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ABSTRACT

Cellular senescence is a natural process of all living organisms. The genetic bases of this process have allowed
the recognition of genes whose expression has been related to longevity and cell aging. The genes KLOTHO,
FOXO, and those associated with telomere maintenance are three examples of these. The development of gene
editing techniques is being directed at genes of biomedical interest such as those mentioned above. This literature
review presents discoveries made on the genetic manipulation of the KLOTHO, FOXO and genes associated
with telomere maintenance using the CRISPR-CAS9 tool. As a result, it is reported that the reduction of the
expression of these genes has resulted in the increase of processes that lead to rapid aging. On the contrary, its
overexpression increases the maintenance of the chemical and biological balance in organisms both in vivo and
in vitro. The development of the precision of advanced gene manipulation techniques seeks not only the study
of new biochemical pathways but also possible applications in medicine focused on supporting the well-being of
living organisms.
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RESUMEN

El envejecimiento celular es un proceso natural de todo organismo vivo. Las bases genéticas de este proceso
han permitido el reconocimiento de genes cuya expresion se ha relacionado a la longevidad y al envejecimiento
celular. Los genes KLOTHO, FOXO y asociados a mantenimiento de los telomeros son tres ejemplos de estos.
El desarrollo de las técnicas de edicion génica esta siendo dirigido a genes de interés biomédico como los antes
nombrados. Esta revision de literatura presenta descubrimientos realizados sobre la manipulacion genética de
los genes KLOTHO, FOXO y asociados a mantenimiento de los telomeros utilizando la herramienta CRISPR-
CAS9. Como resultado se reporta que la reduccion de la expresion de estos genes ha resultado en el incremento
de procesos que conllevan a un rapido envejecimiento. Por lo contrario, su sobreexpresion incrementa el
mantenimiento del balance quimico y bioldgico en los organismos tanto in vivo como in vitro. El desarrollo de la
precision de técnicas avanzadas de manipulacion génica procura no solo el estudio de nuevas rutas bioquimicas
sino también posibles aplicaciones en la medicina enfocadas en apoyar el bienestar de los organismos vivos.
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INTRODUCCION

El tiempo de vida de los organismos vivos es un rasgo de alta complejidad ya que depende tanto de rasgos heredables
como del ambiente. El proceso de envejecimiento en organismos vivos presenta rasgos fenotipicos y genotipicos,
los cuales pueden ser causados por factores ambientales (alimentacion, contaminacion, estrés, factores psicologicos,
etc.) o genéticos.*¥ El ultimo puede darse como resultado de la disminucion de la expresion de genes responsables
de mantener las diferentes vias metabdlicas como: la respiracion celular, las vias de sefializacion de insulina, la
regulacion de las sirtuinas, los procesos antioxidantes, la homeostasis proteica, la cognicion, la mielinizacion, etc.*
Asi, la generacion de una o varias enfermedades dependera de las vias genéticas alteradas.®?

Existen genes cuya expresion se involucra directamente con el proceso de envejecimiento. Entre los mas nombrados
se encuentra el gen Klotho, el cual se transcribe en una proteina transmembrana presente principalmente en los
rifiones, cerebro y gonadas. Esta proteina esta relacionada con la cognicion, el funcionamiento neuronal, la defensa
antioxidante, la mielinizacion y la prevencion de enfermedades.®10:1D

FOXO, otro gen asociado a la longevidad se divide en FOXO1, FOXO3A, FOX04, y FOXO6, los cuales funcionan
como factores de transcripcion. La presencia de estos factores es esencial para la expresion de genes que participan
en vias bildgicas como: la resistencia al estrés oxidativo, metabolismo o control del ciclo celular.®-'?

Por ultimo, se encuentran los genes asociados a los teldmeros, los cuales participan en la formacion y mantenimiento
de los telomeros junto a la nucleoproteina telomerasa. Los telomeros son estructuras que protegen a los genes de dafo
durante la replicacion de los cromosomas. Sin embargo, estos se acortan a medida que la célula envejece, hasta que
eventualmente, la célula pierde su capacidad de replicarse. Como resultado, se produce fallo en la funcion mitocondrial,
aparicion de cancer e incluso el acortamiento de los telomeros, provocando senescencia celular.!*¥ La telomerasa
es una nucleoproteina formada por ARN y una proteina que posee dos subunidades formadas por una transcriptasa
inversa de la telomerasa humana (hTERT).('® Esta tiltima es la clave para el mantenimiento y sintesis de los telomeros.
Actualmente, se han desarrollado distintas herramientas de edicion genética como las repeticiones palindromicas
cortas agrupadas y regularmente interespaciadas asociadas a la enzima caspasa 9 (CRISPR-Cas9).1® CRISPR-Cas9
utiliza un ARN guia para localizar una secuencia especifica dentro del ADN objetivo, este se asocia a la proteina
Cas9 para que realice una edicion genética en las dos hebras del ADN.Y Sin embargo, Cas9 ha sido mutada para
realizar otras funciones diferentes a la edicion, apareciendo asi, la Cas9 muerta (del inglés death Cas9-dCas9) que
puede utilizarse para reactivar o silenciar un gen. Por ejemplo, dCas9 puede transportar proteinas que estimulen o
detengan la transcripcion de uno o varios genes especificos.(-18)

El desarrollo de las herramientas CRISPR-Cas9 y la manipulacion de células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs), han permitido descubrir nuevas formas de terapia génica capaces de reactivar genes y contrarrestar los
efectos del envejecimiento."” En el caso de los genes involucrados con en la longevidad como Klotho y FOXO,
se han empleado estas herramientas para inducir su transcripcion, sin provocar edicion de sus nucleotidos.®) De
esta manera, se evita posibles efectos irreversibles a nivel genomico. Por ejemplo, experimentos in vitro e in vivo,
realizados en células iPSCs y ratones respectivamente, han logrado desactivar la transcripcion de Klotho y FOXO,
evidenciando envejecimiento acelerado. Por otro lado, la sobreexpresion de los mismos, provocaron que los ratones
manipulados vivan 30 % mas que los ratones que no se sometieron a esta edicion genética."” Asi también, el sistema
CRISPR-Ca9s en iPSCs permiti6 la manipulacion del promotor hTERT, produciendo disfuncion celular en el caso
de la disminucion de la expresion hTERT.!?

En esta revision bibliografica, se describen los genes Klotho, FOXO y genes relacionados con la formacion y
mantenimiento de los telomeros y su rol en el proceso de envejecimiento y longevidad celular. Ademas, recopilamos
informacion acerca de la implementacion del sistema CRISPR-Cas9 para el estudio de los genes antes nombrados y
su uso en terapias génicas dirigidas a prevenir o revertir el envejecimiento celular.

METODO

La recoleccion de datos se realiz6 mediante la biisqueda en las bases de datos PubMed, Google Scholar y Web of
Science. Los articulos citados fueron seleccionados de entre octubre de 2013 y febrero de 2023. Los criterios de
busqueda utilizados fueron “KLOTHO”, “FOXO”, “overexpression longevity genes”, “‘crispr on aging regulation”,
“crispr and telomeres”. Bajo estos detalles, la busqueda arrojé un total de 83 articulos publicados en inglés, de los
cuales se revisaron 38. Los trabajos seleccionados estan relacionados con la longevidad y el uso de herramientas
CRISPR-Cas9 para la regulacion de genes involucrados en procesos de envejecimiento. Las publicaciones que
trataban de CRISPR, pero enfocados a temas no relacionados al envejecimiento fueron descartados.

RESULTADOS

CRISPR-Cas9 permite la manipulacion genética
La técnica de manipulacion genética CRISPR fue desarrollada a partir del sistema de reconocimiento y defensa



Interamerican Journal of Heath Sciences 4 (2024) - ISSN 2953-3724 REVISION

DOI: 10.59471/ijhsc202498

de Streptococcus pyogenes.?® Esta técnica permite la generacion de cortes en una secuencia especifica de la doble
cadena de ADN. Para funcionar, CRISPR/Cas9 requiere de dos moléculas de ARN no codificable denominadas
crARN (ARN CRISPR) y tracrARN (crARN transactivador); y una endonucleasa. La union de estos elementos
moleculares forma el complejo Cas9. El crtARN y tractARN conforman el ARNguia, el mismo que en un extremo
posee una secuencia NGG (N= G, C, A o T) llamada motivo adyacente de protoespaciador (PAM).?Y El ARNguia
dirige a la enzima Cas9 hasta la secuencia de ADN objetivo para que esta tltima realice un corte en las dos hebras.®
18) Esta técnica puede ser usada para realizar distintas ediciones genéticas, por ejemplo: disrupciones en la secuencia,
deleciones o inserciones de nucleotidos, etiquetado molecular, entre otros (figura 1).¢?

Sin embargo, distintos grupos han trabajado en adecuar esta técnica para darle nuevos usos. Asi, Feng Zhang desarrollo
un sistema basado en CRIPR-Cas9 y obtuvo una enzima Cas9 incapaz de cortar la doble cadena de ADN, la cual
es llamada Cas9 muerta (death Casp9 -dCas9-) (20). El sistema que utiliza dCas9 se denomina CRISPRi (CRISPR
de interferencia).® La clave esta en que dCas9 esta ligada a factores de transcripcion (efectores), represores y
silenciadores, capaces de regular la transcripcion de un gen especifico o marcar un loci en particular para su estudio
mediante fluorescencia. Sin embargo, dCas9 solo se activa cuando se incorpora los efectores y se desactiva en
ausencia de estos."® A partir de aqui, se han llevado a cabo un sin nimero de investigaciones in vivo € in vitro para
tratar enfermedades aparentemente sin cura o de indole genética (figura 2).(19242526.27)

Gen Klotho se expresa para proteger a la célula de dafios

Elgen KLOTHO se encuentra en el genoma de animales y humanos, su expresion produce una proteina transmembrana
que posee el mismo nombre. La expresion de este gen interviene en distintas funciones del organismo como, por
ejemplo: el control del estrés oxidativo, la cognicion y el envejecimiento.?

Un estudio realizado en el 2016 encontrd una asociacion entre la expresion del gen KLOTHO con el incremento
de la resistencia al estrés oxidativo (especies reactivas del oxigeno o ROS). ROS produce dafios a nivel genomico,
siendo el ADN mitocondrial mas susceptible que el nuclear. Ademas, las sustancias oxidantes producen disfuncion
celular y alteracion de diferentes vias de sefializacion molecular importantes para la homeostasis de la célula.®*2?
Los resultados de este estudio sugieren que este gen es capaz producir sustancias antioxidantes como: superdxido
dismutasa, glutation y catalasa, contrarrestando el envejecimiento celular al aplacar las sustancias oxidantes antes
que produzcan algin tipo de dafio.®

La funcioén mas estudiada de Klotho es su rol en el envejecimiento celular. Aqui, la evidencia apunta que la expresion
de este gen es optima después del nacimiento, pero va disminuyendo con la edad. Para demostrarlo se han llevado
a cabo varios estudios cientificos. Por ejemplo, experimentos in vivo, realizados en ratones, ratas y monos Rhesus
asocian el decremento de la expresion del gen Klotho con el envejecimiento celular.®”’ Por otro lado, la sobreexpresion
de Klotho en ratones, resulté en un incremento del tiempo de vida de los mismos. Este experimento se enfoco en
manipular el gen Klotho usando la técnica CRISPR-Cas9 en modelo murino.!'” Como resultado se observd que
el tiempo de vida de estos ratones se extendio en un 30 %."” Por lo contrario, el knockout genético (KO) en el
mismo gen, resultd en fenotipos de envejecimiento acelerado y prematuro, demostrando signos similares a los que
se presentan en personas de edades avanzadas.'V Estos resultados proponen que la sobreexpresion del gen Klotho
tiene el potencial de restaurar mecanismos celulares en que se pierden con la edad y, de esta manera, devolver la
funcionalidad 6ptima del organismo manipulado.

El gen FOXO es esencial para llevar a cabo la transcripcion de otros genes

El gen FOXO transcribe un conjunto de factores de transcripcion que permiten la expresion de diferentes genes,
por lo cual, estd involucrado en varios procesos celulares. Por ejemplo, el factor FOXO3A esta involucrado con
la longevidad de moscas, gusanos y mamiferos.!? De hecho, este es el factor mas replicado dentro de los factores
relacionados con la longevidad. La expresion y regulacion de este gen es de suma importancia a nivel celular, a
pesar de esto, los polimorfismos dentro de su secuencia afectan las funciones de FOXO3A y, potencialmente, la
desregulacion de la cascada genética.®)

Para demostrar su importancia a nivel celular, un experimento in vivo realizado en ratones llevo a cabo un KO
genético en los factores FOXO1, 3 y 4, dando como resultado el desarrollo de células cancerigenas y acelerando el
proceso de envejecimiento. Esto significa que la disminucion de la traduccion de las proteinas FOXO, inactiva el
control de proliferacion celular en tumores cancerosos humanos.®

Otro rol que le ha sido atribuido al gen FOXO es la prolongacion de vida del organismo dado a la respuesta que
promueve frente a ROS. Teniendo en cuenta que ROS estimula la aparicion de enfermedades, los mecanismos de
FOXO previenen dichas enfermedades por la produccion se sustancias antioxidantes y de esta manera induciendo a
la homeostasis de ROS en las células.®

Por otro lado, FOXO6 es mayormente expresado en el cerebro, permitiendo un manteamiento de las funciones
cognitivas. La generacion de un FOXO6 KO en ratones, resulto en la aparicion de enfermedades neurodegenerativas
y acorto el tiempo de vida de los individuos.“*©
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Los Telomeros y las telomerasas garantizan una correcta division celular

Los telomeros son material genético de secuencia repetitiva que se encuentran a los extremos de los cromosomas.
Estos juegan un papel importante en la longevidad, debido a que, de estos dependen la replicacion celular y la
integridad del ADN, prolongando la vida util de un individuo. Después del nacimiento, los telomeros son mantenidos
por una nucleoproteina llamada telomerasa. Esta es capaz de proteger el material genético y garantizar la integridad
de los genes y su expresion. Sin embargo, la expresion de la telomerasa disminuye con la edad del individuo, lo cual
resulta en la reduccion de los telémeros. 119

La telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT) es la subunidad de la telomerasa de mas importancia para el
mantenimiento de los telomeros. De hecho, su sobreexpresion incrementa la proliferacion celular. Por otro lado,
la disminucion en la expresion de hTERT reduce la capacidad replicativa, la resistencia al estrés oxidativo y la
pluripotencialidad en iPSC."”

Un estudio reportd que la remocion de los telomeros de células humanas resulté en disfuncion mitocondrial y
aparicion de proteinas asociadas a la enfermedad de Parkinson.!-'*'*) Por lo contrario, la induccion de la expresion de
hTERT, promovi6 la elongacion de los telomeros y se contrarresto, hasta cierto grado, la replicacion y crecimiento
de las células cancerigenas.!*!¥

Edicion del genoma y utilidad clinica

La implementacion clinica de las técnicas de modificacion genodmica en el contexto de la terapia biologica ha surgido
como una consecuencia natural de la necesidad de tratar las anomalias genéticas que originan fenotipos especificos.
La correccion del material genético ha engendrado un conocimiento sustancial en cuanto a los mecanismos operativos
de numerosas herramientas preeminentes para la modificacion gendmica, la parte mas desafiante y menos predecible
de la indagacion radica en la capacidad de manipular el genoma de células humanas en su estado vital, donde se
requiere una enmienda con gran precision. La evaluacion de las perspectivas que ostentan las tecnologias de edicion
genomica en el contexto del tratamiento de enfermedades, asi como la ulterior evolucion de la “terapia basada en
edicion gendmica”, estan intrinsecamente ligadas a la comprension de las terapias biologicas actuales, englobando
las herramientas de modificacion genomica. Destacan técnicas como la terapia con células madre, oligonucledtidos
de ARN, nucleasas programables y el desarrollo de de estrategias para mejorar los mecanismos de reparacion. Los
beneficios directos en el campo clinico pueden ser objetivos en los trastornos infecciosos al eliminar la secuencia
del genoma viral, en el tratamiento de tumores malignos mediante la terapia con células CAR-T y la intervencion en
enfermedades hereditarias. El retraso en la longevidad mediante las distintas técnicas podria beneficiar también en la
prevencion de enfermedades cronicas no transmisibles.
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Figura 1. Mecanismo de CRISPR-Cas9 para editar el ADN en un punto especifico
Fuente: Modificado de (Doudna & Charpentier, 2014).
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La técnica CRISPR-Cas9 requiere de una endonucleasa combinada con un crARN y un tracrARN, que en conjunto
se los denomina ARN guia. El ARN guia posee aproximadamente 20 nucle6tidos complementarios al ADN
objetivo y en un extremo posee la secuencia PAM. La unién de estos elementos moleculares forma el complejo
Cas9. Para llevar a cabo la edicion, el ARN guia, se dirige hasta la secuencia complementaria en el ADN objetivo,
formando un bucle-R. Es aqui cuando la endonucleasa produce un corte doble de las hebras en el sitio especifico,
produciendo una ruptura del ADN. Finamente, los mecanismos de reparacion se encargan de sellar los enlaces de
la molécula de ADN, lo cual introduce ediciones en la secuencia objetivo. 62021

Ensamblaje de la Endonucleasa

— ARNguia
dCas9 g 2

wooammmmoos  ADN objetivo

CRISPRi

Incorporacion del

Transcripcién y
efector

y Epigenética
+,

Figura 2. Mecanismo de funcionamiento de CRISPRi para controlar la actividad genética
Fuente: Modificado de (Richter, 2017).

El sistema CRISPRIi tiene el mismo principio que el CRISPR-Cas9 antes explicado, con la unica diferencia que
la endonucleasa del conjunto es cataliticamente inactiva, lo cual le da el nombre de death Cas9 (dCas9). Este
proceso inicia con el ensamblaje de la endonucleasa para luego combinarse con un ARN guia formando dCas9
guiada. Esta endonucleasa se convierte en un factor epigenético regulador de la transcripcion cuando incorpora
efectores.®

DISCUSION

Esta revision cientifica se ha enfocado en describir las funciones del gen Klotho, FOXO y los telomeros en el
envejecimiento celular. Ademas, se ha investigado el uso de las herramientas CRISPR-Cas9 para la regulacion
transcripcional de estos genes y su aplicacion en terapias génicas en humanos para revertir los efectos del
envejecimiento.

El gen Klotho estimula la funcionalidad de las células involucradas en la cognicion, resistencia antioxidante y
otras vias bioldgicas importantes para la funcion celular.®? Por su parte, el gen FOXO es un factor fundamental
para la expresion de genes encargados de contrarrestar los efectos producidos por la edad.®!#? Por tltimo, los
telomeros y la telomerasa estan a cargo de proteger el material genético. De hecho, los dafios en estas estructuras
conllevan a la incapacidad de la replicacion celular y eventualmente a la muerte celular.®**% El desarrollo de
técnicas de manipulacion genética, como CRISPR-Cas9, han permitido conocer mas a profundidad el rol de estos
genes. Asi, la sobreexpresion de Klotho, FOXO vy los telomeros han resultado en la mitigacion de patologias y
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fenotipos producidos por la edad, de esta forma la extension del tiempo vida.

Laevidencia cientifica, sefiala que los genes Klotho, FOXOy genes relacionados con la formacion y mantenimiento
de los telomeros, desempenan un rol determinante en el proceso de envejecimiento y longevidad. Sin embargo,
estos genes dejan de expresarse a medida que el organismo envejece, evidenciando que el bienestar de biologico
de un organismo depende de la expresion de los genes mencionados anteriormente. Es por esta razon que deben
ser sometidos a una reactivacion de su expresion para restaurar la homeostasis mediante edicion genética. La
eficacia de las herramientas genéticas ha sido demostrada en gran cantidad de estudios in vivo e in vitro, lo cual
alienta al desarrollo de terapias génicas para contrarrestar los efectos de la pérdida de expresion de estos genes.
(8,13,14,16,19,20,35,36,37)

En el futuro se espera desarrollar terapias genéticas enfocadas a revertir el envejecimiento celular y prolongar
la vida del organismo. A esto, hay que afadir el aporte que brinda la implementacion de ratones avatar,®® los
cuales permiten reproducir los fenotipos de envejecimiento humanos y, una vez tratada la patologia, trasladar el
tratamiento a dichas personas. Es por ello que, a mediano plazo, la ciencia permitira la produccion de terapias
especializadas en cada individuo.

Finalmente, es importante sugerir la generacion de mas estudios enfocados en el desarrollo de terapia génica
dirigida por herramientas como el CRISPR-Cas9, para, de esta forma, conseguir contrarrestar los efectos de
enfermedades degenerativas causadas por la edad.

CONCLUSIONES

e El gen Klotho es un gen clave en el desempefio cognitivo y la resistencia antioxidante. En edades
avanzadas, el declive de la expresion de este gen provoca el desarrollo de enfermedades neuro degenerativas
y dafios celulares.

e Existen una gran variedad de genes involucrados en diferentes vias bioldgicas como, control y
homeostasis celular, los mismos que dependen del gen FOXO. De hecho, la reduccion de la longevidad
es provocada por un déficit de la expresion de FOXO, lo que resulta en el silenciamiento genético y a
disfuncionalidad celular progresiva.

e El paso del tiempo produce la reduccion de los telomeros, lo cual afecta directamente a la proteccion
del material genético. En el punto en que los genes ya no son capaces de traducir telomerasa, los teldémeros
dejan de recibir mantenimiento por dicha proteina. Como resultado, la vida celular se acorta dado a que la
célula no es capaz de dividirse. En muchos casos, el dafio del ADN genera falta de control en la replicacion
de las células, produciendo cancer y dejando de ser ttil para el funcionamiento del organismo.

e La aparicion de las herramientas de edicion genética CRISPR-Cas9 ha traido consigo nuevas
oportunidades de tratamientos. Uno de los usos prometedores esta enfocado en tratar los genotipos del
envejecimiento e implementar terapias génicas en un futuro no muy lejano. Estas herramientas permitiran
dar un paso importante en la medicina, permitiendo crear terapias especializadas dirigidas a problemas que,
hasta hoy, son dificiles de tratar.
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