et al. 2017).

En este trabajo inyectamos en el sistema circulatorio de animales viejos las VEs de
CMTAs jovenes. Por tanto, hipotetizamos que los microARNs con una expresion
elevada en las VEs de CMTAs jovenes y con una baja expresion en las VEs del
plasma de animales viejos, serian buenos candidatos como factores responsables del
efecto beneficioso de las VEs. Teniamos por tanto 25 microARNs candidatos, ya
que este es el numero de microARNs sobreexpresados en las VEs de CMTAs
jovenes en comparacion con las del plasma de animales viejos. Para encontrar cuales
eran los procesos biologicos y las vias moleculares en los que estaban implicados
estos microARNSs, primero realizamos un andlisis de dianas predichas. En este
analisis, se compara la secuencia de nucleétidos de los microARNSs con la secuencia
de ARN mensajero de todo el genoma, obteniendo los genes que virtualmente son
diana de nuestros microARNs de interés. Este andlisis ha sido utilizado en
numerosas ocasiones y existen multiples softwares web que permiten la prediccion

de dianas de los microARNs (Ferguson, Wang et al. 2018).

Tras analizar las dianas de los 25 microARNs obtuvimos un ntimero de dianas
predichas demasiado grande, que no permitia continuar con el andlisis, por lo que
decidimos reducir el nimero de microARNSs a estudiar. Para esto nos centramos en
los microARNs que comparten secuencia en todas las especies, ya que el

envejecimiento es un proceso bioldgico altamente conservado entre las especies
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(Kim 2007). Esto nos aportaba dos ventajas, en primer lugar, si un factor es
beneficioso para el envejecimiento, es mas probable que sea algo que se ha
conservado a lo largo de toda la evolucion. En segundo lugar, si en un futuro
queremos tratar de aplicar estos microARNs en los humanos, el poseer una misma

secuencia en los distintos modelos preclinicos facilita la aplicabilidad.

Obtuvimos 6 microARNs que compartian la secuencia entre especies: miR-214-3p,
miR-145-5p, miR-143-3p, miR-135a-3p, miR-125b-5p y let7c-5p. En conjunto,
estos 6 microARNs tenian como diana 5379 genes. Para encontrar qué procesos
biologicos y vias moleculares eran las mas moduladas por estos microARNs
realizamos un analisis de enriquecimiento con las dianas. Este analisis se basa en
comparar el genoma al completo con los 5379 genes, dando un nimero de
coincidencias entre estas dos listas esperadas por puro azar en una lista de procesos
bioldgicos y vias moleculares basadas en Gene Ontology. Esto se compara con las
coincidencias observadas, dando una tasa de observado/esperado, cuanto mayor sea
esta tasa, mayor es la probabilidad de que los microARNs estén regulando un
proceso en concreto. Curiosamente, los procesos mas representados estaban
relacionados con la proliferacion celular y el crecimiento, desarrollo y regeneracion
tisular. Estos resultados concuerdan perfectamente con los resultados obtenidos en
el tejido renal y muscular, asi como en los resultados del epigenoma de los diferentes
tejidos tratados, ya que muchos de los procesos diana de los microARNs se

encuentran modificados en el andlisis epigenético de los tejidos tratados.

En cuanto a las vias moleculares, los microARNs regulaban vias moleculares muy
importantes en el proceso de envejecimiento, algunas de las cuales se han postulado
previamente como dianas para modular el envejecimiento (Matheu, Maraver et al.
2007, Harrison, Strong et al. 2009). Entre estas vias encontramos la via de GnRH,
apoptosis, p53, p38, respuesta al estrés oxidativo o insulina/IGF. También

modulaban vias moleculares relacionadas con la regeneracion tisular, la inflamacion
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o la fibrosis, como por ejemplo la angiogénesis, la via de Wnt, PDGF, FGF TGF-f,

interleuquinas e interferones.

De entre estos microARNs, uno de los mas interesantes es el miR-214-3p,
microARN ha demostrado tener un papel importante en la senescencia celular, y ha
demostrado ser capaz de mejorar la regeneracion tisular en el pulmoén tras un dafio
por radioterapia (van Balkom, de Jong et al. 2013, Lei, He et al. 2020). Este
microARN parece disminuir la senescencia celular y la activacion del SASP
mediante la regulacion de la via ATM/p53/p21, via muy implicada en la reparacion
del ADN vy la senescencia (Lei, He et al. 2020). Por tanto, es un candidato para

estudiar con mas detalle en proximos estudios en nuestro laboratorio.
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5.6 Perspectiva general: VEs como terapia para el deterioro tisular en el

envejecimiento

Tras la exposicion de este trabajo, queda claro que las VEs derivadas de células
madre, de tejido adiposo en este caso, pero probablemente de muchos mas tipos de
células progenitoras, son capaces de mejorar multiples funciones en animales
envejecidos. Esta mejora se hace patente en la capacidad fisica de los ratones, que
ademas de mejorar, se traduce en una reduccion drastica de la fragilidad. Esto se
acompafa de una mejor funcion renal, algo que se deteriora muy frecuentemente
durante el envejecimiento. En general, tras el tratamiento con VEs observamos una
mayor vitalidad de los ratones, estos presentan una mayor movilidad espontanea y

un pelaje mas denso y oscuro.

Todas estas mejoras en las funciones fisioldgicas se acompafian de cambios en la
estructura del tejido renal y muscular, observando una regeneracion de los tejidos de
los animales tratados, acercandose mas a un tejido de un animal joven. A este cambio
estructural se afiaden a su vez multiples cambios moleculares en varias de las claves
del envejecimiento. Se observa un menor estrés oxidativo, una menor senescencia e
inflamacion, asi como una menor edad epigenética de los tejidos, en los animales
tratados con VEs. En cuanto a los telomeros, no evidenciamos cambios con el
tratamiento. Uno de los mecanismos propuestos es que estas VEs actiien como
senomorficos, es decir, moléculas que disminuyen la senescencia tisular mediante la

modificacion del medio extracelular, sin inducir directamente la muerte de estas.

Es importante continuar investigando las moléculas contenidas en las VEs, en este
trabajo analizamos los microARNSs, y descubrimos que los microARNs contenidos
en las VEs de CMTAs jovenes se encargan de regular multiples procesos y vias
moleculares afectadas en el envejecimiento. Se necesitan mas estudios que
confirmen estos resultados y que exploren otros factores derivados de las células

madre capaces de mejorar la regeneracion tisular y actuar sobre el envejecimiento.
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Esto tendria un enorme impacto en procesos asociados al envejecimiento, como la

fragilidad o la insuficiencia renal.

Para finalizar, este estudio nos confirma algo que ya se habia propuesto, y es que el
envejecimiento, a pesar de deberse en parte a cambios celulares intrinsecos, es un
proceso modificable por factores extrinsecos, entre ellos los provenientes de
organismos mas jovenes. El tratamiento con VEs derivadas de células madre parece
ser una terapia segura y efectiva, que consigue mejorar la regeneracion tisular y
actuar sobre la alteracion en la comunicacién intercelular que acompafia al
envejecimiento, disminuyendo los marcadores clésicos asociados a este proceso

(Figura 41).
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Figura 41: Resumen grdfico del estudio.
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5.7 Limitaciones del estudio

Como cualquier estudio, el realizado en esta tesis tiene sus limitaciones. En primer
lugar, la principal limitacion es que se trata de un estudio principalmente descriptivo.
A pesar de demostrar el efecto de las VEs, no hemos descrito un mecanismo de
accion claro y especifico, por lo que todavia queda camino por recorrer para
descubrir como actian las VEs, lo que seguramente sera un mecanismo
multifactorial implicando un gran numero de moléculas. El campo de las vesiculas
extracelulares es todavia joven y atin no se han descrito con claridad los mecanismos
por los que las vesiculas se encargan de la comunicacion entre las células. Por
ejemplo, atn hay debate en cuanto al papel de las distintas macromoléculas
contenidas o en la superficie de las vesiculas en la senalizacion (Albanese, Chen et
al. 2021). Otra de las limitaciones en este estudio es que no hemos analizado la
biodistribucion de las VEs, por lo que no sabemos a qué tejidos se dirigen una vez
inyectadas. Esto hace patente una limitacién de este campo de estudio, y es que el
mecanismo de accion de las VEs todavia no esta claramente descrito. Recientemente
se ha descubierto que no todas las VEs se internalizan en las células y que, ademas,
el contenido de las VEs internalizadas no siempre realiza una funcién concreta en la
célula, ya que este contenido puede ser degradado, reciclado e incluso liberado de
nuevo intacto al medio extracelular (O'Brien, Ughetto et al. 2022, van Niel, Carter

et al. 2022).

El método de aislamiento de las VEs induce cierto grado de imprecision en los
estudios, ya que la ultracentrifugacion diferencial no consigue separar del todo las
VEs de otros agregados proteicos que sedimentan junto a ellas. Esto hace que pese
a inyectar una solucion enriquecida en VEs, existen otros factores externos a estas

que podrian ser parcialmente responsables del efecto observado.

Probablemente el grupo control mas correcto para el estudio hubiera sido usar VEs

derivadas de CMTAs viejas, sin embargo, era dificil en cuanto a la logistica del
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experimento, ya que hay que sacrificar a los animales para obtener el tejido adiposo,
y no contdbamos con un gran numero de ratones viejos que nos permitiesen obtener
suficientes CMTAs. Otro grupo control interesante hubiese sido el de ratones
jovenes tratados con VEs de CMTAs jovenes, para estudiar si el efecto beneficioso
de las VEs puede darse también en animales jovenes y no depende tanto de la edad

del receptor de las VEs.

En cuanto a la inflamacion tisular, podriamos haber medido un mayor nimero de
factores pro y antiinflamatorios, ya que la unica determinacion de IL-6

probablemente no sea suficiente para evidenciar una menor inflamacion tisular.

Para afiadir evidencia al mecanismo senomoérfico de las VEs, podriamos haber
realizado mas determinaciones en el modelo in vitro de senescencia celular. Por
ejemplo, podriamos haber medido los distintos factores del SASP antes y después
del tratamiento con VESs, o haber realizado un analisis molecular mas exhaustivo de

alguna via que se modifique con el envejecimiento y la senescencia.

A pesar de las limitaciones, creemos que las conclusiones extraidas del estudio estan

en concordancia con los resultados obtenidos.
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6 CONCLUSIONES



6.1 Conclusion general

El tratamiento de ratones envejecidos con VEs obtenidas de CMTAs jovenes mejora
su salud, disminuye su fragilidad y revierte la alteracion de distintos parametros

celulares y moleculares relacionados con el envejecimiento.

6.1.1 Conclusiones especificas

-Las VEs derivadas de CMTAs jovenes mejoran la capacidad fisica, disminuyen la
fragilidad, mejoran la funcién renal y la regeneracion del pelaje de ratones

envejecidos.

-Las VEs derivadas de CMTAs jovenes inducen un efecto pro-regenerativo en el

tejido renal y muscular de ratones envejecidos.

-Las VEs derivadas de CMTAs jovenes disminuyen los marcadores moleculares

asociados al envejecimiento en el tejido renal y muscular de ratones envejecidos.

-Las VEs derivadas de CMTAs jovenes disminuyen la senescencia y la apoptosis en

un modelo in vitro de senescencia celular.

-El tratamiento con VEs derivadas de CMTAs jovenes disminuye la edad
epigenética del tejido renal y hepatico de los ratones envejecidos, induciendo un

cambio en el epigenoma del tejido renal, muscular, hepatico y esplénico.
-Los microARNs enriquecidos en las VEs de CMTAs jovenes estan implicados en

multiples vias moleculares y procesos bioldgicos relacionados con la regeneracion

tisular y el envejecimiento.
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8 ANEXOS



8.1 Anexo 1: Datos del andlisis de los microARNs con diferente expresion

entre las VEs derivadas de CMTAs jovenes y viejas

CMTAs
CMTAs Cambio en
viejas
jovenes (media la P-valor ID Secuencia microARN
log2) (media .
og expresion
log2)
3,56E- MIMATO00 AGCGGGGUUCGGU
4,36 1,87 5,62 mmu-mir-7036a-5p
05 27976 GGGGAAGAGA
MIMATO00 CCUGGUGGGUGGG .
3,62 1,63 3,98 0,0002 mm-miR-6769b-5p
28040 GAAGAGC
MIMATO00 CAGUGGGGGCAGG .
53 1,83 11,09 0,0004 mmu-miR-7085-5p
28076 CCAGCAGGA
MIMATO00 UAUAGGGAUUGGA mmu-miR-135a-1-
2,9 1,26 3,12 0,0005
04531 GCCGUGGCG 3p
MIMATO00 UAGGGGGCAGGAG
4,81 1,86 7,72 0,0008 mmu-miR-3104-5p
14939 CCGGAGCCCuCU
MIMATO00 AAAAGCUGGGUUG
1,93 3,11 -2,26 0,0008 mmu-miR-320a-3p
00666 AGAGGGCGA
MIMATO00 UGGAAUGUGGGAG
2,4 1,21 2,28 0,0009 mmu-miR-6349
25092 GGGCAUGCG
MIMATO00 UGUGGGCGUGGCG
3,62 1,6 4,06 0,001 mmumiR-7658
29822 GUGCUGG
MIMATO00 UGGGGUGGGGAGU
5,69 2,88 6,99 0,0015 mmu-miR-6931-5p
27762 GGGGGACU
MIMATO00 GUGAGUGGCCAGG
3,93 1,77 4,44 0,0025 mmu-miR-3102-5p
14933 GUGGGGCUG
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8.2 Anexo 2: Datos del andlisis de los microARNs con diferente expresion

entre las VEs derivadas de CMTAs viejas y del plasma de ratones viejos.

CMTAs CMTAs Cambio
jovenes viejas en la
P-valor ID Secuencia microARN
(media (media expresio
log2) log2) n
MIMATO00 GUCCAGUUUUCCC .
4,87 1,51 10,29 1,42E-08 mmu-miR-145-5p
00157 AGGAAUCCCU
MIMATO00 ACAGCAGGCACAG
4,7 1,29 10,6 8,38E-08 mmu-miR-214-3p
00661 ACAGGCAGU
MIMATO00 UGAGAUGAAGCAC
4,69 1 12,95 1,03E-06 mmu-miR-143-3p
00247 UGUAGCUC
MIMATO00 UAGCUCAGCGGGA
5,18 2,52 6,31 1,08E-06 mmu-miR-5112
20620 GAGCAC
MIMATO00 UCCUGUACUGAGC
1,02 3,11 -4,26 7,80E-06 mmu-miR-486a-5p
03130 UGCCCCGAG
MIMATO00 UCCUGUACUGAGC
1,02 3,11 -4,26 7,80E-06 mmu-miR-486b-5p
14943 UGCCCCGAG
MIMATO00 AAAAGCUGGGUUG
3,11 1,48 3,1 1,58E-05 mmu-miR-320-3p
00666 AGAGGGCGA
MIMATO00 UAGCAGCACGUAA
1,71 4,25 -5,79 4,19E-05 mmu-miR-16-5p
00527 AUAUUGGCG
MIMATO00 | UGAGGUAGUAGGU
4,8 1,55 9,5 0,0001 mmu-let7c-5p
00523 UGUAUGGUU
MIMATO00 UCGAAUCCCAGCG
4,92 1,26 12,66 0,0002 mmu-miR-5100
20607 GUGCCUCU
MIMATO00 CAACGGAAUCCCA
2,04 3,19 -2,23 0,0006 mmu-miR-191-5p
00221 AAAGCAGCUG
MIMATO00 | UCCCUGAGACCCUA
3,27 1,03 4,73 0,0006 mmu-miR-125b-5p
00136 ACUUGUGA
MIMATO00 AGGGGGCGAGGGG
6,76 4,51 4,76 0,0011 mmu-miR-6968-5p
27838 GCCCUGUGG
MIMATO00 | UGAGGUAGUAGGU
4,73 1,7 8,19 0,0012 mmu-let-7b-5p
00522 UGUGUGGUU
MIMATO00 GGAGGCAGAGGCA
6,14 1,32 28,14 0,0015 mmu-miR-709
03499 GGAGGA
MIMATO00 GUGGGAAGAGGGG
6,03 3,69 5,06 0,0029 mmu-miR-3547-5p
27832 UGGGGCCCGGGA
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8.3 Anexo 3: Datos del andlisis de los microARNs con diferente expresion

entre las VEs derivadas de CMTAs jovenes y del plasma de ratones

viejos.
CMTAs | CMTAs
Cambio
jovenes viejas
en la P-valor ID Secuencia microARN
(media (media
expresion
log2) log2)
MIMATO ACAGCAGGCACAG
5,01 1,29 13,2 1,16E-07 mmu-miR-214-3p
000661 ACAGGCAGU
MIMATO | GUCCAGUUUUCCCA .
4,32 1,51 6,98 1,61E-07 mmu-miR-145-5p
000157 GGAAUCCCU
MIMATO UAGCUCAGCGGGA
5,66 2,52 8,76 1,88E-07 mmu-miR-5112
020620 GAGCAC
MIMATO AGCGGGGUUCGGU
4,36 1,36 8,02 3,60E-06 mmu-mir-7036a-5p
027976 GGGGAAGAGA
MIMATO UAGCAGCACGUAA
1,67 4,25 -5,95 5,70E-06 mmu-miR-16-5p
000527 AUAUUGGCG
MIMATO UGAGAUGAAGCAC
4,28 1 9,74 8,14E-06 mmu-miR-143-3p
000247 UGUAGCUC
MIMATO UCCUGUACUGAGC
1,05 3,11 -4,18 1,19E-05 mmu-miR-486a-5p
003130 UGCCCCGAG
MIMATO UCCUGUACUGAGC
1,05 3,11 -4,18 1,19E-05 mmu-miR-486b-5p
014943 UGCCCCGAG
MIMATO GUGGGAAGAGGGG
7,52 3,69 14,23 3,73E-05 mmu-miR-3547-5p
027832 UGGGGCCCGGGA
MIMATO CAGUGGGGGCAGG
53 1,38 15,12 4,53E-05 mmu-miR-7085-5p
028076 CCAGCAGGA
MIMATO AGGGGGCGAGGGG
7,61 4,51 8,57 7,65E-05 mmu-miR-6968-5p
027838 GCCCUGUGG
MIMATO | UCGAAUCCCAGCGG
4 1,26 6,67 9,06E-05 mmu-miR-5100
020607 UGCCUCU
MIMATO UAGGGGGCAGGAG
481 1,23 11,96 0,0001 mmu-miR-3104-5p
014939 CCGGAGCCCuCU
MIMATO | CAACGGAAUCCCAA
2,03 3,19 -2,24 0,0001 mmu-miR-191-5p
000221 AAGCAGCUG
MIMATO CCUGGUGGGUGGG
3,62 1,39 4,7 0,0001 mmu-miR-6769b
028040 GAAGAGC

234




MIMATO UGGGGUGGGGAGU .
5,69 1,6 17,03 0,0001 mmu-miR-6931-5p
027762 GGGGGACU
MIMATO UAUAGGGAUUGGA mmu-miR-135a-1-
2,9 1,05 3,61 0,0002
004531 GCCGUGGCG 3p
MIMATO GUGAGUGGCCAGG .
3,93 1,39 5,79 0,0002 mmu-miR-3102-5p
014933 GUGGGGCUG
MIMATO UGGAAUGUGGGAG .
2,4 1,22 2,26 0,0006 mmu-miR-6349
025092 GGGCAUGCG
MIMATO CUGGAGCGCGCGG .
7,02 4,88 4,41 0,0012 mmu-miR-5130
020641 GCGAGGCAGGC
MIMATO0 | CCAAAGCAUCGCGA .
8,22 5,48 6,68 0,0014 mmu-miR-6240
024861 AGGCCCACGGCG
MIMATO GGUGGGAGGUGGG .
4,99 2,36 6,21 0,0015 mmu-miR-705
003495 GUGGGCA
MIMATO | UCCCUGAGACCCUA )
2,86 1,03 3,56 0,0018 mmu-miR-125b-5p
000136 ACUUGUGA
MIMATO GGCGAGCGGAGCC
8,4 6 5,28 0,0026 mmu-miR-8101
031405 GGAGGAGCC
MIMATO GAUGCAGCGCACG )
2,48 1,28 2,3 0,0031 mmu-miR-7666-3p
029839 GGCGAG
MIMATO AGCUAAGGGGCCC .
7,56 4,66 7,43 0,0032 mmu-miR-6366
025110 GGGGAGCCA
MIMATO UGAGGUAGUAGGU
3,35 1,55 3,48 0,0038 mmu-let-7c-5p
000523 UGUAUGGUU
MIMATO CUGCGGACGGGUG .
8,18 5,97 4,63 0,0045 mmu-miR-3077-5p
014862 GGCGGGCAGGCC
MIMATO AAAGGAUUCUGCU .
2,51 1,03 2,78 0,0083 mmu-miR-8095
031396 GUCUGUCCC
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