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Resumen

El envejecimiento constituye el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y otras patologias cronicas no transmisibles. La senescencia celular, entendida
como una detencion irreversible del ciclo celular acompafada de un fenotipo secretor
proinflamatorio, desempena un papel central en el deterioro tisular asociado a la edad. En el
contexto vascular, la senescencia endotelial compromete la homeostasis, la funcion de barrera
y la capacidad angiogénica, contribuyendo a la disfuncion endotelial. La via mTOR, reguladora
clave del crecimiento y el metabolismo celular, se ha implicado en la progresion del
envejecimiento y la senescencia celular, siendo la rapamicina uno de los compuestos con mayor
potencial antienvejecimiento descritos. No obstante, su administracion continua puede generar
efectos adversos.

Esta tesis evalia el efecto de un régimen intermitente de rapamicina, también denominada
sir6limus (10 nM, 24 h/semana) sobre la senescencia replicativa en células endoteliales
humanas (HUVEC). El objetivo general fue determinar si la inhibicion periddica de mTOR
puede atenuar los marcadores de senescencia sin alterar la identidad ni la funcion endotelial. Se
analizaron la activacion de las vias mTORC1/mTORC2, MAPK y eNOS; los marcadores
ple™K4a p21CiPl y SA-B-Gal; la proliferacion, migracion y angiogénesis; el equilibrio redox; y
la composicion del fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP, del inglés Senescence
Associated Secretory Phenotype), asi como su efecto paracrino sobre monocitos THP-1.

Los resultados muestran que el tratamiento intermitente con rapamicina inhibe parcialmente
mTORCI1 sin comprometer la funcion de mTORC2 ni alterar la autofagia. Este tratamiento
retrasa la senescencia replicativa, preserva la capacidad proliferativa y permite mantener la
identidad y funcidén endotelial. Ademas, reduce los niveles de estrés oxidativo y modula
selectivamente el SASP, disminuyendo la secrecion de algunas citocinas proinflamatorias y
atenuando la activaciéon de monocitos. Sin embargo, la reprogramacion del secretoma es
incompleta, persistiendo sefiales proinflamatorias residuales.

En conjunto, estos hallazgos demuestran que la inhibicién intermitente de mTOR mediante
rapamicina podria representar una estrategia eficaz para retrasar la senescencia endotelial y
conservar la funcion vascular, con el potencial de minimizar los efectos secundarios derivados
de la inhibicién continua. Este trabajo aporta evidencia experimental relevante para el
desarrollo de intervenciones antienvejecimiento basadas en la modulacion temporal de mTOR
y establece una base para futuras investigaciones en modelos complejos y contextos
traslacionales.

Palabras clave: gerociencia, senescencia replicativa, disfuncion endotelial, rapamicina,
mTOR, SASP.



Resumo

O envellecemento constitte o principal factor de risco para o desenvolvemento de enfermidades
cardiovasculares e outras patoloxias crénicas non transmisibles. A senescencia celular,
entendida como unha detencion irreversible do ciclo celular acompanada dun fenotipo secretor
proinflamatorio, desempeina un papel central no deterioro tisular asociado 4 idade. No contexto
vascular, a senescencia endotelial compromete a homeostase, a funciéon de barreira e a
capacidade angioxénica, contribuindo & disfuncion endotelial. A via mTOR, reguladora clave
do crecemento e do metabolismo celular, esta implicada na progresion do envellecemento e da
senescencia celular, sendo a rapamicina un dos compostos con maior potencial
antienvellecemento descritos. Non obstante, a stia administracién continua pode xerar efectos
adversos.

Esta tese avalia o efecto dun réxime intermitente de rapamicina, tamén chamado sir6limus (10
nM, 24 h/semana) sobre a senescencia replicativa en células endoteliais humanas (HUVEC). O
obxectivo xeral foi determinar se a inhibicion periddica de mTOR pode atenuar os marcadores
de senescencia sen alterar a identidade nin a funcién endotelial. Analizouse a activacion das
vias mTORC1/mTORC2, MAPK e eNOS; os marcadores pl6™k4 p21¢r! ¢ SA-B-Gal; a
proliferacion, migracion e angioxénese; o equilibrio redox; e a composicion do fenotipo
secretor asociado a senescencia (SASP, do inglés Senescence Associated Secretory Phenotype),
asi como o seu efecto paracrino sobre monocitos THP-1.

Os resultados mostran que o tratamento intermitente con rapamicina inhibe parcialmente
mTORCI1 sen comprometer a funcion de mTORC?2 nin alterar a autofaxia. Este tratamento
atrasa a senescencia replicativa, preserva a capacidade proliferativa e permite manter a
identidade e funcion endotelial. Ademais, reduce os niveis de estrés oxidativo € modula de
maneira selectiva o SASP, diminuindo a secreciéon de certas citocinas proinflamatorias e
atenuando a activacion de monocitos. Porén, a reprogramacion do secretoma ¢ incompleta,
persistindo sinais proinflamatorias residuais.

En conxunto, estes achados demostran que a inhibicion intermitente de mTOR mediante
rapamicina poderia representar unha estratexia eficaz para atrasar a senescencia endotelial e
conservar a funcion vascular, co potencial de minimizar os efectos secundarios derivados da
inhibicion continua. Este traballo achega evidencia experimental relevante para o
desenvolvemento de intervencions antienvellecemento baseadas na modulacion temporal de
mTOR e establece unha base para futuras investigacions en modelos complexos e contextos
traslacionais.

Palabras chave: xerociencia, senescencia replicativa, disfuncidon endotelial, rapamicina,
mTOR, SASP.



Abstract

Aging constitutes the main risk factor for the development of cardiovascular diseases and other
chronic non-communicable disorders. Cellular senescence, defined as an irreversible arrest of
the cell cycle accompanied by a pro-inflammatory secretory phenotype, plays a central role in
age-associated tissue deterioration. In the vascular context, endothelial senescence
compromises homeostasis, barrier integrity, and angiogenic capacity, contributing to
endothelial dysfunction. The mTOR pathway, a key regulator of cell growth and metabolism,
has been implicated in the progression of aging and cell senescence, with rapamycin identified
as one of the compounds with the highest anti-aging potential. However, its continuous
administration can lead to adverse effects.

This thesis evaluates the effect of an intermittent rapamycin (sirolimus) regimen (10 nM,
24 h/week) on replicative senescence in human endothelial cells (HUVEC). The main objective
was to determine whether periodic mTOR inhibition can attenuate senescence markers without
altering endothelial identity or function. The study analyzed the activation of
mTORC1/mTORC2, MAPK, and eNOS pathways; the expression of p16™&42 p21CiP! and SA-
B-Gal; proliferation, migration, and angiogenesis; redox balance; and the composition of the
senescence associated secretory phenotype (SASP), as well as its paracrine effects on THP-1
monocytes.

Results show that intermittent treatment with rapamycin partially inhibits mTORC1 without
compromising mTORC2 activity or affecting autophagy. This treatment delays replicative
senescence, preserves proliferative capacity, and allows to maintain endothelial identity and
function. It also reduces oxidative stress levels and selectively modulates SASP, decreasing the
secretion of certain pro-inflammatory cytokines and attenuating monocyte activation. However,
secretome reprogramming remains incomplete, with residual pro-inflammatory signaling
persisting.

Overall, these findings demonstrate that intermittent mTOR inhibition by rapamycin could
represent an effective strategy to delay endothelial senescence and preserve vascular function,
with the potential to minimize adverse effects associated with continuous inhibition. This work
provides relevant experimental evidence for the development of anti-aging interventions based
on temporal modulation of mTOR and establishes a foundation for future research in complex
models and translational contexts.

Keywords: geroscience, replicative senescence, endothelial dysfunction, rapamycin, mTOR,
SASP.






Abreviaturas

4E-BP1 — Proteina de union al factor de iniciacion de la traduccidén eucariota 4E,
Eukaryotic initiation factor 4E-Binding Protein [

ADN — Acido desoxirribonucleico
AKT - Transformacion de la cepa Ak, Ak strain Transforming

AMPK - Proteina cinasa activada por adenosin monofosfato, AMP-activated Protein
Kinase

ANOVA - Andlisis de varianza, Analysis Of Variance

APOB —Apolipoproteina B

ATG —Gen relacionado con la autofagia, Autophagy-related Gene
ATM - Ataxia-telangiectasia mutada, Ataxia-Telangiectasia Mutated

ATR - Ataxia telangiectasia y proteina relacionada con Rad3, Ataxia Telangiectasia and
Rad3-related protein

BCL - Proteina del linfoma de células B, B-cell Lymphoma protein

BHE — Barrera hematoencefilica

BSA — Albtimina de suero bovino, Bovine Serum Albumin

CD144 — Grupo de diferenciacion 144, Cluster of Differentiation 144 / VE-cadherin
CD31 - Grupo de diferenciacion 31, Cluster of Differentiation 31 / PECAM-1

CXCL - Ligando de quimiocina con motivo C-X-C, C-X-C motif chemokine ligand (GRO)
DAF-FM - Diacetato de 4-amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceina

DEPC - Dietilpirocarbonato

DEPTOR - Proteina que interactia con mTOR y que contiene el dominio DEP, DEP
domain-containing mTOR-interacting protein

DMEM - Medio Eagle modificado por Dulbecco, Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO - Dimetilsulfoxido, Dimethy! Sulfoxide

EDTA — Acido etilendiaminotetracético



EGM-2 — Medio de crecimiento endotelial-2, Endothelial Growth Medium-2

elF4E — Factor de iniciacion eucariota 4E, Eukaryotic Initiation Factor 4E

EndMT - Transicion endotelio a mesénquima, Endotelial to Mesenchymal Transition
eNOS - Sintasa de 6xido nitrico endotelial, Endothelial Nitric Oxide Synthase

ERO - Especies reactivas de oxigeno

ET-1 — Endotelina-1, Endothelin-1

FBS — Suero fetal bovino, Fetal Bovine Serum

FIP200 — Proteina de 200 kDa que interactia con la cinasa de la familia FAK, FAK family
kinase-Interacting Protein of 200 kDa

FKBP12 - Proteina de union a FK506 12, FK506-Binding Protein 12
FRB — Dominio de union a rapamicina-FKBP, FKBP-rapamycin-binding domain
FT — Factor tisular

GAPDH - Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase

H2AX — Miembro X de la familia de histonas H2A, H2A histone family member X
H>DCFDA - 2°,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato

HALE - Esperanza de vida saludable ajustada, Healthy Adjusted Life Expectancy
HBSS — Solucién salina equilibrada de Hanks, Hank's Balanced Salt Solution

HUVEC - Células endoteliales de la vena umbilical humana, Human Umbilical Vein
Endothelial Cells

ICAM-1 — Molécula de adhesion intercelular-1, Intercellular Adhesion Molecule-1
IGF-1 - Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1, Insulin-like Growth Factor 1
IIS — Senescencia inducida por inflamacion, Inflammation Induced Senescence
IL-1p,6,8 — Interleucina-14,6,8

IP — Toduro de propidio

iPSC — Células pluripotentes inducidas, Induced Pluripotent Stem Cells



ITP - Programa de Pruebas de Intervenciones, Intervention Testing Program
JAK - Cinasa Jano, Janus Kinas
KLF2 — Factor tipo Kriippel 2, Kriippel-like Factor 2

LC3 - Proteinas asociadas a microtibulos 1A/1B Cadena ligera 3, Microtubule-associated
proteins 14/1B Light Chain 3

MAPK - Proteina cinasa activada por mitogenos, Mitogen Activated Protein Kinase
MC - Medio condicionado

MCP-1,3 — Proteina quimioatrayente de monocitos-1,3, Monocyte Chemoattractant
Protein-1,3 (CCL2, CCL7)

METEI — Expedicion médica a la isla de Pascua, Medical Expedition To Eastern Island
MMP — Metaloproteinasa de matriz, Matrix Metalloproteinase

mSIN1 — Proteina que interactiia con la proteina cinasa activada por estrés (SAPK) de
mamiferos, Mammalian Stress-activated protein kinase (SAPK)-Interacting protein

mSLT8 — Letal para mamiferos con proteina sec-13 8, Mammalian Lethal with sec-13
protein 8

mTOR - Diana mecanistica de la rapamicina, Mechanistic Target Of Rapamycin

MTT - Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolio, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

NADP - Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate

NF-xB — Factor nuclear Kappa, potenciador de la cadena ligera de las células B activadas,
Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NIA —National Institute of Aging

NO - Oxido nitrico

OIS - Senescencia inducida por oncogenes, Oncogen Induced Senescence
P62/SQSTMI1 — Secuestrosoma 1, Sequestosome 1

PAI-1 — Inhibidor del activador del plasmindgeno-1, Plasminogen Activator Inhibitor-1

PBS — Tampo6n fosfato salino, Phosphate-Buffered Saline



PD — Duplicaciones poblacionales

PDK1 - Proteina cinasa dependiente de fosfoinositidos 1, Phosphoinositide-dependent
kinase-1

PDL — Nivel de duplicacion poblacional, Population Doubling Level
PGI2 - Prostaglandina 12, Prostaglandin 12

PI3K — Fosfoinositol 3-cinasa, Phosphoinositide 3-Kinase

PIB — Producto Interior Bruto

PIKK - Cinasa relacionada con la fosfatidilinositol-3-cinasa, Phosphatidylinositol-3-
kinase-related kinase.

PIP; — Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate

PKCa — Proteina cinasa C alfa, Protein Kinase C alpha

PRAS40 — Sustrato de Akt rico en prolina de 40 kDa, Proline-rich Akt Substrate of 40 kDa
PROTOR - Proteina observada con Rictor-1, Protein Observed with Rictor-1

PRRS — Proteina rica en prolina 5, Proline-Rich protein 5

PVDF - Fluoruro de polivinilideno, Polyvinylidene Fluoride

RAF - Proteina de fibrosarcoma rapidamente acelerada, Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma protein

RAPTOR - Proteina asociada a la regulacion de mTOR, Regulatory-Associated Protein
of mTOR

RAS — Proteina del virus del sarcoma de rata, Rat Sarcoma virus protein
RC - Restriccion caldrica
RDA — Respuesta de daio al ADN

REDD1 - Regulado en el desarrollo y respuesta al dafio del ADN 1, Regulated in
Development and DNA Damage Response 1

RHEB - Homologo de Ras aumentado en el cerebro, Ras homolog enriched in brain

RICTOR - Compaifiero insensible a la rapamicina de mTOR, Rapamycin-Insensitive
Companion of mTOR



RT-qPCR — Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa,
Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction

S6K — Proteina cinasa ribosomal S6, Ribosomal protein S6 kinase

SA-B-Gal — Actividad B-Galactosidasa asociada a senescencia, Senescence-Associated f-
Galactosidase activity

SASP — Fenotipo secretor asociado a senescencia, Semescence-Associated Secretory
Phenotype

SD — Desviacion estandar, Standard Deviation

SGK1 - Cinasa regulada por suero y glucocorticoides, Serum and Glucocorticoid-
regulated Kinase

SNC - Sistema nervioso central

SREBP — Proteina de union al elemento regulador de esteroles, Sterol Regulatory Element-
Binding Protein

STAT3 — Transductor de senales y activador de la transcripcion 3, Signal Transducer and
Activator of Transcription 3

TAGLN - Transgelina, Transgelin

TBS-T — Solucioén salina tamponada con Tris y Tween 20, Tris-Buffered Saline with Tween
20

TGF-B- Factor de crecimiento transformante B, Transforming Growth Factor-f

THP-1 —Linea celular monocitica humana de leucemia, Tohoku Hospital Pediatrics-1
TIS — Senescencia inducida por terapia, Therapy Induced Senescence

TSC - Proteina del complejo de esclerosis tuberosa, Tuberous Sclerosis Complex protein

ULK1 - Cinasa activadora de autofagia similar a Unc-51, Unc-51 like autophagy
activating kinase 1

VCAM-1 — Molécula de adhesion de células vasculares-1, Vascular Cell Adhesion
Molecule-1

VEGF - Factor de crecimiento endotelial vascular, Vascular Endothelial Growth Factor
vWF — Factor de von Willebrand, von Willebrand Factor

a-SMA — Actina alfa del musculo liso, Smooth Muscle Actin



YH2AX — Miembro X de la familia de histonas H2A fosforilada (ser 139), Phosphorylated
H2A histone family member X (ser 139)
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1. Introduccion
1.1.  ENVEJECIMIENTO
1.1.1. Perspectiva demografica y socioeconéomica

El envejecimiento poblacional constituye un fenémeno demografico sin precedentes,
resultado de la convergencia entre el descenso sostenido de la natalidad y la mejora continua
de la supervivencia en practicamente todas las regiones del planeta (1). La esperanza de vida
al nacer se ha incrementado de 46,5 afios en 1950 a 73,4 afios en 2022, y se proyecta que alcance
los 77,2 afios en 2050 (1). Este incremento en la longevidad, junto con un descenso sostenido
de las tasas de fecundidad, que han caido por debajo del nivel de reemplazo en numerosos
paises, estd transformando profundamente la estructura demografica global. Las piramides
poblacionales tradicionales estan transitando hacia una forma de obelisco, con una proporcion
creciente de personas mayores y una base juvenil cada vez més estrecha (Figura 1) (2).

En regiones como Europa, este cambio es particularmente pronunciado. En 2023, la proporcion
de personas de 65 afios 0 mas en la Union Europea superaba ya el 21 %, mientras que la cohorte
de menores de 15 afios descendia por debajo del 15 % (1). Paises como Italia y Espafia exhiben
un indice de envejecimiento (definido como la relacion entre mayores de 65 afios y menores de
15 afios) superior al 200 %, indicador de una estructura etaria marcadamente regresiva (3-5).

Aunque Europa alberga actualmente la poblacion mas envejecida, Asia, y en particular el este
y sudeste asiatico, estd experimentando un envejecimiento acelerado, con el mayor numero
absoluto de personas mayores, lo que augura repercusiones econdmicas y sanitarias
significativas a escala global (6).

Las implicaciones sanitarias de esta transicion demografica son profundas. El envejecimiento
es el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles.
Afecciones como las cardiopatias, los accidentes cerebrovasculares, las demencias y los
canceres ven disparada su prevalencia con la edad, incrementando la mortalidad, pero también
la morbilidad, y por tanto, representando una carga sustancial en términos de afios de vida
ajustados por discapacidad en la poblacion mayor (7). La esperanza de vida saludable (HALE,
del inglés Healthy Adjusted Life Expectancy) no ha aumentado al mismo ritmo que la esperanza
de vida total, lo que implica un periodo de vida mas prolongado con limitaciones funcionales y
dependencia (8). Esta “morbilidad extendida” ejerce una presion considerable sobre los
sistemas sanitarios, incrementando la demanda de atencion continua, tratamientos cronicos y
cuidados de larga duracion.
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Piramides de poblacién, UE 2009 y 2024
(% de la poblacion total)
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Figura I Piramides de poblacion de la Union Europea en los aiios 2009 y 2024.

Distribucion porcentual por sexo y grupos de edad en la poblacion total de la UE. Los contornos indican la estructura
poblacional de 2009, mientras que las barras coloreadas representan la estimacion para 2024 (colores solidos: hombres en
ocre y mujeres en azul). Fuente: Eurostat (codigo. demo_pjangroup).

El impacto socioecondmico es igualmente significativo. El indice de dependencia demografica
(calculado como la relacion entre la poblacion de 65 afios 0 més y la poblacion en edad laboral)
pasara del 16 % en 2020 al 28 % en 2050 a nivel mundial, con maximos proyectados superiores
al 50 % en la Unién Europea y al 80 % en Japon (5-7). Esta dindmica presiona los sistemas de
pensiones y altera los flujos fiscales, ya que se reduce la base tributaria relativa mientras
aumenta el gasto publico en salud y cuidados. Estudios macroeconémicos sugieren que el
envejecimiento podria mermar el crecimiento anual del Producto Interior Bruto (PIB) entre 0,5
y 1,0 puntos porcentuales en las préximas décadas (9). A nivel microecondmico, los hogares
enfrentan mayores costes directos (medicacion, copagos) e indirectos (pérdida de productividad
de los cuidadores), lo que puede exacerbar la desigualdad intergeneracional (10).

La sostenibilidad de los sistemas de salud se ve amenazada por la necesidad de financiar
tecnologias y tratamientos médicos cada vez mas costosos, adaptar la infraestructura a pacientes
cronicos con multimorbilidad y asegurar cuidados de larga duracion de calidad (10). Paises con
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sistemas sanitarios universales ya invierten una porcidon considerable de su PIB en gasto
sanitario, una tendencia que se espera continte si no se logra comprimir la morbilidad asociada
al envejecimiento (11,12).

Frente a este escenario, es crucial la implementacioén de politicas publicas que promuevan un
envejecimiento saludable, fomenten la participacion de las personas mayores en la sociedad, y
aseguren la sostenibilidad de los sistemas de proteccion social. Para ello, es imprescindible
comprender en profundidad tanto los mecanismos biologicos como los determinantes sociales
del envejecimiento. Este conocimiento permitira desarrollar estrategias efectivas que permitan
mejorar la calidad de vida durante la vejez, y mitigar el impacto socioecondémico del
envejecimiento poblacional (13,14,15).

1.1.2. Perspectiva biologica

Desde una perspectiva biologica, el envejecimiento se define como un proceso continuo y
multifactorial caracterizado por un declive gradual de las funciones fisioldgicas, y una
reduccion de la capacidad del organismo para mantener la homeostasis ante estresores internos
y externos (16). Este deterioro es consecuencia de la acumulacion paulatina de dafio molecular
y celular a lo largo del tiempo (4,17). Es fundamental distinguir entre la edad cronologica (el
tiempo transcurrido desde el nacimiento) y la edad biologica, que refleja el estado funcional del
organismo y puede variar considerablemente entre individuos con la misma edad cronolédgica
(18,19). Investigar los mecanismos determinantes de la edad bioldgica abre las puertas a
desarrollar intervenciones que promuevan un envejecimiento saludable y una mayor calidad de
vida en la vejez.

Histéricamente, las teorias del envejecimiento se han clasificado en dos grandes grupos:
teorias programadas y teorias del dano o error. Las teorias programadas postulan que
el envejecimiento sigue un calendario bioldgico predeterminado, regulado por factores como
los ritmos hormonales (teoria endocrina) (20) o la disminucion programada de la funcidén
inmunitaria (teoria inmunoldgica) (21). Por otro lado, las teorias del dafio o error argumentan
que el envejecimiento es el resultado de la acumulacion de dafios aleatorios causados por
factores ambientales y subproductos del metabolismo celular. Ejemplos de estas incluyen la
teoria del desgaste, la teoria del ritmo de vida, la teoria de los radicales libres y la teoria del
dafio somatico del ADN (22-24).

El avance en la biologia molecular ha permitido integrar estas perspectivas en el marco mas
amplio y funcional de las claves del envejecimiento. Propuesto inicialmente por Lopez-Otin
y colaboradores en 2013, el concepto de las claves del envejecimiento (Hallmarks of Aging)
identifica una serie de procesos bioldgicos interconectados que impulsan el envejecimiento.
Estos mecanismos, como la inestabilidad gendmica, la senescencia celular y la disfuncion
mitocondrial, contribuyen al deterioro funcional progresivo, y su manipulacion experimental
parece modular el ritmo del envejecimiento en organismos modelo (25). Posteriormente,
en 2023, se han expandido las claves del envejecimiento para abarcar defectos en la autofagia,
inflamacion cronica y disbiosis (26).
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Las claves del envejecimiento no operan de forma aislada; su combinacién desencadena
el desarrollo de diversas enfermedades. Por ejemplo:

e La inestabilidad gendmica y la pérdida de proteostasis contribuyen al desarrollo
del cancer (27).

e La senescencia celular y el fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP, del
inglés Senescence-Associated Secretory Phenotype) juegan un papel clave en la
artritis, la aterosclerosis y las demencias (28,29).

e La disfuncion mitocondrial, asociada con un aumento en la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), contribuye al dafio oxidativo y a la disminucion de la
produccion de energia celular, y esté relacionada con las enfermedades cardiacas
isquémicas (30,31).

Esta naturaleza multifacética del envejecimiento explica por qué la mayoria de las personas
mayores experimentan multimorbilidad, fenémeno que representa un desafio para
los tratamientos médicos que se centran Unicamente en 6rganos o enfermedades especificas.

La gerociencia es un campo de estudio interdisciplinario que investiga la conexion entre
el envejecimiento y el desarrollo de enfermedades cronicas asociadas a la edad. Su meta
principal es crear intervenciones que no solo retrasen la aparicion de multiples enfermedades,
sino que también extiendan la esperanza de vida saludable (32). Este enfoque se basa en la idea
de que al manipular, ya sea farmacologica o genéticamente, los mecanismos bioldgicos
fundamentales del envejecimiento, podemos retrasar simultineamente la aparicion de varias
enfermedades cronicas y, en consecuencia, alargar significativamente la HALE (33).

Numerosas investigaciones en el campo de la gerociencia han identificado intervenciones que
muestran un gran potencial para influir en los procesos de envejecimiento y, consecuentemente,
en la salud a largo plazo.

Entre las intervenciones mas estudiadas y prometedoras se incluyen:

e Restriccion caldrica (RC): consiste en una reduccidn significativa de la ingesta
caldrica sin llegar a la malnutricion. Se ha demostrado de forma consistente que
la RC prolonga la vida y la salud en una amplia gama de modelos animales, desde
levaduras y gusanos hasta roedores y primates no humanos. Sus mecanismos de
accion son complejos, pero se cree que implican la modulacion de vias metabolicas
clave y la optimizacion de la respuesta al estrés celular (23,34).

e Ejercicio fisico: el ejercicio regular es una de las intervenciones mas robustamente
respaldadas para promover la longevidad y la salud asociada, reduciendo la
mortalidad por todas las causas entre un 31 y un 35 % y extendiendo la esperanza
de vida en aproximadamente 4 afos en adultos activos frente a sedentarios (35).
También reduce los marcadores circulantes de senescencia y el nimero de células
senescentes (36,37). El efecto pronunciado y robusto del ejercicio ha motivado la
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busqueda de moléculas que actien como miméticos y proporcionen los beneficios
de la actividad fisica, algunas con resultados muy prometedores (38).

e Activadores de la proteina cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK, del
inglés AMP-activated Protein Kinase). AMPK es un sensor energético celular que
se activa en condiciones de bajo suministro de energia (como la RC). Su activacién
promueve el catabolismo y suprime el anabolismo, lo que contribuye a la
homeostasis energética y a la salud celular. Compuestos que activan la AMPK,
como la metformina (un fdrmaco ampliamente utilizado para la diabetes tipo 2),
estan siendo investigados por su potencial para imitar algunos de los efectos
beneficiosos de la RC en el envejecimiento y las enfermedades asociadas (39,40).

¢ Inhibidores de la diana de rapamicina en mamiferos (mTOR, del inglés mechanistic
Target Of Rapamycin). mTOR es una cinasa clave que regula el crecimiento, la
proliferacion y el metabolismo celular en respuesta a la disponibilidad de nutrientes.
La inhibicion de la via mTOR, por ejemplo, mediante formacos como la rapamicina
(también denominado sir6limus), ha mostrado resultados consistentes, aumentando
la longevidad en modelos preclinicos. Estudios del Programa de Pruebas de
Intervenciones (ITP, del inglés Intervention Testing Program) del National Institute
of Aging (NIA)) han demostrado que la rapamicina extiende significativamente la
longevidad y mejora la salud en ratones, incluso cuando se administra en etapas
avanzadas de la vida (41,42). Ademads, se han realizado ensayos clinicos con
anadlogos de rapamicina, como el everolimus, en poblaciones de edad avanzada,
sugiriendo beneficios en la funcion inmune y la atenuacion de la inflamacion
sistémica (inflammaging), un componente clave del envejecimiento (43).

Estas intervenciones, al dirigirse a vias moleculares conservadas que subyacen al proceso de
envejecimiento, ofrecen la posibilidad de impactar positivamente en multiples aspectos de la
salud y de reducir el riesgo de multimorbilidad crénica.

En esencia, la biologia nos ensefia que el envejecimiento es un proceso complejo y
multifactorial, una combinacion de mecanismos genéticamente programados y el dafio que se
acumula en las células con el tiempo. Comprender esto es vital para desarrollar intervenciones
biomédicas que no solo nos permitan vivir mas anos, sino que también extiendan el periodo de
saludable (32,44).

1.1.3. Impacto de las “claves del envejecimiento”

En respuesta a la necesidad de un marco integrador que ordene y sistematice los hallazgos
empiricos, Carlos Lopez-Otin y colaboradores propusieron en 2013 el modelo de las claves del
envejecimiento (Hallmarks of Aging), que ha sido ampliamente adoptado en la literatura
cientifica (25). El objetivo de este modelo es proporcionar una estructura conceptual que
permita comprender los mecanismos biolodgicos subyacentes al envejecimiento y su relacion
con las enfermedades asociadas a la edad.
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Para ser considerado una clave del envejecimiento, un proceso bioldgico debe cumplir tres
criterios fundamentales:

1) manifestarse durante el envejecimiento normal,

2) que su exacerbacion acelere el envejecimiento,

3) que su reversion o atenuacion retrase el envejecimiento y mejore la salud.

Estas claves interactuan de forma compleja y se refuerzan mutuamente, contribuyendo a la
degeneracion progresiva de la funcidn celular y tisular asociada a la edad.

En su propuesta inicial, Lopez-Otin et al. (2013) (25) identificaron nueve procesos bioldgicos
como caracteristicos del envejecimiento fisioldgico en mamiferos:
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Inestabilidad gendmica. Se refiere a la acumulacion progresiva de dano y
alteraciones en el material genético de las células, tanto en el ADN nuclear como
en el mitocondrial. Este daflo compromete la fidelidad de la informacién genética
y la capacidad de las células para funcionar correctamente, contribuyendo a la
disfuncion celular y tisular.

Acortamiento de teloémeros. Los telomeros son estructuras protectoras en los
extremos de los cromosomas que se acortan con cada division celular. La pérdida
progresiva de estas secuencias teloméricas limita la capacidad replicativa de las
células, conduciendo a la senescencia celular y al agotamiento de poblaciones
celulares esenciales para la regeneracion tisular.

Alteraciones epigenéticas. Implican cambios en los patrones de expresion génica
que no se deben a modificaciones en la secuencia del ADN, sino a alteraciones en
la metilacion del ADN, las modificaciones de histonas y la remodelacion de la
cromatina. Estas modificaciones desregulan la transcripcion génica, afectando la
identidad y funcion celular.

Pérdida de proteostasis. Hace referencia a la disminucion de la capacidad celular
para mantener la homeostasis proteica. Esto incluye la produccion, el plegamiento
correcto y la degradacion eficiente de las proteinas. La pérdida de proteostasis
conduce a la acumulacion de proteinas mal plegadas o agregadas, lo que interfiere
con la funcidn celular y contribuye a diversas patologias relacionadas con la edad.

Desregulacion de la deteccion de nutrientes. Se produce un desequilibrio en las
vias de sefializacion intracelular que detectan y responden a la disponibilidad de
nutrientes, como las vias de la insulina/factor de crecimiento similar a la insulina
tipo 1 (IGF-1, del inglés Insulin-like Growth Factor 1), mTOR, AMPK vy las
sirtuinas. Esta desregulacion altera la homeostasis metabolica, el crecimiento
celular y la respuesta al estrés.



e Disfuncién mitocondrial. Las mitocondrias, responsables de la produccion de
energia celular, experimentan una reduccion en su eficiencia respiratoria y un
aumento en la generacion de ERO durante el envejecimiento. El dafio acumulado
en el ADN mitocondrial y la disminucion de la capacidad bioenergética contribuyen
significativamente a la disfuncion celular y tisular.

e Senescencia celular. Es un estado de detencion irreversible del ciclo celular en
respuesta a diversos tipos de estrés. Las células senescentes no mueren, pero
adquieren un SASP que libera factores proinflamatorios, enzimas proteoliticas y
moléculas que alteran el microambiente tisular, promoviendo la inflamacion
cronica y el dafio a los tejidos circundantes.

e Agotamiento de células madre. La capacidad regenerativa de los tejidos
disminuye con la edad debido al agotamiento o la disfuncion de las poblaciones de
células madre residentes. Esta reduccion en el niimero y la funcionalidad de las
células madre compromete la reparacion de tejidos y la homeostasis, contribuyendo
a la degeneracion tisular y a la incapacidad de recuperacion frente a lesiones.

e Alteracion de la comunicacion intercelular. Se refiere a los cambios en las
sefiales de comunicacion entre las células, que pueden ser de naturaleza hormonal,
nerviosa o inmunitaria. Esto incluye un aumento de la inflamacion cronica
sistémica (inflammaging), cambios en la composicion de la matriz extracelular y
alteraciones en la comunicacion entre tejidos, lo que lleva a una interrupcion de la
homeostasis general del organismo.

El modelo de las claves del envejecimiento fue actualizado y expandido por Lopez-Otin y
colaboradores en 2023, una década después de su propuesta inicial. Esta revision incorporo tres
nuevas caracteristicas clave, elevando el numero total a doce y proporcionando una vision mas
completa y detallada de los procesos bioldgicos que impulsan el envejecimiento. Ademas, la
nueva version del modelo introduce una clasificacion jerarquica de estas claves, organizandolas
en tres niveles segun su papel en el proceso de envejecimiento: primarias, antagonistas e
integradoras (Figura 2) (26).

e Macroautofagia deficiente. La autofagia permite a las células degradar y eliminar
componentes disfuncionales, proteinas agregadas y orgdnulos dafiados. Una
macroautofagia ineficiente conlleva la acumulacion de desechos celulares,
contribuyendo a la disfuncion y al envejecimiento.

e Inflamacién crénica (inflammaging). Es un estado persistente de inflamacion
sistémica de bajo grado que se desarrolla con la edad. A diferencia de la inflamacién
aguda en respuesta a un estimulo perjudicial, el inflammaging es cronico y
subclinico, y esta vinculado al desarrollo y progresion de multiples enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas y metabdlicas relacionadas con la edad.

e Disbiosis. Describe las alteraciones en la composicion y funcién de la microbiota,
particularmente la intestinal. El envejecimiento se asocia con cambios en el
equilibrio de las poblaciones microbianas, lo que puede afectar la integridad de la
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barrera intestinal, la absorcion de nutrientes, la producciéon de metabolitos
beneficiosos y la modulacion del sistema inmune, con implicaciones sistémicas
para la salud y el envejecimiento.
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Figura 2 “Hallmarks of aging” o claves del envejecimiento.

Representacion esquemdtica de los principales procesos celulares y moleculares que contribuyen al envejecimiento. Estos
mecanismos se agrupan en claves primarias (azul), factores antagonistas (naranja) y claves integradoras (rojo), segun su
papel en la fisiopatologia del envejecimiento. Adaptado de Lopez-Otin et al. (2013) (25) y Lopez-Otin et al. (2023) (26). Imagen
creada con BioRender.com.

1.1.3.1.  Niveles jerarquicos de las claves del envejecimiento

La inclusion de estas nuevas claves y la reorganizacion jerarquica enfatiza la
complejidad e interconectividad de los procesos del envejecimiento (Figura 2):

e Claves primarias (causas del dafio): estos son los mecanismos que inician el dafo
molecular y celular. Incluyen el acortamiento telomérico, la inestabilidad
gendmica, las alteraciones epigenéticas, la pérdida de la proteostasis y defectos
en la macroautofagia.
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e Claves antagonistas (respuestas compensatorias): representan los sistemas de
respuesta del organismo al dafo inicial. Aqui se agrupan la desregulacion de la
deteccion de nutrientes, la disfuncion mitocondrial y la senescencia celular.

e Claves integradoras (responsables finales del fenotipo de envejecimiento): estas
son las claves que reflejan la manifestacion del envejecimiento a nivel de tejido y
organismo, como resultado de la interaccion de los niveles primario y antagonista.
Incluyen la disbiosis, la inflamaciéon crénica, la comunicacion intercelular
alterada y el agotamiento de células madre.

1.1.3.2.  Criticas al modelo de las claves del envejecimiento

A pesar de su amplia aceptacion, el modelo ha recibido criticas referentes a diversos aspectos:

e Causalidad dudosa. Una de las principales objeciones radica en que no todos
los procesos propuestos cumplen con el tercer criterio fundamental para ser una
clave: la reversibilidad o atenuacién mediante intervencion. Si un proceso no puede
ser modulado para retrasar el envejecimiento, su papel como causa directa y
manipulable se cuestiona (45). Esto abre el debate sobre si algunas claves son meras
concurrencias del envejecimiento mas que impulsores causales.

e Jerarquia arbitraria. La clasificacion de las claves en categorias como primarias,
antagonistas e integradoras, introducida en la revision de 2023, se ha cuestionado
por su presunta arbitrariedad y la falta de una base empirica solida. Investigadores
como Gems y de Magalhdes argumentan que la asignacion de algunas claves a una
categoria especifica (ej. causas primarias o secundarias) carece de suficiente
respaldo experimental, sugiriendo que la interconectividad es tan profunda que una
jerarquia estricta podria ser una simplificacion excesiva (46).

e Paralelismo forzado con el modelo del cincer. Se ha sefialado una posible
influencia indebida del exitoso marco de las claves del cancer de Hanahan y
Weinberg en la concepcion de las claves del envejecimiento. Criticos como Gems
y de Magalhaes, y Blagosklonny, sugieren que, si bien el modelo del cancer ha sido
un poderoso esquema explicativo, su aplicacion directa al envejecimiento podria
imponer un encuadre reduccionista. Argumentan que el envejecimiento es un
proceso fundamentalmente diferente del cancer, y que una extrapolacion directa
podria no ser adecuada para capturar la complejidad inherente al envejecimiento
(46,47).

e Exclusién de procesos relevantes. El marco original de las claves no abarcaba
explicitamente algunos procesos bioldgicos que se consideran cruciales en el
envejecimiento. Ejemplos notables incluyen la inmunosenescencia, el
envejecimiento mecéanico (cambios en las propiedades fisicas de los tejidos) y
diversos aspectos endocrinos que influyen en la homeostasis sistémica. En una
reunion sobre envejecimiento celebrada en Copenhague en 2022 se propuso la
inclusion de nuevas claves, como la disfuncion autoinmune y la alteracion de las
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propiedades mecénicas, para abordar estas omisiones y ampliar la representatividad
del modelo (48).

Limitaciones para explicar enfermedades concretas. La capacidad del marco
para proporcionar una explicacion mecanicista completa de enfermedades
especificas relacionadas con la edad, como la enfermedad de Alzheimer o el cancer,
ha sido cuestionada. Blagosklonny argumenta que el esquema actual de las claves
del envejecimiento no articula de manera efectiva como las claves secundarias o
integradoras se combinan para generar patologias complejas, lo que podria limitar
su aplicabilidad clinica directa en la comprension y el tratamiento de enfermedades
especificas (47).

1.1.3.3.  Contribuciones vy valor heuristico del modelo

A pesar de las criticas y las limitaciones inherentes a cualquier modelo simplificado

de un proceso tan complejo, el marco de las claves del envejecimiento ha demostrado un valor
heuristico considerable y ha realizado contribuciones significativas al campo de la gerociencia.

Sus principales aportaciones incluyen:
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Organizacion conceptual y sintesis de conocimiento. El modelo ha
proporcionado una base conceptual Util para organizar la creciente informacion
sobre la biologia del envejecimiento. Ha permitido sintetizar hallazgos de diversas
areas en un esquema coherente, facilitando la comprension y la comunicacion
dentro de la comunidad cientifica.

Generacion de hipétesis y avance experimental. Al identificar procesos clave, el
marco ha estimulado el desarrollo de numerosas hipdtesis experimentales dirigidas
a desentranar los mecanismos moleculares subyacentes de cada clave y sus
interconexiones. Esto ha catalizado una gran cantidad de investigacion bdasica y
traslacional, impulsando el descubrimiento de nuevas vias y dianas terapéuticas.

Integracion interdisciplinaria. El modelo ha fomentado la integracion de
disciplinas que tradicionalmente operaban de forma mas aislada, como la biologia
molecular, la gerontologia, la medicina regenerativa y la medicina clinica. Al
proporcionar un lenguaje comun y objetivos compartidos (dirigirse a las claves del
envejecimiento), ha propiciado colaboraciones y enfoques mas holisticos.

Desarrollo de intervenciones terapéuticas. Quizas una de sus contribuciones mas
relevantes ha sido el impulso en la exploracion de intervenciones terapéuticas
dirigidas a procesos especificos del envejecimiento. La idea de que intervenir sobre
una clave en particular podria tener efectos beneficiosos amplios sobre la salud y la
longevidad ha llevado al desarrollo y prueba de farmacos y estrategias que buscan
modular estos mecanismos, abriendo nuevas vias para el tratamiento de
enfermedades asociadas a la edad.



En definitiva, el modelo de las claves del envejecimiento representa una herramienta conceptual
valiosa para comprender el envejecimiento bioldgico. Aunque no constituye un paradigma en
su sentido més estricto, es decir, no es una teoria unificada e inmutable, permite sintetizar
informacion compleja y guiar la investigacion experimental.

Sin embargo, es crucial reconocer que este marco debe ser complementado con marcos
alternativos y abordarse con una actitud critica. La biologia del envejecimiento es
intrinsecamente compleja, y la interaccion entre las claves y otros factores aun esta lejos de ser
comprendida en su totalidad. Mantener una perspectiva abierta y estar dispuestos a refinar y
expandir nuestro entendimiento permitird seguir avanzando en nuestra comprension del
envejecimiento y sus multiples manifestaciones (25,32).

1.2. SENESCENCIA Y ENVEJECIMIENTO
1.2.1. Definicion y caracteristicas

La senescencia celular se define habitualmente como la detencion estable e irreversible del
ciclo celular que se establece en respuesta a estresores intrinsecos y extrinsecos (49,50).
Descrito por primera vez por Hayflick y Moorhead en 1961, este proceso implica un profundo
reordenamiento epigenético y transcriptomico que confiere a la célula un fenotipo distintivo,
caracterizado por las alteraciones morfoldgicas, secretoras y la resistencia a la apoptosis (51—
53). Estas alteraciones se acompafian de una reprogramacion metabolica, que incluye un
aumento en la actividad B-galactosidasa lisosomal muy caracteristico de células senescentes
(SA-B-Gal, del inglés Senescence associated f-Galactosidase activity) (54-57).

Las alteraciones en la secrecion celular adquieren un papel especialmente relevante en la
senescencia. Las células senescentes liberan activamente citocinas proinflamatorias, factores
de crecimiento y proteasas, conformando en conjunto el SASP (58—60). El SASP tiene efectos
pleiotropicos. Fisiologicamente, participa en procesos como la embriogénesis, la reparacion de
heridas y la supresion tumoral, reclutando células inmunitarias para la eliminacion de las células
senescentes. Sin embargo, la acumulacion cronica de células senescentes y la persistencia del
SASP en los tejidos contribuyen al desarrollo de un microambiente proinflamatorio y
proteolitico, implicado en multiples patologias cronicas asociadas al envejecimiento (50,61,62)

La senescencia celular puede desencadenarse por diversos mecanismos, entre los que se
incluyen el acortamiento o dafio telomérico, el estrés oxidativo, el dafo en el ADN, la
disfuncién mitocondrial y la activacion aberrante de oncogenes (61,63). El fenotipo senescente
resultante varia en funcion tanto del tipo de estimulo que induce la senescencia como de la
identidad celular. Algunas células senescentes desarrollan un SASP prominente, mientras que
otras no lo expresan; del mismo modo, pueden observarse alteraciones metabolicas y resistencia
a la apoptosis en ciertos contextos celulares, pero no de forma universal. Esta variabilidad en el
SASP afecta de manera distinta el microambiente tisular y las interacciones celulares,
modulando procesos como la inflamacion, la remodelacion del tejido y la progresion tumoral
(64,65).

Actualmente, se entiende que la senescencia celular tiene un doble papel en la biologia de los
organismos: por un lado, actlia como un mecanismo protector contra el cancer, al detener la
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proliferacion de células danadas. También cumple un papel importante durante el desarrollo
embrionario y la cicatrizacion de heridas (61). Por otro, su acumulacion progresiva en tejidos
contribuye a la disfuncion y deterioro asociados al envejecimiento, lo cual es especialmente
relevante en el contexto de enfermedades asociadas a la edad (28).

Este efecto deletéreo ha convertido a la senescencia en un tema de gran interés en el desarrollo
de terapias frente al envejecimiento, dirigidas a eliminar o reprogramar células senescentes
(66,67).

1.2.2. Senescencia replicativa y otros tipos de senescencia

El descubrimiento de Hayflick y Moorhead en la década de 1960, que demostrd que las
células humanas en cultivo tienen un niimero limitado de divisiones, sent6 las bases para el
concepto de senescencia replicativa (51,52). A partir de este modelo fundacional, se han
descrito otros tipos de senescencia inducidos por distintos estresores, lo que ha permitido
comprender que la senescencia no es un fendémeno uniforme, sino una respuesta celular
heterogénea con diversos desencadenantes y manifestaciones fenotipicas.

Entre los mecanismos inductores de la senescencia celular se incluyen:

Acortamiento de los telomeros vy dafio al ADN

En la década de 1970, el bidlogo ruso Alexey Olovnikov propuso que la incapacidad de la ADN
polimerasa para replicar por completo los extremos de los cromosomas, la llamada «teoria de
la marginotomia», provoca un acortamiento progresivo de los telomeros que actia como un
reloj interno y limita el nimero de divisiones celulares (68,69). Dos décadas mas tarde, Calvin
B. Harley y colaboradores demostraron en fibroblastos humanos la pérdida gradual de
nucledtidos teloméricos a lo largo de los pases sucesivos y el papel protector de la telomerasa,
enzima identificada inicialmente en protozoos (70), en el mantenimiento de los telomeros en
lineas celulares inmortalizadas (71).

El acortamiento telomérico se debe a que la ADN polimerasa requiere un cebador de ARN:
cuando se eliminan los cebadores de los fragmentos de Okazaki en la hebra rezagada queda un
segmento terminal de ADN monocatenario que no puede copiarse, con la consiguiente pérdida
de longitud telomérica (72). Cuando los telémeros alcanzan una longitud critica, se pierde la
proteccion del complejo shelterin y se activa una respuesta de dafio en el ADN (RDA) crénica.

La RDA implica una red compleja de vias de senalizacion que detectan y reparan lesiones
gendmicas. Las cinasas proteina mutada por ataxia-telangiectasia (ATM, del inglés Ataxia-
telangiectasia mutated) y proteina relacionada con ataxia-telangiectasia y Rad3 (ATR, del
inglés Ataxia telangiectasia and Rad3-elated protein) fosforilan efectores como H2AX,
originando focos y-H2AX que reclutan proteinas reparadoras y amplifican la sefal de
inestabilidad genémica (73). ATR y ATM modulan ademas las proteinas de control de ciclo
CHK1 y CHK2, garantizando que la célula detenga la division para reparar el dafio o, si la
reparacion fracasa, entre en senescencia o apoptosis (74,75).
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La activacion persistente de la RDA estabiliza p53 y favorece la transcripcion de p21©P!, que
inhibe las cinasas dependientes de ciclina CDK2 y CDK4, deteniendo el ciclo en la transicién
G1/S (76,77). En paralelo, la via pl 6™X43/RB refuerza este arresto al impedir la transcripcion
mediada por E2F necesaria para la fase S, estableciendo una barrera robusta a la proliferacion
(78,79). Aunque no todos los tipos celulares presentan simultdneamente ambas rutas, esta doble
via es fundamental para imponer el fenotipo senescente (80,81) (Figura 3).
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Figura 3 Vias de respuesta al daiio en el ADN y acortamiento telomérico.

Eldario en el ADN y el acortamiento de los telomeros activan las cinasas ATR/CHK1 y ATM/CHK?2, que fosforilan y estabilizan
p33. Simultaneamente, la via p16™,* inhibe CDK4/6, promoviendo la activacion de RB. La activacion de p53 y RB conduce
a la interrupcion del ciclo celular, la reparacion del ADN, la senescencia o la apoptosis, en funcion del contexto celular. Figura
adaptada de Picos et al. 2025 (125), elaborada con BioRender.com.

Estrés oxidativo:

El estrés oxidativo, definido como un desequilibrio entre la produccién de ERO y la capacidad
de los sistemas antioxidantes para neutralizarlas, es un factor crucial en el envejecimiento y en
la induccion de senescencia celular. Las ERO, como el anién superéxido (O27), el peroxido de
hidrogeno (H20,) y el radical hidroxilo (OH"), son subproductos normales del metabolismo
celular, especialmente de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, considerada la
principal fuente enddgena de ERO. Sin embargo, su produccion excesiva o una defensa
antioxidante deficiente conducen a un dafio oxidativo en macromoléculas esenciales como
lipidos, proteinas y, de manera crucial, el ADN (23,82,83).
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La senescencia inducida por estrés oxidativo ocurre cuando niveles elevados y persistentes de
ERO provocan un dafio celular suficiente para activar las vias de detencion del ciclo celular.
Aunque dicha senescencia puede estar mediada por el dafo directo al ADN (lo que la conecta
con la RDA de la senescencia replicativa), también puede desencadenarse por mecanismos
independientes del acortamiento telomérico o incluso del dafio masivo en el ADN nuclear. Por
ejemplo, las ERO pueden inducir lesiones en el ADN telomérico, como 8-oxoguanina (8-0x0G),
que, sin acortar el telomero, pueden causar disfuncion telomérica y promover la senescencia
prematura (84). El dafio en el ADN de los telémeros es dificil de reparar debido a las estructuras
proteicas compuestas por complejos shelterin que los recubren y protegen (85,86).

Ademas de inducir dafio en el ADN vy alterar la estructura de la cromatina, las ERO contribuyen
a la senescencia celular mediante la oxidacion de proteinas y lipidos. Esta oxidacion da lugar a
la formacion de lipofuscina, un pigmento autofluorescente que se acumula progresivamente en
el citoplasma. La lipofuscina es especialmente abundante en células postmitdticas y
senescentes, y su acumulacion se ha asociado no solo con el envejecimiento celular, sino
también con la disfuncion lisosomal y la alteracion del recambio proteico, lo que podria reforzar
y perpetuar el fenotipo senescente (86,87).

Los mecanismos moleculares de la senescencia inducida por estrés oxidativo implican la
activacion de supresores tumorales claves que también participan en otras formas de
senescencia. El estrés oxidativo estabiliza y activa p53, a la vez que induce la expresion de
pl16™K4a 1o cual es fundamental para la entrada en senescencia (86,88). La activacion de p53,
a su vez, promueve la transcripcion de p21©P!, lo que conduce a una detencion irreversible del
ciclo celular en fases G1 y/o G2 (Figura 3).

El estrés oxidativo también regula multiples rutas de sefializacion, como MAPK, JAK/STAT,
PI3K/AKT/mTOR y NF-kB, que amplifican el fenotipo senescente y potencian la expresion del
SASP (89,90). En particular, las vias p38-MAPK y MEK/ERK facilitan la induccion de p21€iP!
y p16™K42 3 la vez que activan NF-kB, un regulador decisivo del SASP. La activacion de NF-xB
es necesaria y suficiente para desencadenar la expresion de citocinas clave del SASP, como
IL-6 e IL-8 (91).

Activacion de oncogenes:

La senescencia inducida por oncogenes (OIS, del inglés Oncogene-Induced Senescence) es un
mecanismo fundamental de supresion tumoral que se activa en células normales cuando
detectan la expresion aberrante o la activacion excesiva de oncogenes. Los oncogenes son genes
que, cuando estan mutados o sobreexpresados, promueven la proliferacion celular incontrolada.
La OIS actia como una "barrera de seguridad" para evitar que estas células potencialmente
malignas se dividan y formen tumores (81,92).

El desencadenante mas estudiado de OIS es la activacion de la via de sefializacion
RAS/RAF/MAPK, frecuentemente por mutaciones en los genes RAS o RAF. La sefializacion
hiperactiva a través de esta via conduce a un estrés replicativo y, paraddjicamente, a la
activacion de la RDA, aunque no necesariamente por acortamiento telomérico. La RDA, a su
vez, activa las vias de los supresores tumorales p53 y p16™K4 y la detencion del ciclo celular
(81,93).
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El papel principal de la OIS es el de un mecanismo de defensa antitumoral robusto, previniendo
la progresion de lesiones premalignas a cancer. Las células senescentes, aunque no sean
eliminadas directamente por apoptosis, quedan en un estado de arresto proliferativo, lo que
impide que las células danadas con potencial oncogénico continlien su expansion. Ademas de
la detencion del ciclo celular, el SASP asociado a las células senescentes puede contribuir a la
eliminacion de las células premalignas por parte del sistema inmune, reforzando la funcion
supresora tumoral de la OIS (59,94) (Figura 4).

Sin embargo, si las células senescentes persisten y se acumulan en los tejidos (un fendmeno
comun con el envejecimiento), el SASP cronico puede generar un microambiente inflamatorio
que, paradojicamente, puede llegar a promover el crecimiento tumoral en etapas posteriores,
asi como contribuir a la inflamacion crénica sistémica (inflammaging) y al deterioro de los
tejidos asociados al envejecimiento (60,94).

A esto se suma que la eliminacion de células senescentes por el sistema inmunitario puede verse
comprometida en pacientes de edad avanzada o con inmunosenescencia, reduciendo la eficacia
del aclaramiento inmunoldgico posterior al tratamiento frente al cancer. De hecho, algunas
evidencias sugieren que los tratamientos que inducen senescencia en células tumorales pueden
provocar, como efecto secundario, una disfuncién inmunitaria progresiva si el SASP no se
resuelve a tiempo (21,95,96). Esta combinacion de senescencia terapéutica persistente y
respuesta inmune deteriorada no solo limita el control tumoral, sino que también puede
contribuir a la recaida o resistencia a tratamientos posteriores.

Por tltimo, aunque la induccidn de senescencia es un mecanismo terapéutico habitual frente al
cancer (TIS, del inglés Therapy Induced Senescence), la seleccion de clones resistentes frente
a la terapia, o la reversion del proceso mediante desdiferenciacion progresiva, estan
relacionados con un peor pronostico y mayor agresividad de la enfermedad (97,98).

Asi, la senescencia celular en el contexto oncoldgico representa una espada de doble filo: si
bien puede actuar como barrera inicial contra la proliferaciéon tumoral, su mantenimiento
cronico y no resuelto puede interferir con el éxito terapéutico a largo plazo, agravar la
inflamacion sistémica asociada al envejecimiento y deteriorar la integridad funcional de los
tejidos (49,96,99).

Seniales inflamatorias crénicas:

La inflamacion cronica de bajo grado juega un papel fundamental en la induccién y
mantenimiento de la senescencia celular. No solo las células senescentes secretan factores
proinflamatorios, sino que las propias sefiales inflamatorias en el microambiente tisular pueden
inducir la senescencia en células sanas, creando un circulo vicioso que acelera el envejecimiento
y la patogénesis de enfermedades (100,101). Este tipo de senescencia, a menudo denominada
senescencia inducida por inflamacion (IIS, del inglés Inflammation-Induced Senescence) o, en
un sentido mas amplio, senescencia inducida por el entorno, destaca la importancia de las
interacciones cé¢lula-microambiente.

Los mediadores clave en la IIS son las citocinas proinflamatorias, como la interleucina-6 (IL-
6), la interleucina-1 beta (IL-1P) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Estas citocinas,
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que se encuentran elevadas en el envejecimiento y en diversas patologias cronicas, pueden
activar vias de sefializacion intracelular que convergen en la induccion de senescencia
(101,102). NF-xB es un factor de transcripcion central en la respuesta inmune e inflamatoria, y
su activacion cronica por citocinas puede conducir a la expresion de genes que promueven la
detencion del ciclo celular, como p21¢P! y que contribuyen al SASP (89,103).

Esta diversidad en los inductores de senescencia, sus mecanismos moleculares y los fenotipos
resultantes refleja la complejidad del proceso y su impacto en la fisiologia y patologia humanas.
La Figura 4 resume los procesos de senescencia celular.
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Figura 4 Resumen del proceso de senescencia celular.

Distintos estimulos dariinos, como el acortamiento telomérico, el dario oxidativo, la sefializacion oncogénica o la inflamacion
crénica, activan vias de sefializacion (principalmente p53/p21°°" y p16™K#*/Rb) que conducen al establecimiento del fenotipo
senescente. Este estado puede resolverse mediante reparacion del ADN o eliminarse a través de mecanismos inmunitarios o
farmacos senoliticos. En ausencia de resolucion o eliminacion, las células senescentes pueden generar alteraciones
funcionales, como inflamacion sistémica mediada por SASP y disfuncion tisular. El SASP mantiene y amplifica la senescencia
celular de manera autocrina y paracrina. Imagen adaptada de Picos et al. 2025 (125) con BioRender.com.
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1.3. SENESCENCIA ENDOTELIAL
1.3.1. Papel del endotelio en la homeostasis vascular

El endotelio vascular est4 constituido por una monocapa de células endoteliales que tapiza
la superficie interna de todos los vasos sanguineos, desde las grandes arterias hasta los capilares
mas finos. Es un d6rgano dindmico y multifuncional, esencial para regular el intercambio de
moléculas entre la sangre y los tejidos, el tono vascular y multiples funciones de tipo endocrino
e inmunolégico (104-106).

En condiciones fisiologicas, el endotelio sano es un guardian activo de la salud vascular,
orquestando una compleja red de interacciones para mantener la homeostasis (Tabla 1). Sus
funciones primordiales incluyen:

Regulacion del tono vascular. El endotelio es el principal regulador del didmetro vascular y,
por ende, del flujo sanguineo y la presion arterial. Produce vasodilatadores como 6xido nitrico
(NO) y prostaciclina (PGI2) que relajan las células de musculo liso vascular subyacentes.
Ademas, el endotelio también puede producir vasoconstrictores como la endotelina-1 (ET-1)
(107). Un balance adecuado entre factores vasodilatadores y vasoconstrictores es crucial para
mantener la homeostasis y funcion del sistema circulatorio.

Mantenimiento de la barrera vascular. Las uniones estrechas y adherentes entre las células
endoteliales forman una barrera altamente selectiva que controla el paso de fluidos, solutos,
macromoléculas y células (como los leucocitos) entre la sangre y los tejidos circundantes. Esta
funcion de barrera es vital para prevenir el edema y la extravasacion inapropiada de
componentes sanguineos (108).

Regulacion de la hemostasia y la trombosis. La superficie endotelial es intrinsecamente
antitrombotica. Produce inhibidores de la agregacion plaquetaria (NO, PGI2) y anticoagulantes
(como la trombomodulina, que activa la proteina C, y el inhibidor del factor tisular - TFPI).
Previene asi la formacion de codgulos sanguineos (trombos) en condiciones normales (109).

Modulacion de la inflamacién y la respuesta inmune. El endotelio sano presenta una
superficie antiinflamatoria. En reposo, expresa bajos niveles de moléculas de adhesion celular
(VCAM-1, ICAM-1, selectinas) que son necesarias para el reclutamiento de leucocitos. Ante
estimulos inflamatorios, puede aumentar la expresion de estas moléculas para permitir la
respuesta inmune, pero una activacion cronica es perjudicial y proaterogénica (110).

Angiogénesis y reparacion vascular. El endotelio participa activamente en la formacion de
nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) a partir de vasos preexistentes, un proceso esencial
para el desarrollo, el crecimiento tisular y la reparacion de heridas. Responde a factores de
crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés Vascular
Endothelial Growth Factor) (111). También contribuye a la reparacion del dano vascular
mediante la migracion y proliferacion celular.
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Tabla 1 Funciones del endotelio vascular.

Funcion principal

Ejemplos especificos

Regulacion del tono vascular

Control de la permeabilidad vascular

Mantenimiento de la hemostasia

Modulacion de la inflamacion

Funcion inmunolégica

Angiogénesis y remodelado vascular

Mecanotransduccion

Metabolismo

Produccion de NO, PGI2 (vasodilatadores) y
ET-1 (vasoconstrictor) (107)

Intercambio selectivo de liquidos, solutos y
células entre el plasma y los tejidos (108)

Secrecion de factores anticoagulantes
(trombomodulina, NO), procoagulantes
(factor tisular), y fibrinoliticos (t-PA) (109)

Expresion de moléculas de adhesion (ICAM-
1, VCAM-1, E-selectina), reclutamiento de
leucocitos (110)

Produccion de citocinas (IL-6, IL-8),
presentacion de antigenos, interaccidon con
células inmunitarias (109)

Secrecion de VEGF, angiopoyetinas y
metaloproteinasas de matriz (MMPs) que

regulan crecimiento y reparacion vascular
(111)

Respuesta a fuerzas hemodinamicas como el
estrés de cizalla: regulacion génica,
produccion de NO, activacion de vias de
senalizacion intracelular (112)

Influencia sobre metabolismo lipidico, estrés
oxidativo, sensibilidad a insulina (113)

1.3.2. Relacion entre senescencia y disfuncion endotelial

La edad, y la exposicion acumulada a diversos factores de estrés endogenos y exdgenos
pueden detonar la entrada en senescencia de las células endoteliales, lo que altera la funcion

normal del endotelio (66,114).

En el sistema vascular, la senescencia inducida por RDA adquiere un papel destacado. Las
células endoteliales sometidas a estrés hemodinamico cronico (estrés de cizalla) muestran un
acortamiento telomérico acelerado que dispara una activacion persistente de la RDA e induce
senescencia (115,116). Las células endoteliales aisladas de adultos mayores presentan

telomeros criticamente cortos y una mayor expresion de p21¢P! y pl

6'™NK4a ‘marcadores clave

de arresto celular (115,117). Estas células senescentes exhiben una menor biodisponibilidad de
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oxido nitrico (NO) por la reduccion de la actividad de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS,
del inglés endothelial Nitric Oxide Synthase), comprometiendo la homeostasis vascular

(118,119).

La disfuncion endotelial es un precursor y componente clave de la mayoria de las enfermedades
cardiovasculares. La senescencia celular es reconocida como uno de los principales impulsores
de esta disfuncién asociada a la edad (113,114). Los mecanismos especificos incluyen:

Reduccidn de la biodisponibilidad de NO:

La disminucion en la disponibilidad de NO es uno de los sellos distintivos de la disfuncion
endotelial senescente. Ocurre por multiples vias interconectadas:

Desacoplamiento de la eNOS. La enzima eNOS, en lugar de producir NO,
empieza a generar Oy, debido a la disponibilidad limitada de su cofactor
tetrahidrobiopterina (BH4) o del sustrato L-arginina (120).

Aumento del estrés oxidativo. Las células endoteliales senescentes generan
mayores cantidades de ERO, provenientes principalmente de mitocondrias
disfuncionales y de la activacion de enzimas como las nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasas (NOX). Estas ERO inactivan directamente
el NO formando peroxinitrito (ONOO™), una molécula altamente reactiva y
perjudicial (86).

Reduccion de la expresion o actividad de eNOS. En algunos contextos, la propia
expresion o fosforilacion activadora de la eNOS puede estar disminuida en las
células endoteliales senescentes. La consecuencia directa es una vasodilatacion
dependiente del endotelio deteriorada, lo que contribuye a la hipertension arterial y
a una perfusion tisular inadecuada (121,122).

Induccion del SASP:

Inflamacién crénica. La secrecion sostenida de citocinas proinflamatorias como
IL-6, IL-1B y TNF-o contribuye al establecimiento de un microambiente
inflamatorio persistente en la pared vascular. Este entorno favorece la disfuncion
endotelial y el reclutamiento continuo de monocitos y macrofagos, lo que agrava la
inflamacion local. Estos procesos resultan especialmente relevantes en el desarrollo
y progresion de la aterosclerosis (123,124).

Remodelado de la matriz extracelular. Las MMPs producidas por las células
senescentes degradan componentes estructurales como coldgeno y elastina, lo que
debilita la integridad de la pared vascular. Este proceso promueve la rigidez arterial
y puede favorecer la inestabilidad de las placas ateroscleroticas (125,126).

Disfuncién paracrina. Los factores secretados como parte del SASP actian no

solo sobre la célula senescente, sino también sobre células adyacentes, incluidas
otras cé¢lulas endoteliales, células musculares lisas vasculares y células inmunes.
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Esta sefalizacion paracrina puede inducir senescencia o disfuncion en dichas
células, amplificando asi el deterioro vascular (50,127).

Cambio hacia un fenotipo protrombético:

En condiciones de senescencia, las células endoteliales pierden su capacidad para mantener una
superficie vascular antitrombdtica. Este cambio se caracteriza por un aumento en la expresion
de factores procoagulantes, como el factor tisular (FT) y el inhibidor del activador del
plasmindgeno-1 (PAI-1, del inglés Plasminogen Activator Inhibitor-1), lo que limita la
fibrinolisis y favorece la formacion de coagulos. Paralelamente, se observa una disminucion en
la expresion de moléculas anticoagulantes clave, como la trombomodulina. Esta alteracion del
equilibrio hemostatico conlleva un incremento significativo del riesgo de trombosis en tejidos
envejecidos o danados (128,129).

Alteracion de la funcion de barrera:

La senescencia de las células endoteliales compromete la integridad de las uniones
intercelulares, aumentando la permeabilidad vascular. Esto facilita la infiltracion subendotelial
de lipidos, especialmente colesterol asociado a particulas de la apolipoproteina B (APOB), y de
células inmunitarias, lo que representa un proceso determinante en el inicio de la aterosclerosis
(130). Ademas, en el sistema nervioso central (SNC), la senescencia endotelial y la pérdida de
proteinas clave como ocludina y claudina-5 comprometen la barrera hematoencefalica (BHE),
permitiendo el paso de moléculas no deseadas y células inmunitarias que pueden agravar
enfermedades neurovasculares. Asi, la disrupcion de la barrera endotelial en contextos
senescentes no solo favorece las patologias cardiovasculares, sino que representa también un
riesgo significativo en enfermedades neurodegenerativas asociadas con la edad (131-133).

Deterioro de la angiogénesis v la reparacidn vascular:

Las células endoteliales senescentes muestran una capacidad angiogénica significativamente
reducida y a menudo no responden a estimulos proangiogénicos como VEGF. Esto impide la
formacion de nuevos vasos necesarios para la revascularizacion de tejidos isquémicos, como
en el caso de un infarto, y limita la reparacion del dafio endotelial, instaurando un ciclo continuo
de lesion y disfuncion vascular (134). A nivel molecular, se ha observado que las células
endoteliales senescentes presentan niveles reducidos de expresion de VEGF y su receptor
VEGFR-2, lo que debilita las vias de sefializacion esenciales para migracion, proliferacion y
supervivencia endotelial. Ademas, la disminucion de la actividad de Nrf2, clave en la respuesta
antioxidante y en la regulacion de la angiogénesis, empeora alin mas este déficit funcional
(134).

En conjunto, la senescencia endotelial transforma el endotelio de un protector a un promotor
activo de patologia vascular. La acumulacion de células endoteliales senescentes con la edad
impulsa la disfuncion endotelial generalizada, creando un entorno propicio para el desarrollo y
la progresion de la aterosclerosis, la hipertension, la rigidez arterial, la trombosis y la respuesta
inadecuada a las lesiones vasculares, todos ellos rasgos caracteristicos del envejecimiento
cardiovascular (Tabla 2).
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Tabla 2 Alteraciones inducidas por senescencia en la funcion endotelial.

Funcion alterada

Alteraciones inducidas por senescencia

Tono vascular

Permeabilidad vascular

Hemostasia

Inflamacion

Funcion inmunolégica

Angiogénesis y remodelado vascular

Mecanotransduccion

Metabolismo

| Produccion de NO (disfuncion de eNOS), 1
ET-1 — wvasoconstriccion, pérdida de
capacidad vasodilatadora (135,136)

1 Permeabilidad paracelular, desorganizacion
de uniones adherentes, extravasacion de
proteinas  plasmaticas e infiltracion
leucocitaria (137,138)

1 Estado procoagulante: mayor expresion de
factor tisular, | expresion de trombomodulina
y activadores fibrinoliticos, 1 actividad
plaquetaria (139,140)

1 SASP: secrecion de IL-6, IL-8, MCP-1; 1
expresion de ICAM-1 y VCAM-1 —
reclutamiento leucocitario sostenido
(141,142)

| Respuesta inmunitaria adaptativa, 1
inmunosenescencia, interferencia en la
presentacion de antigenos y comunicacion
con células inmunes (143,144)

| Capacidad de proliferacion y migracion de
células endoteliales, | expresion de VEGEF,
acumulacion de células disfuncionales que
interfieren en la reparacion vascular (145)

| Respuesta a estrés de cizalla: alteracion en
la activacion de eNOS, alteraciones
epigenéticas,  desregulacion de  vias
dependientes de flujo como factor tipo
Kriippel 2 (KLF2) y Nrf2 (146)

1 Estrés oxidativo, disfuncién mitocondrial,

alteracion en la sensibilidad a insulina, 1
acumulacion lipidica subendotelial (125)
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1.4. SENOTERAPIAS

La acumulacién de células senescentes durante el envejecimiento, sus efectos pleiotropicos y
su papel en el cancer, asi como su inclusion en el modelo de las 12 claves del envejecimiento,
han situado a las células senescentes como una potencial diana terapéutica en las enfermedades
asociadas a la edad (26,50,147,148).

Existen actualmente dos estrategias terapéuticas, o senoterapias, enfocadas en la senescencia
celular: agentes senoliticos, moléculas capaces de inducir apoptosis de manera selectiva en
células senescentes; y senomorfos que modulan el SASP con el fin de reducir la carga
proinflamatoria que suponen las células senescentes, sin eliminarlas (67,138).

1.4.1. Senoliticos

Los farmacos senoliticos son moduladores de rutas bioquimicas sobreexpresadas en células
senescentes, como la via p53/p21 y las proteinas antiapoptoticas de la familia BCL-2, que
promueven la supervivencia de estas células. Al incidir en dianas prosupervivencia especificas
de células senescentes, permiten la eliminacion selectiva de estas (149) (Figura 4).

La evidencia mas sélida del efecto positivo en la longevidad de la eliminacién de células
senescentes viene del trabajo de Baker y colaboradores en 2016 donde, utilizando modelos
murinos transgénicos en los que podian inducir apoptosis selectiva para las células que expresan
pl6™K4 mostraron que dicha eliminacion aumenta la esperanza de vida, asi como diversos
parametros funcionales y de salud (78).

Otros trabajos apoyan esta hipotesis (89,145), y diversos senoliticos se encuentran actualmente
en ensayos clinicos con diferentes indicaciones. Entre ellos destacan:

e Dasatinib + quercetina: La asociacion de dasatinib, un inhibidor de enzimas tirosin-
cinasas, y quercetina, un flavonoide antioxidante y antiinflamatorio, constituye la
combinacién senolitica mas estudiada hasta la fecha. Ha demostrado reducir el
nimero de células senescentes en ensayos clinicos en humanos sin efectos adversos
graves, posicionandose como una de las terapias senoliticas mas prometedoras
(150-152).

e Navitoclax (ABT-263): El navitoclax es un inhibidor oral de BCL-2 que se
encuentra en desarrollo frente a ciertos tipos de tumores s6lidos (153,154). Estudios
posteriores han mostrado que también actiia como un potente senolitico (149,155).
Las células senescentes presentan una resistencia intrinseca a la apoptosis, en parte
por la sobreexpresion de proteinas de la familia BCL-2 como BCL-2, BCL-xL y
BCL-w. Navitoclax inhibe estas dianas, induciendo apoptosis en células
senescentes tanto in vitro como in vivo. A pesar de sus efectos senoliticos
prometedores, el uso clinico de navitoclax estd limitado por su toxicidad
hematologica, especialmente la trombocitopenia, resultado de la inhibicion de
BCL-xL en plaquetas. Esta limitacion ha impulsado la busqueda de estrategias
alternativas, como la formulacion dirigida o el desarrollo de compuestos mas
selectivos para BCL-2 con menor afinidad por BCL-xL (155).
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A pesar del entusiasmo generado por las terapias senoliticas, su aplicacion clinica presenta
importantes limitaciones. Una de las principales preocupaciones es la especificidad: la mayoria
de senoliticos conocidos, como navitoclax (ABT-263) o la combinacion dasatinib + quercetina,
eliminan células senescentes induciendo apoptosis mediante la inhibicion de proteinas
antiapoptoticas como BCL-2, BCL-xL o PI3K. Sin embargo, muchas células no senescentes
también dependen de estas vias para su supervivencia, lo que puede traducirse en efectos
toxicos importantes, por ejemplo, la trombocitopenia ya mencionada debida al navitoclax.
Ademas, dasatinib se asocia con efectos adversos cardiovasculares y hematologicos, y la
biodisponibilidad oral y metabolismo de la quercetina son altamente variables, lo que dificulta
su uso clinico estandar (67).

Otra limitacion es la heterogeneidad de las células senescentes, que presentan distintos perfiles
de resistencia en funcion del tipo celular, el estimulo que las indujo y su entorno tisular. Esto
impide que una unica molécula actie de forma eficaz en todos los contextos, dificultando el
desarrollo de terapias universales (53). Por otro lado, las células senescentes cumplen funciones
beneficiosas en ciertos contextos (como la cicatrizacién o la embriogénesis), por lo que su
eliminacion indiscriminada podria alterar procesos fisioldgicos importantes (62,156—158).
Finalmente, la falta de biomarcadores especificos para identificar y monitorizar las células
senescentes en humanos sigue siendo una limitacion critica para su aplicacion clinica segura.

1.4.2. Senomorfos

Los farmacos senomorfos, a diferencia de los senoliticos, no ecliminan las células
senescentes, sino que modulan su fenotipo, suprimiendo caracteristicas perjudiciales como el
SASP, sin inducir apoptosis. Esta estrategia busca minimizar los efectos adversos de las células
senescentes conservando sus posibles funciones fisioldgicas beneficiosas, como la regulacion
de la regeneracion tisular o la contencion tumoral en fases iniciales (29,156).

Uno de los compuestos senomorfos mas estudiados es la rapamicina, que ha demostrado
suprimir parcialmente el SASP, mejorar la funcion celular y prolongar la longevidad en
multiples modelos animales (159,160). En particular, la rapamicina reduce la sintesis de
proteinas proinflamatorias y modula la bioenergética mitocondrial, lo que revierte en parte el
fenotipo disfuncional asociado a la senescencia. A diferencia de los senoliticos, su efecto es mas
dependiente del contexto y del tiempo de exposicion.

Otros ejemplos de agentes senomorfos incluyen la metformina, que activa AMPK y reduce la
produccion de ERO, y la apigenina, un flavonoide con capacidad antiinflamatoria y
antioxidante, que atenua la expresion de IL-6 e IL-8 en células senescentes (161,162). Ademas,
ciertos inhibidores de JAK/STAT también se han propuesto como senomorfos por su capacidad
para suprimir el SASP (163,164).

En conjunto, los senomorfos representan una estrategia terapéutica mas conservadora y
potencialmente mdas segura para condiciones donde la senescencia cumple funciones
beneficiosas o donde no es factible eliminar completamente las células afectadas. No obstante,
se necesitan estudios clinicos de mayor escala para confirmar su seguridad y eficacia en
humanos.
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1.5. MTORY ENVEJECIMIENTO
1.5.1. Descubrimiento de mTOR

En la década de 1960, como parte de una expedicion llamada METEI (del inglés Medical
Expedition to Eastern Island) cuyo objetivo principal era estudiar la salud de una poblacion
aislada en la isla Rapa Nui para investigar posibles causas de cancer relacionadas con el estilo
de vida moderno, se aisldo una bacteria proveniente del suelo, Streptomyces hygroscopicus,
capaz de producir un compuesto con una potente actividad antifingica (165), asi como
propiedades inmunosupresoras (166) y antitumorales (167). Este compuesto fue denominado
rapamicina, en honor al nombre indigena de la isla, Rapa Nui (165,168) y fue aprobado como
medicamento en 1999 para inmunosupresion en trasplante renal, bajo el nombre genérico de
sirolimus (169).

El camino para dilucidar el mecanismo de accidon de la rapamicina fue largo y complejo. En
1990, el grupo de Stuart L. Schreiber descubrid que la rapamicina formaba un complejo con la
peptidil-prolil isomerasa FKBP12 (del inglés FK-506 binding protein 12), lo que mediaba la
inhibicion de las células T de una forma competitiva, pero con un mecanismo distinto al también
macrolido FK-506 (170).

La purificacion de la proteina FKBP en levaduras apuntd a un mecanismo de accion para la
rapamicina conservado en eucariotas (171). El grupo de George P. Livi, a la vez que otros
grupos, demostraron que la disrupcion del gen codificante para FKBP en levaduras conferia
resistencia a la rapamicina, pero resultaba no letal. Al expresar la proteina humana FKBP12 en
esta cepa de levaduras, se restablecio la sensibilidad a la rapamicina, lo que respalda la
existencia de un mecanismo conservado evolutivamente. Este mecanismo implica la formacion
de un complejo toxico FKBP12-rapamicina y sugiere la participacion de un tercer componente
aun desconocido (171-173).

En 1991, el grupo de Joseph Heitman identifico en levaduras dos genes especificos, torl y tor2,
necesarios para la toxicidad inducida por la rapamicina (172,174). Las proteinas
correspondientes TOR1 y TOR2 fueron aisladas poco después (174,175). Apenas un afio mas
tarde, en 1994, tres grupos lograron de manera paralela e independiente aislar e identificar la
proteina en mamiferos, conocida como mTOR (176-178).

1.5.2. Ruta de mTOR

mTOR es una serina/treonina cinasa de 289 kDa que pertenece a la familia de las cinasas
relacionadas con la fosfatidilinositol-3-cinasa (PIKK, del inglés Phosphatidylinositol-3-kinase-
related kinase). Esta enzima conservada evolutivamente actia como un centro integrador de
diversas sefiales intracelulares y extracelulares (179).

mTOR es la subunidad catalitica de dos complejos llamados mTORCI1 (del inglés mTOR
complex 1) y mTORC2 (del inglés mTOR complex 2) que se diferencian por parte de sus
componentes y funciones, asi como su sensibilidad a la rapamicina.
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e mTORCI. Este complejo estd compuesto por mTOR, la proteina RAPTOR (del
inglés Regulatory-Associated Protein of mTOR) asociada a la regulacion de mTOR,
la proteina mLST8 (también conocida como GBL), el inhibidor natural de mTOR
(DEPTOR, del inglés DEP domain-containing mTOR-interacting protein) y el
regulador inhibidor del complejo mTORC1 denominado PRAS40 (del inglés
Proline-rich Akt Substrate of 40 kDa). mTORCI1 es la principal diana de la
rapamicina, que se une a la proteina FKBP12 y luego interactia con mTORC1 para
inhibir su actividad. mTORC1 es un sensor clave del estado nutricional y energético
de la célula, regulando procesos anabolicos como la sintesis de proteinas y lipidos,
e inhibiendo procesos catabolicos como la autofagia.

e mTORC2. Formado por mTOR, la proteina RICTOR (del inglés Rapamycin-
Insensitive Companion of mTOR), mSINI (del inglés Mammalian Stress-activated
protein kinase (SAPK)-Interacting protein), y mLSTS8, ademas de DEPTOR vy
PROTOR (del inglés Protein Observed with Rictor-1). A diferencia de mTORCI,
mTORC2 es generalmente considerado insensible a la inhibicién aguda por
rapamicina, aunque la exposicion prolongada a dosis altas de rapamicina puede
afectar a su actividad. mTORC2 juega un papel critico en la organizacion del
citoesqueleto, la supervivencia celular y la regulaciéon metabdlica a través de la
fosforilacion de AKT1 (PKB, proteina cinasa B), la cinasa 1 regulada por suero y
glucocorticoides (SGK1, del inglés Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase) y
la proteina cinasa C alfa (PKCa).

Como nucleo central del metabolismo, mTOR orquesta la homeostasis celular y del organismo
al coordinar procesos anabolicos y catabolicos con la disponibilidad de nutrientes, energia,
oxigeno y sefales de factores de crecimiento. Los efectos pleiotropicos de mTOR se extienden
a funciones celulares fundamentales, incluyendo el crecimiento celular, la proliferacion, la
motilidad, la supervivencia, la transcripcion génica y la sintesis de proteinas (180).

1.5.2.1. Reguladores de mTOR

La actividad de mTOR esta finamente regulada por una compleja red de senales
aguas arriba que informan a la célula sobre su entorno interno y externo (Figura 5). Estas sefiales
incluyen la disponibilidad de nutrientes, la presencia de factores de crecimiento y el estado
energético celular.

Nutrientes

e Aminodacidos. La presencia de aminoacidos, particularmente leucina, arginina,
glutamina y S-adenosilmetionina, es un potente activador de mTORCI. Los
aminodcidos son detectados por proteinas transceptoras en la membrana lisosomal
y transmiten esta sefial a las GTPasas Rags (RagA-D), que a su vez reclutan a
mTORCI a la superficie del lisosoma, donde interactiia con la GTPasa Rheb (del
inglés Ras homolog enriched in brain), un activador directo de mTORCI. Estudios
recientes han profundizado en los mecanismos de detecciéon de aminoacidos a
través del complejo Ragulator y los transportadores SLC38A9 y SLC7AS5-SLC3A2
(LAT1-CD98hc) (181-184).
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¢ Glucosa. La disponibilidad de glucosa influye en la actividad de mTORCI1 a través
de varias vias. La glucdlisis puede generar metabolitos que regulan la via
PI3K/AKT, un activador clave de mTORCI1. Ademas, la glucosa aumenta la
produccion de ATP, lo que disminuye la actividad de AMPK, un inhibidor de mTOR
(185,186).

Factores de Crecimiento

La insulina e IGF-1 son potentes activadores de la via PI3K/AKT/mTOR. La unién de estos
factores a sus receptores tirosina cinasa en la membrana plasmatica activa PI3K, que produce
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3, del inglés Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate).
PIP3, a su vez, recluta y activa la proteina cinasa dependiente de fosfoinositidos 1 (PDK1, del
inglés Phosphoinositide-dependent kinase-1) y AKT. AKT fosforila directamente la proteina
del complejo de esclerosis tuberosa 2, (TSC2, del inglés Tuberous Sclerosis Complex protein
2)en Ser939 y Thrl462. Este componente del complejo TSC (TSCI1/TSC2) actia como
inhibidor de la GTPasa Rheb. La fosforilacion de TSC2 por AKT inhibe su actividad,
permitiendo que Rheb-GTP active mTORC1 (187,188).

Estrés energético

En condiciones de bajo nivel energético, como las que se dan durante el ayuno o el ejercicio,
la relacion AMP:ATP aumenta, activando AMPK. AMPK es un potente inhibidor de mTORCI.
La inhibicion puede ser indirecta, fosforilando TSC2 en Ser1387, lo que aumenta la actividad
del complejo TSC e inhibe Rheb; o directa, fosforilando Raptor en Ser792 y Ser722, lo que
inhibe mTORC1 (185,189,190). Esta regulacion asegura que los procesos anabdlicos sean
reprimidos cuando la energia es escasa, priorizando el mantenimiento de la homeostasis
energética.

Estrés celular
Diversas formas de estrés celular también modulan la actividad de mTOR.

e Hipoxia. Bajo condiciones de hipoxia, la actividad de mTORCI1 puede ser inhibida
a través de diferentes mecanismos, incluyendo la activacion de la proteina regulada
en el desarrollo y en la respuesta al dafio del ADN 1 (REDDI, del inglés regulated
in development and DNA damage response 1), que actia aguas arriba del complejo
TSC para inhibir mTORC1 (191,192).

e Daiio al ADN. El dafo al ADN activa cinasas como ATM y ATR, que pueden
fosforilar y activar AMPK, llevando a la inhibicion de mTORC1 y promoviendo la
autofagia para la reparacion celular (193,194).

1.5.2.2.  Efectores de mTOR

La activacion de mTORC1 y mTORC2 desencadena una cascada de eventos de
sefnalizacion que controlan diversos procesos celulares. En la Figura 5 se representa el esquema
principal de las rutas de mTOR. mTORCI es un regulador clave de la sintesis de proteinas, la
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autofagia, la biogénesis de ribosomas, el metabolismo lipidico y la proliferacion celular. Sus
principales efectores, aguas abajo, son:

La cinasa de la proteina ribosomal S6 (S6K, del inglés Ribosomal protein S6
kinase). La fosforilacion y activacion de S6K por mTORCI1 promueve la sintesis
de proteinas al fosforilar el ribosoma S6, lo que facilita la traduccion de ARNm de
los componentes ribosomales y de factores de elongacion. SOK también regula la
biogénesis de ribosomas y la traduccion de ARNm especificos (195).

La proteina 1 de union al factor de iniciacion de la traduccion eucariota 4E (4E-
BP1, del inglés Eukaryotic translation initiation factor 4E-Binding Protein 1).
mTORCI1 fosforila multiples sitios en 4E-BP1, lo que provoca su disociacion del
factor de iniciacion eucaridtico 4E (eIF4E). eIF4E es esencial para la iniciacion de
la traduccién cap-dependiente. Al liberar eIF4E, mTORCI1 promueve la sintesis de
proteinas, especialmente la de proteinas implicadas en el crecimiento y la
proliferacion celular (196).

La cinasa 1 activadora de autofagia similar a Unc-51 (ULKI1, del inglés Unc-51
Like autophagy activating Kinase 1) y la proteina relacionada con la autofagia 13
(ATG13, del inglés Autophagy related gene 13). mTORCI es un potente inhibidor
de la autofagia. Lo hace fosforilando directamente proteinas clave en el complejo
de iniciacion de la autofagia, como ULK1 y ATG13. La fosforilaciéon de ULK1 por
mTORCI1 previene la formacion del complejo ULKI-ATG13-FIP200, que es
esencial para la iniciacion de la autofagia (197,198). Cuando la actividad de
mTORCI es baja (por ejemplo, en condiciones de privaciéon de nutrientes), la
autofagia se activa.

La proteina de unién al elemento regulador de esteroles (SREBP, del inglés Sterol
Regulatory Element-Binding Protein). mTORCI1 también regula la sintesis de
lipidos a través de la activacion de SREBP un factor de transcripcion clave en la
sintesis de colesterol y acidos grasos (188,199).

mTORC2 juega un papel fundamental en la regulaciéon de la supervivencia celular, el
metabolismo y la organizacion del citoesqueleto. Sus sustratos mas importantes incluyen:

AKT1. mTORC2 fosforila a AKTI en Ser473, lo que es necesario para la
activacion completa de AKT1. AKT1, a su vez, regula una multitud de procesos
celulares, incluyendo la supervivencia celular (mediante la inhibicién de proteinas
proapoptoticas y la activacion de antiapoptdticas), el metabolismo de la glucosa

(promoviendo la captacion de glucosa y la glucoélisis) y la proliferacion celular
(200,201).

SGK1. mTORC?2 fosforila y activa SGK1, que estd implicada en la regulacion del
transporte de iones, la supervivencia celular y el crecimiento (202).

PKCoa. mTORC?2 también fosforila y activa PKCa, que participa en la organizacion
del citoesqueleto y la migracion celular (203,204).
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Figura 5 Esquema de la via mTOR.

La via mTOR (diana de rapamicina en mamiferos) es un complejo sistema de sefializacion que integra diversas senales
extracelulares e intracelulares para regular el crecimiento celular, la proliferacion, el metabolismo y la supervivencia.
Involucra dos complejos principales, mTORCI1 y mTORC2, que responden a sefiales como glucosa, factores de crecimiento,
insulina y aminodacidos.

mTORCI: Se activa por nutrientes y factores de crecimiento. Promueve el crecimiento celular al aumentar la sintesis de
proteinas y lipidos, y al inhibir la autofagia.

mTORC2: Se activa por factores de crecimiento e insulina. Regula la supervivencia celular y el metabolismo mediante la
activacion de proteinas clave como AKT1 y SGK1.

Figura creada con BioRender.com
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1.5.3. Modulacion de mTOR, envejecimiento y senescencia

La via de mTOR se ha consolidado como un objetivo principal en la investigacion del
envejecimiento debido a su papel integral en la regulacion metabdlica y celular. Numerosos
estudios en organismos modelo han demostrado que la modulacion de la actividad de mTOR
puede influir significativamente en la longevidad y la salud a lo largo de la vida (41,205-207).

Existe una creciente evidencia de que la actividad de la via mTOR se desregula con la edad y
estd implicada en el desarrollo de enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como el
cancer, la aterosclerosis, la diabetes y el declive de la funcidon inmunologica (25,43,208). La
hiperactividad de mTOR se correlaciona con una disminucién en la eliminacion de proteinas y
organulos danados, lo que contribuye a la acumulacién de dafo celular asociado al
envejecimiento (209,210).

1.5.3.1. Modulacién genética

La manipulacion genética de la via mTOR ha proporcionado pruebas contundentes
de su implicacion en la longevidad en numerosos organismos modelo:

o Levaduras (Saccharomyces cerevisiae). Uno de los primeros indicios de la
relevancia de mTOR en el envejecimiento proviene de estudios en levadura. Se
observo que la delecion del gen Sch9-homélogo de la proteina S6K en mamiferos,
un efector clave de mTORC1-resultaba en una extension notable de la longevidad.
De manera similar, la reduccion general de la actividad de TOR, el equivalente de
mTOR en levadura, también contribuia a una mayor longevidad (211). Estos
hallazgos iniciales sentaron las bases para investigaciones posteriores en
organismos mas complejos.

e Nematodos (Caenorhabditis elegans). En el nematodo C. elegans, un modelo muy
utilizado en el estudio del envejecimiento, la reduccion de la expresion de ceTOR
(el homologo de mTOR) o de daf-15 (el homo6logo de RAPTOR) se tradujo en una
prolongacion significativa de la vida de los gusanos (206,212), lo que puso de
manifiesto la conservacion de la funcion de mTOR en la regulacion de la
longevidad en organismos multicelulares.

e Drosophila (Drosophila melanogaster). Los estudios en la mosca de la fruta
también han respaldado el papel de mTOR en la longevidad. La supresion genética
tanto de TOR como de S6K en D. melanogaster ha demostrado extender su vida
(213).

e Ratones (Mus musculus). La investigacion en mamiferos ha corroborado los
hallazgos previamente descritos. Se ha demostrado que la delecion del gen S6K1
en ratones no solo prolonga su vida, sino que también mejora su salud metabolica
general, lo que sugiere un vinculo entre la via mTOR, el metabolismo y la
longevidad. Ademads, la doble delecion de mTOR y mLST8 en heterocigosis
también ha mostrado un aumento de la longevidad en ratones (214-216).
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Estos estudios proporcionan evidencia directa de la relevancia de mTOR en la
longevidad de mamiferos, asi como su grado de conservacion desde levaduras,
pasando por nematodos y moscas de la fruta, lo que subraya su potencial como
diana terapéutica frente al envejecimiento humano.

1.5.3.2. Modulacién farmacologica

La modulacion farmacoldgica de mTOR, particularmente con la rapamicina, ha sido

un area de intensa investigacion debido a su potencial traslacional.
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Rapamicina y andlogos (Rapalogs). La rapamicina es actualmente el Unico
farmaco que ha demostrado consistentemente extender la vida en una amplia gama
de organismos modelo, incluyendo levaduras, gusanos, moscas y, crucialmente,
ratones (41,205,207,217,218). La rapamicina parece ejercer sus efectos sobre la
esperanza de vida principalmente a través de la inhibicion de mTORCI. En el
citoplasma celular, forma un complejo con FKBP12 para, posteriormente, unirse al
dominio FRB de mTOR e impedir su interaccién con los sustratos. Esta union del
complejo FBKP12-rapamicina s6lo es posible en mTORCI, ya que RICTOR
bloquea el dominio FRB, impidiendo el acceso (192).

Sin embargo, el tratamiento crénico con rapamicina inhibe también mTORC?2,
aunque el mecanismo no estd claro. Se ha propuesto la union del complejo
FKBP12-rapamicina a la cinasa mTOR antes de que esta forme parte de mTORC2,
impidiendo la constitucion de este (192,193).

Los mecanismos propuestos para su efecto antienvejecimiento incluyen la mejora
de la autofagia (lo que permite la eliminacion de proteinas y organulos dafiados), la
optimizacion metabolica y la reduccion de la senescencia celular (219,220). Sin
embargo, es importante sefialar que la rapamicina tiene efectos secundarios bien
documentados, como la supresion inmunolédgica y la resistencia a la insulina en
algunos contextos, lo que plantea desafios para su uso generalizado como agente
antienvejecimiento en humanos (221,222). Para circunnavegar estas limitaciones
se plantean regimenes de uso alternativos, como el tratamiento intermitente, con el
fin de evitar la inhibicion de mTORC?2 y los efectos secundarios consecuentes
(214,223,224).

Los cotratamientos de rapamicina y metformina, o rapamicina y acarbosa, han
mostrado efectos aditivos que podrian deberse al control de dicha resistencia a la
insulina (218,225). Se estan llevando a cabo estudios con primates no humanos para
evaluar el potencial papel geroprotector de la rapamicina en mamiferos superiores,
mas proximos a los humanos (226,227). Los rapalogs como el everdlimus y el
temsirdlimus, con farmacocinéticas mejoradas, estan en uso clinico para tratar
ciertos tipos de cancer y prevenir el rechazo de trasplantes.

Metformina. Aunque no es un inhibidor directo de mTOR, la metformina, un
farmaco ampliamente utilizado para la diabetes tipo 2, actia activando AMPK a
través de un proceso de desacople del complejo I mitocondrial (228,229). Como se



mencion6 anteriormente, la activacion de AMPK conduce a la inhibicion de
mTORCI. Por lo tanto, la metformina indirectamente modula la via mTOR y se ha
asociado con beneficios para la longevidad y la salud en estudios preclinicos y
epidemioldgicos, lo que sugiere un solapamiento en los mecanismos de accion con
la rapamicina (39,40). La metformina es un fArmaco muy seguro y econdmico, y
un buen candidato para ensayos clinicos en envejecimiento (162,230). Como
limitaciones, cabe sefialar los efectos modestos en las dosis ensayadas por el ITP
(225,231) y la preocupacion por el posible impacto en las adaptaciones producidas
por el ejercicio aerdbico en personas mayores (232).

Otras moléculas. Ademas de la rapamicina y sus andlogos, algunas moléculas con
efectos indirectos o moduladores sobre la via mTOR han mostrado eficacia en el
ITP para extender la longevidad en modelos murinos. Un caso destacado es la
acarbosa, un inhibidor de alfa-glucosidasas que, si bien actua principalmente sobre
el metabolismo de carbohidratos, reduce la sefializacion de insulina/IGF-1, lo que
repercute en una menor activacion de PI3K/AKT/mTOR (233). Su administracion
prolongo6 significativamente la esperanza de vida, especialmente en machos
(234,235), mientras que su combinacién con rapamicina mostr6 un efecto aditivo
en la edad mediana y maxima alcanzada por ambos sexos (218). Esta aditividad del
efecto podria sugerir la modulacion de rutas efectoras distintas con efectos
sinérgicos, o dosis infra optimas de los farmacos con efectos sumatorios en la
misma ruta. Se necesitan mas estudios para optimizar la dosificacion y dilucidar los
mecanismos subyacentes, aunque el control de la hiperglucemia inducida por la
rapamicina podria ser uno de ellos.

1.5.4. Perspectivas futuras: mTOR como diana en el envejecimiento

La investigacion sobre mTOR y su modulacion en el envejecimiento y las enfermedades
relacionadas con la edad esta en constante evolucion, abriendo nuevas perspectivas para la
medicina traslacional.

1.5.4.1. Inhibicién de mTOR frente a enfermedades relacionadas con la edad

Enfermedades neurodegenerativas. La hiperactividlad de mTOR se ha
relacionado con enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer y la enfermedad de Parkinson. En estos trastornos, mTOR contribuye a
la acumulacion de proteinas mal plegadas como tau hiperfosforilada y a-sinucleina,
al inhibir procesos clave como la autofagia y la degradacion proteica. La inhibicion
de mTOR ha mostrado resultados prometedores en modelos preclinicos de estas
enfermedades, al reducir la acumulacion anémala de agregados proteicos y mejorar
la funcién cognitiva (236,237). Esta por demostrar si los beneficios de la inhibicion
farmacoldgica se deben a efectos antiinflamatorios periféricos o efectos a nivel de
SNC. El desarrollo de inhibidores de mTOR que crucen eficazmente la BHE
permitira evaluar los efectos centrales con mayor éxito (238-240).

Cancer y sindrome metabdlico. El sindrome metabdlico, caracterizado por
resistencia a la insulina, obesidad visceral, dislipidemia e inflamacion cronica de
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bajo grado, se asocia de forma consistente con un mayor riesgo de diversos tipos
de cancer, incluyendo céncer de colon, mama, endometrio, higado y pancreas
(241,242). Esta relacion se explica en parte por la hiperactivacion de rutas como
PIBK/AKT/mTOR, comun tanto al sindrome metabolico como a la proliferacion
tumoral (27,243). La insulina elevada y el IGF-1 promueven el crecimiento celular
y la inhibicién de la apoptosis, facilitando un entorno favorable a la transformacion
maligna (244,245).

Asi, el cancer puede considerarse una posible consecuencia tardia de desdrdenes
metabolicos sostenidos. Dado el papel central de la via PI3K/AKT/mTOR en la
conexion entre el sindrome metabolico y el cancer, los inhibidores de mTOR han
sido propuestos como una estrategia terapéutica dual: por un lado, pueden reducir
la proliferacion tumoral, y por otro, mejorar parametros metabdlicos, como la
sensibilidad a la insulina y la inflamacién sistémica (246). Farmacos como la
rapamicinay el everélimus, han mostrado eficacia en modelos preclinicos y algunos
ensayos clinicos, especialmente en tumores con hiperactivacion de mTORC1, como
ciertos canceres de mama, rindén o endometrio (247,248). La frecuente aparicion de
resistencias es una limitacion importante en su aplicacion practica (249,250).

Enfermedades renales. La desregulacion de la via mTOR es un contribuyente
clave a diversas enfermedades renales, lo que ha llevado al estudio de los
inhibidores de mTOR como posibles terapias. En la enfermedad renal poliquistica
autosdmica dominante, la hiperactivacion de mTORCI1 promueve el crecimiento y
la proliferacion de quistes; la rapamicina y sus analogos han mostrado en modelos
preclinicos la capacidad de frenar el crecimiento quistico y preservar la funcion
renal, si bien los ensayos clinicos han reportado resultados variados en eficacia
sostenida y efectos secundarios (251).

Asimismo, la actividad aberrante de mTOR contribuye a la patogénesis de la
nefropatia diabética y otras glomerulonefritis al modular procesos como la
glomeruloesclerosis, la fibrosis intersticial y la proteinuria (252). En el ambito del
trasplante renal, los inhibidores de mTOR se utilizan clinicamente para la
prevencion del rechazo del aloinjerto y para mitigar la nefrotoxicidad de otros
inmunosupresores (253). No obstante, la complejidad de la sefializacion de mTOR
en el rifion y los efectos adversos sistémicos, como la aparicion de proteinuria o las
alteraciones metabolicas, subrayan la necesidad de optimizar los regimenes de
dosificacion y desarrollar agentes mas selectivos para maximizar los beneficios
terapéuticos y minimizar los riesgos en el tratamiento de estas enfermedades
renales.

Enfermedades cardiovasculares. La desregulacion de la via mTOR ha emergido
como un factor patogénico crucial en diversas enfermedades cardiovasculares, lo
que ha posicionado a los inhibidores de mTOR como agentes terapéuticos
prometedores. La hiperactivacion de mTORCI se ha vinculado con la hipertrofia
miocardica patologica, la disfuncion cardiaca postinfarto y la aterosclerosis.



En modelos preclinicos, la inhibicion parcial y selectiva de mTORCI ha
demostrado la capacidad de reducir el tamafio del infarto miocéardico, mejorar el
remodelado cardiaco funcional y atenuar la hipertrofia cardiaca patolégica en
respuesta a la sobrecarga de presion (254). Estos efectos se atribuyen, en parte, a la
induccién de la autofagia, que facilita la eliminaciéon de proteinas y organulos
dafiados, asi como a la reduccion de la proliferacion de células de musculo liso
vascular y la inflamacion en el contexto aterosclerdtico (125,255,256). En la
practica clinica, los inhibidores de mTOR ya se utilizan en los stents liberadores de
farmacos para reducir la re-estenosis y en pacientes con trasplante cardiaco para
mitigar la vasculopatia del aloinjerto (257-259).

1.5.4.2. Desafios v consideraciones para la traslacion clinica

A pesar de los resultados prometedores, la traslacion de la modulaciéon de mTOR a

la préctica clinica para el envejecimiento saludable presenta varios desafios:

Efectos secundarios: Los efectos inmunosupresores y metabolicos de la
rapamicina y sus andlogos en humanos requieren un balance cuidadoso entre los
beneficios y los riesgos, especialmente para el uso a largo plazo en individuos
sanos. La investigacion se dirige hacia la identificacion de regimenes de
dosificacion optimizados (por ejemplo, dosificacion intermitente), terapias
combinadas o el desarrollo de nuevos moduladores con perfiles de seguridad
mejorados (218,224,260).

Selectividad de complejos: El desarrollo de inhibidores especificos para mTORC1
o mTORC?2 podria ofrecer una mayor selectividad y reducir los efectos fuera de
objetivo, permitiendo una modulacién mas precisa de las vias de sehalizacion.

Heterogeneidad del envejecimiento: El envejecimiento es un proceso
multifactorial y heterogéneo. La respuesta a la modulaciéon de mTOR puede variar
entre individuos, lo que subraya la necesidad de enfoques de medicina
personalizada, basados en perfiles genéticos y biomarcadores.

mTOR es una diana terapéutica prometedora para el envejecimiento y las enfermedades
asociadas a la edad. Desde su descubrimiento como objetivo de la rapamicina, ha revelado ser
un nexo central en la integracion de sefiales celulares que regulan la fisiologia a multiples
niveles. La modulacién genética y farmacoldgica de mTOR ha demostrado consistentemente
su capacidad para extender la esperanza de vida y el HALE en diversos organismos modelo.
Aunque quedan desafios importantes en la traslacién clinica, el continuo avance en la
comprension de sus mecanismos de sefializacion y el desarrollo de nuevas estrategias
farmacoldgicas abren un camino prometedor hacia intervenciones efectivas para mejorar la
salud y la longevidad humanas en el futuro.
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1.6. LIMITACIONES ACTUALES EN EL TRATAMIENTO DEL ENVEJECIMIENTO
1.6.1. Falta de evidencia clinica en la modulacion del envejecimiento

Una de las principales limitaciones en el campo de la investigacion sobre el envejecimiento
es la dificultad de trasladar los prometedores hallazgos obtenidos en estudios preclinicos,
particularmente aquellos realizados en modelos animales, a ensayos clinicos exitosos en
humanos (261-263). Esta brecha traslacional se debe a una serie de factores complejos,
comenzando por las diferencias fundamentales en la fisiologia, la anatomia y el metabolismo
entre los animales de laboratorio y los seres humanos. Los modelos animales, a pesar de su
utilidad para la investigacion mecanicista inicial, a menudo no replican con precision la
complejidad del proceso de envejecimiento humano ni la manifestacion de enfermedades
relacionadas con la edad (264). De hecho, muchas afecciones que afectan a los humanos, como
los trastornos neuropsiquiatricos, ciertos tipos de cancer o la enfermedad de Alzheimer, son
especificas de la especie, lo que limita la aplicabilidad directa de los resultados animales a la
especie humana (263,264).

La alarmante estadistica de que mas de nueve de cada diez farmacos que muestran resultados
prometedores en estudios con animales terminan fallando en los ensayos clinicos subraya la
necesidad de adoptar enfoques de investigacidn mas centrados en el ser humano (265).

Las variaciones genéticas, incluso dentro de una misma especie, como se ha observado en
estudios con gusanos, pueden llevar a respuestas diferentes ante una misma intervencion, lo que
sugiere una variabilidad aun mayor en la poblacién humana (266). Esta heterogeneidad resalta
las limitaciones de depender exclusivamente de modelos animales para la investigacion del
envejecimiento y la necesidad de desarrollar estrategias que consideren la complejidad
bioldgica humana.

Por otro lado, el disefio y la ejecucion de ensayos clinicos dirigidos a intervenciones
antienvejecimiento en poblaciones humanas presentan desafios inherentes. La propia naturaleza
heterogénea del envejecimiento en humanos, donde los individuos envejecen a ritmos
diferentes y experimentan una variedad de condiciones relacionadas con la edad, dificulta la
definicion de poblaciones de estudio homogéneas y la medicion de efectos consistentes de las
intervenciones (267,268). Ademas, la larga esperanza de vida de los seres humanos exige
ensayos clinicos prolongados para evaluar el impacto de las intervenciones en los resultados
relacionados con el envejecimiento, lo que conlleva importantes desafios logisticos y
financieros.

La dificultad para reclutar y retener a adultos mayores en los estudios de investigacion, debido
a problemas de movilidad, falta de transporte y deterioro de la salud fisica y cognitiva, también
complica la obtencion de evidencia clinica so6lida (268,269). El uso de informes de terceros
(proxies), a menudo necesario para adultos mayores con deterioro cognitivo, introduce posibles
sesgos e imprecisiones en los datos recopilados (270).

En contraste con los ensayos tipicos centrados en enfermedades especificas, los ensayos de
longevidad idealmente deberian tener criterios de inclusion amplios, abarcando incluso a
individuos con comorbilidades, lo que requiere enfoques novedosos para el disefio de ensayos
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(15,271). Las consideraciones ¢éticas y las dificultades practicas para realizar ensayos en
poblaciones fragiles o muy ancianas también contribuyen a la escasez de evidencia clinica en
la modulacion del envejecimiento humano (272).

A pesar de estos desafios, la investigacion preclinica ha identificado numerosas intervenciones
potenciales que se dirigen a diversas claves del envejecimiento, pero la evidencia clinica robusta
en humanos sigue siendo limitada para muchas de ellas (26,267,273,274). Intervenciones como
el ejercicio y ciertas modificaciones dietéticas, como la RC, cuentan con una evidencia mas
solida en cuanto a la promocion de un envejecimiento saludable en humanos, aunque los
mecanismos precisos y los efectos a largo plazo aun se estan investigando (36,37,275,276).

El surgimiento de farmacos senoliticos, senomorfos, y terapias frente a mTOR ofrecen vias
prometedoras para modular mecanismos especificos del envejecimiento en humanos, pero se
necesitan mas investigaciones y ensayos clinicos a mayor escala para confirmar su eficacia y
seguridad (268,277). Algunos farmacos ya en uso clinico para otras indicaciones, como la
metformina y la rapamicina, también estan siendo explorados por su potencial para influir en
los procesos de envejecimiento, lo que requiere ensayos clinicos disefiados especificamente
para evaluar estos efectos en humanos (222,230,278).

1.6.2. Falta de biomarcadores para ensayos clinicos en envejecimiento

Los biomarcadores desempefian un papel fundamental en la investigacion del
envejecimiento, ya que ofrecen la posibilidad de medir la edad biolodgica y evaluar la eficacia
de las intervenciones antienvejecimiento de manera mas eficiente que los estudios de larga
duracién basados en resultados clinicos tradicionales (221,279,280). Estos marcadores
bioldgicos pueden proporcionar indicadores tempranos del proceso de envejecimiento y de la
respuesta a las terapias, lo que permite a los investigadores monitorizar rapidamente el impacto
de una intervencion sin la necesidad de ensayos que duren décadas.

Al cuantificar la edad bioldgica, los biomarcadores pueden servir como criterios de valoracion
sustitutos en los ensayos clinicos, lo que podria reducir significativamente su duracion y costo
(15,221). Un ejemplo destacado son los relojes epigenéticos, basado en patrones de metilacion
del ADN, que han demostrado una alta correlacion con la edad cronolédgica, pero con una
relacion causal con el envejecimiento aun por determinar (281-283).

La identificacion y validacion de biomarcadores del envejecimiento son necesarias para
acelerar la investigacion sobre intervenciones antienvejecimiento en humanos. A pesar de su
importancia critica, la identificacion y validacion de biomarcadores confiables del
envejecimiento se enfrentan a varias limitaciones y desafios. La complejidad del proceso de
envejecimiento, que involucra multiples vias bioldgicas interconectadas, dificulta la
identificacion de marcadores individuales que puedan capturar de manera integral la tasa
general de envejecimiento (279,284). La validacion clinica de los biomarcadores propuestos
sigue siendo un desafio, en gran parte debido a la falta de validacion entre poblaciones y a las
inconsistencias en las estructuras de los conjuntos de datos. El proceso de validaciéon a menudo
carece de financiacion suficiente debido a la insuficiencia de incentivos comerciales para las
empresas. Ademas, las vias de aprobacion regulatoria para los biomarcadores son complejas y
lentas, lo que dificulta la translacion de candidatos prometedores en herramientas validadas
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clinicamente (284-286). La falta de protocolos estandarizados y el intercambio limitado de
datos entre investigadores y empresas también dificultan la validacion de posibles
biomarcadores en diferentes estudios y poblaciones, lo que restringe su utilidad clinica
(287,288).

A pesar de estos desafios, se han identificado varios candidatos prometedores a biomarcadores,
y se estd progresando en su desarrollo y validacion (221,285,289). La Tabla 3 proporciona
ejemplos de posibles biomarcadores del envejecimiento y sus limitaciones actuales.

Tabla 3 Ejemplos de biomarcadores del envejecimiento y estado del arte.

Categoria del Ejemplos Limitaciones
biomarcador especificos
Relojes epigenéticos Horvath's age, | Prometedor; algunos muestran correlacion
Hannum's age, | con resultados de salud y esperanza de vida;
PhenoAge, se necesita mas validacion en diversas
GrimAge poblaciones y contextos de intervencion
(292-295)
Telomeros Longitud de los | Se podria asociar a algunas enfermedades
telomeros relacionadas con la edad. La variabilidad en
las mediciones y sensibilidad a factores de
confusion limita su utilidad (296,297).
Proteinas séricas GDF-15, STCI, Algunas muestran asociaciones con la edad,
SERPINs la fragilidad y el riesgo de mortalidad. Es
necesario estandarizar su medicion 'y
establecer la utilidad clinica (64).
Metabolitos Acido urico, | Algunos metabolitos parecen mostrar
niveles de NAD+ | cambios con la edad, pero necesitan una
mayor validacion y comprension para tener
una utilidad clinica real (298,299).
Marcadores de ple™K4a — SA_B- | Utilizados principalmente en investigacion
senescencia celular Gal preclinica sobre senescencia, la medicion

en tejidos sigue siendo un desafio. Requiere
técnicas de muestreo invasivas (300,301).
Velocidad de 1la

Marcadores Reflejan el declive funcional asociado con

funcionales/fisiologicos
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marcha, fuerza de
agarre,
biomarcadores de
imagen cerebral

la edad; utiles como medidas de resultados,
pero pueden no capturar los mecanismos
bioldgicos subyacentes del envejecimiento
(17,100).



El campo se estda moviendo hacia enfoques multidémicos, integrando datos de genomica,
transcriptomica, protedmica y metabolémica para desarrollar biomarcadores del
envejecimiento mas completos y precisos (290,291). Se estan realizando esfuerzos continuos
para establecer marcos estandarizados y criterios de validacion para garantizar la fiabilidad y la
utilidad clinica de los biomarcadores del envejecimiento.

La seleccion y definicion de puntos finales relevantes y significativos para los ensayos clinicos
de intervenciones antienvejecimiento en humanos representan otro desafio importante.
Tradicionalmente, los ensayos clinicos se han centrado en resultados especificos, como la
incidencia de una enfermedad en particular o la mortalidad por una causa especifica. Sin
embargo, el envejecimiento es un proceso complejo y multifactorial que aumenta el riesgo de
diversas enfermedades cronicas y deterioros funcionales, lo que dificulta la identificacion de un
unico punto final primario que capture de manera integral los efectos de una intervencion
antienvejecimiento (302,303).

Una estrategia prometedora es el uso de puntos finales compuestos, que combinan varios
resultados clinicamente relevantes en una Unica medida. Estos puntos pueden incluir la
incidencia de maultiples enfermedades relacionadas con la edad (como enfermedades
cardiovasculares, céancer, enfermedad de Alzheimer), la discapacidad, la fragilidad y la
mortalidad (15,302). La ventaja de los puntos finales compuestos es que pueden capturar el
impacto general de una intervencion sobre el proceso de envejecimiento, pero su interpretacion
puede ser mas compleja y el peso relativo de cada componente debe definirse cuidadosamente.

1.6.3. Avances en modelos in vitro para el estudio del envejecimiento

Los modelos in vitro actuales, especialmente los sistemas tridimensionales como
organoides y organ-on-chip, se estan consolidando como herramientas clave para el desarrollo
de intervenciones destinadas a retrasar el envejecimiento. Estos modelos reproducen de forma
precisa la estructura tisular, la heterogeneidad celular y las interacciones del microambiente, lo
que permite observar cambios relacionados con el envejecimiento, como la acumulacion de
funciones alteradas y deterioro del tejido, reflejando con mayor fidelidad la fisiologia humana
que los modelos animales tradicionales (304-306).

Los modelos 2D de cultivos primarios ofrecen una herramienta accesible, reproducible y
fisiologicamente relevante para estudiar procesos celulares en un entorno controlado. Los
cultivos primarios conservan en gran medida las caracteristicas fenotipicas y funcionales del
tejido de origen, lo que los hace especialmente ttiles para investigar fendmenos asociados al
envejecimiento humano, como la senescencia replicativa. Aunque presentan limitaciones en
cuanto a complejidad tridimensional y microambiente, su simplicidad permite aislar variables
experimentales y facilita el andlisis mecanistico detallado, sentando las bases para validar
hipotesis antes de pasar a modelos mas complejos (307-309).

Por su parte, los organoides derivados de células humanas han demostrado su capacidad para
modelar procesos especificos del envejecimiento, como la agregacion patologica de proteinas,
disfuncion de células madre y alteraciones epigenéticas asociadas. Esto los convierte en
herramientas muy utiles para identificar biomarcadores tempranos, y evaluar moduladores
farmacologicos en un contexto humano-relevante (304,310). La posibilidad de realizar pruebas
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tempranas de seguridad y eficacia en sistemas humanos complejos mejora la translacion a
posibles aplicaciones clinicas antes de avanzar a ensayos clinicos.

La posibilidad de desarrollar organoides a partir de células de pacientes representa un avance
crucial hacia la medicina personalizada, especialmente en el contexto del envejecimiento y las
enfermedades asociadas. Estos modelos tridimensionales, derivados de células madre
pluripotentes inducidas (iPSCs, del inglés induced Pluripotent Stem Cells) o de células madre
adultas, permiten recrear in vitro la arquitectura y funcion de érganos humanos de manera mas
fiel que los modelos tradicionales, conservando las caracteristicas genéticas del paciente y
habilitando el diagndstico y tratamiento individualizado (311,312).

Los modelos in vitro basados en microfluidica, como los sistemas organ-on-chip, representan
una evolucion significativa en el modelado fisiologico de tejidos y drganos humanos. Estos
dispositivos integran micro-canales controlados con precision que permiten simular flujos
sanguineos, gradientes quimicos y fuerzas mecanicas, reproduciendo de forma mas realista el
microambiente celular (313). A diferencia de los cultivos estaticos convencionales, los sistemas
microfluidicos permiten estudiar procesos dinamicos clave como la respuesta al estrés
mecanico, la migracion celular, la interaccion entre tejidos o la difusion de nutrientes y farmacos
(314-317). En el contexto del envejecimiento, estos modelos ofrecen una plataforma para
analizar como los tejidos humanos responden a factores degenerativos en condiciones que
imitan el entorno fisioldgico real, y permiten evaluar intervenciones en tiempo real sobre células
derivadas de humanos, incluso de pacientes concretos (318). Asi, la microfluidica abre nuevas
vias para entender y modular el envejecimiento humano con mayor precision y relevancia
traslacional.

50



2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS







2. Justificacion e hipotesis

El envejecimiento es el principal factor de riesgo para la mayoria de las enfermedades cronicas
no transmisibles. Esta realidad ha llevado a considerar el envejecimiento como el "techo
biologico" de la medicina moderna, ya que constituye el sustrato comun que impulsa el
desarrollo y la progresion de multiples patologias (32).

La identificacion de mecanismos causales ha permitido el desarrollo de intervenciones dirigidas
a procesos moleculares especificos del envejecimiento (271). Un ejemplo destacado es la
identificacion de la senescencia celular como un impulsor clave de la disfuncion tisular
relacionada con la edad, asi como herramientas terapéuticas frente a ella (senoliticos y
senomorfos) (273,319).

La investigacion sobre el envejecimiento y su tratamiento en humanos se encuentra en una etapa
crucial y prometedora, aunque existen importantes cuestiones abiertas que deben abordarse para
traducir estos conocimientos en intervenciones efectivas que mejoren la salud y la calidad de
vida en la edad avanzada. La falta de evidencia clinica so6lida en humanos para muchas
intervenciones prometedoras, la ausencia de biomarcadores validados para medir la edad
bioldgica y la respuesta al tratamiento, y la dificultad para definir y medir biomarcadores y
puntos finales clinicos relevantes representan desafios significativos.

Las herramientas in vitro son clave para afrontar estos desafios. Los ensayos en células
humanas, en particular, permiten estudiar el impacto mecanistico de las intervenciones en un
entorno fisioldgicamente relevante (271,320).

Las células endoteliales de vena de cordén umbilical humano (HUVEC, del inglés Human
Umbilical Vein Endotelial Cells) son una herramienta inestimable para el estudio de la funcion
endotelial. Estas células mantienen el fenotipo y funciones endoteliales clave en cultivo, y
presentan un potencial replicativo limitado que recapitula la acumulacion de células senescentes
observada con la edad (307-309,321). La incorporacién de otros tipos celulares, como células
inmunitarias, ofrece una perspectiva integradora de las interacciones celulares en el contexto
de la senescencia endotelial (322,323).

La rapamicina es uno de los firmacos mas estudiados por sus efectos prolongevidad, con
resultados robustos y consistentes en numerosos modelos celulares y animales
(41,207,220,324). Los efectos de la rapamicina sobre el estrés celular y la senescencia estan
bien descritos, pero el uso crénico e ininterrumpido se asocia a efectos secundarios que limitan
su potencial frente al envejecimiento, como la inmunosupresion, la desregulacion en la
glucemia, o la dislipidemia (180,325,326).

La hipdtesis de este trabajo es que el tratamiento intermitente con rapamicina puede constituir
una alternativa adecuada al tratamiento cronico para el envejecimiento, con el potencial de
reducir o eliminar los efectos adversos, manteniendo los efectos antisenescentes en células
HUVEC sometidas a estrés replicativo. La menor acumulacion de células senescentes y la
reduccion del SASP asociado tiene potencial traslacional para la prevencion de enfermedades
cardiovasculares asociadas a la edad.
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3. Objetivos

3.1. OBJETIVOS

3.1.1.

Objetivo general

Se plantea evaluar el impacto del tratamiento intermitente con rapamicina (10nM,
24 h/semana) sobre los mecanismos moleculares, celulares y funcionales asociados a la
senescencia replicativa y a la identidad endotelial en células HUVEC, asi como su efecto en la
modulacion del estrés oxidativo, el SASP y la interaccion con células inmunes. Para alcanzar
este objetivo general se proponen los siguientes objetivos especificos:

3.1.2.

1.

Objetivos especificos

Caracterizar los cambios en diferentes rutas de sefializacion en células HUVEC,
incluyendo dianas de mTORCI1, mTORC2, rutas relacionadas como MAPK y
eNOS, y marcadores de autofagia como Beclina-1, p62 y LC3.

Analizar el efecto sobre la progresion de la senescencia replicativa en cultivos
primarios de células HUVEC, mediante el estudio de la duracién del cultivo, la
proliferacion, el perfil del ciclo celular y la expresion de marcadores clasicos de
senescencia (SA-B-Gal, p16™K4a p21CieT),

Evaluar el impacto sobre la identidad fenotipica y la funcionalidad endotelial,
mediante la determinacion de la expresion de marcadores endoteliales especificos
(PECAM-1, VE-cadherina, vWF), la capacidad migratoria de las células, y la
habilidad para formar nuevos vasos.

Caracterizar el efecto del tratamiento a largo plazo sobre el estrés oxidativo y el
SASP, mediante la cuantificacion de la produccion de ERO, NO, y moléculas
proinflamatorias y de adhesion.

Determinar la influencia del medio condicionado (MC) derivado de células
HUVEC senescentes con y sin tratamiento sobre la activacion de monocitos THP-
1 expuestos al SASP, evaluando cambios en la expresion de marcadores de
activacion y adhesion.
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4. Material y métodos

4.1. MATERIALES

e Lineas celulares

O

O

O

HUV-EC-C (ATCC, ref. CRL-1730)
MRC-5 (ATCC, ref. CCL-171)
THP-1 (ATCC, ref. TIB-202)

e Medios de cultivo y suplementos

O

O

o

Gelatina (SigmaAldrich, ref. G6144)

Geltrex™ (Gibco, ref. A1413201)

Medio de crecimiento endotelial-2 (EGM-2, del inglés Endothelial Growth
Medium-2) (Lonza, ref. CC-3162)

Medio esencial minimo de Dulbecco (DMEM, del inglés Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) (Corning, ref. 10-013-CV)

Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) (Corning, ref. 10-
040-CV)

Penicilina/estreptomicina (Corning, ref. 30-002-CI)

Suero fetal bovino (FBS, del inglés Fetal Bovine Serum) (Corning, ref. 35-
015-CV)

Tripsina-Acido etilendiaminotetracético (EDTA) 0,05 % v/v (GIBCO, ref.
25300062)

e Farmacos

O

Rapamicina (MedChemExpress Cat. No.: HY-10219)

e Kits comerciales

O

O

O

Array de citocinas humanas (Abcam, ref. ab133998)

Kit de sintesis de primera cadena (ThermoScientific, ref. K1622)
Kit de tincion SA-B-Gal (Cell Signaling Technology, ref. #9860)
NZYTaq II 2% Green Master Mix (NZYtech ref. MB35802)
SYBR Green Master Mix (K0392, ThermoScientific, ref. K0392)
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Reactivos

o Albimina de suero bovino (BSA, del inglés Bovine Serum Albumin)
(ThermoScientific, ref. 268135000)
o Aprotinina (SigmaAldrich, ref. A6279)
o Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, ref. D1435)
o Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMFS) (Sigma-Aldrich, ref. 36978)
o GreenSafe Premium (NZYtech, ref. MB13201)
o HOECHST 33258 (Sigma, ref. 94403)
o NZYol (NZYtech, ref. MB18501)
o Ortovanadato de sodio (Na3VO4) (Sigma-Aldrich, ref. 450243)
o Papel autoadhesivo (Axygen® UltraClean Sealing Film, UC-500, Corning)
o Placas de 384 pocillos para PCR (Sigma-Aldrich, ref. BR781346)
o Reactivo de Bradford (Bio-Rad, ref. #5000006)
o Sonda 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H_DCFDA) (Sigma, ref.
D6883)
o Sonda diacetato de 4-amino-5-metilamino-2',7'-difluorofluoresceina (DAF-
FM) (ThermoFisher, ref. D23844)
o Sustrato quimioluminiscente Pierce™ ECL (ThermoScientific, ref. 32106)
o Triton X100 (Sigma-Aldrich, ref. 282103)
Anticuerpos (Tabla 4)
Primers (Tabla 5)
Otros
o Membranas de transferencia PVDF (Bio-Rad, ref. 1620177)
o Peliculas fotograficas Super RX-N (Fujifilm)

El resto de los reactivos empleados fueron de grado analitico.



Tabla 4 Anticuerpos utilizados en western blot e inmunocitoquimica.

Diana Dilucion Casa comercial Referencia
a-SMA 1:500 Sigma F3777
AKTI1 1:1000 Cell Signaling 2938
pAKTI547 1:1000 Abcam ab81283
Beclin-1 1:1000 Abcam ab207612
EKR1/2 1:1000 Proteintech 66192-1-Ig
pERK1/2 1:1000 Santa Cruz sc-136521
GADPH 1:1000 SantaCruz sc-47724
ICAM-1 1:1000 Santa Cruz sc-8439
IgG anti-conejo HRP 1:5000 Cell Signaling 70748
IgG anti-raton Alexa | 1:1000 Thermofisher A-21058
Fluor™ 680
IgG anti-raton HRP 1:5000 Cell Signaling 7076S
peNOSsH7” 1:1000 BD Labs 612393
eNOS 1:1000 BD Labs 612393
LC3 1:1000 CellSignaling 127418
pl6NKda 1:1000 Abcam ab270058
p21Cie! 1:1000 Abcam ab109520
p62 1:1000 Cell Signaling 5114T
S6K 1:1000 Cell Signaling 34475
pS6KT3%? 1:1000 Cell Signaling 9205
VCAM-1 1:1000 Santa Cruz sc-13160
VE-cadherina 1:200 SantaCruz sc-9989
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Tabla 5 Lista de primers utilizados en PCR semi-cuantitativa y RT-qPCR.

Gen Secuencia Tm Tamaiio (pb)

ACTB s: 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 60,5 °C 234
a: 5’-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3’

CDKNIA s: 5’-CAGGTCCACATGGTCTTCCT-3’ 59,0 °C 172
a: 5’-GACACCACTGGAGGGTGACT-3’

CDKN2A s: 5’-GCGCTGCCCATCATCATG-3’ 59,0 °C 58
a: 5’-CCAACGCACCGAATAGTTACG-3’

CXCLS s: 5-TTTGCTTGAAGTTTCACTGG-3’ 54,0 °C 89
a: 5’-GTTTTTGAAGAGGGCTGAG-3’

ICAM1 5: 5’-GTGGCTTGTGTGTTCGGTTTCATG-3’ 63,0 °C 132
a: 5’-GGTAGCAGCCGCAGTCATAATGG-3’

IL6 s: 5’- GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC-3’ 60,0 °C 81
a: 5’- GGTACATCCTCGACGGCATCT-3’

PECAMI1 s: 5>-TAAAACGCGGTCCTGTTCCT-3’ 60,6 °C 171
a: 5’-GGGATCGTGAGGGTCAACTG-3’

TAGLN s: 5’-CACCTTCACCGGCTTGGA-3’ 60,4 °C 63
a: 5’-GGCGTGATTCTGAGCAAGCT-3’

VCAMI 5: 5’-CCTCATTCGTCACCTTCCCATTCAG-3* | 63,0°C 96
a: 5’-TCTCATTGACTTGCAGCACCACAG-3’

VWF s: 5’-GCACCATAAACGTTGACTTCCA-3’ 62,6 °C 95

: 5’>-GTCGAGCTGCACAGTGACATG-3’
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4.2. CULTIVO CELULAR
4.2.1. Cultivo de células HUVEC

Las células HUVEC se aislaron a partir de cordones umbilicales de pacientes sanos
siguiendo un protocolo previamente descrito (327,328), con algunas modificaciones. La
autorizacion para la extraccion y utilizacion se adjunta en el Anexo 1.

La vena umbilical se canul6 con una aguja roma y se lavd con tampon fosfato salino (PBS, del
inglés, Phosphate-Buffered Saline) para eliminar restos de sangre. A continuacion, se sello el
extremo inferior del cordon y se inyectd una solucion de tripsina-EDTA al 0,05 % v/v hasta
llenar completamente la vena. Se tapd la aguja, y se incub6 durante 10 minutos a 37 °C para
facilitar la digestion enzimatica.

Finalizada la digestion, se cortd el extremo inferior del cordén, y se recogio la suspension
celular en tubos conicos de 50 mL. Se neutraliz6 la tripsina afiadiendo un volumen equivalente
de medio EGM-2 y se centrifugd la suspension a 200 RCF durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Tras descartar el sobrenadante, se resuspendio el pellet celular en medio EGM-2 y se
sembrd en placas Petri previamente recubiertas con gelatina. Este cultivo primario se considerd
pase 0.

Los cultivos primarios se mantuvieron en un incubador a 37 °C en una atmésfera humidificada
con 5 % de CO,. Una vez alcanzado el 80 % de confluencia, las células se subcultivaron en una
proporcion 1:2, estableciendo asi el pase 1 de cada linea celular. A partir de ese momento, se
realizaron subcultivos de forma rutinaria al alcanzar 80-90 % de confluencia, sembrando
5 % 10° células por placa en cada pase. El cultivo se mantuvo hasta el agotamiento proliferativo
de las lineas celulares.

4.2.2. Disefo experimental

Para evaluar el efecto del tratamiento sobre la progresion de la senescencia replicativa en
cultivos primarios de células HUVEC, se obtuvieron lineas celulares independientes de diez
donantes sanos. A partir del pase 3, cada linea se dividio en dos condiciones experimentales: un
cultivo tratado con rapamicina (10 nM, 24 h/semana) y otro tratado con el vehiculo
dimetilsulféxido (DMSO) al 0,0001 %. En todos los casos, se evitd el tratamiento de los cultivos
al menos 48 horas antes de la realizacion de los experimentos. Los cultivos se mantuvieron
hasta el cese de la replicacion.

La duracion de los cultivos se cuantifico como el nivel de duplicaciones poblacionales (PDL,
del inglés Population Doubling Level) alcanzado hasta el cese de la proliferacion. En los pases
4, 10, 14 y 18 se analizaron marcadores de senescencia, proliferacion y ciclo celular, identidad
y funcidn endotelial, asi como estrés oxidativo y actividad secretora proinflamatoria (Figura 6).

Para evaluar el estado proliferativo de los cultivos en el momento de cada experimento, se
analiz6 el PDL en los pases 4, 10, 14 y 18 de cada cultivo, comparando los valores de PDL
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entre grupos en cada pase. El PDL en cada pase calculé como la suma de duplicaciones
poblacionales (PD, del inglés Population Doubling).

El ntimero de PD en cada pase del cultivo se calcul6 utilizando la siguiente formula:

logyo F; —logyo I;
' 0,301

donde F; representa el nimero de células recolectadas al final del pase i, e I; el nimero de células
sembradas al inicio de este, mientras que 0,301 es el logio(2). Para cada linea se estim6 un
porcentaje de adhesion del 80 % (329).

Tratamiento con rapamicina 10 nM, 24 h/semana

Anélisis pase 4 Andlisis pase 10 Andlisis pase 14 Andlisis pase 18

! T I I

l ‘ ! \

i Vehiculo
E Fin del
! — — — —  cultivo
P 2 '
ase s
Rapamicina
S~ .
f Fin del
—_ — .
5 - - cultivo

Figura 6 Esquema del diseiio experimental.

Cada linea de células HUVEC empleada se dividio en dos cultivos; uno de ellos tratado con rapamicina (10 nM, 24h/semana)
y otro control tratado con vehiculo (DMSO al 0,0001 %,). Los cultivos se mantuvieron hasta el cese de la replicacion. En los
pases 4, 10, 14 y 18 se evaluaron marcadores de senescencia celular, proliferacion y ciclo celular, identidad y funcion
endotelial, estrés oxidativo y SASP.

El MC se obtuvo a partir del cultivo rutinario de células HUVEC, tras la exposicion durante 48
horas a las células y en ausencia de fArmaco o vehiculo. Posteriormente, se centrifugd a 300
RCF durante 5 minutos para eliminar posibles restos celulares y se almaceno a -20 °C hasta su
uso.

4.2.3. Cultivo de células THP-1, MRC-5 y HUV-EC-C

La linea monocitica humana THP-1 se cultivd en frascos T75 en medio RPMI-1640
suplementado con 10 % de FBS, penicilina (100 pg/mL) y estreptomicina (100 Ul/mL). Los
cultivos se mantuvieron a 37 °C en una atmoésfera humidificada, con 5 % de COs.
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Las células se subcultivaron dos veces por semana mediante diluciéon en una proporcion 1:10.
Para la realizacion de los experimentos, los monocitos THP-1 se sembraron atendiendo a los
requerimientos especificos de cada técnica, seglin se describe en las secciones correspondientes,
y se incubaron durante 24 h con MC y medio RPMI completo en una proporcion 1:1.

La linea fibroblastica embrionaria humana MRC-5 se cultivé en placas Petri con medio DMEM
suplementado con 10% de FBS, penicilina (100 pg/mL) y estreptomicina (100 UI/mL),
manteniéndose en condiciones estandar de cultivo (37°C, 5% CO,). Las células se
subcultivaron una vez por semana en una proporcion 1:2.

Las células HUV-EC-C se cultivaron siguiendo el mismo protocolo empleado para las células
HUVEC primarias.

4.3.  WESTERN BLOT
4.3.1. Extraccion de proteinas

Las células HUVEC se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 10* células/cm?
y se mantuvieron hasta alcanzar la confluencia. Los monocitos THP-1 se sembraron en placas
de 6 pocillos a una densidad de 10° células/mL para un volumen final de 2 mL, y se incubaron
con MC segun lo descrito en el apartado 4.2.3.

Para la caracterizacion de las rutas relacionadas con mTOR y autofagia, se recogieron muestras
en tres tiempos: a las 24 horas de tratamiento (dia 1), 48 horas tras retirar el tratamiento (dia 3)
y 6 dias tras retirar el tratamiento (dia 7).

Para la extraccion de proteinas de células HUVEC, las monocapas confluentes se lavaron con
PBS frio sobre hielo y se lisaron con un tampo6n de lisis (Tabla 6).

Tabla 6 Componentes del tampon de lisis celular:

Reactivo Concentracién
Aprotinina (Sigma-Aldrich) 0,03 % v/v
EDTA (Sigma-Aldrich) 1 mM

NaCl (Sigma-Aldrich) 150 mM

NaF (Sigma-Aldrich) 50 mM
Na3zVO4 (Sigma-Aldrich) 1 mM

PMSF (Sigma-Aldrich) 1 mM

Tris-HCI (Sigma-Aldrich) 50 mM (pH 7,5)
Triton-X 100 (Sigma-Aldrich) 1 % v/v
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Para facilitar la lisis celular, el tapiz celular se desprendio utilizando la punta invertida de una
micropipeta y la muestra se homogeneiz6 mediante pipeteo. A continuacion, se centrifugé el
homogenado a 7.260 RCF durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante con las proteinas se
transfirio a un nuevo vial, descartando el pellet, y se conservo a -20 °C hasta su uso.

Para la extraccion de proteinas de los monocitos THP-1, cultivados en suspension, las células
se recogieron en tubos conicos y se centrifugaron a 200 RCF durante 5 minutos a 4 °C.
Posteriormente el pellet celular se lavo con PBS frio sobre hielo y se resuspendid en tampén de
lisis. La suspension se homogeneizo mediante agitacion en vortex para facilitar la lisis celular,
continuandose después con el mismo procedimiento descrito previamente para las HUVEC.

4.3.2. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind mediante el método de Bradford utilizando un
espectrofotometro BioMate™ 3 (Thermo Electron). Las lecturas de absorbancia (Ex = 595 nm)
se interpolaron con una curva de calibracion generada con BSA como patron.

4.3.3. Separacion por electroforesis en gel SDS-PAGE

Las proteinas se separaron por tamafio en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Se cargaron 10 ug de proteina por pocillo, y se llevo a cabo una electroforesis en dos
etapas:

1. Apilamiento: 30 minutos a 50 V para concentrar las proteinas en la parte superior del
gel.

2. Separacion: 75 minutos a 130 V para la resolucion por tamafio molecular.
4.3.4. Transferencia a membranas de PVDF, bloqueo e incubacion con anticuerpos

Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) utilizando un sistema semi-seco Hoefer® SemiPhor™ (Pharmacia
Biotech) a 38 mA durante 90 minutos.

Las membranas se bloquearon con una solucion de BSA al 5 % p/v en TBS-T 0,2 % durante 2
horas a temperatura ambiente para evitar uniones inespecificas. Posteriormente, se cortaron
segun el marcador de peso molecular y se incubaron durante la noche a 4 °C en agitacioén con
el anticuerpo primario correspondiente, preparado en la solucion de bloqueo.

Al dia siguiente, se recuperaron los anticuerpos primarios y se realizaron lavados de las
membranas con TBS-T 0,2 %. Posteriormente, cada membrana se incub6 con el anticuerpo
secundario durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido de lavados adicionales antes del
revelado.

Los anticuerpos empleados se detallan en la Tabla 4.
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4.3.5. Revelado y analisis densitométrico

Las membranas se secaron brevemente sobre papel de filtro y se incubaron durante 1
minuto con el sustrato quimioluminiscente Pierce™ ECL en oscuridad.

Posteriormente, se montaron en un casete de revelado Hypercassette™ (Amersham Life
Science) y se expusieron a peliculas fotograficas Super RX-N (Fujifilm). Tras la exposicion,
las peliculas se revelaron e incubaron secuencialmente con solucion de revelado y fijador
durante 1 minuto cada una. Finalmente, las imagenes obtenidas se digitalizaron mediante
escaneo y se analizaron densitométricamente utilizando el software ImageJ (NIH). Los
resultados se expresaron en unidades arbitrarias tras normalizacion por el control de carga
(GAPDH).

4.4. RT-PCRYRT-QPCR

Las células HUVEC, MRC-5 y HUV-EC-C se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad
de 10* células/cm? y se cultivaron hasta alcanzar la confluencia. Los monocitos THP-1 se
sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 10° células/mL para un volumen final de
2 mL, y se incubaron con MC segun lo descrito en el apartado 4.2.3.

4.4.1. Extraccion de ARN

Las monocapas celulares confluentes de HUVEC, MRC-5 y HUV-EC-C se lavaron con
PBS frio sobre hielo y se lisaron con 800 pL de reactivo NZYol. Las muestras homogeneizadas
se recogieron en un vial, donde se incubaron en NZYol durante 3 minutos a temperatura
ambiente. A continuacion, se afiadieron 160 pL de cloroformo (CHCl3), se mezclaron por
inversion y se dejaron reposar durante 3 minutos. Una vez separadas las fases, las muestras se
centrifugaron a 12.000 RCF durante 15 minutos a 4 °C.

Para el aislamiento del ARN, se recogi6 la fase acuosa en un nuevo vial y se anadieron 400 pL
de isopropanol. Las muestras se incubaron durante 15 minutos a -20 °C y se centrifugaron
nuevamente a 12.000 RCF durante 15 minutos a 4 °C.

Tras descartar el sobrenadante por decantacion, el pellet de ARN se lavo con 800 pL de etanol
75 % en agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se centrifug6 a 12.000 RCF durante 10
minutos a 4 °C. Este proceso de lavado se realizé dos veces.

Finalmente, se eliminé el etanol residual y se dejo secar el pellet al aire durante 10 minutos.
Una vez seco, el ARN purificado se resuspendio en 50 uL de H,O MilliQ estéril tratada con
DEPC y se cuantific6 mediante espectrofotometria NanoDrop (ThermoFisher). Las muestras
de ARN se conservaron a -20 °C hasta su uso.

Para la extraccion de ARN de los monocitos THP-1, cultivados en suspension, las células se
recogieron en tubos conicos, se centrifugaron a 200 RCF durante 5 minutos a 4 °C, y se lavaron
con PBS frio sobre hielo. El pellet celular se resuspendié en NZYol y se homogeneizé mediante
agitacion en vortex para facilitar la lisis. El resto del proceso se realizd de acuerdo con el
procedimiento descrito previamente para las HUVEC.
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4.4.2. Sintesis de ADNc

La sintesis de ADNc se llevo a cabo utilizando un kit de sintesis de primera cadena,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cada reaccion, se utilizaron 250 ng de ARN,
ajustando el volumen final a 16,5 uLL con H,O MilliQ estéril tratada con DEPC.

A cada muestra se afiadieron los reactivos del kit, incluyendo:

Enzima retrotranscriptasa MMLVRevertAid 200 U/uL
Hexameros aleatorios como cebadores 100 uM
Inhibidor de RNAsas 20 U/uL
Mezcla de ANTPs 10 mM
Tampon de reaccion

o Tris-HCI pH 8,3 250 mM

o KCI1250 mM

o MgCl; 20 mM

o DTT 50 mM

La mezcla de reaccion se sometié a las condiciones especificadas en la Tabla 7 en un
termociclador SureCycler 8800 (Agilent Technologies). El ADNc sintetizado se conservo a
-20 °C hasta su uso en los ensayos posteriores.

Tabla 7 Condiciones de sintesis de ADNc

Etapa Temperatura Tiempo
Incubacion inicial 25 °C 5 minutos
Elongacién 42 °C 60 minutos
Desnaturalizacion 70 °C 5 minutos

4.4.3. PCR semi-cuantitativa en gel de agarosa

Para la PCR semi-cuantitativa se empled el reactivo NZYTaq II 2% Green Master Mix. La
mezcla de reaccidon se prepard en hielo, con un volumen final de 9 pL por pocillo y una
concentracion final de primers de 400 nM. Los primers empleados se detallan en la Tabla 5.

Posteriormente, la mezcla se distribuy6 en una placa de 96 pocillos, afiadiendo 1 pL. de ADNc

sintetizado para alcanzar un volumen final de 10 pL por reaccion. La amplificacion se llevo a
cabo en un termociclador con las condiciones especificadas en la Tabla 8.
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Tabla 8 Condiciones para la PCR semi-cuantitativa

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 °C 5 minutos
30 ciclos

Desnaturalizacion 95 °C 30 segundos
Alineamiento 56 °C 30 segundos
Elongacién 72 °C 30 segundos
Elongacién final 72 °C 5 minutos

Los productos de amplificacion se separaron por electroforesis en gel de agarosa a una
concentracion de 1,5 %, con GreenSafe Premium, a 110 V durante 30 minutos. Posteriormente,
las bandas se visualizaron en un sistema de documentacion de geles Gel Doc XR+ (Bio-Rad).

4.4.4. RT-qPCR

Para la RT-qPCR se utiliz6 SYBR Green Master Mix. La mezcla de reaccion se prepard en
hielo y protegida de la luz, con un volumen final de 9 pL por pocillo y una concentracion final
de primers de 400 nM. Los primers empleados se detallan en la Tabla 5.

Una vez preparada, la mezcla se distribuy6 en una placa de 384 pocillos, realizando triplicados
técnicos para cada primer y muestra. A cada pocillo se afiadieron 1 pL de ADNc sintetizado, y
la placa se sell6 con papel autoadhesivo.

Las muestras se sometieron a las condiciones mostradas en la Figura 7 utilizando un
termociclador QuantStudio 5 (ThermoFisher).

Reaction Volume | 10.0 uL Heated Cover Temperature = 105.0 °C
Hold PCR Melt Curve
95°C 95°C 95°C 95°C
1.6°C/S
) 00:10:00 00:00:15 16°C/S 1.6°C/S 00:00:15 16°C/S 0.075.°C/S 00:00:15
1.6°C/S * =
60 °C 60°C (O]
50°C
00:01:00 00:01:00
1.6°C/S 00:02:00 o Q
40x Continuous

Figura 7 Condiciones para la RT-gPCR.
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El analisis cuantitativo se realizo considerando el ciclo umbral (Cr), definido como el ciclo de
amplificacion en el que la sefial de fluorescencia del SYBR Green se distingue de la
fluorescencia de fondo.

Los cambios en la expresion génica se calcularon mediante el método de cuantificacion relativa
(Rq, Relative quantification) utilizando la ecuacion 2742¢T y ACTB como gen de referencia:

ACr = Cy (gendiana) — Cr (gen de referencia)
AACr = ACr (tratamiento) — ACr (control)
Rq = 2-44¢r
4.5. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo se empled para el andlisis del ciclo celular, asi como para la determinacion
de la produccién de ERO y NO.

4.5.1. Analisis del ciclo celular

Para evaluar la distribucion del ciclo celular, se utiliz6 tincion con ioduro de propidio (IP)
seguida de andlisis por citometria de flujo. El IP se intercala en el ADN, emitiendo una
fluorescencia proporcional al contenido de ADN de cada célula, lo que permite discriminar las
poblaciones celulares correspondientes a las fases GO/G1, Sy G2/M (42).

Durante el subcultivo rutinario, se recogieron 10° células HUVEC por muestra. Tras dos lavados
con PBS, las células se fijaron en frio con una solucion de metanol/PBS (1:1) durante
30 minutos a 4 °C. A continuacion, se incubaron con una solucion de IP (0,1 mg/mL) y RNAsa
(200 U/mL) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

La fluorescencia se midi6 empleando un citometro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences) con
excitacion a 488 nm y emision a 585 +40 nm.

4.5.2. Produccion de ERO y NO

Para evaluar los niveles intracelulares de ERO se emple6 la sonda fluorescente H,DCFDA.
Esta sonda es permeable a la membrana plasmatica y se desacetila intracelularmente;
posteriormente, las ERO oxidan la sonda a 2',7'-diclorofluoresceina (DCF), que emite
fluorescencia proporcional a los niveles intracelulares de ERO.

Las células HUVEC se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 1 x 10* células/cm?
y se cultivaron hasta alcanzar la confluencia. Tras lavar las monocapas con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS, del inglés Phosphate-Buffered Saline), se incubaron durante 15
minutos a 37 °C y 5 % de CO; en oscuridad con una soluciéon de H,DCFDA 5 uM disuelta en
solucidn salina balanceada de Hank (HBSS, del inglés Hank's Balanced Salt Solution).

Tras la incubacion, se elimind la sonda y se lavaron las células con PBS. Las células se
desprendieron con tripsina- EDTA 0,05 %, se centrifugaron a 200 RCF durante 5 minutos y se
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resuspendieron en HBSS. La fluorescencia se midi6 en un citometro de flujo, con excitacion a
485 nm y emision a 525 nm. Los valores medios de fluorescencia se normalizaron con respecto
al valor medio del control.

Para los monocitos THP-1, el método se adaptd para cultivos en suspension, realizando los
lavados e incubacidn en tubos conicos, con centrifugaciones intermedias de 5 minutos a 200
RCF.

En paralelo, se determinaron los niveles intracelulares de NO utilizando la sonda DAF-FM
(2,5 uM), empleando el mismo protocolo descrito para H,DCFDA. La fluorescencia se analiz
en el mismo citdmetro y en las mismas condiciones.

4.6. ENSAYO DE PROLIFERACION CON MTT

Para evaluar la capacidad proliferativa de las células HUVEC, se realizaron curvas de
crecimiento utilizando el ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio
(MTT). En el interior de la célula, las enzimas oxidorreductasas mitocondriales reducen el MTT
a formazan, un compuesto insoluble que se acumula en forma de cristales. Bajo condiciones
adecuadas, la cantidad de formazan generado es proporcional al nimero de células viables
presentes (330).

Las células HUVEC se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 6.000 células/cm?.
Tras 4 horas de incubacion para permitir la adhesion, se anadio MTT (50 pg/mL) al medio y se
incub¢ durante 2 horas a 37 °C y 5 % CO,. A continuacion, se retird el medio y los cristales de
formazan precipitados se disolvieron con DMSO. La absorbancia se midi6 a 570 nm con un
lector de placas (FLUOstar OPTIMA BMG LABTECH).

El mismo procedimiento se repitié a las 24, 72 y 110 horas, y las lecturas se normalizaron
respecto al tiempo 0. Los resultados se expresaron como cociente respecto al tiempo 0.

4.7. ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA ASOCIADA A SENESCENCIA

La actividad SA-B-Gal se evalué mediante tincion colorimétrica siguiendo las instrucciones del
kit comercial proporcionadas por el fabricante. La B-galactosidasa es una enzima lisosomal
cuya actividad 6ptima se sitia en torno a pH 4; sin embargo, en las células senescentes se detecta
actividad en pH 6, lo que permite distinguirlas de las células quiescentes o postmitoticas (62).

Las células HUVEC se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 1,5 x 10*
células/cm?. Una vez alcanzado aproximadamente el 80 % de confluencia, se lavaron con PBS
y se fijaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras un nuevo lavado, se incubaron
con la solucion de tincion durante 16 horas a 37 °C.

Finalmente, las células se lavaron nuevamente con PBS y se incubaron durante 15 minutos con
Hoechst 33258 (200 ng/mL) para marcar los nucleos.
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Se adquirieron iméagenes de campo claro y fluorescencia (Ex: 352 nm / Em: 461 nm) de tres
campos aleatorios por pocillo, en tres pocillos por condicion, utilizando un microscopio
invertido Olympus 1X73.

Las células tefiidas de azul se consideraron positivas para actividad SA-B-Gal. El numero total
de nucleos y el nimero de células positivas se cuantificaron con el software ImageJ (NIH). Los
resultados se expresaron como porcentaje de células positivas.

4.8. INMUNOCITOQUIMICA

Las células HUVEC se sembraron sobre cubreobjetos de 12 mm de diametro previamente
tratados con gelatina y dispuestos en placas de 24 pocillos, a una densidad de 2 x 10*
células/cm?, y se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar la confluencia. Los fibroblastos MRC-
5 se sembraron en las mismas condiciones, y se emplearon a una confluencia aproximada del
60 %.

Las células se lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1 % v/v
durante 5 minutos.

Las monocapas se incubaron con BSA al 1 % p/v en PBS-T 0,5 % durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguida de una incubacion de 3 h con el anticuerpo primario correspondiente, diluido
en la solucion de bloqueo, y de 1 hora con el anticuerpo secundario diluido en PBS. Cuando el
anticuerpo primario estaba directamente conjugado, se omitio la incubacién con el anticuerpo
secundario.

Los anticuerpos empleados se detallan en la Tabla 4.

Finalmente, los ntcleos se tifieron con Hoechst 33258 y los cubreobjetos se montaron en
portaobjetos utilizando una mezcla de glicerol y PBS (9:1) como medio de montaje. Las
muestras se visualizaron en un microscopio Leica DM4 B equipado con sistema THUNDER, y
se tomaron imagenes representativas de las distintas condiciones experimentales.

4.9. ENSAYO DE MIGRACION MEDIANTE TECNICA DE RASPADO

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 1,5 x 10* células/cm? y se
mantuvieron en cultivo hasta alcanzar la confluencia.

El raspado se generd realizando una herida perpendicular a la monocapa con una punta de
micropipeta estéril. A continuacion, las células se lavaron con PBS para eliminar los restos
celulares y se repuso el medio de cultivo.

Se adquirieron imagenes en campo claro en los tiempos 0, 6, 12 y 24 horas tras generacion del
raspado, utilizando un microscopio invertido Olympus IX73. Para cada condicion experimental
se analizaron tres pocillos independientes por linea celular, registrando tres campos aleatorios
por pocillo.
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El area del raspado se cuantifico con el software ImageJ (NIH), y la capacidad de migracion se
expres6 como el area cubierta del raspado a lo largo del tiempo.

4.10. ENSAYO DE ANGIOGENESIS IN VITRO

La capacidad de las células HUVEC para formar estructuras capilares in vitro se evalud
mediante un ensayo de angiogénesis sobre una matriz de membrana basal Geltrex™, rica en
laminina y derivada de sarcoma murino Engelbreth-Holm-Swarm (EHS).

El ensayo se realizd siguiendo una técnica en capa fina descrita previamente (331). Se utilizaron
placas de 96 pocillos previamente atemperadas a 4 °C, donde se distribuyeron 2 uL de Geltrex
por pocillo. La matriz se incub6 durante 30 minutos a 37 °C, tras lo cual se sembraron las células
HUVEC a una densidad de 2,5 x 10* células/cm?.

Después de 16 horas de incubacion, se adquirieron imagenes en campo claro de los capilares
formados mediante un microscopio invertido Olympus IX73.

El andlisis se realizd6 de forma cualitativa, con el objetivo de confirmar la retencion de la
capacidad de formar estructuras capilares a lo largo del cultivo.

4.11. DETERMINACION DEL SASP MEDIANTE ARRAY DE MEMBRANA

La secrecion de citocinas en el MC de células HUVEC se evaludé mediante un array de
membrana comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las membranas se bloquearon durante 30 minutos a temperatura ambiente y, posteriormente,
se incubaron con las muestras durante la noche a 4 °C. A continuacion, se realizaron ciclos de
lavados e incubaciones con anticuerpos conjugados con biotina y estreptavidina conjugada con
peroxidasa.

Las senales se revelaron mediante quimioluminiscencia en pelicula fotografica y se
cuantificaron por densitometria utilizando el software ImageJ (NIH). La sefial de cada punto se
normalizé frente a la media de los controles positivos de cada membrana. Los resultados se
expresaron como unidades de densidad relativa.

4.12. ANALISIS ESTADISTICO Y REPRESENTACION DE LOS RESULTADOS

La representacion grafica y el tratamiento estadistico de los resultados se realizé con el
programa GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, EE. UU.).

El PDL méximo alcanzado por cada linea celular se utilizd para construir curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier. Para la construccion de las curvas, se considerd como evento
el agotamiento del cultivo, y como tiempo el PDL maximo. Para comparar entre si las curvas
obtenidas en las diferentes condiciones se utilizo la prueba de log-rank (Mantel-Cox). Los datos
incluyen 10 lineas celulares independientes por condicion (n = 10).

Salvo que se indique lo contrario, los resultados se muestran como la media + desviacién
estandar (SD, del inglés Standard Deviation) de entre 4 y 10 lineas celulares independientes. El
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analisis estadistico se realizo mediante un ANOVA de una o dos vias con el test de comparacion
multiple de Tukey, utilizando un intervalo de confianza del 95 % para la hipotesis nula.
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5- RESULTADOS







5. Resultados

5.1. EFECTOS DEL TRATAMIENTO SEMANAL CON RAPAMICINA SOBRE LA SENALIZACION
INTRACELULAR

5.1.1. Efecto de la rapamicina sobre las vias PI3K/AKT/mTOR, eNOS y MAPK

Con el fin de caracterizar el impacto del tratamiento semanal con rapamicina sobre las vias
de sefializacion intracelular relacionadas con mTOR en células HUVEC, se analizaron mediante
western blot los niveles de fosforilacion de S6K (diana directa de mTORC1), AKT1 en Ser473
(fosforilacion mediada por mTORC2), ERK1/2 y eNOS a las 24 horas de tratamiento (dia 1),
tras 48 horas (dia 3) y tras 6 dias (dia 7) de lavado del farmaco (Figura 8).

La fosforilacion de S6K en Thr389 se redujo aproximadamente un 50% en el dia 1 de
tratamiento con rapamicina. El grado de inhibicidn vari6 considerablemente entre las diferentes
lineas celulares. En el dia 3 de tratamiento, los niveles de fosforilacion se recuperaron
completamente, alcanzando valores comparables a los basales. En el dia 7 se observo una nueva
disminucion en la fosforilacion de S6K en Thr389, por debajo tanto de los niveles basales como
de los registrados en el dia 3 (Figura 8A).

En cuanto a la fosforilacion de AKT en Ser473, se observo un aumento de aproximadamente el
doble respecto al control en el dia 1 de tratamiento con rapamicina. Esta activacion fue
transitoria: los niveles de fosforilacion retornaron a valores basales en el dia 3 y se mantuvieron
estables hasta el dia 7. La cinética observada muestra un perfil inverso al de la fosforilacion de
S6K (Figura 8B).

La activacion de la via MAPK mostr6 una cinética parcialmente paralela a la de AKT. La
fosforilacion de ERK1/2 en Thr202/Tyr204 experimenté un aumento leve en el dia 1 de
tratamiento con rapamicina, y se mantuvo moderadamente elevada hasta el dia 3. En el dia 7,
los niveles de fosforilacién habian regresado a valores basales (Figura 8C).

Finalmente, no se observaron cambios significativos en los niveles de fosforilacion de eNOS
en Ser1177 a lo largo del experimento (Figura 8D).
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Figura 8 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre las rutas mTOR, PI3K/AKTI, MAPK y eNOS en células HUVEC.

Las células HUVEC fueron tratadas con rapamicina 10 nM durante 24 h y posteriormente mantenidas en cultivo sin farmaco

hasta completar la semana. Se evaluaron los efectos del tratamiento en los dias 1, 3y 7 tras la administracion, comparandolos
con un grupo control no tratado.

A. Ratio de pS6K™%%/S6K (ruta mTORC]I)

B. Ratio de pAKTIS*73/AKTI (ruta mTORC2)

C. Ratio de pERK1/27""?%/ERK1/2 (ruta MAPK)

D. Ratio de peNOSS"'77/eNOS (sintesis de NO)

Las proteinas se analizaron mediante western blot. Las cuantificaciones representan la densitometria relativa normalizada
respecto al control de cada experimento. Se muestran los blots representativos junto a las grdficas.

Analisis estadistico: ANOVA de una via con correccion de Tukey para comparaciones multiples.

Datos expresados como media + SD, n = 8 lineas celulares independientes.

* <0,05; ¥*p <0,01; *¥*p <0,001; ****p <0,0001.
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5.1.2. Efecto de la rapamicina sobre marcadores de autofagia

Con el objetivo de determinar si el tratamiento intermitente con rapamicina induce una
activacion sostenida de la autofagia en células HUVEC, se evaluaron mediante western blot los
niveles de Beclin-1, p62 y la lipidacion de LC3 (expresada como la ratio LC3-II/LC3-I) a las
24 horas del tratamiento (dia 1), asi como a las 48 horas (dia 3) y 6 dias (dia 7) tras la retirada
del farmaco.

No se detectaron diferencias significativas en la expresion de Beclin-1 ni de p62, ni en la ratio
LC3-II/T en ninguno de los puntos temporales analizados. Aunque se observo cierta variabilidad
interindividual entre lineas celulares, los valores promedio se mantuvieron estables en
comparacion con los controles tratados con vehiculo (Figura 9).
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Figura 9 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre marcadores de autofagia en células HUVEC.

Las células HUVEC fueron tratadas con rapamicina 10 nM durante 24 h y posteriormente mantenidas en cultivo sin farmaco
hasta completar la semana. Se evaluaron los efectos del tratamiento en los dias 1, 3 y 7 tras la administracion, comparandolos
con un grupo control no tratado.

A. Niveles de Beclina-1

B. Niveles de p62

C. Ratio de LC3-1I/LC3-1

Las proteinas se analizaron mediante western blot. Las cuantificaciones representan la densitometria relativa normalizada
respecto al control de cada experimento. Las bandas representativas se muestran debajo de cada grdfico, con su
correspondiente control de carga.

Analisis estadistico: ANOVA de una via con correccion de Tukey para comparaciones multiples.

Datos expresados como media + SD, n = 8 lineas celulares independientes.
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5.2. EFECTO DE LA RAPAMICINA EN LA DURACION DE LOS CULTIVOS DE CELULAS HUVEC

5.2.1. Efecto de la rapamicina en el PDL maximo alcanzado por las células HUVEC
en cultivo

Con el objetivo de evaluar el impacto del tratamiento semanal con rapamicina sobre la
duracion del cultivo, se realiz6 un analisis de supervivencia en funciéon del PDL maximo
alcanzado por cada linea celular.

El grupo tratado con rapamicina mostrd una prolongacion significativa en la capacidad
proliferativa del cultivo en comparacion con su control emparejado. El PDL mediano aumento
de 43 en el grupo control a 56 en el grupo tratado, lo que representa un incremento del 30 %.
El PDL maximo alcanzado fue de 49 en el grupo control y 62 en el grupo tratado con
rapamicina. El andlisis estadistico mediante test de log-rank revel6 diferencias significativas
entre ambos grupos (p = 0,0004) (Figura 10).
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Figura 10 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre los PDL mdximos de cultivos de células HUVEC.
Curva de supervivencia de cultivos de células HUVEC en funcion del PDL mdximo alcanzado. La mediana se situé en un PDL

de 43 en el grupo control y 56 en el grupo tratado. Los PDL mas altos fueron de 49 y 64, respectivamente.
Analisis estadistico: test de log-rank. Los datos corresponden a n=10 lineas celulares independientes. p=0,0004
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5.2.2. PDL acumulado en cada pase experimental

Complementando el analisis de la curva de supervivencia, se evalu6 el PDL en los pases 4,
10, 14 y 18, en los que se realizaron las distintas determinaciones funcionales y moleculares.

Tanto el grupo control como el tratado mostraron un aumento progresivo de los PDL a lo largo
de los subcultivos. El grupo tratado con rapamicina present6 un PDL significativamente mayor
en el pase 18 en comparacion con su control emparejado (48 frente a 43, p < 0,01). No se
detectaron diferencias significativas en los pases previos (Figura 11).
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Figura 11 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre los PDL de células HUVEC durante el cultivo.

PDL de los cultivos HUVEC control y tratados semanalmente con rapamicina (10 nM, 24h/semana) en los pases 4, 10, 14y
18.

Analisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Tukey para comparaciones multiples. Los datos se expresan como
media + SD, n = 10 lineas celulares independientes. **p < 0,01

83



5.3.  PROLIFERACION, CICLO CELULAR Y MARCADORES DE SENESCENCIA
5.3.1. Efecto de los pases y la rapamicina sobre la proliferacion

La capacidad proliferativa de las células HUVEC se evalué mediante un ensayo MTT en
los pases 4, 10, 14 y 18. En los pases 4 y 10, ambos grupos de cultivo mostraron una
proliferacion sostenida, sin diferencias significativas entre los controles y los tratados con
rapamicina (Figura 12A,B). No obstante, en los pases 14 y 18, las células control exhibieron
una reduccion progresiva de la proliferacion, mientras que el tratamiento con rapamicina
mantuvo niveles de proliferacion similares a los observados en pases previos. La diferencia
entre grupos fue mas pronunciada en el pase 18 (p < 0,001) (Figura 12C,D).
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Figura 12 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre la capacidad proliferativa de células HUVEC a lo largo del cultivo.

Curvas de crecimiento celular de HUVEC control y tratadas con rapamicina (10 nM, 24h/semana) evaluadas mediante ensayo
MTT en los pases 4 (4), 10 (B), 14 (C) y 18 (D). La proliferacion se expresa como cociente de absorbancia respecto al tiempo

0 para cada condicion.
Analisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Sidak para comparaciones multiples. Los datos se expresan como

media + SD, n = 10 lineas celulares independientes.
*n <0,05; **p <0,01; ¥***p <0,001.
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5.3.2. Impacto de los pases y la rapamicina en la distribucion del ciclo celular

La distribucion de las fases del ciclo celular se evalué mediante tincién con IP y andlisis
por citometria de flujo en los pases 4, 10, 14 y 18. Durante la mayor parte del periodo
experimental (pases 4, 10 y 14), no se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de
células en las fases G1, S y G2/M, tanto al comparar los cultivos control con los tratados con
rapamicina, como al analizar la progresion a lo largo de los pases (Figura 13A-F).

Sin embargo, en el pase 18 se observo un ligero, pero estadisticamente significativo aumento
en el porcentaje de células en fase G1 en el grupo tratado con rapamicina (p = 0,041). Este
incremento estuvo acompanado de una tendencia a la reduccién en la proporcion de células en
fase S (p = 0,079), aunque esta diferencia no alcanzo significacion estadistica (Figura 13G,H).

85



100 Pase 4 2.0K
A ® B e Control
S 804 Rapa 10 nM
— 5K =
.8 : E !
o 60 3
° b
K o L0Kk=
& 40 g
S g
2 20 — > ° g 500 =
& )
G1 S GZ 0 S,:)M IOIM 1SIM

Contenido de ADN

C 100 - Pase 10

O

1,5K =

80

1,0K =

500 =

Porcentaje de células
N H [=2]
o o o o
1 1 1 1
il
[ ]
Porcentaje de células

T T T T T
G1 s G2 0 2,0M 4,0M 6,0M 8,0M 1M

Contenido de ADN
100 Pase 14
E F
8
S 804 15K -
~8 é
o 60 E
R <] ) o
[ S 1,0K =
T 404 o g
c g
[} S
g 20 — & 500 —
o \
|
0 = o A J
G1 S Gz 0 S.IOM IOIM ISIM
Contenido de ADN
G 1009 4 Pase 18 H roc]
8
2 80 - ‘
‘8 & LSk
o 60 gp ¥ 3
T o
o °
T 40- J g M
= g
8 s
s 20 500 =
o v
0- , \
G1 S Gz 0I o 'S.(IJMI o '10IM' T IlSIM'

Figura 13 Efecto de los pases y del tratamiento con rapamicina sobre la distribucion del ciclo celular en cultivos de células
HUVEC.

A, C, E y G: Distribucion porcentual de células HUVEC en las fases GI, S y G2 del ciclo celular en los grupos control y
tratados con rapamicina (10 nM, 24h/semana), evaluada mediante tincion con IP y citometria de flujo en los pases 4 (4), 10
(C), 14 (E) y 18 (G).

B, D, F'y H: Histogramas representativos del contenido de ADN para cada grupo y pase.

Analisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Sidak para comparaciones miltiples. Los datos se expresan como
media £ SD, n = 10 lineas celulares independientes.

*»<0,05.
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5.3.3. Efecto de los pases y la rapamicina en la actividad de SA-B-Gal

La senescencia celular se evalué mediante la deteccion de la actividad SA-B-Gal a pH 6.
En el grupo control, la proporcion de células positivas para actividad SA-B-Gal aumentd
progresivamente a lo largo del cultivo, con un incremento evidente a partir del pase 10, que se
intensifico en los pases 14 y 18 (Figura 14), siguiendo un patron caracteristico de la entrada en
senescencia replicativa en cultivos celulares.

En contraste, los cultivos tratados con rapamicina mostraron una reduccion significativa en la
proporcion de células con actividad SA-B-Gal en los pases avanzados. Este efecto aument6
progresivamente desde el pase 10 hasta el pase 18, con diferencias estadisticamente
significativas en todos ellos (Figura 14).
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Figura 14 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre la actividad de f-galactosidasa asociada a senescencia en cultivos de
células HUVEC.

A. Porcentaje de células con actividad SA-f-Gal en cultivos HUVEC control y tratados con rapamicina (10 nM, 24 h/semana)
en los pases 4, 10, 14y 18.

B. Imadgenes representativas de la tincion con SA-f-Gal (izquierda) y con HOECHST 33258 (derecha), en ambos grupos y todos
los pases analizados.

Los valores se expresan como media + SD, n = 10 lineas celulares independientes.

Andlisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Siddk para comparaciones miiltiples.

*p <0,05; ***p <0,0001.

#H#H#H# p < 0,0001 (comparaciones entre pases dentro del grupo control).

Barras de escala: 100 um.
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5.3.4. Efecto de los pases y la rapamicina sobre los inhibidores de cinasas
dependientes de ciclina p16'™¥42 y p21Cirl

Para dilucidar el impacto de la rapamicina en los mecanismos moleculares subyacentes a
la senescencia replicativa de las células HUVEC, se analizaron los niveles de los inhibidores
del ciclo celular p16™&4a y p21¢P! en los pases 4, 10, 14 y 18.

En las células HUVEC control, los niveles proteicos de p16™&4a y p21¢iP! gumentaron de forma
dependiente del nimero de pases. Especificamente, el incremento de p21¢P! fue significativo
desde el pase 10, mientras que el aumento en p16™&4 golo alcanzo significacion estadistica en
el pase 18 (Figura 15A,B).

Se observo una marcada heterogeneidad en la induccion de p16™%42 a nivel proteico. En el pase
18, el cambio mediano en los niveles fue de aproximadamente 6 veces, sin embargo, el cambio
medio se situd cerca de 50 veces, con algunas lineas celulares individuales mostrando una
induccidn excepcional de hasta 256 veces respecto al control (Figura 15A). Esta dispersion en
la induccion de p16™K4 también se observo a nivel de ARNm (Figura 15C).

El tratamiento semanal con rapamicina mostrd una tendencia a reducir la acumulacion de
p16™K4a g nivel proteico en los pases 14y 18 (Figura 15A). Asimismo, se observé una reduccion
significativa en los niveles de ARNm de p16™K4 en el pase 18 (Figura 15C).

En contraste, la acumulacion de la proteina p21¢P! fue mas progresiva en los controles, y no se
apreciaron diferencias significativas en sus niveles proteicos tras el tratamiento con rapamicina
(Figura 15B). De manera consistente, la expresion del gen CDKN1A (que codifica p21¢P") no
se vio modificada a nivel de ARNm ni por los pases del cultivo ni por el tratamiento con
rapamicina (Figura 15D).
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Figura 15 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre la expresion de los inhibidores de cinasas dependientes de ciclina
pl6™K4ay p21€PT en células HUVEC.

Las células HUVEC fueron tratadas con rapamicina (10 nM, 24h/semana) o vehiculo, y analizadas en los pases 4, 10, 14y 18.
A. Cuantificacion densitométrica de p16™5* normalizada frente al control de carga y control de pase 4, junto con el blot
representativo.

B. Cuantificacioén densitométrica de p21°P" normalizada frente al control de carga y control de pase 4, junto con el blot
representativo.

C. Analisis de la expresion génica de CDKN2A4 mediante RT-qPCR.

D. Analisis de la expresion génica de CDKN1A mediante RT-qPCR.

Andlisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Siddk para comparaciones miiltiples.

Datos expresados como media + SD, n = 10 lineas celulares independientes.

**p <0,01.

#p < 0,05, ###p < 0,001, ##H#t#p < 0,0001. (comparaciones entre pases en ambos grupos).
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5.4. IDENTIDAD CELULAR Y FUNCION ENDOTELIAL
5.4.1. Confirmacion de la identidad endotelial por RT-PCR

Con el objetivo de confirmar la conservacion de la identidad fenotipica de las células
HUVEC durante el envejecimiento replicativo in vitro y evaluar el impacto del tratamiento con
rapamicina, se analizo la expresion génica de marcadores endoteliales en los pases 4, 10, 14y
18. Se evaluaron los marcadores de identidad endotelial molécula de adhesion plaquetaria y de
células endoteliales (PECAM1/CD31, del inglés Platalet and Endothelial Cell Adhesion
Molecule 1) y factor de von Willebrand (vVWF), asi como el marcador de diferenciacion
mesenquimal transgelina (TAGLN), utilizando el gen de B-actina (ACTB) como referencia para
la normalizacion.

Los resultados mostraron expresion de PECAM1 y vWF a lo largo de todos los pases
analizados, tanto en el grupo control como en el tratado con rapamicina. El tratamiento no
indujo alteraciones evidentes en la expresion de ninguno de estos marcadores clave de la
identidad endotelial (Figura 16).

Por el contrario, la expresion del marcador mesenquimal TAGLN se mantuvo constante en

niveles muy bajos, siendo inferior en todos los casos a la expresion detectada en lineas celulares
de referencia como HUV-EC-C y, especialmente, los fibroblastos MRC-5 (Figura 16).
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Figura 16 Andlisis de la identidad endotelial en cultivos de células HUVEC mediante RT-PCR semicuantitativa.

Se evaluo la expresion de genes marcadores del fenotipo endotelial en células HUVEC control y tratadas con rapamicina
(10 nM, 24h/semana) en los pases 4, 10, 14y 18. Se muestran cinco lineas celulares por condicion en cada pase.

Se amplificaron por RT-PCR los siguientes genes:

* ACTB (234 pb).

* TAGLN (63 pb).

* vIWF (95 pb) y PECAM1/CD31 (171 pb).
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5.4.2. Efecto de los pases y la rapamicina en la expresion proteica de VE-cadherina
y a-SMA

Para complementar los andlisis a nivel transcripcional y evaluar la identidad celular a nivel
proteico y morfologico, se investigd la expresion y localizacion de marcadores especificos
mediante inmunocitoquimica, en los pases 4, 10, 14 y 18. Se analizaron VE-cadherina (CD144),
una proteina clave de las uniones adherentes del endotelio, fundamental para el mantenimiento
de la integridad de la barrera endotelial, y a-actina de musculo liso (a-SMA), un biomarcador
distintivo de la diferenciaciéon mesenquimal y miofibroblastica.

Como controles de especificidad del anticuerpo y de la ausencia de transicion endotelio
mesénquima (EndMT, del inglés Endothelial to Mesenchymal Transition) en HUVEC, se
incluyeron fibroblastos MRC-5, conocidos por carecer de VE-cadherina y presentar una
expresion constitutiva de a-SMA.

Los resultados de VE-cadherina mostraron una clara expresion localizada en la membrana
plasmatica en todas las condiciones experimentales y pases analizados, con un patrén continuo
de unidén célula-célula que se mantuvo hasta el pase 14. En el pase 18 del grupo control, se
observé una ligera disminucion en la intensidad de fluorescencia y una incipiente
discontinuidad en el patron de unién de VE-cadherina. En contraste, las células tratadas
semanalmente con rapamicina mantuvieron una integridad significativamente mayor de las
uniones de VE-cadherina en este pase avanzado (Figura 17).

Por otro lado, la expresion de a-SMA fue indetectable en todas las condiciones y pases
analizados en los cultivos de HUVEC, tanto en el grupo control como tras el tratamiento con
rapamicina (Figura 18). En los fibroblastos MRC-5, se observd una intensa expresion de o-
SMA citoplasmatica, y la ausencia de expresion de VE-cadherina (Figura 19).
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Figura 17 Preservacion de la expresion de CD144 en células HUVEC tratadas con rapamicina a lo largo del cultivo.
Inmunocitoquimica de VE-cadherina (rojo) en células HUVEC control y tratadas semanalmente con rapamicina

(10 nM, 24h/semana) y analizadas en los pases 4, 10, 14y 18. Los nucleos (azul) se tifieron con Hoechst 33258. Las imdgenes
se capturaron mediante microscopia de fluorescencia a 20x.
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Figura 18 Ausencia de expresion de a-actina de musculo liso (a-SMA) en células HUVEC a lo largo del cultivo.
Inmunocitoquimica de o-SMA (verde) en células HUVEC control y tratadas semanalmente con rapamicina

(10 nM, 24h/semana) y analizadas en los pases 4, 10, 14y 18. Los nicleos (azul) se tifieron con Hoechst 33258. Las imagenes
se capturaron mediante microscopia de fluorescencia a 20x.
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DAPI VE-cadherina/a-S Combinado

Figura 19 Controles de especificidad para la inmunocitoquimica de VE-cadherina y a-SMA.

VE-cadherina

MRC-5

Inmunocitoquimica de a-SMA (verde) y VE-cadherina (vojo) en fibroblastos humanos MRC-5. Los nucleos (azul) se tifieron
con Hoechst 33258. Las imagenes se capturaron mediante microscopia de fluorescencia a 20x.

96



5.4.3. Efecto de los pases y la rapamicina sobre la capacidad de migracion

La capacidad migratoria de las células endoteliales, una funcion crucial para procesos
fisiologicos como la angiogénesis y la reparacion tisular, se evalué mediante un ensayo de
migracion mediante raspado, en los pases 4, 10, 14 y 18. El progreso del cierre del raspado se
cuantificé midiendo el area cubierta del raspado en diferentes puntos temporales predefinidos
(0 horas, 6 horas, 12 horas y 24 horas).

Los resultados obtenidos no revelaron diferencias significativas en la velocidad o extension del
cierre del raspado entre las diferentes condiciones experimentales (Figura 20).
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Figura 20 Efecto del tratamiento con rapamicina en la capacidad migratoria de células HUVEC en distintos pases de cultivo.

A-D. Area de migracion en unidades arbitrarias a las 0, 6, 12 y 24 horas tras la realizacion del raspado en monocapas
confluentes de células HUVEC control o tratadas con rapamicina (10 nM, 24h/semana), en los pases 4 (4), 10 (B), 14 (C) y 18
(D).

E. Imagenes representativas de los ensayos de migracion mediante técnica de raspado en las condiciones indicadas. Las lineas
negras delinean el borde del raspado en cada tiempo. Escala: 200 um.

Andlisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Sidak para comparaciones miiltiples. Los datos se expresan como
media = SD; n = 10 lineas celulares independientes.
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5.4.4. Efecto de los pases y la rapamicina sobre la formacion de estructuras
vasculares

La capacidad angiogénica de las células HUVEC se evalué mediante un ensayo de
formacion de redes sobre matriz extracelular Geltrex en los pases 4, 10, 14 y 18.

Durante los pases 4, 10 y 14, tanto las células de los grupos control como las tratadas,
mantuvieron consistentemente su capacidad para organizarse en estructuras tubulares
interconectadas, caracteristicas de una red capilar funcional. Sin embargo, en el pase 18, las
estructuras formadas por los cultivos control mostraron deficiencias evidentes y un incremento
en el nimero de células apoptoticas. En contraste, en este pase avanzado, las células tratadas
con rapamicina conservaron una mejor continuidad e integridad en la formacion de las redes
tubulares en comparacion con sus controles no tratados (Figura 21).

Pase 4 Pase 10 Pase 14 Pase 18

Control

Rapa 10nM

Figura 21 Efecto del tratamiento con rapamicina en la formacion de capilares in vitro por células HUVEC.
Imagenes representativas del ensayo de angiogénesis in vitro en gel de membrana basal (Geltrex) en células HUVEC control y

tratadas con rapamicina (10 nM, 24 h/semana) en los pases 4, 10, 14y 18.
Escala: 200 um.
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5.5. ESTRES OXIDATIVO Y SASP
5.5.1. Efecto de los pases y la rapamicina sobre los niveles de ERO y NO

Se analiz6 el equilibrio redox en células HUVEC para evaluar su alteracion durante la
senescencia replicativa y el impacto del tratamiento con rapamicina, en los pases 4, 10, 14y 18
del cultivo.

Se observo una tendencia al incremento de ERO a lo largo del cultivo, siendo estadisticamente
significativo solo en el pase 18. El tratamiento con rapamicina contrarresto significativamente
dicho incremento (Figura 22A).

La produccion de NO, por su parte, mostrd un incremento significativo a partir del pase 14,
sosteniendo los niveles elevados en el pase 18. En contraste, el tratamiento con rapamicina
redujo significativamente los niveles de NO desde pase 10, con una disminuciéon ain mas
marcada en los pases 14 y 18 (Figura 22B).

El cociente ERO/NO aumento significativamente en el pase 18, tanto en las células control
como en las tratadas con rapamicina (Figura 22C). A pesar de la modulacion individual de ERO
y NO por el tratamiento, no se observaron diferencias significativas en el cociente ERO/NO
entre los grupos control y tratados en ninguno de los pases analizados.
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Figura 22 Efecto del tratamiento con rapamicina en el equilibrio redox y en los niveles de NO en cultivos de células HUVEC.

A. Niveles relativos de ERO, medidos mediante la sonda H:DCFDA y citometria de flujo, en células HUVEC control o
tratadas con rapamicina (10 nM, 24h/semana), en los pases 4, 10, 14y 18.

B. Niveles relativos de NO, medidos mediante la sonda DAF-FM en las mismas condiciones.

C. Ratio ERO/NO, calculada como el cociente entre las sefiales normalizadas de H:DCFDA y DAF-FM para cada linea
celular.

Andlisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Siddk para comparaciones miltiples. Los datos se expresan como
media + desviacion estandar (SD), n = 10 lineas celulares independientes.

¥ <0,05; **p <0,01; ****p <0,0001.

#p <0,05; #tp <0,01; #Http <0,001; ### p < 0,0001 (comparaciones entre pases dentro del grupo control).
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5.5.2. Efecto de los pases y la rapamicina sobre la expresion de moléculas de adhesion

Se evalud la expresion de las moléculas de adhesion celular ICAM-1 y VCAM-1 en los
pases 4, 10, 14 y 18.

La expresion de ICAM-1 aument6 progresivamente con el avance de los pases de cultivo. Este
incremento fue significativo a nivel de ARNm en el pase 18 (Figura 23A) y a nivel proteico en

los pases 14 y 18 (Figura 23C). En ambos casos, el aumento de ICAM-1 fue significativamente
atenuado por el tratamiento con rapamicina.

En contraste, la expresion de VCAM-1 a nivel de ARNm se mantuvo constante a lo largo de
todos los pases analizados y no se vio afectada por el tratamiento con rapamicina (Figura 23B).

Los niveles proteicos de VCAM-1 no fueron detectables mediante western blot en ninguna de
las condiciones evaluadas.
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Figura 23 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre la expresion de moléculas de adhesion endotelial en cultivos de
células HUVEC.

A-B. Cuantificacion relativa (Rq) de la expresion génica de ICAM1 y VCAMI en células HUVEC control o tratadas con
rapamicina (10 nM, 24h/semana) en los pases 4, 10, 14y 18.

C. Niveles de proteina de ICAM-1 determinados mediante western blot.

Andlisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Siddk para comparaciones miiltiples. Los datos se expresan
como media + SD; n = 10 lineas celulares independientes.

*xp <0,01; ****p < 0,0001.

#p <0,05; #t#p <0,001 (comparaciones entre pases dentro del grupo control).
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5.5.3. Efecto de los pases y la rapamicina sobre la expresion de citocinas
proinflamatorias

Para complementar el andlisis del fenotipo proinflamatorio asociado a la senescencia
replicativa endotelial, se evaluaron los niveles de expresion génica (mediante RT-qPCR) de las
citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-8 en los pases 4, 10, 14y 18.

Los resultados mostraron una tendencia al alza en la expresion relativa de ambas citocinas a
partir del pase 14, siendo esta tendencia mas pronunciada en el caso de IL-8 (Figura 24). Estas

diferencias no alcanzaron la significacion estadistica en ninguno de los puntos temporales
analizados.

El tratamiento con rapamicina no produjo efectos significativos sobre la expresion de IL-6 ni
de IL-8 en ninguno de los pases de cultivo (Figura 24).
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Figura 24 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre la expresion génica de IL6 e IL8 en células HUVEC.

A-B. Cuantificacion relativa (Rq) de la expresion de IL6 e ILS mediante RT-gPCR en células HUVEC control o tratadas con
rapamicina (10 nM, 24h/semana), en los pases 4, 10, 14y 18.

Analisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccién de Siddk para comparaciones miiltiples. Los datos se expresan como
media £ SD; n = 10 lineas celulares independientes.
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5.5.4. Efecto de los pases y la rapamicina sobre el perfil de secrecion de citocinas

Para caracterizar la composicion del SASP en células HUVEC a lo largo de los cultivos y
evaluar la modulacion por el tratamiento con rapamicina, se analizaron los niveles de diversas
citocinas secretadas en el MC de células HUVEC control (pases 4 y 18) y tratadas con
rapamicina (pase 18).

El analisis mediante array de membrana reveld un incremento significativo en la secrecion de
varias citocinas proinflamatorias y quimiocinas en las células HUVEC control de pase 18 en
comparacion con las de pase 4. Especificamente, se observo una mayor expresion relativa de
las quimiocinas GROa (CXCL1), GROB (CXCL2), GROy (CXCL3), la citocina IL-6 y la
quimiocina MCP-3 (CCL7) (Figura 25).

El tratamiento con rapamicina mostré un efecto modulador complejo sobre la composicion del
SASP en el pase 18. Por un lado, se observo una atenuacion en la secrecion de MCP-3 en las
células tratadas con rapamicina en comparacion con las células control del mismo pase. En
contraste, el tratamiento exacerbo6 el aumento en los niveles secretados de GROa e IL-8, que
no alcanzaron la significacion estadistica en el grupo control de pase 18, pero si en el tratado
(Figura 25). Asimismo, el tratamiento mostrd una tendencia a agravar también el aumento en
la secrecion de GROa, B, v e IL-6 en el pase 18.

En el caso de MCP-1, el tratamiento con rapamicina indujo un aumento en su secrecion, no
observado en el control de pase 18.

No se detectaron cambios significativos en otras citocinas analizadas en el panel (Figura 25).
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Figura 25 Efecto del tratamiento con rapamicina sobre la secrecion de citocinas en cultivos de células HUVEC.

A. Niveles relativos de citocinas en los sobrenadantes de cultivo de células HUVEC control de pase 4 y 18, y tratadas con
rapamicina (10 nM, 24h/semana) de pase 18, analizados mediante un array de membrana tipo sandwich. Las senales se
cuantificaron densitométricamente, se normalizaron frente al control positivo de membrana y se expresaron en unidades de
densidad relativa.

B. Mapa de calor representando los niveles relativos de secrecion de citocinas para cada linea celular individual (n = 4) en
condiciones de control o tratamiento con rapamicina. Las intensidades se normalizaron frente al control positivo de membrana.
Analisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Tukey para comparaciones multiples. Los datos se expresan como
media + SD, n = 4 lineas celulares independientes.

*p < 0,05, **p <0,01; ***¥p <0,0001.

105



5.6. EFECTOS DEL SASP SOBRE MONOCITOS THP-1

5.6.1. Efecto del MC de células HUVEC sobre la produccion de ERO en monocitos
THP-1

Con el objetivo de investigar el impacto del SASP de las células HUVEC sobre células
inmunes circulantes, se evaluaron los niveles intracelulares de ERO en monocitos THP-1
tratados durante 24 horas con MC recolectado de cultivos de HUVEC en pases 4, 10, 14 y 18,
control y tratadas con rapamicina.

Los resultados mostraron que los niveles intracelulares de ERO en los monocitos THP-1 no se
vieron modificados tras la exposicion al MC de HUVEC, independientemente del pase o el
tratamiento de las células HUVEC (Figura 26).
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Figura 26 Efecto del MC de células HUVEC sobre la produccion de ERO en monocitos THP-1.

Cuantificacion de la fluorescencia relativa de la sonda H:DCFDA en monocitos THP-1 tras 24 horas de tratamiento con
MC procedente de células HUVEC control o tratadas con rapamicina (10 nM, 24h/semana), recogido en los pases 4, 10,
14y 18.

Andlisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Siddak para comparaciones miiltiples. Los datos se expresan
como media + SD; n = 5 CM de lineas celulares independientes.
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5.6.2. Efecto del MC de células HUVEC sobre la via de JAK2/STAT3 y la expresion
de moléculas de adhesion en monocitos THP-1

Se evalu6 el impacto del MC en la activacion de la via de senalizacion JAK2/STAT3 y la
expresion de moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1 en monocitos THP-1.

El MC procedente de células HUVEC de pases 14 y 18 provoc6 un aumento significativo en la
fosforilacion de STAT3 en Tyr705. Este efecto de activacion de STAT3 fue significativamente
menor cuando los monocitos se trataron con MC procedente de células HUVEC tratadas con
rapamicina en el pase 14, mientras que en el pase 18 solamente se observo una tendencia a la
reduccion (Figura 27A).

Paralelamente, se observd un aumento en los niveles proteicos de ICAM-1 en los monocitos
THP-1 tratados con MC de HUVEC control de pase 18, con una tendencia al aumento en el
pase 14. El MC de las células HUVEC tratadas con rapamicina no modifico los niveles de
ICAM-1 en los monocitos THP-1 respecto al control, aunque mostrd una tendencia a disminuir
en pase 14 (Figura 27B). Los niveles proteicos de VCAM-1 no fueron detectables mediante
western blot en los monocitos THP-1 bajo estas condiciones experimentales.

A nivel de ARNm, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion
de ICAM-1 ni VCAM-1 en los monocitos THP-1 tras el tratamiento con MC de células HUVEC
no tratadas. VCAM-1 mostré una tendencia al aumento con el MC de HUVEC de pase 18, sin
que el tratamiento con rapamicina en las HUVEC donantes alterara esta respuesta (Figura 27C).
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Figura 27 Activacion de monocitos THP-1 tras tratamiento con MC de células HUVEC.

A-B. Analisis por western blot de la fosforilacion de STAT3 y de los niveles de ICAM-1 en monocitos THP-1 tras 24 horas
de exposicion a MC procedente de células HUVEC control o tratadas con rapamicina (10 nM, 24h/semana), recogido en
los pases 4, 10, 14y 18.
C-D. Expresion génica relativa (Rq) de VCAM1 e ICAM1 en las mismas condiciones experimentales.

Analisis estadistico: ANOVA de dos vias con correccion de Siddk para comparaciones miiltiples. Los datos se expresan
como media + SD; n = 5 MC de lineas celulares independientes.
**p <0,01.
#p <0,05 (comparaciones entre pases dentro del grupo control).
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6- DISCUSION







6. Discusion

6.1. DISCUSION

El envejecimiento poblacional representa un desafio sociosanitario sin precedentes. El
deterioro funcional asociado a la edad incrementa los costes asistenciales y compromete la
sostenibilidad del sistema sanitario y de pensiones, al tiempo que prolonga los afios de vida con
morbilidad (332).

El aumento de la longevidad experimentado en las tltimas décadas no se ha traducido en un
incremento equivalente de la HALE, lo que resulta en un periodo prolongado de morbilidad y
dependencia. Ante esta realidad, la gerociencia emerge como un campo de estudio crucial,
proponiendo la intervencion sobre los mecanismos bioldgicos fundamentales del
envejecimiento para retrasar la aparicion simultanea de multiples patologias cronicas y mejorar
sustancialmente la calidad de vida en la vejez (32,44).

El entendimiento del envejecimiento como un proceso multifactorial impulsado por una serie
de claves interconectadas, desde la inestabilidad gendmica y la senescencia celular hasta la
disfuncion mitocondrial y la inflamacién cronica, ha revolucionado la investigaciéon en
gerociencia. Aunque no exentas de problemas, su valor heuristico y capacidad para guiar
intervenciones enfocadas a modular el envejecimiento es innegable (25,26).

Entre las intervenciones mas estudiadas y prometedoras se encuentran la RC, el ejercicio fisico,
los tratamientos enfocados en la senescencia celular, los activadores de AMPK como la
metformina y los inhibidores de mTOR como la rapamicina (34,35,39,41).

La rapamicina ha demostrado extender significativamente la longevidad y mejorar la salud en
numerosos organismos modelo, incluso ratones en etapas avanzadas de la vida (41,42). Ensayos
clinicos con analogos de rapamicina en humanos sugieren beneficios en la funcion inmune y
atenuacion de la inflamacion sistémica cronica (43,222,278).

En este trabajo se exploro el efecto del tratamiento intermitente con rapamicina (10 nM,
24h/semana) en la senescencia replicativa de células endoteliales humanas HUVEC. Para ello,
se disefid un protocolo experimental que permitié evaluar la duracién de los cultivos control y
tratados, asi como realizar una valoracion longitudinal de diversos marcadores de proliferacion
y ciclo celular, senescencia, identidad y funcidén endotelial, estrés oxidativo y expresion de
SASP.

La senescencia replicativa constituye un modelo clasico y bien caracterizado para el estudio de
la senescencia celular asociada al envejecimiento in vitro. Se basa en el fendémeno descrito por
Hayflick, segun el cual las células normales poseen un nimero limitado de divisiones antes de
entrar en un estado irreversible de detencion del ciclo celular (58,59). En el caso de las células
endoteliales humanas HUVEC, este modelo permite reproducir caracteristicas clave del
fenotipo senescente, como la detencion proliferativa, los cambios morfolédgicos, la disfuncién
mitocondrial y produccién de ERO, la acumulacién de marcadores como p21€P! y p16™K4a y
la secrecion del SASP, con implicaciones proinflamatorias y proaterogénicas (137,141,308).
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Por otra parte, el uso de HUVEC como modelo in vitro resulta pertinente para el estudio del
envejecimiento vascular, dado que el endotelio es uno de los primeros tejidos en mostrar signos
de deterioro funcional con la edad, contribuyendo a la progresion de enfermedades
cardiovasculares (134).

El potencial geroprotector de la rapamicina se atribuye a su capacidad para modular procesos
clave del envejecimiento, como la traduccion proteica, la autofagia, el metabolismo energético
y la respuesta al estrés (211-213). La via mTOR esta directamente implicada en la regulacion
de la senescencia celular, y su inhibicion ha demostrado prevenir o revertir parcialmente el
fenotipo senescente en diversos tipos celulares, incluidas las células endoteliales (125,333).

Aunque los efectos de la rapamicina sobre la senescencia celular estan bien documentados, el
impacto de pautas intermitentes, como las empleadas en usos fuera de prescripcion, no ha sido
suficientemente caracterizado, lo que justifica la necesidad de explorar dicho régimen. El uso
intermitente de rapamicina se plantea como una solucion a los efectos secundarios derivados
del uso cronico, atribuidos a la inhibicion de mTORC2 (224,260,334).

Por tanto, la combinacion del modelo de senescencia replicativa en HUVEC con un tratamiento
intermitente con rapamicina constituye un sistema experimental relevante para analizar la
interaccion entre senescencia endotelial y modulacion farmacolégica de mTOR, con
potenciales implicaciones traslacionales en la prevencion del envejecimiento vascular y las
enfermedades asociadas con este.

La concentracion seleccionada de rapamicina se corresponde con la concentracion promedio de
sir6limus administrada a pacientes durante la practica clinica (335), por lo que se trata de una
concentracion segura y bien tolerada.

6.1.1. Inhibicion de las vias de mTOR por el tratamiento intermitente con
rapamicina

En este trabajo, el tratamiento de las células HUVEC con rapamicina produjo una
inhibicion clara pero transitoria de la via mTORCI, tal y como refleja la disminucioén en la
fosforilacion de S6K en Thr389 (336). Esta inhibicion fue evidente en el dia 1, pero desaparecio
a las 48 horas de retirar el farmaco. La recuperacion de la fosforilacion de S6K a niveles basales
en el dia 3 indica que el efecto del tratamiento semanal no genera una inhibicion sostenida de
mTORCI en las condiciones ensayadas (Figura 8A).

Sin embargo, la disminucion de la fosforilacion de S6K en el dia 7 podria reflejar un cambio
estable en la homeostasis de la via mTORCI1 inducido por la exposicién interrumpida a
rapamicina, como se ha descrito en otros contextos celulares (309). Alternativamente, no puede
descartarse un efecto indirecto mediado por interacciones con otras rutas de sefalizacion.

En paralelo, se observo una activacion transitoria de mTORC2, medida por la fosforilacion de
AKTI1 en Ser473. Esta desinhibicion es coherente con la literatura previa que describe una
activacion de la via mTORC?2 tras la inhibicion selectiva de mTORC1, como mecanismo de
compensacion celular orientado a mantener la supervivencia y el equilibrio metabdlico
(338,339). La recuperacion de los niveles de pAKT1 a valores basales a partir del dia 3 sugiere
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que este fenomeno es limitado en el tiempo y podria formar parte de una respuesta aguda de
adaptacion (Figura 8B).

El papel de mTORC?2 en la longevidad no esta muy claro. Su inhibicidn cronica parece asociarse
con una alteracion en la homeostasis de la glucosa y lipidos, y podria representar un detrimento
para la esperanza de vida (202,214,340). Sin embargo, existe cierta evidencia de los posibles
beneficios de inhibir ambos complejos frente a la senescencia celular (341-343).

La activacion moderada y sostenida de ERK1/2 observada durante los tres primeros dias
refuerza la hipotesis de una intercomunicacion funcional entre la via MAPK y mTOR en
condiciones de estrés o inhibicion farmacologica. Este tipo de interacciones ha sido
documentado previamente en diversos contextos celulares y podria representar una via de
escape activada de forma transitoria para preservar funciones esenciales como la supervivencia
o la adaptacion al entorno (338). El retorno a niveles basales en el dia 7 indica que esta respuesta
también es reversible y dependiente del estimulo puntual (Figura 8C).

Por el contrario, la ausencia de cambios en la fosforilacion de eNOS en Ser1177 sugiere que el
tratamiento con rapamicina, en este esquema intermitente, no altera directamente la via de
sefializacion implicada en la producciéon de NO en HUVEC. Esto contrasta con estudios en
modelos in vivo y en células endoteliales in vitro, donde se ha descrito una modulacion negativa
de la actividad de eNOS por la inhibiciéon farmacologica de mTORC1 y mTORC2 por
rapamicina, asi como por el silenciamiento de diferentes unidades de los dos complejos
mediante siARN (344). El régimen de tratamiento empleado en este trabajo no produjo la
inhibiciéon de mTORC2 ni de eNOS, ni la modulacioén negativa de la produccion de NO (Figura
8D, Figura 22B).

El régimen intermitente de rapamicina parece inhibir de forma transitoria y especifica las vias
intracelulares de mMTORCI1, sin inducir alteraciones sostenidas ni inhibir mTORC?2 y otras vias
relacionadas. Este perfil podria tener relevancia desde un punto de vista terapéutico, al permitir
una modulacién periddica de mTORCI sin comprometer de forma persistente otras funciones
celulares criticas. Seria necesario determinar el papel de la activacion de mTORC2 y ERK1/2
en respuesta al tratamiento.

6.1.2. Inhibicion de mTOR y autofagia en el tratamiento intermitente con
rapamicina

Pese al conocido papel de mTOR como regulador negativo de la autofagia
(197,198,345,346), los resultados obtenidos no muestran una activacion sostenida de este
proceso en respuesta al tratamiento intermitente con rapamicina. El andlisis de los niveles de
Beclin-1, p62 y la ratio LC3-1I/LC3-I, tres marcadores ampliamente utilizados para monitorizar
la autofagia en estudios celulares, no revel6 cambios significativos en ninguno de los puntos
temporales analizados (Figura 9). Esta ausencia de respuesta sugiere que, al menos en las
condiciones experimentales empleadas, la inhibicion puntual de mTORC1 no se traduce en una
induccion mantenida del flujo autofagico en células HUVEC.

Estos hallazgos contrastan con estudios previos en modelos animales, o en cultivos de células
endoteliales, donde la rapamicina ha demostrado activar la autofagia de forma proporcional al
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tiempo de exposicion. Sin embargo, este efecto es dependiente, ademas del tiempo de
exposicion, del contexto celular, la dosis, y la dindmica basal de las células (198,220,347,348).
De hecho, diversos tipos celulares presentan una sensibilidad variable a la inhibicion de
mTORC?2 tras 24 horas de tratamiento con rapamicina. Por ejemplo, las células PC3 muestran
una elevada sensibilidad, mientras que las células A549 no presentan respuesta al tratamiento.
En ese mismo estudio, se describi6é una disminucion de la fosforilaciéon de AKT en Ser473 en
células HUVEC tras 24 horas de exposicion a 10 nM de rapamicina (349). Dado el papel de
mTORC?2 en la autofagia, esta diferencia con nuestro trabajo, donde se observo la induccion de
pAKT Ser473 en respuesta a la rapamicina, podria justificar, al menos en parte, la ausencia de
induccion de la autofagia (Figura 8 y Figura 9) (346,350). Se necesitarian mas estudios para
comprender la discrepancia observada en el efecto de la rapamicina sobre mTORC2.

Otra posibilidad es que la activacion de la autofagia se produzca de forma transitoria en una
ventana temporal mas breve, no captada por los puntos de muestreo seleccionados (351). El uso
de ensayos complementarios como el seguimiento de LC3 por inmunofluorescencia o el analisis
del flujo autofagico con inhibidores lisosomales podria aportar mayor resolucion en estudios
futuros (301).

6.1.3. Efecto antisenescente del tratamiento intermitente con rapamicina

Tradicionalmente, se ha propuesto que parte del efecto antisenescente de la rapamicina
podria deberse a la induccion de la autofagia, como mecanismo de eliminacion de componentes
dafiados y mantenimiento de la homeostasis celular (348,352). Sin embargo, en este estudio, la
falta de induccion observable en la expresion de los marcadores de autofagia sugiere que la
prolongacion de la vida replicativa detectada en los cultivos no parece estar mediada por una
activacion sostenida de la autofagia, al menos en términos de los marcadores analizados. Esto
apunta a otros mecanismos, como la modulacion del SASP, del estrés oxidativo, la modulacion
epigenética o la alteracion de rutas anabodlicas, como responsables del efecto antisenescente del
tratamiento intermitente con rapamicina en este modelo. La activacion transitoria de rutas
prosupervivencia celular, como PI3K/AKT y MEK/ERK, podria asimismo cumplir un papel
relevante (Figura 8B,C) (338,353,354).

El tratamiento intermitente con rapamicina tuvo un efecto funcional claro sobre la longevidad
replicativa de las HUVEC. El andlisis de supervivencia revel6 una prolongacion significativa
del cultivo en las células tratadas frente a sus controles emparejados (Figura 10). Este efecto
fue consistente y estadisticamente significativo, pero heterogéneo entre lineas celulares, lo que
sugiere que un régimen semanal de rapamicina es capaz de retrasar de manera efectiva, pero
desigual, la entrada en senescencia replicativa in vitro, posiblemente a través de mecanismos
independientes de una activacion sostenida de la autofagia.

Complementando este analisis, el seguimiento longitudinal del PDL en los pases
correspondientes a las distintas determinaciones funcionales revel6 que, aunque tanto el grupo
control como el tratado con rapamicina presentaron un incremento progresivo de los PDL, el
grupo tratado alcanz6 un PDL significativamente mayor en el pase 18 (Figura 11). Este
resultado sugiere una mayor capacidad proliferativa en el grupo tratado, consistente con una
menor acumulacion de células senescentes.
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No obstante, es importante considerar que, en este punto experimental (pase 18), el grupo
tratado presentaba un promedio de 5 PD adicionales respecto a los controles, lo que podria
impactar en ciertos marcadores analizados.

La evaluacion de la capacidad proliferativa mediante el ensayo MTT mostr6 que el tratamiento
intermitente con rapamicina preserva la actividad proliferativa de las células HUVEC en
estadios avanzados del cultivo. En los pases iniciales (pase 4 y 10), ambos grupos presentaron
tasas de proliferacion comparables, lo que indica que la administracion de rapamicina no altera
la dindmica basal del crecimiento celular (Figura 12AB). Este hallazgo concuerda con la
ausencia de diferencias significativas en el PDL en las fases tempranas del cultivo, e indica que
el tratamiento con rapamicina no reduce la proliferacion celular.

La inhibiciéon moderada y transitoria de mTORCI1 (en torno al 50 % frente a la diana S6K), y
la activacion consecuente de mTORC?2 y ERK (Figura 8 A- C) sugieren un efecto contenido de
la rapamicina en las condiciones ensayadas que permite mantener la capacidad proliferativa de
las células tratadas. En trabajos previos realizados con células HUVEC y ARPE-19,
concentraciones mas elevadas de rapamicina (100 ng/mL, equivalente a aproximadamente
110 nM) y/o durante un periodo mas prolongado (24-72 h) inducen un bloqueo de la ruta
mTORC1/S6K y la detencion de la proliferacion (324,355).

A medida que las células se aproximaron al limite replicativo, se observé una divergencia clara
entre los grupos experimentales. En los pases 14 y 18, los controles mostraron una reduccioén
progresiva de la proliferacion, mientras que el grupo tratado con rapamicina mantuvo niveles
significativamente mas elevados, con una diferencia particularmente marcada en pase 18
(p <£0,001) (Figura 12C,D). Este patron refuerza el efecto protector acumulativo del tratamiento
que se hace evidente en pases avanzados, en coherencia con los datos de PDL y con la
prolongacion de la longevidad replicativa observada en el anélisis de supervivencia (Figura 10
y Figura 11).

La conservacion de la capacidad proliferativa en fases tardias del cultivo refuerza la hipotesis
de que la rapamicina ejerce una funcion moduladora sobre procesos implicados en el
establecimiento de la senescencia replicativa, mas que un efecto estimulante directo sobre la
proliferacion en condiciones basales.

Es importante tener en cuenta la diferencia acumulada en el nimero de PDL en el pase 18, ya
que el grupo tratado conserva la capacidad proliferativa a pesar de haber pasado, de media, por
5 PD mas que el grupo control (Figura 11).

El andlisis de la distribucion del ciclo celular permitié caracterizar de manera mas precisa el
impacto del tratamiento intermitente con rapamicina sobre la dindmica proliferativa de las
HUVEC a lo largo del cultivo. Durante la mayor parte del periodo experimental (pases 4, 10 y
14), no se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de células en fase S ni en fase
G2/M, tanto en la comparacion entre grupos como en la progresion de los pases. Este hallazgo
indica que la rapamicina, en el esquema de administracion utilizado, no altera de forma
sustancial la fase de sintesis de ADN ni la capacidad global de division celular en fases
intermedias (Figura 13).
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En el pase 18 se observd un incremento ligero, pero estadisticamente significativo, en el
porcentaje de células en fase G1 en el grupo tratado con rapamicina, acompanado de una
tendencia a la reduccion de la fase S (Figura 13). Sin embargo, este cambio no se correspondid
con una disminucion de la proliferacion medida mediante el ensayo MTT, donde los cultivos
tratados mantuvieron niveles significativamente mas elevados de actividad metabolica y
proliferativa respecto a los controles (Figura 12).

La senescencia replicativa en células HUVEC esté relacionada de manera consistente con la
acumulacion de poliploidias y otro tipo de alteraciones nucleares, lo que hace dificil la
interpretacion de los perfiles de ciclo celular evaluados mediante el contenido en ADN (65,356).
En este caso, el tratamiento con rapamicina podria producir un descenso del nimero de células
senescentes binucleadas o con microntcleos que podria distorsionar la cuantificacion del ADN
(Figura 13). Se requieren estudios adicionales de la estructura nuclear para comprender mejor
la distribucion del ciclo celular en esta fase del cultivo.

En conjunto, estos resultados indican que el tratamiento intermitente con rapamicina no provoca
una detencion sostenida del ciclo celular en fases tempranas ni avanzadas, sino que induce un
perfil discreto de redistribucion hacia G1 en fases avanzadas, que coexiste con una proliferacion
mantenida. Este fendémeno sugiere que la prolongacion de la longevidad replicativa puede
producirse sin un descenso neto de la capacidad proliferativa global.

La evaluacion de la actividad SA-B-Gal proporciond informacioén adicional sobre el impacto
del tratamiento intermitente con rapamicina en la acumulacion de células senescentes durante
el cultivo prolongado. En los grupos control, la proporcion de células con actividad SA-B-Gal
aumentd progresivamente con los pases, en linea con el patron caracteristico de entrada en
senescencia replicativa descrito en cultivos de células endoteliales humanas (56,65,307). Este
incremento progresivo es consistente con el agotamiento de los cultivos (Figura 10) y la
reduccion de la capacidad proliferativa observada en pases avanzados (Figura 12).

En contraste, los cultivos tratados semanalmente con rapamicina mostraron una reduccion
significativa en la proporcion de células con actividad SA-B-Gal frente a sus respectivos
controles. Este efecto se hizo evidente a partir del pase 10 y fue aumentando de magnitud hasta
el pase 18 (Figura 14).

Estos hallazgos refuerzan la hipétesis de que la administracion intermitente de rapamicina
mitiga la acumulacion progresiva de células senescentes en cultivos prolongados. La menor
proporcion de células con actividad SA-B-Gal es coherente con el mantenimiento de la
capacidad proliferativa y con el aumento en el PDL observado en los experimentos previos.
Este perfil sugiere que la rapamicina actua, al menos en parte, modulando los procesos de estrés
celular que conducen al establecimiento de la senescencia replicativa. La autofagia no parece
ser uno de los procesos subyacentes modulados por el tratamiento, como se ha mencionado
anteriormente.

La actividad SA-B-Gal no es exclusiva de células senescentes y puede estar influida por otros
estados celulares como la confluencia prolongada o determinadas respuestas al estrés (357). Sin
embargo, el descenso sostenido de las células con actividad SA-B-Gal respecto a sus controles
emparejados, unido al mantenimiento de la proliferacion y la prolongacion de la longevidad
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replicativa, refuerza la hipdtesis de que la rapamicina ejerce un efecto protector frente a la
senescencia replicativa endotelial in vitro.

El andlisis de los inhibidores del ciclo celular p16™&42 y p21¢P! permiti6 profundizar en los
mecanismos moleculares subyacentes a la senescencia replicativa de las células HUVEC y
evaluar como son modulados por la rapamicina. En los cultivos control, ambos marcadores
mostraron un aumento dependiente del nimero de pases, confirmando su valor como
indicadores del agotamiento replicativo progresivo. No obstante, la cinética de induccion fue
diferente: p21¢P! aumentd de manera mAas temprana y progresiva, con incrementos
significativos desde el pase 10, mientras que p16™¥4? alcanzo niveles elevados mas tarde, con
significacion estadistica unicamente en el pase 18 (Figura 15). Este patron escalonado es
congruente con estudios previos que describen a p21¢P! como un mediador temprano de la
detencion proliferativa transitoria, mientras que pl16™X4 ge asocia a la consolidacion de un
estado senescente mas estable e irreversible (358).

Un hallazgo relevante fue la marcada heterogeneidad interindividual en la induccion de p16™K42
anivel proteico. Mientras que el incremento mediano en el pase 18 fue de unas 6 veces respecto
al pase inicial, el cambio medio ascendi6 a aproximadamente 50 veces, con algunas lineas
celulares mostrando inducciones de hasta 256 veces. Esta dispersion es consistente con los
niveles de ARNm, lo que sugiere que parte de la variabilidad refleja diferencias intrinsecas en
la proximidad al limite replicativo y la capacidad de activar este programa senescente.

Del mismo modo, esta dispersion también se observa en los PDL alcanzados por cada linea
celular independiente, y la variabilidad en la extension de la duraciéon de los cultivos con el
tratamiento (Figura 10).

Este grado de heterogeneidad entre lineas celulares genéticamente distintas podria tener
implicaciones relevantes si se traslada a un contexto clinico, con mayor variabilidad ambiental
sumandose a la variabilidad genética (359).

El tratamiento intermitente con rapamicina mostr6 un efecto consistente sobre la modulacion
de p16™%42 con una tendencia a reducir su acumulacion proteica en los pases 14 y 18 y una
disminucion significativa de su ARNm en el pase 18 (Figura 15A,C). Este patron indica que
rapamicina atenta la activacion de la via p16™%4, posiblemente contribuyendo a retrasar la
consolidacion del fenotipo senescente avanzado. Este hallazgo resulta coherente con el
mantenimiento de la capacidad proliferativa y la menor proporcion de células SA-B-Gal
positivas observados en los experimentos previos, pero contrasta con el mayor porcentaje de
células en la fase G1 del ciclo celular observado en el grupo tratado (Figura 13), ya que la
actividad de p16™X* se asocia con el arresto del ciclo en dicha fase (360). Seran necesarios
estudios adicionales para comprender esta redistribucion del ciclo celular observada en el grupo
tratado.

En contraste, la acumulacion de p21°¢P! fue mas moderada y no se vio significativamente
modificada por el tratamiento, ni a nivel proteico ni transcripcional (Figura 15B,D). El
incremento en los niveles de proteina no se corresponde con el incremento del ARNm de
p21©P! lo que sugiere la existencia de mecanismos de regulacién postranscripcional o
proteostatica. Este fendmeno es consistente con estudios que describen una regulacion compleja
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de p21°Pr! a través de la modulacion de la estabilidad de la proteina y de la actividad de proteasas
especificas en situaciones de estrés replicativo o senescencia (361). El hecho de que la
rapamicina no alterase de manera significativa esta via sugiere que su accion antisenescente se
centra en la modulacion de p16™%4 y no de p21¢iv!,

El aparente efecto selectivo de la rapamicina sobre los reguladores del ciclo celular, mitigando
preferentemente la activacion tardia y mas estable de la via p16™K4 sin alterar sustancialmente
la via p21©P!, podria explicar por qué el tratamiento prolonga la capacidad replicativa sin
inducir un bloqueo proliferativo sostenido ni una desdiferenciacion celular, contribuyendo al
mantenimiento de un equilibrio funcional en fases avanzadas del cultivo. Hallazgos previos que
describen el papel de S6K como inductor de la expresion de pl16™K4 en fibroblastos
embrionarios de raton (MEFs, del inglés Mouse Embrionic Fibroblast) respaldan esta hipdtesis
(362).

6.1.4. Conservacion de la identidad y funcion endotelial

La evaluacion integrada de marcadores de identidad, caracteristicas morfologicas y
funciones especificas permitid analizar de manera detallada si el tratamiento intermitente con
rapamicina compromete el fenotipo endotelial o induce cambios que pudieran interpretarse
como una EndMT.

Los marcadores endoteliales empleados son proteinas expresadas en células endoteliales, pero
no mesenquimales, y cumplen importantes funciones como el mantenimiento de la barrera
endotelial (PECAM-1 y VE-cadherina), migracion celular (PECAM-1) y coagulacién (VWF)
(363-365). Por otro lado, tanto TAGNL como a-SMA son componentes del citoesqueleto
ausentes en células endoteliales, y se usan frecuentemente como marcadores de EndMT
(366,367). Las lineas comerciales HUV-EC-C y MRC-5 se emplearon como control positivo y
negativo de identidad endotelial.

El andlisis transcripcional de PECAM1 (CD31) y vWF mostré expresion de ambos en todos los
pases y condiciones experimentales. En paralelo, la ausencia de expresion significativa de
TAGLN, tanto en los grupos control como tratados, confirma la ausencia de un fenotipo
mesenquimal a nivel de ARNm (Figura 16). Estos resultados indican que la identidad molecular
endotelial se preserva durante la senescencia replicativa in vitro y no se ve afectada por la
exposicion intermitente a rapamicina.

A nivel proteico, el patron continuo de VE-cadherina en la membrana plasmatica confirm¢ la
conservacion de las uniones célula-célula. La ligera desorganizacion y disminucion de la
intensidad observada en el pase 18 de los controles, hallazgo consistente con la disrupcion de
la barrera endotelial en senescencia (130), fue mitigada en los cultivos tratados con rapamicina,
lo que sugiere un efecto protector sobre la integridad estructural de las uniones adherentes
(Figura 17). La ausencia de expresion detectable de a-SMA en todas las condiciones (Figura
18), en contraste con la sefial intensa en los fibroblastos MRC-5, refuerza la ausencia de EndMT
(Figura 19). En conjunto, estos datos confirman que el tratamiento no solo mantiene la identidad
fenotipica, sino que contribuye a preservar aspectos estructurales clave de la funcionalidad
endotelial.
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La evaluacion de funciones especificas reforzé esta interpretacion. Dicha evaluacion es clave,
dado el papel de mTOR tanto en la proliferacion y migracion celular necesarias para el cierre
de heridas, como en la formacion de nuevos vasos. Ademas, ambas funciones resultan alteradas
durante la senescencia endotelial (134,321,355).

La capacidad migratoria, medida mediante el ensayo de migraciéon mediante raspado, se
mantuvo estable a lo largo de los pases y no se vio afectada por el envejecimiento replicativo
ni por el tratamiento con rapamicina (Figura 20). Este hallazgo indica que el tratamiento
intermitente con rapamicina no compromete una funcion esencial como la migracion.

Por ultimo, el ensayo de formacion de redes capilares evidencid que el potencial angiogénico
de las HUVEC se conserva de manera notable durante la mayor parte del cultivo. Aunque en el
pase 18 los controles mostraron deterioro en la organizacion tubular y un aumento de células
apoptoticas, las células tratadas con rapamicina conservaron en mayor medida la continuidad e
integridad de las estructuras capilares (Figura 21). Este efecto protector frente al deterioro
funcional avanzado es coherente con el retraso de la senescencia observado a nivel proliferativo
y molecular.

La conservacion en la identidad y funcion endoteliales observadas en este estudio contrasta con
algunos trabajos previos, en los que se reporta el impacto del tratamiento con rapamicina en la
induccion de EndMT, posiblemente a través del receptor del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B, del inglés Transforming Growth Factor-f) (348,366). Aunque la
concentracion de rapamicina utilizada en estos estudios es la misma que la empleada en el
presente trabajo, existen diferencias en las condiciones experimentales, como la reduccion del
porcentaje de FBS en el medio de cultivo, asi como un tiempo de tratamiento mas prolongado,
de 96 horas. Las implicaciones de estas variaciones sobre la EndMT no estan del todo claras,
especialmente considerando que, en uno de esos estudios no se observo un descenso en la
expresion de VE-cadherina ni de PECAM-1 (366).

También se ha descrito un efecto protector de la rapamicina frente a EndMT (368), por lo que
seria necesario profundizar en los mecanismos moleculares y el régimen de tratamiento para
aclarar esta discrepancia.

En cuanto a la migraciéon y angiogénesis, se ha reportado el impacto del tratamiento con
rapamicina en la inhibicién de ambos procesos (369), resultados que podrian estar mediados
por la inhibicion mTORC?2. En el presente trabajo, el tratamiento con rapamicina parece
potenciar la actividad de mTORC?2, al menos frente a su diana AKT (Figura 8B). La inhibicion
parcial de mTORC]1 y la ausencia de inhibicion de mMTORC2 observadas aqui podrian justificar,
al menos en parte, esta discordancia (337,338).

6.1.5. Efecto del numero de pases y del tratamiento con rapamicina sobre el
equilibrio redox y el SASP

El analisis del equilibrio redox permitié caracterizar los cambios asociados a la senescencia
replicativa en las células HUVEC y valorar el impacto de la rapamicina sobre este proceso.
Como cabia esperar, las células control mostraron un incremento significativo de ERO en el
pase 18, reflejando el establecimiento de un estado prooxidante caracteristico de la senescencia
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celular (370). En los pases 10 y 14 ya se aprecia una tendencia en la misma direccion (Figura
22A). Este aumento de ERO coincide temporalmente con la reducciéon de la capacidad
proliferativa, la acumulacidén de marcadores de senescencia y la disrupcion parcial de la barrera
endotelial, lo que respalda su relevancia fisiopatoldgica en este modelo.

El tratamiento intermitente con rapamicina atenué de manera significativa la acumulacion de
ERO en el pase 18, sugiriendo un efecto protector frente al estrés oxidativo en estadios
avanzados del cultivo. Este hallazgo es coherente con estudios previos que describen la
capacidad de la rapamicina para reducir el estrés oxidativo en diversos modelos celulares y
animales (371). No obstante, la magnitud de esta reduccion fue parcial, sin normalizar
completamente los niveles de ERO respecto a los estadios tempranos (Figura 22A).

En paralelo, se observo un incremento progresivo en la produccion de NO, significativo en los
pases 14 y 18 de las células control. Este aumento podria representar un mecanismo
compensatorio destinado a contrarrestar el estrés oxidativo y preservar la funcion endotelial, o
bien reflejar la activacion de vias proinflamatorias y prosenescentes vinculadas a la disfuncion
endotelial (320). El tratamiento con rapamicina redujo significativamente los niveles de NO en
los pases 10, 14 y 18 (Figura 22B). Aunque este hallazgo podria interpretarse como una
normalizacion de la sobreproduccion de NO, interpretacion reforzada por la ausencia de efecto
del tratamiento sobre la ruta de eNOS en condiciones basales (Figura 8D), también plantea
interrogantes sobre su posible repercusion funcional, dado que el NO desempeiia un papel
relevante en la homeostasis vascular (121).

El cociente ERO/NO, considerado un indicador més integrado del balance redox y del estrés
oxidativo relativo, aumento significativamente en ambos grupos en el pase 18. La ausencia de
diferencias significativas en este cociente entre los grupos tratados y control sugiere que el
efecto neto del tratamiento con rapamicina sobre el equilibrio redox relativo es limitado, y que
la reduccion en la produccion de NO observada en los grupos tratados podria ser una respuesta
fisiologica a la reduccion en la produccion de ERO, sin que la rapamicina altere dicho equilibrio
(Figura 22C). Este hallazgo indica que la rapamicina no revierte completamente el cambio
prooxidante asociado a la senescencia replicativa, y que otros mecanismos, como la alteracion
mitocondrial o el declive en los sistemas antioxidantes, pueden contribuir a este desequilibrio
de manera independiente (30,83,142).

La reduccién en la produccion de ERO podria ser uno de los mecanismos clave en la eficacia
del tratamiento con rapamicina, reduciendo el estrés replicativo y preservando la capacidad
proliferativa y funcionalidad endotelial (372). La aparente ausencia de efectos sobre la
autofagia refuerza la relevancia potencial de este mecanismo.

El conjunto de resultados obtenidos sobre moléculas de adhesion y citocinas proinflamatorias
permite caracterizar con mayor detalle la evolucion del fenotipo proinflamatorio asociado a la
senescencia replicativa en HUVEC y valorar la capacidad de la rapamicina para modularla.

La expresion de ICAM-1 mostré un aumento progresivo dependiente del pase de cultivo, con
incrementos significativos tanto a nivel proteico como de ARNm en los estadios avanzados
(pases 14 y 18). Este patron es consistente con la consolidacion de un fenotipo senescente
asociado a una mayor capacidad de adhesion leucocitaria y a un microambiente proinflamatorio
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cronico (137). La rapamicina atenu6 significativamente la sobreexpresion de ICAM-1 en estos
pases. En cambio, VCAM-1 no mostrd cambios relevantes en ninguna condicion (Figura 23),
confirmando su escasa implicacion en este modelo (65,141), si bien algunos estudios previos
describen un aumento de la expresion durante la senescencia replicativa de células HUVEC
(373).

La reduccion en la expresion de ICAM-1 en los cultivos tratados con rapamicina podria estar
directamente relacionada con la menor acumulacion de células senescentes en estos grupos, tal
y como se ha observado en experimentos previos (SA-B-Gal, p16™N%4 Figura 14 y Figura 15)
(65). Por lo tanto, la rapamicina podria mitigar indirectamente el estado proinflamatorio
asociado al envejecimiento del endotelio al reducir el nimero de células senescentes, que son
las principales productoras de ICAM-1. La magnitud de este resultado adquiere mayor
relevancia si se tiene en cuenta que, en el pase 18, los grupos tratados con rapamicina contaban
con 5 PD mas en términos promedio (Figura 11).

Por su parte, el andlisis de los niveles de ARNm de IL-6 e IL-8 mostr6 una tendencia ascendente
a lo largo de los cultivos, especialmente en el caso de IL-8, si bien esta no alcanz6 significacion
estadistica. La variabilidad elevada entre lineas celulares, coherente con la heterogeneidad
detectada en otros parametros (p. €j., pl6™%4?), pudo contribuir a enmascarar diferencias
subyacentes. En cualquier caso, el tratamiento con rapamicina no indujo cambios significativos
en la expresion de estas citocinas a nivel transcripcional, posiblemente porque el régimen de
tratamiento intermitente no mantiene el efecto antiinflamatorio agudo de la rapamicina (374).

La evaluacion de citocinas secretadas en el MC mediante arrays confirmd que la senescencia
replicativa esta asociada a un SASP bien definido, caracterizado por el incremento de citocinas
y quimiocinas (GROa, GROB, GROy), IL-6 y MCP-3, y una tendencia al aumento en IL-8
(Figura 25). Este perfil es consistente con el papel de estas moléculas en la atraccion de células
inmunes y la amplificacion de la inflamacion estéril asociada a la senescencia vascular
(142,373).

La rapamicina mostré un efecto modulador complejo sobre este secretoma. Por un lado, redujo
la secrecion de MCP-3 en el pase 18, un hallazgo coherente con su efecto antisenescente parcial.
Por otro lado, reforzo el incremento de la secrecion de GROa.,B,y, IL-6 e IL-8 observado en el
pase 18, e indujo la expresion de MCP-1, que no se encontraba aumentada en el control en ese
mismo pase. Este patron refuerza la idea de que el régimen de tratamiento empleado de
rapamicina no ejerce un efecto supresor uniforme de la inflamacion, sino que reprograma
selectivamente su composicion, con posibles implicaciones funcionales atin no del todo
conocidas (375). Cabe destacar de nuevo que los cultivos tratados se situaron 5 PD por encima
de los controles. Ademas, las diferencias en la proliferacion observadas en el pase 18 (Figura
12) y los contajes rutinarios durante el cultivo, indican un mayor nimero de células en el grupo
tratado, lo que impacta directamente en la concentraciéon de moléculas secretadas al medio.

Los resultados obtenidos de los marcadores de estrés oxidativo e inflamacion indican que el
tratamiento intermitente con rapamicina atentia algunos componentes proinflamatorios
asociados al SASP endotelial, como ICAM-1 y MCP-3, pero simultineamente potencia la
liberacion de otras citocinas y quimiocinas como IL-8 y MCP-1. Esta modulacion selectiva y
no uniforme del SASP sugiere que el impacto de la rapamicina sobre la inflamacion endotelial,
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con el régimen de tratamiento intermitente, es complejo y probablemente contexto-dependiente,
por lo que su interpretacion debe ser prudente. Seria necesario realizar estudios adicionales que
clarifiquen si este perfil secretor reprogramado tiene efectos beneficiosos o potencialmente
adversos sobre el entorno vascular y la respuesta inmunitaria en situaciones fisiologicas y
patologicas.

Aunque la rapamicina tiene efectos antiinflamatorios consistentes, y su papel como senomorfo
estd bien establecido (67,166,374), es importante sefialar que, en el presente trabajo, no se
evalu6 su efecto agudo. En todos los pases ensayados, los experimentos se llevaron a cabo al
menos 48 horas tras la retirada del tratamiento, un intervalo suficiente para que desaparezcan
los efectos directos del faArmaco. Por tanto, las diferencias observadas se atribuyen a una menor
acumulacion de células senescentes o a reprogramaciones persistentes inducidas durante la
exposicion, mas que a efectos inmediatos de la rapamicina. Esto explica la diferencia con otros
estudios, donde la reduccion del perfil de SASP inducida por rapamicina fue consistente y
homogénea (348).

6.1.6. Efectos del SASP de HUVEC sobre monocitos THP-1

El estudio del impacto funcional del secretoma de las células HUVEC senescentes sobre
monocitos THP-1 permitié explorar la dimension paracrina del SASP y evaluar si las
diferencias observadas con el tratamiento modifican la influencia del secretoma sobre la
activacion y la respuesta funcional de los monocitos (Figura 25). La linea monocitica THP-1 es
ampliamente utilizada en estudios sobre inflamacién e interaccion entre en endotelio y el
sistema inmunitario (322, 376), y los monocitos cumplen un papel clave en la aterosclerosis y
las patologias cardiovasculares (125).

Los niveles intracelulares de ERO en los monocitos no se modificaron de forma significativa
tras la exposicion al MC de HUVEC, independientemente del pase de cultivo o del tratamiento
previo con rapamicina (Figura 26). Esta ausencia de un efecto prooxidante directo sugiere que,
pese a la presencia de citocinas y quimiocinas proinflamatorias en el SASP, su combinacion en
este modelo in vitro no resulta suficiente para inducir un estrés oxidativo medible en las células
THP-1. Este hallazgo es coherente con la naturaleza heterogénea y contexto-dependiente del
SASP descrita en otros estudios (59).

En contraste, la exposicion al MC de HUVEC senescentes si indujo la activacion de vias de
sefializacion proinflamatorias en los monocitos. Especificamente, se observd un incremento
significativo en la fosforilacion de STAT3 en Tyr705 al tratar los monocitos THP-1 con MC de
pase 14 y 18, un efecto que refleja activacion de receptores de citocinas y transduccion de
senales inflamatorias (Figura 27A) (376).

El tratamiento con rapamicina de las HUVEC donantes, en el pase 14, redujo de forma
significativa esta fosforilacion de STAT3 en los monocitos, y mostré una tendencia de
atenuacion en el pase 18, lo que refuerza la hipotesis de un efecto modulador parcial del SASP.
El mayor PDL observado en el grupo tratado en el pase 18 con respecto al control podria
condicionar estos resultados, si bien esta diferencia en el PDL no es relevante en otros
marcadores ensayados (Figura 12, Figura 14, Figura 15, Figura 17, Figura 21, Figura 22, Figura
23).
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A nivel de moléculas de adhesion, el medio procedente de pase 18 de HUVEC senescentes
indujo un aumento de los niveles proteicos de ICAM-1 en los monocitos, reforzando la idea de
que el SASP contribuye a un fenotipo proinflamatorio y potencialmente proadhesivo en las
células inmunes circulantes (322,323). Sin embargo, a diferencia de su efecto sobre la expresion
de ICAM-1 en las propias HUVEC, la rapamicina no redujo de manera significativa la
induccion de ICAM-1 en los monocitos (Figura 27B,D), aunque si mostr6 una tendencia a la
disminucion en el pase 14.

En los monocitos, la cinética de la expresion de ICAM-1 es consistente con la fosforilacion de
STAT3 y la modulacion parcial del SASP de células HUVEC observada en el panel de citocinas
(Figura 25). Sin embargo, al igual que en la caracterizacion del MC mediante array, las PD
adicionales del grupo tratado, y su mayor proliferacion con respecto a los controles, dificultan
la interpretacion de estos resultados.

En cuanto a VCAM-1, no se detectd expresion a nivel proteico en los monocitos y su expresion
de ARNm mostr6é tinicamente una tendencia al alza al ser expuestas al MC procedente de
HUVEC en el pase 18, sin influencia aparente de la rapamicina (Figura 27C). La falta de
deteccion de VCAM-1 proteico es coherente con su baja expresion a nivel de ARNm, y junto a
la ausencia de la induccién en la produccion de ERO, sugiere una activacion parcial de los
monocitos por el MC.

Estos resultados indican que el SASP de las HUVEC senescentes ejerce efectos paracrinos
sobre los monocitos THP-1, induciendo una activaciéon de STAT3 y un incremento de ICAM-
1, dos caracteristicas de un fenotipo proinflamatorio (323,376). La exposicidon cronica
intermitente de las HUVEC a rapamicina atentia parcialmente esta activacion, especialmente
en lo relativo a STAT3, pero no elimina de forma completa la capacidad proinflamatoria del
secretoma. Esta modulacion selectiva es coherente con los datos previos de este trabajo, que
muestran que el tratamiento intermitente con rapamicina no suprime globalmente el SASP, sino
que reprograma su composicion de forma heterogénea.

En conjunto, estos hallazgos ponen de manifiesto que el tratamiento intermitente con
rapamicina retrasa la entrada en senescencia y atenta ciertos marcadores inflamatorios de
células HUVEC, aumentando la duracion de los cultivos y preservando la identidad celular y
funciones endoteliales clave.

Sin embargo, el efecto del tratamiento sobre el microambiente secretor es complejo y puede
mantener, o incluso potenciar, componentes con capacidad de activar células inmunes. Este
aspecto tiene implicaciones relevantes, ya que la preservacion parcial del fenotipo
proinflamatorio podria contribuir a efectos impredecibles en contextos tisulares mas complejos.

Son necesarios estudios que caractericen en mayor profundidad el perfil del SASP y sus efectos
paracrinos, con el fin de definir con mayor precision el potencial terapéutico del tratamiento
intermitente con rapamicina frente a la senescencia endotelial, y su potencial papel en las
enfermedades cardiovasculares asociadas a la edad.
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6.2.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

A continuacion, se describen las principales limitaciones del estudio que pueden influir en la
interpretacion de los hallazgos:

6.3.

Monocultivos estaticos: El uso exclusivo de cultivos primarios de HUVEC limita la
extrapolacion directa a tejidos endoteliales in vivo, donde las interacciones con otras
células y factores hemodindmicos pueden modular la senescencia y la respuesta a la
rapamicina.

Variabilidad interindividual: La heterogeneidad entre lineas celulares de donantes
diferentes introduce variabilidad en parametros clave (por ejemplo, la induccion de
pl6M™K4a o la expresion de citocinas) que, aunque relevante desde el punto de vista
biologico, puede enmascarar ciertos efectos y reducir la potencia estadistica. Ademas,
la variabilidad entre lineas es representativa pero limitada.

Seleccion de dosis y esquema de tratamiento: Aunque se emple6 una concentracion
de rapamicina moderada y una pauta intermitente, no se evaluaron comparativamente
otros regimenes de dosis, duracion o frecuencia, que podrian inducir efectos
diferenciados sobre la senescencia y el SASP.

Analisis parcial del SASP: La caracterizacion del secretoma se basé en un panel
limitado de citocinas y quimiocinas, por lo que el impacto del tratamiento en otros
componentes del SASP esta por determinar.

Limitaciones funcionales del modelo paracrino: El uso de monocitos THP-1 como
unica célula diana del SASP aporta una vision parcial del impacto paracrino, sin
contemplar otros tipos celulares potencialmente relevantes, como células endoteliales
adyacentes, cé¢lulas musculares lisas o linfocitos.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Para avanzar en el conocimiento del potencial terapéutico de la rapamicina frente a la
senescencia endotelial y sus implicaciones funcionales, futuros estudios deberian contemplar:

e Validacién en modelos in vitro mas complejos de senescencia vascular y disfuncion
endotelial, como sistemas microfluidicos y cocultivos que reproduzcan condiciones
de flyjo, interacciones célula-célula y gradientes de nutrientes, con el fin de
aproximar mejor la fisiologia vascular real y superar las limitaciones de los modelos
convencionales en monocapa.

e Exploracion de otras pautas posoldgicas, incluyendo otras dosis, tratamientos
pulsatiles o combinaciones con otras intervenciones geroprotectoras, que permitan
optimizar el equilibrio entre eficacia antisenescente y preservacion de funciones
criticas del endotelio.
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Caracterizacion ampliada del SASP, incorporando técnicas de protedmica no
dirigida, metabolémica y andlisis detallado de vesiculas extracelulares, para
clarificar cdmo se reprograma el secretoma bajo el efecto de la rapamicina y qué
componentes mantienen un potencial proinflamatorio residual.

Evaluacion funcional més amplia del impacto paracrino, mediante cocultivos con
otros tipos celulares primarios relevantes (células musculares lisas, fibroblastos
vasculares, células inmunes primarias) que permitan valorar de forma més completa
las consecuencias del SASP y su modulacion farmacologica.

Estudio en profundidad de los mecanismos moleculares implicados, incluyendo la
regulacion epigenética, la dindmica proteostdtica y la interaccion con rutas
metabolicas clave, para identificar dianas adicionales que puedan modularse de
manera sinérgica con la inhibicion de mTOR.
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7. Conclusiones

Los resultados de este estudio demuestran que el tratamiento intermitente con rapamicina ejerce
un efecto modulador amplio sobre la senescencia replicativa de células HUVEC.

El tratamiento semanal puntual inhibe parcialmente la ruta de mTORCI1 durante el tiempo de
tratamiento, y aumenta la actividad de mTORC2 y ERK1/2. Los cambios en estas vias son
transitorios, y revierten tras la retirada del tratamiento. No se observan cambios en eNOS ni en
marcadores de autofagia.

La rapamicina retrasa de manera significativa la entrada en senescencia replicativa, preserva la
capacidad proliferativa en fases avanzadas del cultivo y atenta parcialmente la acumulacion de
marcadores de senescencia, como pl6™&4 y SA-B-Gal. Ademas, el tratamiento mantiene la
identidad fenotipica endotelial, la integridad de las uniones intercelulares y el potencial
angiogénico, sin comprometer funciones clave como la migracion.

A nivel de equilibrio redox, la rapamicina reduce la acumulaciéon de ERO y la produccion
excesiva de NO en fases avanzadas, aunque sin restaurar por completo el balance oxidativo. De
manera paralela, atenua selectivamente componentes del SASP, como MCP-3, mientras que
mantiene o incluso potencia la secrecion de otras citocinas como GROq, IL-8 y MCP-1. Estos
efectos sobre el secretoma se traducen en una capacidad reducida, pero no abolida, para inducir
un fenotipo proinflamatorio en monocitos THP-1.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan el potencial del tratamiento intermitente con rapamicina
como una intervencion antisenescente capaz de prolongar la longevidad replicativa y preservar
funciones endoteliales esenciales. Sin embargo, la modulacion del SASP que produce es
incompleta y heterogénea, lo que requiere una caracterizacion mas detallada, y plantea
limitaciones para su posible aplicacién en la prevencion de enfermedades cardiovasculares
asociadas al envejecimiento.
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El envejecimiento y la senescencia celular son factores de riesgo cardiovascular. Esta
tesis doctoral estudid el efecto del tratamiento intermitente con rapamicina, un
inhibidor de mTOR, sobre la senescencia replicativa de células endoteliales humanas
(HUVEC) en cultivo. El estudio encontré que la administracion semanal de rapamicina
retrasa los marcadores de senescencia y preserva la capacidad de las células
endoteliales para proliferar y funcionar correctamente. Ademas, reduce el estrés
oxidativo y disminuye parcialmente la secreciéon de moléculas proinflamatorias,
atenuando en algunos casos la activacion de monocitos expuestos al secretoma de las
células HUVEC. Los resultados sugieren que la inhibicion intermitente de mTOR podria
ser una estrategia eficaz para retrasar la senescencia vascular.
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