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RESUMEN

El envejecimiento es el principal factor de riesgo de enfermedad cardiovascular
(ECV) y su prevalencia estd aumentando progresivamente debido en gran
parte al incremento de la esperanza de vida a nivel mundial. En este contexto,
es fundamental establecer cuales son los mecanismos por los que el
envejecimiento promueve el desarrollo de ECV, con el objetivo de reducir su
incidencia. La aterosclerosis y la insuficiencia cardiaca contribuyen de manera
significativa a la morbi-mortalidad por ECV asociada a la edad. El sindrome de
progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS) se caracteriza por un envejecimiento
prematuro que cursa también con ECV acelerada. Se trata de un trastorno
genético raro causado por la expresion de progerina, una forma mutada de la
prelamina A. La progerina induce aterosclerosis masiva y alteraciones
electrofisiologicas en el corazén, promoviendo el envejecimiento y finalmente la
muerte prematura a una edad media de 14,6 afos, principalmente por infarto
de miocardio o ictus cerebral. En esta revision se discuten las principales
alteraciones estructurales y funcionales que afectan al sistema vascular
durante el envejecimiento fisioldégico y prematuro, asi como los mecanismos
que subyacen a la aterosclerosis y el envejecimiento exagerados inducidos por
la prelamina A y la progerina. Dado que ambas proteinas se expresan en
individuos sin HGPS y muchas de las caracteristicas del envejecimiento normal
se presentan en la progeria, la investigacion en el ambito del HGPS podria
contribuir a la identificacion de nuevos mecanismos implicados en el

envejecimiento cardiovascular fisiologico.

Palabras clave: Enfermedad cardiovascular, aterosclerosis, calcificacion

vascular, prelamina A/lamina A, progerina.



ABSTRACT

Aging is the main risk factor for cardiovascular disease (CVD). The increased
prevalence of CVD is due in part to the global increase in life expectancy. In this
context, it is critical to identify the mechanisms through which aging induces
CVD, with the ultimate goal of reducing its incidence. Both atherosclerosis and
heart failure significantly contribute to age-associated CVD morbi-mortality.
Hutchinson-Gilford progeria syndrome (HGPS) is a rare genetic disorder
caused by the synthesis of progerin, which is characterized by accelerated
aging and CVD. This mutant form of prelamin A induces generalized
atherosclerosis, vascular calcification, and cardiac electrophysiological
abnormalities, leading to premature aging and death due mainly to myocardial
infarction and stroke. This review discusses the main vascular structural and
functional abnormalities during physiological and premature aging and the
mechanisms involved in the exacerbated CVD and accelerated aging induced
by the accumulation of progerin and prelamin A. Both proteins are expressed in
non-HGPS individuals and physiological aging shares many features of
progeria; research on HGPS could therefore shed light into novel mechanisms

involved in physiological aging of the cardiovascular system.

Keywords: Cardiovascular disease, atherosclerosis, vascular calcification,

prelamin A/lamin A, progerin



INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) estan intimamente relacionadas con
el envejecimiento y son responsables de mas de un 30% de la mortalidad a
nivel mundial.m? Aunque el envejecimiento esta asociado al desarrollo de un
amplio abanico de enfermedades, las ECV constituyen la mayor carga para la
poblacion anciana, sus cuidadores y los sistemas de salud.® La elevada
prevalencia de las ECV se deriva de la mejora en el tratamiento de estas
patologias, lo que ha incrementado la esperanza de vida en los paises
desarrollados y ha contribuido al envejecimiento progresivo de la poblacion. Si
bien este hecho supone un increible éxito desde el punto de vista individual, el
cambio demografico asociado representa un reto para los sistemas de
proteccion social y asistencia sanitaria de todo el mundo. Por ejemplo, en
Estados Unidos se calcula que la poblaciéon de mas de 65 afos se duplicara del
12% en 2010 al 22% en el afio 2040.* En 2050 se prevé que 19 paises tendran
mas de un 10% de su poblacion por encima de los 80 afos, afectada en gran
parte por ECV u otras patologias asociadas al envejecimiento y dependiente
del trabajo de terceros.® El coste econdmico del tratamiento de los pacientes
con ECV es enorme y se prevé que se incremente sustancialmente en los
proximos afos. Por ejemplo, los estados miembros de la Comunidad Europea
gastan colectivamente mas de 4 billones de € diarios en atencién sanitaria.®
Asimismo, en Estados Unidos esta previsto que se triplique el coste médico
directo de las ECV entre 2010 y 2030, y que se incrementen un 61% los costes
indirectos debido a la pérdida de productividad asociada a estas
enfermedades.* Por tanto, existe una necesidad apremiante de identificar los
mecanismos por los que el envejecimiento induce el deterioro del sistema
cardiovascular independientemente de otros factores de riesgo, gran parte de
los cuales son modificables. Este conocimiento es esencial para poder ofrecer
asistencia médica eficaz y sostenible a una poblacibn que envejece

rapidamente.

1. Caracteristicas comunes del envejecimiento fisiolégico y el sindrome
de progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS)



Se han identificado cuatro factores principales como causantes del dafio
acumulativo responsable del envejecimiento en mamiferos: la inestabilidad
genomica, el acortamiento de los telomeros, las alteraciones epigenéticas y la
pérdida de la proteostasis.” Estos procesos inducen los llamados mecanismos
antagoénicos, que comprenden alteraciones en la sensibilidad a los nutrientes,
disfuncién mitocondrial y senescencia celular. Estos a su vez promueven el
desarrollo de los llamados mecanismos integrales, que son los principales
promotores del envejecimiento, e incluyen el agotamiento de células madre y la
alteracion de la comunicacidon intercelular. Estos mecanismos de
envejecimiento se han identificado mediante analisis comparativos entre
individuos o animales jovenes y aquellos que han envejecido normalmente, o
bien como resultado de estudios de intervencion en los que se analiza como
afecta a la esperanza de vida la alteracién especifica de vias genéticas o
procesos bioquimicos durante el envejecimiento fisiologico.

Existen evidencias de que la investigacion en HGPS (cédigo OMIM
176670) podria contribuir al conocimiento de los mecanismos celulares y
moleculares que promueven el envejecimiento normal y las ECV asociadas.
Los pacientes con HGPS muestran un envejecimiento prematuro asociado a
una aceleracion de la aterosclerosis y la calcificacion vascular, junto con el
desarrollo de alteraciones en la conductividad eléctrica del miocardio. Estas
alteraciones conllevan la muerte de los pacientes normalmente en los primeros
afios de la adolescencia (esperanza de vida de 14,6 anos), principalmente
debido a infarto de miocardio o ictus cerebral. La enfermedad esta causada por
la expresion de progerina, una variante anémala de la prelamina A que se
genera como consecuencia de una mutacion de novo en el gen LMNA®?® (véase
mas abajo). Se han descrito otros sindromes progeroides asociados a
mutaciones que conllevan la pérdida de funcién en el gen ZMPSTE24 y una
acumulacion anémala de prelamina A.'"® Cabe destacar que todos los factores
caracteristicos del envejecimiento normal propuestos por Lopez-Otin et al.” se
han descrito en modelos animales de progeria, algunos de los cuales se han
detectado también en pacientes con HGPS”'-4, Asimismo, el envejecimiento
normal en individuos sin HGPS se caracteriza por bajos niveles de expresion
de prelamina A y progerina en diversos tipos celulares y tejidos,'"'3 incluyendo

células de la adventicia, la media y lesiones ateroscleréticas en arterias
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coronarias.' Se ha descrito que tanto el estrés oxidativo como el acortamiento
de los telomeros, fenomenos que se considera contribuyen al envejecimiento
normal,” promueven la expresion de la prelamina A y la progerina en células
normales.'®’” En esta revision se resumen las principales alteraciones
estructurales y funcionales del sistema vascular durante el envejecimiento, asi
como los mecanismos moleculares y celulares implicados, basandonos en
nuestra reciente revision sobre como el envejecimiento afecta al sistema

cardiovascular en su conjunto (61).

2. Alteraciones vasculares en el envejecimiento fisiolégico
2.1. Alteraciones del sistema nervioso autbnomo

El envejecimiento provoca alteraciones importantes en la regulacién que ejerce
el sistema nervioso autébnomo sobre el sistema cardiovascular. Estas
alteraciones incluyen un incremento de la actividad simpatica debido al
aumento de los niveles de catecolaminas en sangre, asi como una disminucion
de la sensibilidad B-adrenérgica, y una disminucion del reflejo baroreceptor en
las arterias.’®2% Aunque todavia se desconocen las causas concretas de estas
alteraciones, algunos autores han sugerido que la disminucion de la
sensibilidad B-adrenérgica y de la actividad de los baroreceptores arteriales
podria desencadenar el incremento de la actividad simpatica como mecanismo

compensatorio.?22
2.2. Hipertension

La premisa clasica de que el envejecimiento causa hipertension sigue siendo
en la actualidad motivo de intenso debate.?' Resultados procedentes de
estudios longitudinales han mostrado que la actividad simpatica asociada al
envejecimiento incrementa la presion arterial;'® sin embargo, son los valores
iniciales de tension arterial en la juventud los que condicionan que este
aumento supere o no el umbral para ser considerada hipertension.?® Sun et al.
destacan el papel etiologico de la rigidez vascular en la elevacion de la presion
sanguinea, y propone que la rigidez de las arterias de gran calibre disminuye la
actividad de los baroreceptores, que finalmente se compensa con un

incremento de la actividad simpatica, provocando una subida de la tension



arterial.?? La regulacion aguda, a corto plazo (beat to beat) de la presion arterial
se lleva a cabo mayoritariamente mediante los baroreflejos. Puesto que la edad
se asocia con una disminucion en la actividad de los baroreflejos, el
envejecimiento se ha asociado también a un incremento de la variabilidad en la

presion arterial 2425

2.3. Rigidez vascular, disfuncion endotelial y aterosclerosis

La rigidez arterial y la disfuncion endotelial son dos de las principales

alteraciones vasculares relacionadas con la edad.-3

La disfuncién endotelial, conlleva alteraciones en el control del tono y la
permeabilidad vascular, favoreciendo los procesos pro-inflamatorios.® El éxido
nitrico, uno de los principales mediadores celulares liberado por el endotelio, ve
reducida su biodisponibilidad, lo cual aumenta la permeabilidad y la inflamacién
endotelial, y desencadena un proceso de retroalimentacion positiva que agrava
el fendmeno a largo plazo.?® La disfuncién endotelial juega un papel primordial
tanto en el inicio como en la progresion de la aterosclerosis, y forma parte del
proceso degenerativo que afecta a las grandes arterias durante el
envejecimiento.>?'2” Asi, el envejecimiento también estd asociado con un
remodelado vascular que implica un aumento de la luz del vaso y un
engrosamiento de la tunica intima y de la tinica media.?® El incremento de la
relacion intima-media es un sintoma temprano de aterosclerosis?’ y es un
predictor independiente de futuros eventos cardiovasculares.?® El
engrosamiento de la intima se inicia y mantiene debido al reclutamiento de
leucocitos sanguineos, proceso desencadenado por la activacion de moléculas
de adhesion en las células endoteliales (CE) disfuncionales.®® Los leucocitos en
la neointima inducen una respuesta inmune local compleja que promueve un
mayor reclutamiento de leucocitos e induce la migraciéon de las células
musculares lisas de la pared vascular (CMLV) desde la tunica media hacia la
lesion aterosclerdtica en crecimiento. Las CMLV activadas en la neointima se
transforman de un fenotipo “contractil” a uno “sintético”, caracterizado por
desdiferenciacion, proliferacion y secrecién abundante de componentes de la

matriz extracelular (MEX).31.32



Existe una importante controversia acerca de si la aterosclerosis es el
resultado de la acumulacion de factores de riesgo con el envejecimiento o, por
el contrario, el envejecimiento por si mismo promueve aterosclerosis
independientemente de otros factores. La ausencia de aterosclerosis entre los
ancianos miembros de sociedades tribales aisladas®® y su presencia en nifios
con un alto grado de exposicion3* atestigua la importante influencia de la
exposicion a factores de riesgo y sugiere que es posible envejecer sin
aterosclerosis. Sin embargo, se han detectado signos de aterosclerosis en
restos de momias humanas procedentes de sociedades no expuestas a los
factores de riesgo modernos.®®> Este hecho, junto a la incidencia de
aterosclerosis en individuos con HGPS y otros sindromes de envejecimiento
prematuro, apoyan la hipétesis de que el factor de riesgo aterosclerético mas

importante es el envejecimiento en si mismo.

La rigidez arterial es otra caracteristica patologica propia del
envejecimiento que se considera promueve el inicio y progresion de la
hipertension y aterosclerosis al inducir disfuncion de las CE y las CMLV de la
capa media.®® La rigidez vascular se puede medir de manera no invasiva a
partir de la velocidad de onda de pulso (VOP). Este parametro es un indicador
de eventos cardiacos muy fiable e independiente de la presion arterial en
diversas poblaciones adultas, incluyendo los ancianos.?” La VOP caroétido-
femoral aumenta progresivamente a partir de los 50 afios de edad, pudiendo
alcanzar una incidencia de un 64% en hombres y un 74% en mujeres de mas
de 70 afos.®3° E|l aumento de la rigidez de las grandes arterias incrementa el

esfuerzo cardiaco e induce fibrosis e insuficiencia cardiaca.

Entre los mecanismos que contribuyen al aumento de la rigidez arterial
durante el envejecimiento, destacan las alteraciones de la MEX y el aumento
asociado de fibrosis e inflamacion.?? La modificacion de la estructura y
composicion de la MEX de la pared vascular en respuesta a la edad se debe al
aumento en la deposicion y maduracion del colageno, la acumulacion de
productos finales de glicacion avanzada (AGEs) y la ruptura de las fibras

elasticas.19 3640

3. ECV en pacientes con HGPS



La HGPS es una enfermedad genética humana ultra-rara con una prevalencia

estimada de 1 por cada 20 millones de personas (www.progeriaresearch.org).

La enfermedad se caracteriza por un envejecimiento acelerado causado por
una mutacién de novo en el gen LMNA.8° En células normales, el splicing
alternativo del transcrito primario del ARNm del gen LMNA da lugar a dos
variantes principales de lamina de tipo A (lamina A y lamina C), ademas de
variantes menos abundantes (la lamina AA10 y la lamina C2 especifica de
células germinales).#'3 La proteina precursora de la lamina A, denominada
prelamina A, sufre diversas modificaciones post-traslacionales para dar lugar a
la proteina madura (Figura 1). En primer lugar, una farnesiltransferasa farnesila
el residuo de cisteina en el dominio C-terminal cisteina-serina-isoleucina-
metionina (CSIM). A continuacion, se eliminan los 3 aminoacidos en posicion
C-terminal, lo que permite la metilacion del nuevo extremo C-terminal
catalizada por la isoprenilcisteina carboxil metiltransferasa (ICMT). Finalmente,
la metaloproteinasa dependiente de zinc ZMPSTE24/FACE-1 elimina los 15
residuos C-terminales junto con el grupo farnesil y carboximetil. La lamina A
madura se incorpora entonces a la lamina nuclear, una red de proteinas
estructurales que se asocia intimamente a la membrana nuclear interna.
Ademas de proporcionar resistencia mecanica al nucleo, las laminas de tipo A
regulan multiples funciones celulares, incluyendo la replicacion y reparacién del
ADN, la organizacion de la cromatina, la transduccion de sefales y la
transcripcion génica.**

La mayoria de los pacientes HGPS presentan en heterocigosis la
mutacién puntual de novo c.1824C>T (p.G608G) en el gen LMNA.2® Aunque
esta mutacion responsable de la progeria “clasica” es sindnima, crea un sitio de
splicing aberrante en el exdn 11 que elimina 150 nucledtidos y da lugar a la
sintesis de una variante truncada de la prelamina A denominada progerina (A50
prelamina A) (Figura 2). La falta de los 50 aminoacidos en el extremo C-
terminal de la progerina impide la escision de los 15 aminoacidos terminales,
por lo que las células de los pacientes acumulan progerina permanentemente
farnesilada y carboximetilada. A su vez, mutaciones que inactivan el gen
ZMPSTE24/FACE-1 también provocan la acumulacion de prelamina A
farnesilada y carboximetilada y estan asociadas con el desarrollo de sindromes

progeroides en humanos.'°


http://www.progeriaresearch.org/

La expresion andmala de prelamina A y progerina causa multiples
alteraciones funcionales y estructurales que afectan a la transduccién de
sefales, la transcripcion génica y la organizacién de la cromatina, y en ultima
instancia ralentizan la proliferacion celular, provocan senescencia y muerte
celular y aceleran el envejecimiento del organismo (Figura 3).'244 Cabe
destacar que muchos de los procesos que intervienen en la HGPS estan
también implicados en el envejecimiento normal.”

Los pacientes con HGPS tienen una apariencia normal al nacer pero
empiezan a desarrollar sintomas durante los primeros 12-18 meses de vida. La
enfermedad se caracteriza por un retraso en el crecimiento, denticion anormal,
alopecia, lipodistrofia, anomalias de la piel, contracturas articulares,
osteoporosis y osteolisis que progresivamente conllevan dificultades para
caminar y desarrollar otras actividades motoras. Sin embargo, los problemas
médicos mas grave en los pacientes con HGPS son la aterosclerosis y las
anomalias en la conductividad eléctrica del miocardio que causan la muerte
prematura a una edad media de 14,6 afos, mayoritariamente por infarto de
miocardio o ictus.4%4°

Muchas de las alteraciones cardiovasculares en pacientes con HGPS
también se manifiestan en el envejecimiento fisiologico (Tabla 1). Sin embargo,
a diferencia de los ancianos, los pacientes con HGPS muestran elevacién del
recuento de plaquetas y del tiempo de protrombina 48, y normalmente carecen o
estan solo parcialmente afectados por los factores de riesgo cardiovascular
tradicionales. Por ejemplo, los pacientes con HGPS tienen niveles de colesterol
plasmatico, colesterol LDL y HDL, triglicéridos y proteina C reactiva similares a
los de los nifios sanos.4’4850 Ademas, aproximadamente el 30% de los
pacientes con HGPS presentan unicamente incrementos ligeros en la presion
sistélica y diastolica comparado con nifios sanos de la misma edad.*”:4851 Por
tanto, el estudio de la ECV asociada a HGPS ofrece una oportunidad unica
para identificar los mecanismos que causan el dano cardiovascular asociado a
la edad en ausencia de otros factores de riesgo, o de otras enfermedades
cronicas relacionadas con el envejecimiento, que podrian afectar de forma
secundaria a la salud cardiovascular.

Al igual que en el envejecimiento normal, las técnicas de imagen no

invasiva en pacientes con HGPS tan solo detectan placas carotideas evidentes
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en estadios avanzados.*’#85" Sin embargo, la estenosis arterial afecta a
pacientes con HGPS de todas las edades y se ha sugerido que podria ser un
indicador temprano de formacion de placa.*” Las placas ateroscleréticas de
pacientes con HGPS van acompanadas por otras alteraciones vasculares
clasicas del envejecimiento normal, tales como inflamacién, pérdida de CMLV,
y erosion y ruptura de placas.’® Sin embargo, una caracteristica de los vasos
de pacientes con HGPS no frecuente en vasos de sujetos control es la
presencia de un importante engrosamiento de la adventicia y fibrosis.'>5? Otra
caracteristica del envejecimiento fisiolégico que también se manifiesta en
pacientes con HGPS es la calcificacién vascular, la cual se asocia con aumento
de la morbimortalidad por ECV en la poblacién general.53 La calcificacion afecta
a la aorta y a las valvulas aértica y mitral de algunos pacientes con HGPS y
puede provocar regurgitacion adrtica y/o mitral.’5485457 | os estudios de
neuroimagen en una cohorte de 25 pacientes detectaron la presencia de ictus
tempranos y clinicamente silentes, lo que sugiere que se trata de una
caracteristica prevalente en la HGPS.%8 Sin embargo, el ictus en pacientes con
HGPS puede también provocar secuelas neuroldgicas.>®

La HGPS también se caracteriza por la rigidez vascular, una alteracion
asociada con el envejecimiento fisiolégico que predice la incidencia de eventos
cardiovasculares futuros de forma independiente a otros factores.3” El analisis
de una cohorte de 21 pacientes con HGPS determiné que la rigidez vascular es
un fenomeno temprano y generalizado en esta enfermedad, detectandose
valores de VOP comparables a los que se presentan habitualmente en adultos
de mas de 60 aiios.*’ Si bien el grosor intima-media en la arteria carétida de
pacientes con HGPS es normal, su eco densidad es superior a lo normal, en
especial en la adventicia, en consonancia con la fibrosis vascular detectada en
autopsias.1547:48.60 | g alteracion del indice tobillo-brazo en pacientes con HGPS
es un indicador de enfermedad arterial periférica y disfuncion vascular;*”%° sin
embargo, la evaluacion no invasiva de la funcion endotelial mediante la
medicién de la vasodilatacion mediada por flujo parece indicar que los
pacientes no presentan disfuncion endotelial.*® Estos datos ponen de
manifiesto la necesidad de realizar estudios adicionales en los que se analicen
con detalle los mecanismos que desencadenan la disfuncién vascular inducida

por la progerina.
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En resumen, las caracteristicas principales de la ECV en pacientes con
HGPS son la rigidez y el remodelado vascular, con una importante fibrosis de la
media y la adventicia, pérdida de CMLV, aterosclerosis acelerada, y muerte
prematura por infarto de miocardio o ictus. La muerte prematura en la HGPS
también puede ir asociada a arritmias derivadas de las alteraciones en la
conductividad eléctrica cardiaca, un aspecto que queda fuera del ambito de
esta revision (revisado en 12, 61).26" Se requieren nuevos estudios para
definir con precision los mecanismos por los cuales la expresion de la progerina
acelera las ECV, y elucidar la contribucidn relativa de las alteraciones

vasculares y cardiacas a la muerte prematura en la HGPS.

4. Mecanismos y tratamiento de la HGPS

Las laminas A/C juegan un papel fundamental en un amplio rango de funciones
celulares, incluyendo el mantenimiento de la estabilidad mecanica del nucleo,
la transduccion de senales, la transcripcidn génica, la organizacion de la
cromatina, la reparacion del ADN, la progresion del ciclo celular y la
diferenciaciéon y migracién celular.** La acumulacion de progerina y prelamina
A, por tanto, acelera el envejecimiento debido a diversos mecanismos que
afectan a multiples vias y no son mutuamente excluyentes. Estos mecanismos
activados por prelamina A y progerina podrian diferir entre distintos tejidos en
funcién de las diferencias en la expresion de lamina A (y por tanto de prelamina
Ay progerina), la cual se relaciona con la rigidez tisular.5?

Estudios en humanos y en ratdn sugieren que la gravedad de la HGPS
estd determinada tanto por la cantidad total de progerina como por la
proporcion de progerina farnesilada frente a la lamina A madura. De hecho, las
distintas mutaciones puntuales de la LMNA humana estan asociadas con
diferencias importantes en los niveles de progerina y en la gravedad de la
enfermedad, que va desde la progeria neonatal (niveles de progerina elevados)
a la progeria tardia (niveles bajos de progerina).636> En concordancia, en
ratones LmnaG6096/G609G nortadores de una mutacién en el gen endégeno de la
Lmna equivalente a la mutacién ¢.1824C>T (p.G608G) que causa la HGPS en
humanos, se observd una mejora en el fenotipo de envejecimiento y un

aumento de la supervivencia cuando se redujo la expresion de progerina con
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morfolinos antisentido dirigidos contra el splicing andmalo entre los exones 11y
12.%6 Analogamente, el tratamiento con oligonucledtidos antisentido disefiados
para promover el splicing alternativo de lamina A hacia lamina C también redujo
la produccion de progerina, la fibrosis de la adventicia y la pérdida de CMLV en
ratones Lmna®809G/Ce0%G  gunque no se ha descrito ningin efecto de esta
estrategia sobre la longevidad.®”

A diferencia de la lamina A madura, la progerina permanece farnesilada
de forma permanente (Figura 1). La hipétesis que la farnesilacion persistente
es la principal causa de la progeria se basa en estudios en ratén y en humanos
que han demostrado una asociacion positiva entre los sintomas progeroides y
la acumulacién de prelamina A farnesilada derivada de la deficiencia en
ZMPSTE24.%%71 Asimismo, un paciente que presentaba tanto una mutacion
homocigota de pérdida de funcion en ZMPSTE24 como una mutacion
heterocigota del gen LMNA que daba lugar a una elongaciéon del extremo C-
terminal de la lamina A, mostré un fenotipo progeroide mas leve de lo habitual,
posiblemente debido a la reduccién de los niveles de prelamina A farnesilada.”?
El hecho que los ratones Zmpste24-- con haploinsuficiencia del gen Lmna no
muestren un fenotipo de envejecimiento evidente apoya esta conclusion.” La
importancia de la farnesilacion en la patogénesis de la HGPS se ha confirmado
gracias a la generacién de ratones Lmna°®mHG/esmHG  que producen progerina no
farnesilada y no mueren prematuramente.”* Asimismo, los ratones
Lmna"PLAOMPLAG - que expresan Unicamente prelamina A no farnesilada,
desarrollan cardiomiopatia pero no progeria.”> Ademas el tratamiento con
inhibidores de la farnesil transferasa (FTI) reduce las alteraciones nucleares
observadas en las células que expresan progerina,’®’” y previene el inicio y la
progresion tardia de ECV en los ratones progeroides G608G BAC,’® animales
que contienen la version del gen de la LMNA humana con la mutacion
c.1824C>T (p.G608G) que causa HGPS.”® Analogamente, estos inhibidores
prolongan la supervivencia de los ratones progeroides Zmpste24--y Lmnatc™*

caracterizados por expresar prelamina A y progerina, respectivamente.”%80

Trabajos posteriores mostraron que el tratamiento con FTI provocaba la
prenilacidn alternativa de la prelamina A y la progerina como consecuencia de

una geranilgeraniltransferasa,®' El tratamiento combinado con estatinas vy
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aminobisfosfonatos para bloquear tanto Ila farnesilacion como |la
geranilgeranilacién de la prelamina A mejoro el fenotipo progeroide y prolongd
la vida de ratones Zmpste24--.82 En base a los hallazgos en células y ratones
que expresan progerina y prelamina A,"" se han desarrollado estudios clinicos
en pacientes con HGPS para analizar el efecto del tratamiento con un FTI
(lonafarnib) solo o combinado con estatinas (pravastatina) y bisfosfonatos
(zoledronato).#5%160 | a monoterapia con lonafarnib proporcioné una cierta
mejora sobre la rigidez vascular, la estructura 6sea y el estado auditivo y se
estimo que incrementa la supervivencia en 1,6 afios.*>89 E| tratamiento basado
en la combinacion de tres farmacos, lonafarnib, pravastatina y zoledronato
(‘triple drug trial’) mostré una mejora adicional en la densidad 6sea pero no
hubo mejoria en los parametros cardiovasculares en comparacion con la
monoterapia con lonafarnib.®! Por tanto, aunque la progerina farnesilada parece
jugar un papel fundamental en la HGPS, las terapias actuales dirigidas a
prevenir la farnesilacion de la progerina unicamente aportan un beneficio

moderado.

La observacion que tanto la progerina farnesilada como no farnesilada
se acumula en la membrana nuclear impuls6 a Kalinowski et al. a proponer que
la asociacion de la progerina con la membrana nuclear interna también
aumentaria las interacciones electrostaticas y la agregacion.?3 Ademas, las
propiedades de la cola de la progerina, menos heterogénea y mas compacta en
comparacién con la lamina A normal, podrian alterar su interaccion con el ADN

y con otras proteinas.?

Otro factor que podria contribuir a la toxicidad de la progerina es la
alteracion de su estructura proteica debido a la eliminacién de 50 aminoacidos
cerca de la region C-terminal. Las interacciones anormales de la progerina con
otros componentes nucleares provocan la formacion de protuberancias
(blebbing) nucleares, un incremento del grosor y la rigidez de la lamina nuclear,
la localizacién andmala de la heterocromatina y la alteracion de los complejos
de poro nuclear.858 Recientemente, Lee et al.®” han descrito que la progerina
interacciona fuertemente con la lamina A/C y que la disrupcion quimica de los

heterodimeros progerina-lamina A/C reduce las aberraciones nucleares,
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previene la senescencia celular, limita los rasgos progeroides y alarga la

esperanza de vida en los ratones Lmng®609G/G609G,

La carboximetilacion de la farnesilcisteina C-terminal de la progerina
catalizada por la ICMT también podria contribuir a la progeria. La reduccion de
la expresién y actividad de la ICMT en un 70-90% en ratones hipomorficos
Zmpste24~-lcmth™h"m mejoré el peso corporal, la fuerza de agarre y la estructura
Osea y alargé la supervivencia en comparacién con ratones control Zmpste24-"
Icmt**con la ICMT intacta.®® La disminucion de la actividad ICMT en los ratones
Zmpste247lcmthmhm se asocié con una alteracion en la localizacion de la
prelamina A y con la activacion de la sefializacidn mediada por AKT (proteina
quinasa B, protein kinase B) y mTOR (mammalian target of rapamycin), lo que
a su vez retraso la senescencia celular. Sin embargo, conviene sefalar que la
rapamicina, inhibidor de mTOR activé la eliminacion de la progerina mediante
autofagia y redujo las anormalidades nucleares.?%-°0 Estos resultados muestran
claramente que ICMT y mTOR estan implicados en el envejecimiento
prematuro, sin embargo se requeriran nuevos estudios para poder definir de
forma precisa los mecanismos implicados, y la relaciéon entre ICMT, AKT y
mTOR.

5. Mecanismos implicados en el desarrollo de ECV en progeria

Esta seccidon recoge la informacion disponible hasta el momento sobre los
mecanismos celulares y moleculares mediante los cuales la prelamina A y la
progerina dafian el sistema cardiovascular. Este conocimiento es fundamental
para comprender los mecanismos implicados en el desarrollo de ECV durante
el envejecimiento normal, puesto que tanto la prelamina A como la progerina se
expresan en niveles bajos en células y tejidos de individuos sanos no

progéricos, incluyendo CMLV de la media y lesiones ateroscleréticas. 51691

5.1. Pérdida de CMLV
La pérdida progresiva de CMLV es una caracteristica de los pacientes con
HGPS'%5292 y de los modelos de progeria en raton,®%67.7° |o que sugiere su

contribucion en la enfermedad vascular progeroide. Aunque menos grave, la
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reduccion en el contenido de CMLV en la media también tiene lugar durante el
envejecimiento fisiologico.®

Las CMLV estan sujetas a un elevado estrés mecanico relacionado con
el flujo sanguineo. En condiciones normales las células responden al aumento
del estrés de cizalladura (shear stress) aumentando la expresion de la lamina
A/C y modificando su localizacion nuclear.52949 En células que expresan
progerina las respuestas anomalas al estrés fisico pueden conllevar dafio y
muerte celular.86:°6 En concordancia con esta idea, se ha descrito que el estrés
mecanico aplicado a fibroblastos de pacientes con HGPS reduce la viabilidad e
incrementa la muerte celular por apoptosis.®” Las alteraciones en la
mecanotransduccion inducidas por la progerina podrian explicarse por los
cambios en la expresion de proteinas que controlan la organizacion del
citoesqueleto, la mecanotransduccion y la produccion de la MEX.%8%° De hecho,
la aorta ascendente de ratones transgénicos BAC G608G que expresan
progerina presenta una disminucidn en la expresién de vimentina, una proteina
de citoesqueleto que se une al nucleo, al reticulo endoplasmico y a la
mitocondria y que es esencial para el mantenimiento de la integridad celular.'®
Esta correlacion entre reduccion de la expresibn de proteinas de
mecanotransduccion, y aumento del estrés de cizalladura podria explicar
parcialmente la pérdida de CMLV en HGPS.

Los mecanismos que subyacen a la pérdida de CMLV provocada por la
progerina pueden analizarse utilizando protocolos de diferenciacion a partir de
células madre pluripotentes inducidas (induced pluripotent stem cells, iPSC)
derivadas de individuos sanos y de pacientes con HGPS. Liu et al. observaron
que las CMLYV diferenciadas a partir de iPSC que expresan progerina presentan
senescencia prematura como consecuencia de la interaccion de la progerina
con la subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de ADN (ADN-
PKcs), una subunidad catalitica de la ADN-PK nuclear que participa en la
reparacion del ADN mediante recombinacién no homdloga (non-homologous
end joining, NHEJ).'°' En cambio, Kinoshita et al. describieron que la progerina,
a diferencia de la lamina A, no puede interaccionar con la ADN-PK o con otras
proteinas implicadas en la respuesta al dafio del ADN.'%2 También observaron
que la expresion de la progerina en CMLV, pero no en CE, induce la activaciéon

de la ADN-PK, lo que frenaria el crecimiento de las CMLV e induciria su

16



senescencia. En vista de estas discrepancias, es evidente que se necesitaran
nuevos estudios para aclarar la interaccion entre la progerina y la ADN-PK vy
sus subunidades en diferentes tipos celulares y establecer las consecuencias
fisiopatoldgicas.

Zhang et al. describieron una proliferacion defectuosa de las CMLV
derivadas de iIPSC de pacientes con HGPS, como consecuencia de
mecanismos independientes de la activacion de caspasas.'®® Estos autores
también observaron que la expresion de la progerina en CMLV inhibe la poli-
(ADP-ribosa)-polimerasa 1 (PARP1), un regulador clave de la reparacion del
ADN, y que activa la respuesta NHEJ propensa a errores, lo que prolonga la
mitosis y provoca catastrofe mitotica y muerte celular. La prelamina A también
induce dano en el ADN e incrementa la respuesta celular al dafio del ADN en
CMLV envejecidas.'®10* Esta respuesta podria ser consecuencia de un
reclutamiento defectuoso de la proteina 1 de union a p53 (53BP1) a regiones
danadas del ADN, lo que perturbaria el transporte al nucleo debido a una
alteracion de la localizacion de la nucleoporina 153.1% La alteracion de la
reparacion del ADN danado también se ha descrito en células no vasculares
procedentes de pacientes con HGPS y en modelos de progeria en raton.06-8
Todos estos hallazgos confirman que la muerte de CMLV inducida por
progerina e debe, al menos en parte, a defectos en la reparacion del ADN, una
alteraciéon que también juega un papel fundamental en el envejecimiento

normal. %9

5.2. Calcificacién vascular

Al igual que los pacientes con HGPS,'5%4-5% |os ratones progeroides G608G
BAC y Lmna®6%96/+ desarrollan calcificacion aortica.’®'° Las aortas calcificadas
de los ratones Lmna®%%9G* mostraron una expresion anormalmente elevada de
marcadores osteogénicos, entre ellos la proteina morfogénica 6sea 2 (bone
morphogenetic protein, Bmp2) y el factor de transcripcidn 2 relacionado con
Runt (Runt-related transcription factor 2, Runx2), sin que existiera alteracion en
agentes anticalcificantes, como la proteina Matrix-Gla y la fetuina A.'"°
Asimismo, CMLV primarias derivadas de ratones Lmna©6%9¢+ mostraron menor

capacidad para inhibir la deposicion de calcio in vitro, lo que se asocié con una
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menor concentracion extracelular de pirofosfato inorganico (ePPi), el principal
inhibidor enddégeno de la calcificacion vascular. La reduccidn de los niveles de
ePPi en CMLV en cultivo estaba relacionada con una reduccion de su sintesis
causada por la disminucion de la produccién de ATP (el principal sustrato en la
sintesis de ePPi) y la induccién tanto de la fosfatasa alcalina no especifica de
tejido (tissue-nonspecific alkaline phosphatase, TNAP, el enzima fundamental
en la hidrolisis del PPi), como de la ectonucleosido trifosfatasa difosfohidrolasa
1 (ectonucleoside triphosphatase diphosphohydrolase 1, eNTPD1, un enzima
que hidroliza ATP para liberar Pi). De hecho, los ratones Lmna®6%9¢/+ mostraron
concentraciones plasmaticas de ePPi y ATP inferiores a las de sus hermanos
de camada Lmna**, mientras que el tratamiento con PPi exégeno previno la

calcificacion vascular en los ratones Lmna©809G/Ge09G 110

La expresion de la prelamina A en CMLV promueve la calcificacion
vascular mediante la activacion de la ataxia telangiectasia mutada (ATM)/ataxia
telangiectasia relacionada con Rad3 (ATR),'® una via de sefalizacion
asociada con el dafio del ADN. La activacion de esta via en CMLV induce el
fenotipo secretor asociado a la senescencia celular, con liberacion de factores
pro-calcificantes tales como BMP2 que pueden desencadenar la calcificacion
tanto a nivel local como en regiones remotas.'% Ademas, el cultivo de CMLV
en un medio pro-calcificante conlleva la induccién de la expresion de la lamina
A y la prelamina A, junto a un incremento de la expresion de factores pro-
calcificantes como Runx2, osteocalcina y osteopontina y un aumento de la
deposicién de calcio.'" Hay que destacar, que células madre mesenquimales
humanas que expresan progerina también presentan niveles elevados de

osteopontina y muestran un aumento de la diferenciacion osteogénica.''?

En resumen, la lamina A y sus formas mutadas o no procesadas
participan en la diferenciacion osteoblastica y en la calcificacion de las CMLV,
lo que pone de manifiesto la necesidad de profundizar en nuestro conocimiento
acerca del papel de la progerina y la prelamina A en la calcificacién vascular

durante el envejecimiento prematuro.

5.3. Disfuncién endotelial
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La disfuncién endotelial juega un papel fundamental en todas las fases de la
aterosclerosis, la patologia que compromete la vida de los pacientes con
HGPS. Las CE detectan y responden a diferentes tipos de flujo sanguineo, y
las regiones aodrticas sometidas a un flujo sanguineo turbulento y a un elevado
estrés de cizalladura, tales como la aorta ascendente, son mas susceptibles al
desarrollo de aterosclerosis.'’®''% Song et al. detectaron monocapas de CE
intactas en zonas de la aorta ascendente de ratones G608G BAC
practicamente sin CMLV.®® Las CE que expresan progerina proximas a
regiones que han sufrido una pérdida masiva de CMLV presentan una
expresion de vimentina mas de 8 veces superior que las CEs localizadas en
regiones que conservan su contenido de CMLV, lo que las hace mas
resistentes al estrés de cizalladura y puede explicar la presencia de un
endotelio bien preservado en vasos de pacientes con HGPS."®

La expresion elevada de moléculas de adhesion en las CE
disfuncionales desencadena la adhesiéon de los monocitos, una etapa
importante en el inicio y la progresion de la aterosclerosis.®® Estudios recientes
muestran que la acumulacion de prelamina A en CE debida al bloqueo de la
maduracion de la lamina A, induce senescencia celular y promueve la adhesion
de monocitos de forma dependiente de la molécula de adhesion intercelular 1
(intercellular adhesion molecule 1, ICAM1).""® Es evidente que la
caracterizacion de la conexidén entre las CE, la expresion de progerina y

prelamina A y la progresion de la placa de ateroma requerira nuevos estudios.

6. Conclusiones finales y perspectivas

El envejecimiento es el principal factor de riesgo de ECV. Ante el
envejecimiento progresivo de nuestra sociedad y puesto que la ECV constituye
la principal causa de morbimortalidad a nivel mundial, es urgente mejorar
nuestro conocimiento acerca de los mecanismos que contribuyen al
envejecimiento. Esta informacion es fundamental para el desarrollo de nuevas
estrategias que reduzcan la aparicion y el desarrollo de enfermedad en la vejez
y por tanto promover un envejecimiento saludable. La intensa labor realizada
en el ambito de la investigacion basica, clinica y epidemiologica ha permitido
identificar los mecanismos generales implicados en el envejecimiento. El reto

en la investigacion sobre envejecimiento es identificar cuales de estos
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mecanismos contribuyen principalmente a explicar la elevada variabilidad
interindividual en el envejecimiento biolégico humano. Este conocimiento
contribuira al desarrollo de nuevas terapias y a mejorar la prevencion mediante
la identificacion temprana de aquéllos individuos que presenten un mayor
riesgo de sufrir enfermedades relacionadas con la edad, antes de que
aparezcan los primeros sintomas. Estas actuaciones promoveran una vejez
saludable y reduciran el impacto socio-econdmico y sobre los sistemas de
salud que provoca el envejecimiento.

El envejecimiento y la ECV estan fuertemente acelerados en pacientes
con HGPS, un desorden genético muy raro causado por la progerina, una
forma no procesada de la lamina A. La progeria en humanos también se asocia
con la acumulacion anormal de la prelamina A debido a mutaciones que
inactivan la proteasa ZMPSTE24. Es importante destacar que tanto la
prelamina A como la progerina se expresan, aunque a niveles bajos, en células
y tejidos de ancianos, incluidas células de la pared vascular. En células de
individuos sin HGPS se ha propuesto que el estrés oxidativo y el acortamiento
de los telébmeros inducen la expresion de la prelamina A y la progerina,
respectivamente. La investigacion en progeria puede por tanto ayudar a
identificar los mecanismos celulares y moleculares que dirigen el
envejecimiento normal y la ECV asociada. Los factores de riesgo
cardiovascular tradicionales tales como la hipercolesterolemia, la diabetes, la
obesidad, la hipertension y el tabaquismo habitualmente estan ausentes o tan
s6lo son leves en los pacientes con HGPS; por tanto, la investigacion en esta
enfermedad ofrece una oportunidad dunica para diferenciar aquellos
mecanismos que inducen dafio cardiovascular de forma directamente
dependiente de la edad de aquellos factores de riesgo modificables que
progresivamente deterioran las células y tejidos durante la vejez y que pueden
afectar a la salud cardiovascular de forma secundaria.

La identificacion de los mecanismos, tanto especificos como comunes,
implicados en el desarrollo del envejecimiento normal y prematuro requerira
estudios gendmicos, epigendmicos, transcriptdmicos, protedmicos 'y
metabolomicos a gran escala. Asimismo, se podran establecer relaciones
causales mediante estrategias de pérdida y ganancia de funcién dirigidas

contra los factores candidatos identificados en los estudios “Omicos”.
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Considerando el gran numero de tipos celulares que participan en la ECV y en
el envejecimiento normal y prematuro, sera fundamental la generacion de
nuevos modelos animales condicionales y/o especificos de tejido, con especial
énfasis en aquellas células que juegan un papel critico en la aterosclerosis (ej.
monocitos/macréfagos, linfocitos, CE, y CMLV). Puesto que los modelos
animales de progeria generados hasta el momento no desarrollan
aterosclerosis, la principal causa de muerte en pacientes con HGPS, sera
fundamental la generacion de modelos de progeria que presenten
aterosclerosis, tanto en animales de pequefio como de gran tamano. Los retos
del futuro estaran centrados en establecer cdmo el envejecimiento fisioldgico
conduce a la acumulacion de formas no procesadas de la lamina A y en
determinar si las anomalias nucleares inducidas por estas proteinas

contribuyen al envejecimiento normal.
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Tabla 1. Cambios estructurales y funcionales del sistema vascular durante el
envejecimiento fisiologico y prematuro.

Parametro Envejecimiento Envejecimiento
fisiolégico prematuro

Aumento de la actividad simpatica + +

Menor sensibilidad barorrefleja +

Engrosamiento intima/media +

Rigidez vascular +

Fibrosis vascular +

Disfuncion endotelial

Aterosclerosis

Calcificacion vascular

Hipertension

Recuento plaquetario elevado
Aumento del tiempo de protrombina

+ 4+ + + + + + +

+ + + + +

+: presencia, -: ausencia
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PIES DE FIGURAS

Figura 1. Sintesis y procesamiento de la prelamina A en células normales.
El splicing normal entre los exones 11 y 12 del gen LMNA permite la
sintesis de la prelamina A, la cual sufre una serie de modificaciones post-
traduccionales que culminan en la produccion de la lamina A madura. El
procesamiento proteolitico de la pre-lamina A catalizado por la proteasa
ZMPSTE24 elimina su extremo C-terminal farnesilado y carboximetilado.
Las mutaciones que inactivan ZMPSTE24 producen la acumulaciéon de
prelamina A permanentemente farnesilada y carboximetilada y aceleran el
envejecimiento celular. Ex: exén; FTasa: Farnesil transferasa; ICMT:
isoprenilcisteina carboxil metiltransferasa; Far: residuo farnesilado.

Figura 2. Sintesis y procesamiento de la prelamina A en pacientes con
HGPS. La progeria clasica se asocia con una mutaciéon heterocigota
puntual de novo en el gen LMNA (c.1824C>T) que provoca un splicing
anémalo y la sintesis de la progerina. La ausencia de la region de 50
aminoacidos que incluye el sitio de reconocimiento para ZMPSTE24
impide la eliminacién del extremo C-terminal de la progerina, la cual
permanece permanentemente farnesilada y causa multiples alteraciones
celulares que conducen al envejecimiento prematuro y la muerte. Ex:
exon; FTasa: Farnesil transferasa; ICMT: isoprenilcisteina carboxil
metiltransferasa; Far: residuo farnesilado.

Figura 3. Principales alteraciones en la estructura y funcién nuclear
provocadas por la acumulacién de progerina. Se detallan las principales
alteraciones nucleares inducidas por la progerina que conducen a la
senescencia celular.
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