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RESUMEN

Se presentan en forma resumida los principales
hallazgos del trabajo de Liu y col. (1), investigadores del
Instituto Salk, California, publicado en abrilde 2011, donde
se describe un modelo celular in vitro del sindrome de
progeriade Hutchinson-Gilford (SPHG), basado en células
madre pluripotentes inducidas por reprogramacion de
fibroblastos. Tiene graninterés porque ofrece la posibilidad
de estudiar la fisiopatologia de las enfermedades que
cursan con envejecimiento rdpido, prematuro y ayudar
a comprender mejor los procesos de envejecimiento que
ocurren en la poblacion humana general. Se incluye
informacion bdsica relacionada con la progeria.
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SUMMARY

A summary of the main findings published in April,
2011 by Liu et al (1), researchers at the Salk Institute,
California, where a cellular in vitro model of Hutchinson—
Gilfordprogeria syndrome (HGPS) was described based on
induced pluripotent stem cells derived from reprogrammed
fibroblasts. It is of great interest because it allows the study
of the pathogenesis of premature, rapid aging and helps
understand ageing of the general human population. Basic
information about progeria is included.
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El término progeria se refiere a un grupo de
enfermedades genéticas muy raras que se manifiestan
por signos y sintomas de envejecimiento prematuro
y acelerado. Comprende los sindromes de: 1)
Hutchinson—Gilford, 2) Werner y 3) Cockayne (2).

Los pacientes que sufren el sindrome de progeria
de Hutchinson-Gilford (SPHGQG) tienen una esperanza
de vida inferior a los 13 afios y la muerte se debe a
complicaciones de arterioesclerosis y degeneracion
del musculo liso vascular, como ataques cardiacos y
accidentes cerebro-vasculares. Presentan retraso del
crecimiento, macrocefalia, anomalias en el rostro,
alopecia, piel de aspecto delgado y envejecido, poca
grasa subcutdnea, trastornos articulares y diabetes
insulino-resistente. [El desarrollo intelectual y la
motricidad bdsica no estdn alterados. El recién
nacido es de aspecto normal, pero su peso y talla
aumentan muy lentamente. Desarrollan rasgos
faciales caracteristicos: ojos prominentes, nariz
delgada y puntiaguda, mandibula pequeiia, labios
finos, protrusion de las orejas (3.,4).

El sindrome fue descrito por primera vez en 1886
por Jonathan Hutchinson (5) y por Hastings Gilford
(6), independientemente, en 1897. Es muy raro:
aparece en 1 de cada 4 millones de nacidos vivos. Es
causado por una mutacién puntual nueva,autosémica
dominante en el gen LMNA, que codifica la sintesis
de dos proteinas estructurales, lamina A y lamina C,
de la lamina del nicleo, una armazén que ayuda a
mantener la estructura de la cromatina y organizar
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Figura 1. Foto de paciente.
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procesos como la sintesis de ADN y ARN (3,7). Las
ldminas A y C son muy similares en su secuencia de
aminodcidos,perolalaminaAesunpocomaslarga (7).

La mutaciéon del gene LMNA (7) que se ha
encontrado en la mayoria de los pacientes con
SPHG es una mutacién puntual que reemplaza al
nucléotido citosina con timina en la posicién 1824
(C1824T), también llamada Gli608Gli para referirse
a la posicién en la molécula de lamina A afectada.
Comoresultado de lamutacion se produce una version
anormal de ldmina A llamada progerina, la cual tiene
50 aminoacidos menos en uno de sus extremos y
no puede ser procesada correctamente dentro de las
células. Cuando se incorpora en la ldamina del nicleo
alteralaformay ocasionainestabilidad delaenvoltura
nuclear. Su acumulacién progresiva parece dafar
la estructura y la funcién del ntcleo, lo que lleva a
la muerte celular prematura. Otras mutaciones en
el mismo gen han sido identificadas en un pequefio
ndmero de personas que padecen del SPHG.

En 2006 Kazutoshi Takahashi y Shinya Yamanaka
descubrieron que células somadticas como los
fibroblastos pueden ser reprogramadas por genes de
cuatro factores de transcripcion, Oct4, Sox2, Kif4 y
c-Myc, actualmente conocidos como los 4 factores de
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Yamanaka (4FY),insertados con vectores retrovirales.
Esta reprogramacion convierte células diferenciadas
en células madre pluripotentes inducidas (CMPi),
muy similares a las células madre embrionarias
(CME) las cuales proliferan con facilidad in vitro
y pueden diferenciarse en todos los tipos celulares
especializados (8).

El modelo celular de SPHG descrito por Liuy col.
(1) se logré convirtiendo fibroblastos originalmente
aislados de pacientes portadores de lamutacion clasica
de LMNA, Gli608Gli, (fibroblastos-SPHG) en CMPi,
las cuales fueron diferenciadas en células de muisculo
liso vascular y fibroblastos. Fueron comparadas con
células normales.

Los fibroblastos-SPHG originales presentaban:
morfologia anormal del nidcleo, progerina, baja
expresion de los componentes de la ldmina:
lamina B1 y LAP2b, pérdida de los marcadores
de heterocromatina H3K9me3, HPla y HDACI, y
expresion reducida del marcador de proliferacion
nuclear Ki67.

Fibroblastos-SPHG transducidos con los 4FY
fueron convertidos en CMPi-SPHG, las cuales se
comportaron de manera similar a las CMPi humanas
de control: La expresion de las proteinas lamina A/C
y progerinaestaba ausente,los patrones de metilaciéon
y los perfiles de ARNm correspondientes a todo el
genoma mostraban mejor correlaciéon conlas CMPide
los controles y con las CME, que con los fibroblastos
originales (SPHG). Lalaminanucleary el aspecto del
nucleo tenian caracteristicas similares a las de CME
normales. Es decir, que las CMPi-SPHG carecen de
las alteraciones epigenéticas y de laenvolturanuclear
asociadas con el envejecimiento prematuro.

Cuando las CMPi-SPHG fueron diferenciadas in
vitro para formar células especializadas se observé
la reaparicion de la progerina, junto con lamina A/C,
en cambio, en los controles aumenté la lamina A/C,
pero no la progerina.

El envejecimiento celular puede ser observado
in vitro realizando pases sucesivos en el medio de
cultivo, donde las células se reproducen produciendo
varias generaciones de células hijas.

En pases sucesivos de las células musculares lisas
que se diferenciaron a partir de las CMPi-SPHG se
observé un aumento creciente de la frecuencia de
nicleos de forma anormal y pérdida de la marca de
heterocromatina H3K9me3. Al quinto pase mostraban
las caracteristicas tipicas de senescencia prematura:
aumento de la 3-galactosidasa asociadaa senescencia,
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reducciondelalongitud de los telémeros,disminucién
delniimero de células positivas paraKi67,alteraciones
de la proliferacién celular y aumento de transcriptos
asociados a senescencia.

En los fibroblastos diferenciados a partir de las
CMPi-SPHG se detect6 la expresion de progerina al
quinto pase. La pérdida de marcadores de lamina y
de heterocromatina ocurrié més tardiamente (pase
10) que en las células musculares lisas.

Varios experimentos demostraron la relacion
causal entre progerina y senescencia acelerada:

1. La expresién ectopica de progerina inducida
en células de musculo liso vascular humano
(CML) de cultivos primarios produjo trastornos
de la proliferacion celular y defectos del nticleo
similares a los observados en las CML derivadas
de las CMPi-SPHG.

2. Para silenciar la expresién de progerina, las
CMPi-SPHG fueron transducidas con un vector
lentiviral que expresa un ARN de horquilla corta,
supresor especifico de progerina. Las células
tratadas mostraron normalidad en el cariotipo y
la expresion de ldamina, marcadores epigenéticos
y de pluripotencia. Cuando se diferenciaron en
cuerpos embrioides presentaron significativa
disminucién de ARNm para progerina y de
progerina, pero no de lamina A. Las células
musculares lisas diferenciadas a partir de las
células madre corregidas mejoraron notablemente
en su capacidad de proliferaciéon y presentaron
disminucién de los trascriptos relacionados con
senescencia.

3. La silenciacién de la expresion de la progerina
en fibroblastos recién diferenciados a partir
de CMPi-SPHG por transduccién con el ARN
corrector (ShRNA) restablecié la normalidad
en la morfologia nuclear y los marcadores de
heterocromatina, la cual se mantuvo en cultivos
sucesivos.

Otro aspecto importante del trabajo fue la
identificacién de unblancohastaentonces desconocido
parala accion de la progerina: la subunidad catalitica
de la “cinasa de proteina dependiente de ADN”, con
la cual se une fuertemente e inhibe su actividad.

Los fibroblastos primarios de enfermos de
SPHG tenian disminuidas las subunidades catalitica
y reguladoras de la enzima. La reprogramacion
restablecié la normalidad en las CMPi-SPHG.
La deficiencia en la expresion de estas proteinas
reaparecié en las células musculares lisas que
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se diferenciaron a partir de ellas, lo cual sugiere
que tal deficiencia podria influir en el fenotipo
de la enfermedad. Esta idea es reforzada por la
comprobacién de que la eliminacién de la subunidad
catalitica de la enzima en células musculares lisas
vasculares primarias redujo su proliferacién. También
demostraron que en fibroblastos aislados de individuos
que envejecen normalmente ocurre una pérdida
progresiva de todas las subunidades de laenzima. Ya
se conocia anteriormente que ratones deficientes en
cualquierade los componentes de laenzima presentan
envejecimiento acelerado. Ladeficienciadela‘“cinasa
de proteinadependiente de ADN” puede constituir un
nuevo marcador de envejecimiento tanto prematuro
como fisiolégico.

La progerina presente en los fibroblastos parece
inducir cambios epigendmicos muy importantes
relacionados con varias vias moleculares vinculadas
con la regulacién del desarrollo y la transcripcion.
Estos cambios estaban ausentes en las CMPi-SPHG,
coincidiendo con la falta de progerina en esas
células. La supresion reversible de la expresion de
la progerina por la reprogramacion y la subsecuente
reactivacion con la diferenciacion, proporcionan un
modelo para estudiar las patologias relacionadas con
el envejecimiento humano prematuro. Se sabe que la
progerina se acumula principalmente en las células
musculares lisas de las arterias de los pacientes con
SPHG vy la degeneracién del musculo liso vascular
es una de las caracteristicas de la arterioesclerosis
asociada con la progeria.

Durante el envejecimiento fisiol6gico aumentan
progresivamente los niveles de progerinay hay mucha
similitud entre el desarrollo de arterioesclerosis en
personas que envejecen normalmente y las enfermas
de progeria. Lasenescencia vascularhasidoimplicada
enlaarterioesclerosis de lapoblacion normal. En este
trabajo se demostré que las células musculares lisas
derivadas de las células reprogramadas alcanzan mas
rapidamente que las normales el fenotipo senescente
y que la progerina seria el factor clave responsable.

El envejecimiento que ocurre en personas
normales es un proceso lento y complejo. El
envejecimiento rapido de las células musculares lisas
y fibroblastos derivados de CMPi de los enfermos
de progeria constituye un modelo in vitro para el
estudio del envejecimiento vascular, la patogénesis
de enfermedades asociadas a la edad y de varias
laminopatias humanas.

Es muy interesante la demostracion de que
los fibroblastos con defectos nucleares y fenotipo
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senescente de los enfermos de progeria pueden ser bien
reprogramados; que las células madre pluripotentes
inducidas a partir de ellos tengan aspecto similar a
las CMPi y CME normales, que la reprogramacion
produzca un completo “resetting” de la arquitectura
nuclear, el epigenoma y la expresién genética global
y que la diferenciacién de las CMPi-SPHG lleve a la
reaparicion de la expresion de progerina en células
como las musculares lisas y fibroblastos, vinculadas
con el fenotipo de la enfermedad.

Quedo claro que el déficit que se observa en las
células de los enfermos depende de la acumulacién
de progerina en las células diferenciadas, uno
de cuyos efectos es la inactivacién de la enzima
“quiinasa de proteina dependiente de ADN”. Es de
gran importancia la demostracion de que el fenotipo
patolégico se corrige con la supresion de la expresion
de progerina.

Larapidez del envejecimiento en la progeria hace
mas accesible la investigacion del envejecimiento
normal que ocurre con mucha lentitud.
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