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Resumen
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PRODUCTORAS DE INSULINA A PARTIR DE CELULAS MADRE
PLURIPOTENTES INDUCIDAS PROVENIENTES DE UNA LINEA CELULAR DE
FIBROBLASTOS HUMANOS. *

Numero de paginas: 161
Fecha de graduacion: 2025

Objetivos y métodos: El presente estudio tuvo como objetivo evaluar si el fenotipo
secretor asociado a senescencia (SASP), obtenido de fibroblastos humanos IMR-
90 tratados con mitomicina C, es capaz de inducir plasticidad celular en fibroblastos
diferenciados. También se planteé que la cordicepina, un nucledsido bioactivo,
podria potenciar este efecto, respaldado por estudios donde ella y otras moléculas
pequefias, como el acido valproico, aumentaron hasta cuatro veces la eficiencia en
la generacién de iPSC. Para ello, se indujo senescencia en células IMR-90 con
mitomicina C y se recolect6 el SASP. Posteriormente, fibroblastos no senescentes
fueron expuestos durante 24 dias al SASP, y entre los dias 24 y 28, tratados con o
sin cordicepina (20 uM). Durante el proceso se evaluaron parametros morfolégicos
y moleculares mediante tincion de [(-galactosidasa, RT-gPCR y analisis de
imagenes.

Los resultados mostraron que la exposicion prolongada al SASP indujo
caracteristicas asociadas a la reprogramacion parcial, como el incremento en la
expresion de los factores de pluripotencia KLF4y SOX2 (p < 0.05). La expresion
elevada de IL6 y CDKN1A confirmé el estado senescente de las células productoras
del SASP. Ademas, se observd que la cordicepina contribuyd a disminuir
marcadores asociados a senescencia, lo cual podria facilitar un entorno mas
favorable para la adquisicién de plasticidad celular.

A continuacién, las células fueron sometidas a un protocolo de diferenciacion
dirigido al linaje B-pancreatico durante 12 dias. Se confirmé un aumento significativo
en la expresion de NEUROG3 y MAFB, genes clave en la diferenciacion endocrina
pancreatica. Finalmente, se realizaron estudios in silico para explorar los posibles
mecanismos moleculares involucrados en el efecto de la cordicepina. El analisis
revelé afinidades de unién elevadas entre la cordicepina y dianas intracelulares
como la enzima adenilato ciclasa (energia libre de union entre -8.1 y —-10.3



kcal/mol), sugiriendo una modulacién de la sefalizacibn por AMPc como via
potencialmente implicada.

Contribuciones y conclusiones: En conjunto, los hallazgos apoyan la hip6tesis de que
el SASP puede inducir un estado de plasticidad celular en fibroblastos diferenciados.
Ademas, se muestra que estas células pueden ser orientadas hacia un linaje
funcionalmente relevante como el B-pancreatico, lo cual representa una estrategia
prometedora de reprogramacion celular no genética con aplicaciones en medicina
regenerativa y terapias contra la diabetes.
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Capitulo |

Introduccién

1.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica ocasionada por niveles
de glucosa no controlados debido a la falta de accién de la hormona insulina. Es
bien conocido que esta patologia puede culminar en la muerte y en numerosas
complicaciones en la salud de los pacientes. Actualmente presenta una alta
prevalencia a nivel mundial, particularmente en las naciones desarrolladas’. Existen
diversos tipos de diabetes, entre los que podemos mencionar los mas prevalentes:
la diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) y la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). La DMT1
surge de una deficiencia absoluta en la produccién de insulina debido a la
destruccion autoinmune de las células B del pancreas, mientras que la DMT2 es
causada por el fendmeno patolégico de la resistencia a la insulina, que inicialmente
afecta su accion y, con el tiempo, también compromete su produccién?3. Durante
las décadas anteriores se han realizado grandes esfuerzos por encontrar
estrategias de tratamiento que puedan controlar eficazmente este trastorno sin éxito
y los tratamientos actuales no pueden rectificar ni regular de manera 6ptima todas

las perturbaciones de este trastorno metabdlico, resultando en una pérdida



significativa de vidas y recursos financieros*. La DM ha sido abordada en esta
investigacion con un enfoque centrado en la medicina regenerativa. El interés
principal se ha puesto en comprender como ciertas moléculas con actividad
bioldégica, como la cordicepina y el conjunto de factores que liberan las células
senescentes, conocido como fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP
por sus siglas en inglés), son capaces de influir en el grado de plasticidad fenotipica
que tienen las células para modificar su identidad. Para lograr esto, se ha
considerado el estudio de vias de sefializacién intracelular que dependen de la
accion de nucleotidos ciclicos como la adenosina monofosfato ciclico (AMPc), los
cuales participan en la regulacion de procesos fundamentales durante la
desdiferenciacion y la adquisicion de estados celulares mas primitivos. Estos
aspectos seran abordados con mayor detalle en las secciones siguientes, donde se
exploran tanto los mecanismos especificos como la evidencia experimental que

respalda su implicacion en la plasticidad celular.

1.1.1. Estadisticas

A nivel mundial, segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
aproximadamente 422 millones de individuos padecian DMT2 en el afio 2020 y se
sabe que esta es responsable de mas de 1.5 millones de muertes anuales®. La
prevalencia de la DM ha aumentado progresivamente en todo el mundo,
particularmente en regiones desarrolladas como Europa Occidental y América del

Norte®. La tasa de incidencia se distribuye uniformemente entre los géneros y



generalmente alcanza su punto maximo alrededor de los 55 anos. Para 2030, se
proyecta que la tasa de prevalencia global de la DMT2 aumentara a 7079 individuos
por cada 100,0008. La prevalencia de la DM en México persiste a un nivel
notablemente alto, atribuible a los habitos dietéticos subdptimos de la poblacion,
como el consumo de dietas abundantes en productos ultraprocesados, junto con
una deficiencia en la actividad fisica’. En 2020, hubo 151,019 muertes
documentadas debido a complicaciones asociadas con esta enfermedad y de igual
manera que las estadisticas globales, se anticipa un aumento en la prevalencia de

esta patologia en los préximos arios?®.

En los ultimos anos, los datos sobre la DMT1 han mostrado un panorama
preocupante, especialmente al observar como han ido cambiando las cifras de
nuevos casos, la frecuencia con que aparece, su mortalidad y lo que se espera para
el futuro. Tanto la OMS como la Federacion Internacional de Diabetes han sefialado
un aumento constante en el nimero de personas afectadas por esta enfermedad.
Algunos estudios recientes confirman que la incidencia de DMT1 ha ido en aumento,

sobre todo en adolescentes y jovenes adultos®.

1.2. Fisiopatologia de la diabetes mellitus

La DM es una enfermedad metabdlica que involucra diferentes alteraciones
en el organismo y puede dividirse en varios tipos. No obstante, en esta investigacion

unicamente se tomaron en cuenta la diabetes tipo 1 y la tipo 2. A continuacion, se



revisan de forma resumida los procesos fisiopatoldgicos que estan detras de estas

dos formas de la enfermedad.

1.2.1. Fisiopatologia de la DMT1

La DMT1 es una enfermedad autoinmunitaria cronica que se caracteriza por
la destruccion progresiva y selectiva de las células B del pancreas, responsables de
la produccion de insulina. Dos haplotipos de la clase 2 del Antigeno Leucocitario
Humano (HLA por sus siglas en inglés), HLA-DR y HLA-DQ, estan vinculados con
aproximadamente el 50% de la heredabilidad de la enfermedad y se encuentran
predominantemente en individuos de ascendencia europea’®''. Aunque todavia no
se entienden del todo los mecanismos que explican como influyen estos haplotipos
en el riesgo de desarrollar DMT1, se ha reconocido que el origen de la enfermedad
esta relacionado con una serie de interacciones, las cuales involucran tanto a las
células B del pancreas, como a distintos componentes del sistema inmunolégico,
incluyendo tanto la inmunidad innata como la adaptativa’. Estudios de asociacion
del genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés), han identificado mas de
sesenta /oci del HLA distintos asociados con el riesgo de DMT1'2. Estas variantes
influyen principalmente en las vias del sistema inmunolégico relacionadas con el
desarrollo de la enfermedad, abarcando la expresion del gen de la insulina en el
timo, la regulacion de la activaciéon de las células T y las respuestas a los desafios

virales'2,



1.2.2. Fisiopatologia de la DMT2

La DMT2 es una patologia que se desarrolla a lo largo del tiempo. Dos
fendmenos principales son los responsables de la aparicion de DMT2: |a resistencia
a la insulina y la disfuncion de las células B-pancreaticas’®'4. La resistencia a la
insulina es un fendmeno en el cual la insulina presenta una incapacidad para realizar
su funcién, lo que conlleva a una mayor carga para las células B-pancreaticas,
culminando gradualmente a una disfuncion de estas mismas'. Ambos procesos
ocurren temprano en la patogénesis y contribuyen a la progresion y aparicion de la

enfermedad?®.

La evidencia mas reciente sugiere que la disfuncién de las células [3-
pancreaticas en la DMT2 puede deberse a una red de interacciones mas compleja
entre el medio ambiente y varias vias de sefalizacion involucradas en la biologia de
las células B-pancreaticas’®. Es bien conocido que un estado nutricional excesivo,
como el que se ve en la obesidad, resulta en hiperglucemia e hiperlipidemia, lo que
promueve la resistencia a la insulina y la inflamacion cronica. Bajo estas
condiciones, las células B-pancreaticas estan sometidas a presiones toxicas,
incluyendo inflamacion, estrés inflamatorio, estrés del reticulo endoplasmatico,
estrés oxidativo, entre algunos otros procesos, lo que lleva a una pérdida de la

integridad de los islotes pancreaticos™’.

Los acidos grasos libres excesivos y la hiperglucemia inducen la disfuncion

de las células B-pancreaticas al provocar estrés en el reticulo endoplasmatico a



través de la activacion de las vias de respuesta apoptéticas de proteinas
desplegadas (UPR por sus siglas en inglés), culminando en la muerte celular y una
reduccion en su poblaciéon®®. La lipotoxicidad y la glucotoxicidad en la obesidad
inducen este estrés metabdlico y oxidativo que conduce al daino de las células -
pancreaticas'®. Ademas, los niveles elevados sostenidos de glucosa aumentan la
sintesis de polipéptidos de islotes amiloides (IAAP por sus siglas en inglés) en las
células B-pancreaticas, acumulando insulina mal plegada e IAAP, aumentando asi
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés).
Estos efectos interrumpen la movilizacion fisiologica de Ca?* desde el reticulo
endoplasmatico y favorecen sefales pro-apoptéticas, y la liberacion de interleucina

IL-1 B, aumentando la inflamacion local®.

1.3. Tratamiento actual para DMT1 y DMT2

El tratamiento predominante para la DMT1 implica la administracion de
insulina exdgena?'. Aunque esta estrategia puede regular eficazmente los niveles
de glucosa en sangre, persisten complicaciones, incluyendo episodios de
hipoglucemia, asi como complicaciones a largo plazo tales como la micro y
macroangiopatia que conducen a patologias cardiovasculares, insuficiencia renal y
neuropatias??. Un intento alternativo para tratar esta patologia es el trasplante de
islotes pancreaticos de cadaveres humanos con el objetivo de reemplazar las
células B-pancreaticas destruidas en los pacientes?3. Este procedimiento resulta en

un mejor control glucémico, permite a los pacientes ser independientes de la insulina



durante periodos prolongados, y mejora su calidad de vida?3. Sin embargo, a pesar
de la promesa de este enfoque presenta desafios como la escasez de donantes en
relacion con el gran numero de pacientes diabéticos y la necesidad de
inmunosupresion cronica para prevenir el rechazo de tejidos, lo que hace necesaria
una fuente alternativa de células?*. Ademas, el numero de células B-pancreaticas
que se pueden obtener de un solo pancreas de un donante cadavérico es minimo e
insuficiente para restaurar los niveles apropiados de glucosa en sangre?®. Esto
demuestra la necesidad de fuentes alternativas de células B-pancreaticas para tratar
el creciente numero de pacientes diabéticos. Por lo anterior, diversos enfoques que
buscan restaurar la insulina endégena han sido propuestos, tal es el caso de la
medicina regenerativa, utilizando células madre, la cual abordamos a en secciones

posteriores?®.

En el caso de la DMT2, el tratamiento que se utiliza actualmente consiste, en
la mayoria de los casos, en una serie de pasos que se van ajustando conforme
progresa la enfermedad o segun cémo responda el paciente. Lo primero que se
indica casi siempre es modificar los habitos de vida, especialmente en lo que
respecta a la dieta, el ejercicio y el peso corporal. Se ha visto que cuando una
persona con DMT2 logra bajar entre un 5% y un 10% de su peso inicial y realiza
actividad fisica regular, como caminar o trotar unos 150 minutos a la semana, suele
mejorar notablemente tanto la sensibilidad a la insulina como los niveles de glucosa

en sangre?’.



En los casos donde con eso no basta para mantener la glucosa bajo control,
entonces se empieza con medicamentos. El farmaco que se suele usar como
primera opcion es la metformina, porque ademas de ser efectiva y segura, también
es econdmica y ha mostrado proteger al corazdén en ciertos pacientes. Si la
metformina sola no es suficiente, se agregan otros medicamentos, y eso va a
depender de qué otras enfermedades presenten los pacientes y del riesgo que

tengan de sufrir hipoglucemia?®.

Entre los medicamentos que se pueden combinar estan los inhibidores de
SGLT2, como la empagliflozina, los cuales se utilizan principalmente cuando los
paciente presentan complicaciones cardiacas o renales. Por otro lado, tenemos a
los agonistas de GLP-1, como la semaglutida y liraglutida, que ademas de ayudar a
controlar la glucosa, también favorecen la pérdida de peso. Estos efectos favorables
han hecho que la popularidad de los agonistas de GLP-1 aumente en los ultimos
afos y recientemente se han reportado altas tasas de efectividad en pacientes con
DMT2 asi como en pacientes obesos?®. Otros medicamentos como las sulfonilureas
o los inhibidores de DPP-4 también se utilizan, aunque las primeras se han dejado
un poco de lado por el riesgo de hipoglucemia. En los adultos mayores, por ejemplo,

los DPP-4 suelen ser mas recomendados por su perfil mas seguro3°,

Cuando la enfermedad ya esta mas avanzada o si la hemoglobina glucosilada
se mantiene alta durante mucho tiempo, se puede recurrir a la insulina, empezando
con la basal y, si es necesario, combinandola con otros medicamentos o aplicando

varias dosis al dia segun la respuesta de cada paciente3".



Cuando la enfermedad ya esta mas avanzada o si la hemoglobina glucosilada
se mantiene alta durante mucho tiempo, se puede recurrir a la insulina, empezando
con la basal y, si es necesario, combinandola con otros medicamentos o aplicando

varias dosis al dia segun la respuesta de cada paciente3'.

1.3.1. Medicina regenerativa: terapia con células madre

La terapia con células madre ha surgido como una estrategia prometedora
en el tratamiento de diversas condiciones médicas, especialmente en el manejo de
la DM. Dentro de las células madre pluripotentes humanas (hPSC), podemos
encontrar a las células madre embrionarias humanas (hESC por sus siglas en
inglés) y a las células madre pluripotentes inducidas (iPSC por sus siglas en inglés),
entre otras3?. Este tipo de células se consideran fuentes alternativas deseables de
células B-pancreaticas debido a su capacidad para diferenciarse en linajes celulares
somaticos centrales®334. Hasta la fecha, el éxito en la generacion de células
similares a las células B-pancreaticas a partir de células madre pluripotentes
humanas (hPSC por sus siglas en inglés) proviene de estrategias que imitan el
desarrollo natural del pancreas en el embrién3®. Numerosos investigadores han
adoptado este enfoque, sometiendo las células a varios factores de crecimiento y
moléculas que inducen o inhiben vias de sefalizacion especificas con el objetivo de

modificar los fenotipos celulares®®.



1.3.2. Células madre pluripotentes inducidas (iPSC)

Las células madre pluripotentes inducidas, también (iPSC por sus siglas en
inglés), son un tipo especial de célula madre que no se encuentra de manera
natural, sino que se obtiene a partir de células adultas ya diferenciadas, como las
de la piel o del tejido conectivo. Los primeros intentos exitosos de generacion iPSC,
se lograron utilizando lentivirus que expresan los conocidos factores de Yamanaka,

Oct3/4, Sox2, c-Myc y KIf4, en fibroblastos de raton®”.

En este enfoque se trabajé con un conjunto de genes que estaban
relacionados con el mantenimiento del estado pluripotente, los cuales ya se sabia
que se encontraban activos en células madre embrionarias. Al principio se eligieron
veinticuatro genes que parecian estar implicados en esa capacidad de las células
para mantenerse sin diferenciar, y luego se probaron distintas combinaciones de
esos genes en células somaticas. Lo anterior con el objetivo de ver si esas
combinaciones podian lograr que las células adquirieran propiedades similares a
las de una célula madre, como, por ejemplo, una capacidad proliferativa sostenida
sin perder sus caracteristicas o que fueran capaces de especializarse en diferentes

tipos celulares®’.

Ademas de identificar cuales de esas combinaciones funcionaban mejor, este
tipo de experimento también permitid6 demostrar que, bajo ciertas condiciones, es
posible revertir el fenotipo de una célula, lo cual indica que su identidad no es

completamente fija. Esto representé un cambio muy importante en la forma de
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entender como se regula la identidad celular y como podria manipularse con fines

terapéuticos o experimentales.

Hasta la fecha, también se han generado iPSC a partir de otras células
somaticas, como las células mononucleares de sangre periférica®®. La generacion
de iPSC se ha realizado a través de diversas metodologias que varian en como se
induce la pluripotencia. Estas pueden clasificarse en dos categorias: métodos
integrantes y no integrantes®. Sin embargo, el uso de los métodos integrantes no
es deseable en la practica clinica debido al riesgo de induccidn de mutaciones y la
posibilidad de iniciacion de neoplasias malignas*®. Por otro lado, vy
lamentablemente, los métodos no integrantes, aunque representan una opcion mas
segura no han mostrado resultados favorables en cuanto a la eficiencia para inducir
pluripotencia, con tasas que van desde apenas el 0.1% en células sanguineas hasta
cerca del 1% en fibroblastos*'. No obstante, a medida que se comprende mas sobre
la biologia detras de la pluripotencia y las células madre, ha sido factible proponer
diversas estrategias para mejorar la eficiencia de la generacion de iPSC, lo cual se

describe brevemente en los siguientes parrafos.

En linea con lo anterior, se ha informado que los procesos inflamatorios
pueden llevar a una modificacion de la condensacion de la cromatina a través de la
alteracién de varias proteinas de remodelacion de la cromatina, como DOT1L
(Disruptor of Telomeric Silencing 1-Like) la cual es una metiltransferasa que cataliza
la metilacion de la lisina 79 de la histona H3 (H3K79), una modificaciéon epigenética

clave en la regulaciéon de la expresidn génica y la estructura de la cromatina,
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facilitando la reprogramacién nuclear con los factores de Yamanaka*243. También,
se ha informado de la sustitucién del factor c-Myc por IL-6, una citocina
proinflamatoria, en la generacion de iPSC, mejorando el proceso**. Ademas, la
estimulacion de los receptores TLR-4 por el lipopolisacarido bacteriano (LPS) puede
inducir cambios en la plasticidad celular a través de modificaciones epigenéticas®.
De manera similar, algunas sustancias de bajo peso molecular, como la cordicepina
y el acido valproico, han aumentado la eficiencia de la generacion de iPSC hasta
cuatro veces en comparacion con el control en el caso de la cordicepina®®4’.
También se ha sugerido que el SASP podria tener un papel util en la generacion de
estas células, ya que contiene una mezcla particular de compuestos como citocinas

inflamatorias, quimiocinas, factores de crecimiento y distintos metabolitos.*

1.4. Senescencia celular, reprogramacién y plasticidad celular

La senescencia celular, junto con la reprogramacion y la plasticidad, forman
un conjunto de procesos que estan muy relacionados entre si. La manera en que
se influencian mutuamente juega un papel clave en el equilibrio de los tejidos y
también tiene implicaciones importantes en varias enfermedades*. Analizar con
detalle cdmo la senescencia interactua con los procesos moleculares que participan
en la desdiferenciacion y la reprogramacioén celular ha permitido entender con mayor
claridad el papel complejo que desempena en la forma en que se define y mantiene

la identidad de una célula. A través de este enfoque, se han podido reconocer
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funciones que pueden actuar como una barrera, pero también otras que contribuyen

a facilitar estos cambios celulares, como se describira en las siguientes secciones*°.

1.5. Mecanismos moleculares y consecuencias funcionales de la senescencia

celular en contextos patolégicos

La senescencia celular puede definirse como un proceso dinamico y
complejo que resulta en la detencion permanente del ciclo celular®. Este fendmeno
puede ser activado por diversas sefiales de estrés, entre las que se incluyen
factores ambientales, dafio al ADN, sefales inducidas por oncogenes y ciertos
tratamientos anticancerigenos*®. Cuando las células reciben estas sefales, se
activa una serie de rutas moleculares que al final llevan a que el ciclo celular se
detenga. Esta respuesta actua como una especie de mecanismo de proteccién que
impide que las células sigan dividiéndose si presentan dafo en su material genético
o si tienen el riesgo de convertirse en células malignas. Aunque esta funcion es util
para mantener la estabilidad del organismo, también puede traer consecuencias
negativas. Con el tiempo, este mismo mecanismo puede contribuir al deterioro de
los tejidos y estar involucrado en el desarrollo de enfermedades crénicas, ademas

de acelerar procesos relacionados con el envejecimiento®’.

Una vez que se establece la senescencia, las células no solo detienen su
proliferacion, sino que también adquieren caracteristicas fenotipicas especificas,

como el establecimiento de la secrecién de una serie de factores inflamatorios y

13



proteoliticos, vesiculas, microRNAs, y otras moléculas denominadas SASP?%2. Este
programa de varios pasos no es estatico, sino que puede evolucionar con el tiempo,
con las células senescentes desarrollando diferentes perfiles de SASP segun las
condiciones del microambiente y la naturaleza del estimulo que induce la

senescencia®?.

La senescencia celular, al limitar la proliferacion de células dafadas, opera
como un mecanismo crucial de supresion tumoral®3. No obstante, la acumulacion
progresiva de células senescentes, acompanada de su caracteristico fenotipo
secretor proinflamatorio, puede desencadenar efectos adversos a largo plazo®.
Entre estos, destacan su contribucién a la inflamacién crénica, el deterioro funcional
de los tejidos asociado al envejecimiento y la facilitacion de la plasticidad celular en

contextos tumorales®®.

1.6. Cambios en la expresion génica durante la senescencia

Una vez establecida la senescencia celular, las células experimentan
transformaciones profundas en los patrones de metilacion del ADN y en la
organizacion de la cromatina®. Estas modificaciones epigenéticas son
determinantes para la regulacion de genes clave involucrados en la detencion del
ciclo celular y en la respuesta al dafio gendmico. Entre los cambios mas destacados
se encuentra la pérdida de heterocromatina, un fendbmeno que favorece la

desregulacion génica y acelera el proceso de envejecimiento celular®®.
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Se sabe que el SASP esta modulado por estas alteraciones epigenéticas, por
ejemplo, las modificaciones en las histonas y la reestructuracién de la cromatina
permiten que las células senescentes adopten un perfil proinflamatorio
caracteristico, el cual no solo perpetua la inflamacidn crénica, sino que también

desestabiliza la homeostasis®’.

Existe la hipétesis de que la plasticidad celular inducida por SASP, en
conjunto con la activacion sostenida de vias moleculares como el factor nuclear
kappa B (NF-kB), puede favorecer la desdiferenciacion de fibroblastos hacia un
estado primitivo, analogo al de las células madre®®. El SASP, secretado por células
senescentes, establece un microambiente inflamatorio que activa mecanismos
epigenéticos y transcripcionales, contribuyendo a la pérdida de la identidad celular
en los fibroblastos y denotando su papel en la remodelaciéon del entorno de los

tejidos y la dinamica celular®®.

Ademas, los procesos que conducen a la reprogramaciéon de células
epiteliales envejecidas hacia fenotipos mesenquimales o caracteristicas propias de
células madre, como la activacion de la via NF-kB y la respuesta al dafio en el ADN
(DDR, por sus siglas en inglés), parecen desempenar un papel fundamental en el
fenébmeno de desdiferenciacion celular®®8'. El papel del factor NF-kB en los
procesos de desdiferenciacion también se extiende a las células B-pancreaticas,
donde su activacion inducida por la inflamacién ha sido asociada con la pérdida de
identidad funcional de estas células en la DMT2%2, Se ha demostrado que las

citocinas proinflamatorias, como la IL-18 y el TNFa, las cuales activan la via de
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sefnalizacion de NF-kB, podrian contribuir a la desdiferenciacion y al deterioro de la
identidad y funcion de las células B-pancreaticas®2. Aunque en el estudio se observo
que bloquear la via de NF-kB no fue suficiente para recuperar por completo la
expresion de los genes caracteristicos de las células B-pancreaticas, los resultados
destacan que esta ruta juega un papel central en los procesos que llevan a la

pérdida de identidad celular.

La interaccion entre factores epigenéticos y sefiales microambientales resulta
crucial en la regulacién de la plasticidad celular y la desdiferenciacion®. Elementos
como p16, un regulador clave de la senescencia, y JMJD3, una enzima desmetilasa
de histonas, desempefan roles complementarios en la remodelacion de la
cromatina®6%, Mientras p16 actiia como un inhibidor del ciclo celular, su supresion,
en conjunto con la actividad de JMJD3, puede facilitar la transicion de las células
hacia estados menos diferenciados, destacando la importancia de los mecanismos
epigenéticos en la reprogramacion de la identidad celular4. Este proceso no
solamente promueve que las células adopten un estado menos especializado, sino
que también se ha propuesto que aquellas que son expuestas al SASP podrian
adquirir propiedades asociadas a la multipotencia e incluso a la pluripotencia. Algo
parecido ya se ha observado en células epiteliales que han sido sometidas a

condiciones similares®9.62,

De este modo, la interaccion entre las vias moleculares activadas por el

SASP y las modificaciones epigenéticas evidencian el potencial del microambiente
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inflamatorio para inducir estados de alta plasticidad celular, lo cual hablamos

brevemente a continuacion.

1.7. Plasticidad celular

Definiendo la plasticidad celular podemos decir que se refiere a la habilidad
dinamica de las células para modificar su fenotipo y tipo celular en respuesta a
sefales especificas provenientes de su microambiente, tales como hormonas,
nutrientes o estimulos provenientes de la matriz extracelular®®. Entre los mensajeros
moleculares mas destacados que regulan la plasticidad celular (entre muchos otros)
se encuentra el AMPc. El AMPc actua como un mediador clave en la transduccién
de sefiales extracelulares que inducen cambios en la expresion génica,
reorganizacion del citoesqueleto y remodelacion epigenética, todos ellos procesos
estrechamente vinculados con la plasticidad celular. Este es formado a partir del
ATP mediante la actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC)®, tal como se
muestra en la Figura 1. La activacién de esta enzima ocurre principalmente a través
de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) y proteinas Gas. La AC utiliza el
grupo hidroxilo en la posicion 3' de la ribosa del ATP para formar el nucledtido

ciclico®.
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Figura 1. Mecanismo catalitico de la AC. El ion magnesio se coordina con los
fosfatos B y y del ATP para facilitar la reaccién. El grupo hidroxilo en la posicion 3’
lleva a cabo un ataque nucleofilico intramolecular sobre el fosfato alfa (Pa), lo que
da lugar a la formacién de un heterociclo dentro de la estructura de la ribosa. Este
heterociclo incluye el grupo fosfato enlazado a través de un atomo de oxigeno al
carbono 5’ y otro atomo de oxigeno al carbono 3’ (A). Ademas, la reaccidén genera

una molécula de pirofosfato y un ion hidrégeno (B). Fuente: Elaboracion propia.

A partir de lo anterior, se puede comprender que el AMPc desempeia un
papel fundamental en la regulacion de la plasticidad celular, actuando como un
mensajero intracelular que integra sefiales del entorno y traduce estimulos externos

en respuestas funcionales complejas. En este sentido, resulta especialmente
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relevante explorar compuestos bioactivos capaces de modular esta via de
sefalizacion y otras rutas relacionadas con la adaptacion celular. Uno de estos
compuestos es la cordicepina, un analogo de nucleésido que ha sido objeto de un
creciente interés por parte de la comunidad cientifica debido a su capacidad para

interferir en procesos bioldgicos clave como se describe a continuacion.

1.8. Cordicepina

La cordicepina, identificada también como 3'-desoxiadenosina, es un
nucledsido natural extraido del hongo Cordyceps militaris®®. Este compuesto
bioactivo se distingue por su notable diversidad de propiedades bioldgicas, que
incluyen efectos antiinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos. Su capacidad
para modular multiples vias la ha posicionado como una molécula con un
significativo potencial terapéutico en el manejo de enfermedades asociadas al

estrés oxidativo, la inflamacion crénica y la proliferacién celular desregulada’.

Entre los mecanismos principales mediante los cuales la cordicepina ejerce
efectos sobre las células madre, destaca su habilidad para regular vias de
sefalizacion criticas en el mantenimiento de la pluripotencia celular. Estudios
recientes han evidenciado que este compuesto puede incrementar la expresion de
SIRT1, una sirtuina fundamental en la regulacién de procesos como la pluripotencia
y la diferenciacion celular’'. La activacion de SIRT1 por la cordicepina promueve el

estado indiferenciado de las células madre mesenquimales humanas (MSCs, por

19



sus siglas en inglés), fortaleciendo tanto su capacidad de autorrenovacion como su
potencial de diferenciacion hacia diversas lineas celulares”!. Este descubrimiento
resalta la relevancia de este compuesto, dado que sugiere un posible uso de la
cordicepina para preservar las propiedades funcionales esenciales de las células

madre, lo que podria tener implicaciones en aplicaciones terapéuticas.

En otros reportes se ha evidenciado que la cordicepina ejerce una regulacion
significativa sobre la expresion de factores de transcripcion esenciales para la
pluripotencia, como OCT4, SOX2 y NANOG, los cuales desempefan un papel
central en la preservacion de la capacidad de autorrenovacién de las células madre

pluripotentes y en la prevencion de su diferenciacion prematura®’.

Es necesario sefalar que los efectos de la cordicepina dependen de manera
critica de su concentracién. Mientras que dosis bajas o moderadas han demostrado
promover la proliferacién celular y apoyar la preservacién de la pluripotencia,
concentraciones mas elevadas pueden inducir citotoxicidad, comprometiendo asi la

viabilidad celular’273,

Come se ha observado hasta ahorita, la cordicepina ha demostrado tener un
efecto importante en el fortalecimiento del estado pluripotente de las células madre,
ayudando a que conserven mejor sus caracteristicas fundamentales, como la
capacidad de autorrenovacion y la expresion de factores clave. Su uso puede
favorecer que las células permanezcan en un estado mas estable y eficiente de
pluripotencia. Esta condicion mas sélida (en pluripotencia) podria facilitar la

posterior diferenciacion de estas células hacia distintos linajes celulares,
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dependiendo de las sefales que reciban en etapas posteriores. En este estudio, lo
que se pretende es utilizar la cordicepina para que las células madre inducidas
alcancen un estado pluripotente mas estable o eficiente y, como se plantea en la
hipotesis, si esto se logra, podria facilitar que esas mismas células luego se
transformen en células B-pancreaticas capaces de cumplir funciones como la

produccion de insulina.

1.9. Diferenciacion hacia células B-pancreaticas a partir de células

pluripotentes

En los ultimos afos se han publicado una cantidad grande de protocolos de
diferenciacion para generar células que secretan insulina y que son sensibles a la
glucosa derivadas de células madre pluripotentes’. Las células obtenidas exhiben
caracteristicas estructurales y de expresion génica similares a las células (-
pancreaticas y poseen la capacidad de responder a la estimulacién de la glucosa

en modelos in vitro e in vivo’®.

La diferenciacion de células madre hacia células B-pancreaticas funcionales
se ha establecido como una de las areas mas relevantes en la investigacion
orientada al desarrollo de terapias innovadoras para la diabetes mellitus™. La
posibilidad de generar células B-pancreaticas plenamente funcionales a partir de

células madre pluripotentes, ya sean células madre embrionarias (ESC por sus
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siglas en inlglés) iPSC, constituye una estrategia revolucionaria en el ambito de las

terapias de reemplazo celular.

Hoy en dia, gran parte de las investigaciones estan dirigidas a perfeccionar
los pasos que se siguen durante la diferenciacion y a entender con mas claridad los
procesos moleculares que controlan como estas células alcanzan un estado
funcional. Entre los aspectos mas importantes que se estan analizando estan
algunos factores de transcripcion especificos y ciertas vias de sefializacion, los
cuales parecen jugar un papel muy relevante en el desarrollo de células con

potencial clinico’’.

1.10. Repercusiones de la modulacion de la senalizacion mediada por

nucleétidos ciclicos en la plasticidad celular.

Uno de los aspectos fundamentales en los procesos de reprogramacion
celular es la plasticidad, es decir, la capacidad de las células para modificar su
identidad y responder a senales especificas del entorno. Esta propiedad resulta
esencial tanto para inducir un estado pluripotente desde células somaticas como
para guiar la diferenciacion hacia linajes definidos. En este contexto, los nucledtidos
ciclicos, particularmente el AMPc y el monofosfato de guanosina ciclico (GMPc),
han cobrado creciente relevancia debido a su papel como segundos mensajeros

intracelulares capaces de modular rutas de sefalizacion clave.
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Evidencias sugieren que la modulacion de estas rutas puede incrementar la
eficiencia de conversion a un estado pluripotente o, alternativamente, dirigir la

diferenciacién celular segun las condiciones del microambiente”-20.

En el siguiente apartado, se expone un resumen comparativo que aborda
como diferentes nucledtidos ciclicos pueden intervenir en procesos como la
reprogramacion hacia células madre pluripotentes inducidas, la desdiferenciacion y

también la diferenciacion celular.

1.11. Comparacioén de los efectos de nucleétidos ciclicos en reprogramacion

y diferenciacién celular

La Tabla 1 resume los efectos principales de diferentes nucledtidos ciclicos
en la reprogramacion celular y en la diferenciacion hacia linajes especificos,
detallando las rutas de sefalizacion implicadas y sus aplicaciones en medicina

regenerativa.

Tabla 1. Comparacion de las funciones de nucledtidos ciclicos en la reprogramacion
celular y en la diferenciacion hacia linajes celulares especificos, destacando los
mecanismos moleculares involucrados. Los simbolos 1 y | indican un aumento o
disminucién, respectivamente, en la expresion de genes o en la actividad de
procesos celulares. Siglas: AMPc, monofosfato de adenosina ciclico; GMPc,
monofosfato de guanosina ciclico; PKA, proteina quinasa A; EPAC, proteina de

intercambio activada por cAMP; CREB, proteina de unién al elemento de respuesta
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a cAMP; NO, o6xido nitrico; GC, guanilil ciclasa; PKG, proteina quinasa G; HDAC,

desacetilasa de histonas.
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1.12. Implicaciones de la seializacion de nucleétidos ciclicos en procesos de

diferenciacion/desdiferenciacién y senescencia celular.

Varios de los protocolos actuales que se usan para inducir la diferenciacion
celular incluyen la presencia de nucleétidos ciclicos con el objetivo de facilitar que
las células maduren hacia tipos concretos®. En el caso de las neuronas, se ha
observado que al agregar dibutiril-AMPc en las fases finales del cultivo, se consigue
que las células expresen caracteristicas funcionales mas marcadas, sobre todo si
se trata de neuronas dopaminérgicas, ya que se activan genes que estan

directamente involucrados en su funcionamiento®®.

Cuando lo que se busca es obtener células de Schwann a partir de células
madre pluripotentes, ha resultado util utilizar compuestos como la forskolina, que
incrementan los niveles de AMPc. Este tratamiento ha permitido inducir la expresion
de genes caracteristicos tanto de la cresta neural como de los relacionados con la

produccion de mielina. Por otro lado, si se busca dirigir la diferenciacion hacia
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hepatocitos desde iPSC, se ha visto que combinar sistemas tridimensionales con
activadores de AMPc ayuda a generar un perfil mas parecido al del higado maduro,
posiblemente por la imitacion de sefiales hormonales como las que provoca el

glucagoén o la adrenalina®.

Los hallazgos antes comentados han permitido comprender con mas claridad
como se controla el destino de una célula. Pero ademas de eso, lo que también abre
la oportunidad para desarrollar formas alternativas que permitan obtener células
madre funcionales. Es de destacar que estas estrategias podrian evitar el uso de
técnicas genéticas complicadas, lo cual representa una ventaja importante si se
piensa en llevar estos avances a aplicaciones clinicas mas seguras. Esta propuesta
de investigacioén tiene como objetivo encontrar una forma mas segura y efectiva de
generar células madre y su posterior diferenciacion hacia células B-pancreaticas
para aplicacidn en patologias como la DMT1, donde todavia no se ha logrado
restaurar del todo la funcién de las células que producen insulina. Con esta
estrategia, se busca abrir nuevas oportunidades para tratar enfermedades crénicas

gue aun no tienen una solucién definitiva.

No obstante, es importante sefialar que, aunque el titulo de este trabajo
refleja la intencidn inicial de obtener células B-pancreaticas a partir de células madre
pluripotentes inducidas derivadas de fibroblastos humanos, los resultados
experimentales no permitieron confirmar de manera concluyente la induccion del
estado pluripotente ni el establecimiento completo del fenotipo similar a células f3-

pancreaticas, sino solo procesos parciales. Por esta razon, el enfoque final de este
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estudio se centr6 en evaluar el impacto del fenotipo secretor asociado a
senescencia y de la cordicepina sobre marcadores de pluripotencia y senescencia
celular de fibroblastos humanos, como una etapa preliminar hacia la
reprogramacion celular y posterior diferenciacion hacia células B-pancreaticas
mediante la evaluacién de marcadores y cambios morfolégicos. Esta desviacidon
entre el objetivo original y los resultados obtenidos se considera parte inherente del
proceso cientifico, y los hallazgos alcanzados siguen ofreciendo informacion valiosa
para el disefio de futuras estrategias de reprogramacién celular mas eficientes y

seguras.
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Capitulo Il

2. Antecedentes

2.1. Obtencion de iPSC

Desde que en 2006 Shinya Yamanaka dio a conocer que era posible inducir
pluripotencia en fibroblastos de raton, el area de la reprogramacion celular ha vivido
avances técnicos bastante importantes. En ese primer trabajo, se utilizé un conjunto
de factores de transcripcion conocidos como “factores de Yamanaka” (Oct4, Sox2,
KIf4 y c-Myc), los cuales fueron introducidos a través de vectores retrovirales que
se integraban al ADN de la célula huésped®’. Si bien este método mostré buena
eficiencia, se detectaron riesgos asociados a la insercidn aleatoria del ADN viral en
el genoma, lo que podia provocar alteraciones como mutaciones, silenciamiento de

los genes anadidos e incluso favorecer el desarrollo de tumores.

En el ano 2008, se reportd que el equipo de Okita consiguié generar células
iPSC utilizando fibroblastos de raton como punto de partida, pero sin recurrir a
vectores virales para introducir los factores de reprogramacion®’. En su lugar, lo que
hicieron fue emplear una estrategia basada en varias rondas de transfeccién usando
plasmidos. Uno de esos plasmidos llevaba las secuencias de ADN complementario

que codificaban para Oct3/4, SOX2 y KLF4, mientras que el otro contenia el gen
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para c-MYC. Gracias a este método, se evitd la integracion permanente de los
genes en el genoma del huésped, lo que representd un paso importante hacia

técnicas de reprogramacion mas seguras

A partir de estos esfuerzos por minimizar los riesgos asociados a la
integracion genodmica, también comenzaron a explorarse otras alternativas que
buscaban mantener la expresién de los mismos factores, pero con modificaciones
adicionales que mejoraran la eficiencia o facilitaran el control del proceso. Por
ejemplo, se crearon vectores lentivirales que transportaban todos los genes juntos
en una sola secuencia, y también se implementaron estrategias que permitian
eliminar los genes insertados una vez terminada la reprogramacion, ya fuera con
sistemas como Cre/loxP o con promotores que respondian a tetraciclina®. Otra
técnica que empez6 a utilizarse fue la de los elementos méviles como piggyBac, los
cuales ofrecian una forma de integrar y luego remover los genes sin dejar restos
permanentes, aunque con ciertos riesgos relacionados con el dano al ADN de la

célula®.

En afos posteriores, se pusieron a prueba otros métodos que no implicaban
la integracidn del material genético, lo que mejord notablemente la seguridad. Un
ejemplo temprano fue el uso de vectores adenovirales, los cuales no se insertaban
en el genoma, aunque su eficiencia para inducir pluripotencia era muy baja®.
Tiempo después, uno de los avances mas destacados fue el uso del virus Sendai,
un virus de ARN que replica solo en el citoplasma, lo que evita la modificacion del

ADN de la célula y ademas mostré buenos resultados en la generacion de iPSCs*!.
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También se han implementado técnicas libres de virus. Por ejemplo, el uso
de los vectores episomales han sido una alternativa util, ya que permiten introducir
los genes necesarios sin integrarse al genoma y pueden ser eliminados tras algunas
divisiones celulares®!. Otro enfoque mas reciente y sofisticado es el uso de ARN
mensajero modificado, que permite expresar temporalmente los factores de
reprogramacion sin alterar el ADN, y con una eficiencia considerable, aunque
requiere aplicar los ARNm varias veces durante varios dias para que funcione

correctamente®?.

Un momento importante en la evolucién de estos métodos fue cuando se
logré la reprogramacion celular solo usando compuestos quimicos. Esto se
consiguio por primera vez en 2013 con células de raton, empleando una
combinacion especifica de siete moléculas pequefas que actuaban sobre la
epigenética y sobre vias de sefializacion relevantes para la pluripotencia®®. Afios
mas tarde, casi diez, esa estrategia pudo aplicarse con éxito en células humanas.
En 2022, se publicé que era posible inducir iPSCs humanas utilizando un protocolo
secuencial con activadores de Whnt, inhibidores de TGF-B y otras moléculas que

ayudaban a desbloquear barreras celulares como la ruta de JNK®4,

2.2. Obtencidn de células B-pancreaticas a partir de iPSC

La obtencion de células B-pancreaticas a partir de células madre suele

realizarse a través de protocolos por etapas, los cuales buscan imitar las fases del
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desarrollo del pancreas durante el periodo embrionario, pero llevadas a cabo en
condiciones de laboratorio. Para lograr esto, se hace uso de una secuencia
cuidadosamente controlada de factores de crecimiento y sefiales especificas que
se afiaden en momentos determinados. Asi, las células madre pluripotentes van
pasando por distintos estados, como el endodermo, los progenitores pancreaticos
o los progenitores endocrinos, hasta llegar a un tipo celular que comparte
caracteristicas funcionales con las células B-pancreatica que se encuentran

normalmente en el organismo®.

Durante este proceso, se comprueba que las células efectivamente avanzan
hacia los estados deseados, verificando la presencia de ciertos marcadores
moleculares que se sabe aparecen en condiciones naturales. Por ejemplo, se
espera ver que en los progenitores pancreaticos se localicen al mismo tiempo los
factores PDX1 y NKX6-1 dentro del nucleo, mientras que en los progenitores
endocrinos se observa una expresion de NEUROG3 que aparece por un periodo
corto y después desaparece®.Durante este proceso, se comprueba que las células
efectivamente avanzan hacia los estados deseados, verificando la presencia de
ciertos marcadores moleculares que se sabe aparecen en condiciones naturales.
Por ejemplo, se espera ver que en los progenitores pancreaticos se localicen al
mismo tiempo los factores PDX1 y NKX6-1 dentro del nucleo, mientras que en los
progenitores endocrinos se observa una expresion de NEUROG3 que aparece por

un periodo corto y después desaparece®®.
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Uno de los esquemas mas utilizados como guia en esta area es el propuesto
por Hogrebe y colaboradores en 202177 . En su protocolo, que abarca seis etapas
bien definidas, se detallan los pasos para ir transformando a las células

pluripotentes en células funcionales parecidas 3-pancreaticas.

En la primera etapa, se induce la formacién de endodermo definitivo. Para
lograrlo, se exponen las células madre a sefales potentes de la via Activina/Nodal,
como Activina A, en combinacion con la activacion de la via WNT. En este paso se
suele emplear un inhibidor de GSK3 llamado CHIR99021. Después de unos dos o
tres dias, mas del 90% de las células expresan genes tipicos del endodermo,

incluyendo FOXA2 y SOX1777.

La segunda etapa consiste en dirigir ese endodermo hacia una region
especifica del intestino primitivo, que es donde luego se origina el pancreas. Esto
se consigue en un periodo breve, de uno o dos dias, mediante la adicién de factores
como FGF7, también conocido como KGF. A la vez, se incorporan inhibidores de

sefales que no se desean, como aquellas de las vias BMP y Hedgehog'”.

En las etapas tres y cuatro se especifican los progenitores pancreaticos. Este
proceso tarda alrededor de cinco o seis dias. Primero se usa acido retinoico para
inducir la expresion de PDX1, un marcador caracteristico de los progenitores del
pancreas. Aproximadamente a los dos dias de esta fase, mas del 80% de las células
presentan PDX1. Posteriormente, se reduce el acido retinoico y se prolonga la
exposicién a otros factores durante unos cuatro dias mas, permitiendo que una parte

de las células que ya eran PDX1 positivas también comiencen a expresar NKX6-1.
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Asi se consolidan como progenitores bipotenciales, capaces de generar tanto
células endocrinas como exocrinas. Se espera que al menos entre un 40 y 50% de
las células expresen simultaneamente PDX1 y NKX6-1, ya que estas son las que
luego daran origen a las células B-pancreaticas maduras. Si este porcentaje es mas
bajo, podria ser sefial de que la diferenciacién no ha sido 6ptima. Para lograr este
perfil, se emplea una combinacion precisa de moléculas como FGF7, acido
retinoico, un activador de PKC (TPPB), un inhibidor de hedgehog (SANT1) y un

inhibidor de BMP (LDN193189)7".

Después, en la quinta etapa, se busca inducir el linaje endocrino. Esta parte
suele durar entre seis y siete dias. En condiciones normales del desarrollo, esto
sucede cuando las células del pancreas comienzan a expresar de manera transitoria
el factor NGN3, después de que se inhibe la sefial de Notch en el entorno celular.
Para imitar esta situacion en el laboratorio, los protocolos usan compuestos que
bloquean la y-secretasa, como el compuesto XXI, lo cual impide que la via Notch
esté activa y permite asi que se exprese NGN3. También se afladen inhibidores de
ALK5, hormona tiroidea T3 y se mantienen bajos niveles de SANT1 y acido
retinoico’’. En muchos casos, durante esta etapa se reorganizan las células en
estructuras tridimensionales, lo que facilita que se diferencien en tipos celulares del
sistema endocrino como células alfa, beta o delta. Se ha observado que esta
configuracion 3D puede ser importante para activar correctamente las senales

necesarias.
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Finalmente, la etapa seis esta dedicada a la maduracién de las células
endocrinas hacia un fenotipo funcional de célula B-pancreatica. Esta fase suele
durar una o dos semanas. Aqui ya no se agregan nuevas sefales de diferenciacion,
sino que se cultivan las células en medios ricos en nutrientes y moléculas que
apoyan la funcionalidad, como la nicotinamida o factores tréficos. Se acostumbra
también agrupar las células en esferoides tridimensionales, conocidos como
“pseudo-islotes”, para promover la organizacion parecida a los islotes pancreaticos

reales’”.

Al concluir este proceso, se obtienen poblaciones celulares que producen insulina,
presentan marcadores tipicos de las células B-pancreaticas como INS, C-péptido,
MAFAyY NKX6-1, y responden a la presencia de glucosa con la liberacidén de insulina.
Sin embargo, el nivel de madurez funcional puede variar dependiendo del protocolo
que se haya seguido. En total, todo el procedimiento de diferenciacién suele tomar
entre cuatro y cinco semanas, mas el tiempo adicional que se necesita al principio

para expandir las células madre y al final para evaluar su funcionalidad.

2.3. Papel del SASP en la reprogramacion celular

La senescencia y la reprogramacion celular inducida hacia un estado
pluripotente son procesos celulares opuestos, aunque guardan una relacion
cercana debido a que comparten varias rutas de senalizacion. Ambos estados

implican cambios importantes tanto en la regulacion del ciclo celular como en la
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respuesta al estrés celular y en el epigenoma. Cuando se introducen los factores
OSKM, formados por Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc, suele observarse una activacion de
vias supresoras como p53/p21¢P1 y Rb/p16'NK4a  |as cuales actuan como freno
frente a dafios genéticos, pero también interfieren con la eficiencia de
reprogramacion. En muchas ocasiones, la expresion de estos genes lleva a que las

células dejen de dividirse y adopten caracteristicas de senescencia®’ %,

Se ha observado que, al bloquear estas rutas, ya sea mediante técnicas
genéticas o con compuestos quimicos, la reprogramacion se vuelve mas eficiente.
Sin embargo, este tipo de intervencion puede tener consecuencias no deseadas,
como el aumento en el dafo del ADN o la posibilidad de que las células se vuelvan
mas propensas a adquirir mutaciones que favorezcan una transformacién maligna®.
A pesar de ello, también se reduce la produccidon del SASP, especialmente de
proteinas como IL-6 e IL-8. Estas moléculas no solo mantienen el estado
senescente en la misma célula, sino que también pueden favorecer la
reprogramacion en células cercanas, creando un ambiente que facilita el cambio de

identidad celular9:100,

Durante la reprogramacion, también es indispensable reorganizar el
epigenoma. Esto implica eliminar marcas represivas como H3K9me3 (trimetilacion
de la lisina 9 de la histona H3) y H3K27me3 (trimetilacién de la lisina 27 de la histona
H3), que bloquean la expresion de genes clave, y reemplazarlas por marcas
activadoras como H3K4me3 (trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3). Algunos

compuestos como la vitamina C han mostrado capacidad para acelerar este proceso
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al estimular enzimas que remueven estas marcas, lo que mejora la eficiencia con la
que se generan las iPSC'0'. También se ha encontrado que la metilacién del ADN
representa un obstaculo importante. Genes esenciales para la pluripotencia estan
silenciados en células diferenciadas debido a la metilacién de sus promotores. Pero
si se usan herramientas como la inhibicion de DNMT1 o la activacion de TETs, es

posible revertir ese silenciamiento'%2.

Un hallazgo reciente es que incluso las células envejecidas o0 que ya han
entrado en senescencia pueden volver a un estado pluripotente si se usan las
condiciones adecuadas. En estos casos, se ha visto que se recupera la longitud de
los teldmeros y se restablece el funcionamiento mitocondrial, entre otros indicadores
de juventud celular’®. A pesar de esto, cuando se eliminan por completo los
mecanismos de control como p53, aunque se obtienen mas iPSC, estas células
pueden presentar dafos genéticos importantes que podrian representar un
problema en aplicaciones clinicas®. Por ultimo, se ha propuesto que incluso
algunas células tumorales pueden ser reprogramadas para perder parte de su
agresividad, ya que, al restablecer ciertos programas epigenéticos diferenciados,

dejan de comportarse como células malignas'%4.
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2.4. Cordicepina como modulador en la reprogramacion celular vy

mantenimiento de la pluripotencia.

La busqueda de compuestos que mejoren la eficiencia y seguridad en la
reprogramacion celular ha llevado a explorar nuevas moléculas con propiedades
bioactivas. Entre ellas, la cordicepina ha mostrado un efecto prometedor en la
regulacion de la pluripotencia y la plasticidad celular. Hay evidencia reciente que
indica que la cordicepina puede estimular la expresidon de genes clave para
mantener la pluripotencia, como Nanog, Oct4 y Sox2. Este efecto se ha observado
tanto en células madre embrionarias como en iPSC, y parece estar relacionado con
la activacidon de una via especifica de senalizacion celular conocida como
Jak2/Stat3*’. También se ha propuesto que esta molécula influye en el entorno
celular al actuar sobre componentes de la matriz extracelular. Se ha llegado a
comparar su accion con la del factor LIF (Factor inhibidor de Leucemia, por sus
siglas en inglés), que es bien conocido por su papel en mantener la pluripotencia en
células madre de ratén. Ademas, al parecer, la cordicepina también estimula la
produccion de ciertas citocinas de la familia de la interleucina 6, lo que podria
contribuir a reforzar la misma via de senalizacion mediante un tipo de

retroalimentacion que actiia entre células vecinas o incluso sobre la misma célula®’.

Algo parecido se ha visto en las células madre mesenquimales humanas. En
estas, la cordicepina no solo ha ayudado a retrasar la aparicion de caracteristicas
de senescencia, sino que también ha elevado los niveles de SIRT1, una enzima que

participa en varios procesos celulares relacionados con la longevidad y la
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estabilidad genética’. Esta enzima parece ser estimulada por la via AMPK-SIRT1,
y se ha observado que tiene un efecto sobre SOX2, ayudando a mantener su
expresion mediante un mecanismo de desacetilacion. Todo esto viene acompafnado
de otros efectos beneficiosos, como una mayor actividad telomerasa y una
extension en la longitud de los telomeros, lo cual contribuye a mantener la capacidad

de las células para dividirse sin perder funcionalidad”".

39



Capitulo Il

3. Hipétesis y objetivos

3.1. Aportacién cientifica

La presente investigacion aporta evidencia experimental sobre el efecto
diferencial del fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP) y la cordicepina en
la modulacion de la desdiferenciaciéon de fibroblastos humanos y su posible
compromiso hacia linajes similares a B-pancreaticos. Los resultados indican que el
SASP favorece la adquisicién de caracteristicas compatibles con un proceso de
desdiferenciacion, mientras que la cordicepina, en lugar de potenciar este efecto,
inhibié o contrarresto los cambios esperados bajo las condiciones evaluadas. Esta
aportacion contribuye al conocimiento actual sobre estrategias de reprogramacion
celular no genética, delimitando el potencial del microambiente senescente como

modulador positivo de la identidad celular.

40



3.2. Hipoétesis

La exposicion al fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP) y/o al
tratamiento con cordicepina promovera la reprogramacion de fibroblastos humanos
IMR-90 hacia un estado de desdiferenciacion. Posteriormente, estas células
mostraran la capacidad de diferenciarse in vitro hacia un linaje similar al de células

B-pancreaticas productoras de insulina.

3.3. Objetivo general

Inducir la reprogramacion in vitro de fibroblastos humanos IMR-90 mediante
la exposicién al SASP y/o cordicepina, con el proposito de evaluar sus efectos
individuales y sinérgicos sobre la expresion de marcadores asociados a la
desdiferenciacion celular y la adquisicidén de pluripotencia. Posteriormente, dirigir la
diferenciacion de las células reprogramadas hacia un fenotipo funcional similar al
de células B-pancreaticas productoras de insulina, utilizando protocolos validados

para la obtencion de este linaje.
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3.4. Objetivos especificos

e Inducir senescencia en la linea celular IMR-90 mediante tratamiento con
mitomicina C para generar un fenotipo secretor asociado a senescencia
(SASP).

e Obtener el medio condicionado derivado de células senescentes (SASP)
para su uso experimental en la induccion de reprogramacioén celular.

e Evaluar la capacidad del medio condicionado de senescencia y/o de
cordicepina para inducir la expresién de marcadores de pluripotencia y
senescencia.

e Cuantificar mediante PCR cuantitativa (QPCR) la expresién de genes
asociados a senescencia (IL6, CDKN1A), pluripotencia (KLF4, SOX2) y
diferenciaciéon hacia células similares a B-pancreaticas (NEUROGS3,
NEUROD1, MAFB), como indicadores de los distintos estados celulares
inducidos experimentalmente.

e Caracterizar morfolégicamente las células reprogramadas.

¢ Inducir la diferenciacion de las células reprogramadas hacia un fenotipo
similar al de células B-pancreaticas productoras de insulina, siguiendo
protocolos de diferenciacién establecidos.

¢ Analizar, mediante herramientas computacionales, un posible mecanismo de
accion de la cordicepina durante procesos de

desdiferenciacion/diferenciacion, enfocandose en su potencial modulacién

42



de vias de sefalizacion mediadas por nucledétidos ciclicos y su impacto sobre

la expresidn génica relacionada con la senescencia y la pluripotencia.
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Capitulo IV

4. Materiales y metodologia

A continuacion, se describen los materiales, equipos, sitios de trabajo y
compuestos que se emplearon durante el proceso de generacion de las células
desdiferenciadas. También se detallan los elementos necesarios para su
mantenimiento en cultivo y el procedimiento que se utiliz6 para promover su
diferenciacion hacia un tipo celular con caracteristicas similares a las células [3-

pancreaticas productoras de insulina.

4.1. Materiales y Reactivos

4.1.1. Materiales

e Micropipetas de diversos rangos (0.5-10 L, 2-20 uL, 20-200 pyL y 100-1000

ML): Para la manipulacion precisa de volumenes pequenos y grandes durante

la preparacion de reactivos y muestras.

e Puntas de micropipetas (20 uL, 200 pL y 1000 uL): Uso desechable para

evitar contaminacion cruzada en la manipulacién de soluciones.
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41.2.

Tubos Falcon de 15 mL: Utilizados para centrifugacion y almacenamiento
temporal de muestras y reactivos.

Vasos de precipitados de 250 mL: Para preparacion y manejo de soluciones
y medios de cultivo.

Gasas: Empleadas para la limpieza y desinfeccion de la campana de flujo
laminar.

Frascos de 25 cm?: Utilizadas para el crecimiento y diferenciacion de las

células.

Reactivos

Medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco™): Proporcion6
los nutrientes esenciales para el cultivo de fibroblastos y iPSC.

Suero Fetal Bovino (SFB) (Gibco™): Suplemento esencial para el
crecimiento celular, afadido al medio DMEM en una concentracion del 10%.
Mitomicina C (Sigma-Aldrich®): Agente alquilante utilizado para inducir
senescencia celular.

Reactivo TRIzol (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific): Utilizado para la
extraccion de ARN total, asegurando una adecuada conservacion de los
transcritos.

Reactivo X-Gal (Sigma-Aldrich®): Sustrato para identificar células

senescentes mediante tincion de B-galactosidasa.
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Cordicepina (Sigma-Aldrich®): Molécula bioactiva empleada para evaluar su
impacto en la eficiencia de reprogramacion celular.

Solucién de tripsina/EDTA al 0.05% (Gibco™): Utilizada para el subcultivo y
separacion de las células adherentes.

Solucion de amortiguador de fosfatos (PBS): Empleada para el lavado de las
células y eliminacién de detritos celulares.

Vitamina C (Sigma-Aldrich®): Empleada en el proceso de diferenciacion
hacia células similares a B-pancreaticas fase 2, 3y 4.

Nicotinamida (Sigma-Aldrich®): Empleada en el proceso de diferenciacion
hacia células similares a B-pancreaticas fase 3 y 4.

Vitamina A (Sigma-Aldrich®): Empleada en el proceso de diferenciacion
hacia células similares a B-pancreaticas fase 5.

T3 (triyodotironina) (Sigma-Aldrich®): Empleada en el proceso de
diferenciacion hacia células similares a B-pancreaticas.

XXi (inhibidor de y-secretasa) (Sigma-Aldrich®): Empleado en el proceso
de diferenciacién hacia células similares a B-pancreaticas.

Heparina (Sigma-Aldrich®): Empleada en el proceso de diferenciacion hacia
células similares a B-pancreaticas.

Glucosa (Sigma-Aldrich®): Empleada en el proceso de diferenciacion hacia

células similares a B-pancreaticas.
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4.2. Equipos

e Microscopio optico: Permitid la observacion morfoldgica de las células y la
validacion del estado de senescencia.

e Incubadora de CO, (Thermo Fisher Scientific): Proporcioné las condiciones
necesarias (37 °C y 5% de CO.,) para el mantenimiento y crecimiento celular.

e Centrifuga refrigerada (Thermo Fisher Scientific): Utilizada para la
separacion de fases durante la extracciéon de ARN y para la sedimentacion
de células.

o Espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific): Para la
cuantificacion y evaluacién de la pureza del ARN extraido.

e Campana de flujo laminar: Garantizé un ambiente estéril para la manipulacion
de las células y reactivos.

e Termociclador ProFlex™ PCR System (Applied Biosystems): Utilizado para
las reacciones de PCR convencional (punto final) y transcripcion reversa.

e Sistema StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems):
Empleado para la cuantificacion de la expresion génica mediante PCR en
tiempo real (QPCR).

¢ Sistema de vacio: Facilito la eliminacién de medios de cultivo y soluciones de

lavado.
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4.3. Laboratorios

Los ensayos se llevaron a cabo principalmente en el Laboratorio de
Farmacologia Molecular y Modelos Biologicos de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la UANL. Ademas, algunas etapas del trabajo experimental se realizaron en las
instalaciones del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste (CIBIN),
perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Asimismo, algunos
ensayos computacionales complementarios fueron realizados en el Laboratorio de
Disefo Asistido por Computadora y Sintesis de Farmacos de la Facultad de Quimica
de la Universidad Autonoma de Querétaro en colaboracion con el Dr. Rubén Antonio

Romo Mancillas.

4.4. Metodologia general

La metodologia general consta de cuatro etapas in vitro ademas de un

estudio in silico plasmadas en la Figura 2 y enlistadas a continuacién.

1) Induccién de senescencia

2) Recoleccion del SASP

3) Obtencion de células desdiferenciadas expuestas al SASP

4) Diferenciacion a células similares a B-pancreaticas

5) Descripcion del posible mecanismo molecular de la cordicepina sobre la

plasticidad con métodos in silico.
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La extraccion de ARN se realizé conforme a las instrucciones proporcionadas
por el fabricante del reactivo TRIzol. Para la sintesis del ADN complementario
(cDNA) y la cuantificacion relativa de la expresion génica, se utilizo la metodologia
AACt descrita por Livak y Schmittgen en 200119, Las reacciones se llevaron a cabo
con SYBR Green como agente fluorescente, empleando el sistema de PCR en

tiempo real StepOnePlus™ (Applied Biosystems).

49



Induccién de senescencia

e =l

IMR-80 senescentes

Recoleccion de SASP

s ",
o o e
Exposicion a SASP
28 dias
SASP
Dia 24
Cordicepina |
IMR-90
_(@g) S
" . Obtencion de células
. @ ) desdiferenciadas
‘®
@
.‘ @
® _©
@&
Propuesta de mecanismo A o
de accion por métodos in . leerenclacloq a
silico de acoplamiento y células B-pancreaticas

dinamica molecular

Figura 2. Metodologia general de la obtencién de células similares a 3- pancreaticas
a partir de fibroblastos IMR-90 utilizando SASP para la induccién de

desdiferenciacion. Fuente: Elaboracion propia.
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4.5. Cultivo de las células IMR-90

La linea celular que fue utilizada en el proceso de reprogramacion fue la linea
de fibroblastos embrionarios de pulmoén IMR-90, las cuales fueron cultivadas en
medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%. A continuacién, se

muestra la metodologia seguida para el proceso de cultivo de las células.

4.5.1. Descongelacién de las células

Para iniciar con este proceso, se procedio a afadir 3 mL de medio DMEM,
suplementado con suero fetal bovino al 10% en un frasco con células y una vez
afadido, fue incubado por 15 minutos, a una temperatura de 37° C con un 5% de
COo.. Por otra parte, el vial con las células se descongel6 por 2 minutos en un bafo
de agua a 37° C. Después de que los cristales desaparecieron, el vial con células
fue removido del bafio de agua hacia la campana de flujo laminar. El contenido del
vial fue transferido a un tubo Falcon de 15 mL previamente llenado con 5 mL de
DMEM con suero fetal bovino al 10%. El tubo con células se centrifugd a 1300 rpm
por un tiempo total de 10 minutos y se procedi6 a descartar el sobrenadante cuyo
contenido consiste en medio de cultivo y el crioprotector, que en este caso fue el
glicerol. El pellet de células se resuspendié con 2 mL del nuevo medio y fue
transferido al frasco de células incubado previamente. Se analizaron las células 24

horas después para observar la adherencia a la superficie y evaluacion de un

51



posible subcultivo. El proceso descrito tiene como base las recomendaciones de la

American Type Culture Collection (ATCC)'%,

4.5.2. Cambios de medio

Para realizar los cambios de medio de esta linea celular, se comenzé con la
sanitizacion de la superficie de trabajo utilizando etanol al 70% y una solucién de
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0.1%. Todo esto se llevd a cabo en la campana de
flujo laminar desinfectada previamente. Las herramientas que se utilizaron fueron
micropipetas, pipetas Pasteur, puntas de 1000 yL y un sistema de vacio para retirar
el medio viejo. Después de esto, se afiadieron 3 mL de solucion de PBS para lavar
el frasco y retirar detritos celulares junto con otros desechos. El PBS fue retirado
con otra pipeta Pasteur y posterior a esto se anadieron 3 mL de medio DMEM
suplementado. Por ultimo, se incubaron de nuevo las células a 37° C con un 5% de

CO:o.

4.5.3. Subcultivos de células

Se procedié a sanitizar con etanol al 70% el frasco con células y se llevo
hacia la campana de flujo laminar desinfectada previamente. De manera similar al
procedimiento de cambio de medio de cultivo, éste fue retirado con una pipeta
Pasteur unida al sistema de vacio para después afiadir 3 mL de PBS y lograr retirar

los restos celulares y lavar el frasco. Posteriormente se procedi6 a retirar el PBS y
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se afiadieron 500 pl de una solucion de tripsina/EDTA al 0.05% al frasco y se incubd
por un lapso de 5 minutos a 37°C con un 5% de CO2. Una vez finalizado el periodo
de incubacion, el frasco de células fue colocado de nuevo en la campana de flujo
laminar y se le afiadi®6 1 mL de medio de cultivo con el fin de inactivar a la
tripsina/EDTA. Las células fueron resuspendidas para promover su separacion total
y fueron transferidas a un tubo Falcon de 15 mL, el cual fue centrifugado a 1300
rom por un total de 10 minutos. Después de la centrifugacion el sobrenadante fue
descartado, y fueron afadidos 4 mL de medio de cultivo nuevo. Con el volumen
resultante se resuspendieron las células y se tomdé una alicuota de 20 ul para el
conteo de células en la camara de Neubauer. Segun el calculo del numero de
células en suspension, se tomé el volumen correspondiente para hacer una dilucion
con el fin de obtener un volumen final de 3 mL y una densidad celular especifica en
un nuevo frasco de células. Por ultimo, las células se incubaron en las condiciones

estandar ya mencionadas para el cultivo celular.

4.6. Induccidén de senescencia en la linea celular IMR-90 y recoleccion de SASP

Se emplearon fibroblastos humanos IMR-90 para la induccién de
senescencia, los cuales fueron cultivados en frascos de 25 cm? a una densidad
inicial de 360,000 células por frasco. Como medio de cultivo se utilizd DMEM
suplementado con un 10% de SFB y un 1% de penicilina/estreptomicina, afiadiendo
un volumen total de 4 mL por frasco. Para inducir senescencia, a cada frasco se le

afiadié mitomicina C a una concentracion final de 0.5 ug/mL. Este tratamiento se

53



mantuvo durante tres dias bajo condiciones de incubacion controladas (37 °C y 5%
de CO,), permitiendo que el compuesto actuara como agente alquilante,
bloqueando la replicacion del ADN y promoviendo el arresto irreversible del ciclo
celular. Al tercer dia, se retir6 el medio inicial y las células fueron lavadas
cuidadosamente dos veces con 4 mL de PBS para eliminar restos del compuesto y
desechos metabolicos. Posteriormente, se afadi® un nuevo medio DMEM
suplementado con 10% de SFB (4 mL por frasco), esta vez sin mitomicina C, y se

continud la incubacién bajo las mismas condiciones.

A los seis dias desde el inicio del tratamiento, el medio suplementado con
SFB fue reemplazado por medio DMEM sin suero fetal bovino con el propésito de
eliminar los factores de crecimiento presentes en el suero y asegurar que el medio
recolectado reflejara exclusivamente las secreciones asociadas al estado de
senescencia. Después de 48 horas de incubacién con medio sin suero, este fue
cuidadosamente recolectado y considerado como medio condicionado de
senescencia o como el fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP). Para
garantizar la pureza del medio, este fue filtrado a través de membranas de 0.22 um
y almacenado a -20 °C hasta su uso en experimentos posteriores. La Figura 3 ilustra

la metodologia de induccién de senescencia y recoleccion de SASP.
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Figura 3. Metodologia de induccidn de senescencia y recoleccion de SASP. Fuente:

Elaboracion propia.

4.6.1. Confirmacion del establecimiento de senescencia

La confirmacion de la senescencia en las células IMR-90 se llevo a cabo
usando principalmente el ensayo de la B-galactosidasa asociada a senescencia
(SA-B-gal, por sus siglas en inglés). Esta técnica se basa en detectar actividad
enzimatica especifica cuando el medio se encuentra a un pH de 6.0, lo cual permite
identificar a las células que han adquirido un fenotipo senescente. Para ello, primero
se cultivaron las células, y después se fijaron utilizando formaldehido en
concentraciones que iban del 2 al 4 %, dejando actuar el fijador durante unos cinco
a diez minutos a temperatura ambiente. Luego se lavaron con PBS para retirar

completamente cualquier residuo de ese fijador antes de continuar con la tincién.

Una vez fijadas, las células se incubaron en una solucion con X-gal, un
sustrato cromogénico preparado en buffer de citrato con pH 6.0, al que ademas se
le afadieron sales de ferro y ferricianuro de potasio y cloruro de magnesio. Esta

incubacion se llevo a cabo a 37 °C por un periodo de entre 12 y 16 horas. Durante
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ese tiempo, aquellas células que presentaban actividad [(-galactosidasa
desarrollaron un color azul muy caracteristico, producto de la degradacion del X-gal
y la formacion del cromoforo. La observacion de la tincion azul se hizo usando

microscopia optica.

Ademas de la tincion, también se tomaron en cuenta ciertos cambios en la
morfologia de las células. Comparando con un grupo control no tratado, se notaron
alteraciones como el aumento en el tamafio celular, una disposicion desorganizada
del citoesqueleto y una forma mas extendida o aplanada, lo cual reforzé la evidencia

de que las células habian entrado en un estado senescente.

Ademas de la técnica de tincién y la morfologia observada en los campos 10x
y 20x se realizd cuantificacidon de la expresion para los marcadores de senescencia
IL6 y CDKN1A mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR por sus siglas en inglés) con las mismas condiciones descritas
en la seccion 4.7. Los oligonucledtidos de estos genes fueron estandarizados
previamente por el grupo de investigacion y se compararon contra el gen de
referencia 18S rRNA (housekeeping gene). Estos marcadores también fueron
utilizados mas adelante en la metodologia para evaluar el estado de senescencia

en los procesos a evaluar.
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4.7. Andlisis de la expresion de los genes de pluripotencia, senescencia y

células similares a - pancreatica

Se analizaron la expresién de los factores, SOX2 y KLF4 siendo estos
algunos de los principales en la generacion de pluripotencia, los marcadores de
senescencia IL6 y CDKN1A, asi como la identificacion de células similares a B-
pancreaticas con los genes NEUROG3 y MAFB en diferentes partes de la
metodologia general del proyecto. El gen constitutivo utilizado para normalizar fue
el 18S rRNA. Para realizar la cuantificacion de la expresion se utilizé la técnica
gPCR. Para esto fue necesario realizar la extraccion de los transcritos de ARN
mensajeros de las células de interés, lo cual se realizd con la ayuda del reactivo
TRIzol siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizo la

generacion del ADN complementario mediante el uso de la técnica de RT-PCR.

4.7.1. Diseio de primers para marcadores de pluripotencia

Para el disefio de primers de KLF4 y SOX2 se utilizaron diversas
herramientas bioinformaticas como Primer-BLAST, OligoAnalyzer y UNAfold con el
fin de realizar el mismo, de una manera mas eficiente. En primer lugar, se busco la
secuencia del gen del cual se deseaba determinar su expresion a nivel de transcrito
en la base de datos de genes del NCBI y posteriormente se procedié a utilizar
Primer-BLAST para que arrojara distintas opciones de primers a los cuales se les

iba seleccionando de una manera mas especifica al mover los parametros que
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otorga la interfaz de Primer-BLAST. Después de esto, se seleccionaron los mejores
pares de primers de acuerdo con aquellos que contenian la cantidad éptima de GC
que tenian una Tm ideal, que establecian menos interaccion entre ellos y de igual
manera con sus productos de amplificacion. Esto ultimo fue realizado con la ayuda

del resto de las herramientas bioinformaticas OligoAnalyzer y UNAfold'07-108,

4.7.2. Extraccion de ARN

La extracciéon de ARN total se realizé a partir de un cultivo de células
expuestas a las condiciones experimentales mencionadas en la seccién de
métodos. En primer lugar, se sanitizé la campana de extraccion y un frasco con
células rociado con SDS al 1%. Posteriormente se retird el medio contenido en el
frasco con células utilizando una micropipeta. Después de esto, se anadieron 0.5
mL del reactivo TRIzol y se resuspendieron las células para promover la lisis y la
liberacion del ARN para su posterior incubacién a temperatura ambiente durante 5
minutos. Después, se procedié a anadir 0.1 mL de cloroformo, y se mezcl6é por
inversion, la suspension resultante fue incubada por 2 a 3 minutos a temperatura
ambiente. Se llevé a la centrifugadora a 12, 000 x g por 15 minutos a 4°C. Se pudo
observar la fase acuosa y la fase organica. La fase acuosa, la cual contendra el
ARN se transfirid a un tubo nuevo, evitando a toda costa no tocar la interfase para
obtener una muestra pura de ARN. Como siguiente paso, se le afadieron 0.25 mL
de isopropanol, se agité el tubo y se incubd a temperatura de -20 °C durante toda

la noche, después de esto, el tubo se centrifugé a 12, 000 x g por 15 minutos a 4°C,
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se descarto6 el sobrenadante y se observo la aparicion del pellet de ARN en el fondo
del tubo. El pellet de ARN fue resuspendido de nuevo con una cantidad de 0.5 mL
de etanol al 70%, después de esto, el tubo fue llevado al vortex por 15 segundos
para intentar barrer con compuestos no deseados, después, se centrifugd a 7500 x
g a 4°C durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y el pellet se dejo secar
durante 5 minutos. Por ultimo, se le afiadieron 50 ul de agua libre de RNasas y se
procedié a almacenar a una temperatura de -20°C. Para verificar la calidad y pureza
del ARN obtenido se utilizé el equipo NanoDrop, y después, la técnica de

electroforesis con gel de agarosa al 2% y buffer TBE al 1X.

4.7.3. RT-PCR

El paso siguiente, una vez obtenido el ARN, fue convertirlo en ADN mediante
el uso de la transcriptasa reversa Superscript IV, generando una biblioteca de ADN
complementarios (ADNc). Se emplearon a manera de primers para la reaccion de
retrotranscripcion una mezcla 1:1 de oligo-d(T)20 y hexameros aleatorios, para la
retrotranscripcion de todos los tipos de ARN, mientras que los oligo-d(T)20 fueron
utilizados para los ARN mensajeros en especifico. Para comenzar con la reaccién
de retrotranscripciéon se le anadieron 0.5 pl de oligo-d(T)20, 0.5 uyl de hexameros
aleatorios, 1 ul de nucleétidos trifosfatados a una concentracién de 10 mM, 10 ul de
solucién de ARN molde con una cantidad de entre 10 pg — 5 ug del ARN total y agua
libre de RNasas hasta completar 13 pl, todo lo anterior fue afiadido a un primer tubo

de PCR que llamamos “Tubo #1”. Después de afadir los componentes, se realizd
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una mezcla en vortex y una posterior centrifugacion. Como paso siguiente, el tubo
se incubd6 por 5 minutos a 65°C, después se transfirio a un recipiente con hielo
durante 1 minuto. En un segundo tubo, denominado “Tubo #2” de PCR, se
adicionaron 4 pl del buffer SSIV 5x, 1 pl de la solucion de ditiotrietol (DTT) a 100
mM, 1 pl de inhibidor de RNasas, y 1 pl de la solucién con la enzima Superscript IV.
Después de esto se transfirid el contenido del tubo # 2 hacia el tubo #1, el cual fue
incubado por 10 minutos a 23°C, obteniendo un volumen final de 20 ul. Después de
haber transcurrido el tiempo de incubacion, se colocé el tubo en un termociclador
con las siguientes condiciones: 1) incubacién por 10 minutos a una temperatura de
55°C; 2) incubacion por 10 minutos a 80% y 3) Adicion de 1 ul de RNasa H e

incubacion por 20 minutos a 37°C para degradar el ARN de la muestra.

4.7.4. qPCR

Para finalizar, la cuantificacion de la expresion génica de los distintos
marcadores mediante qPCR se inicié preparando las reacciones en tubos de PCR.
Cada una de las reacciones contenia 5 pl de la mezcla maestra de SYBER green
2x, 1 pl de solucion con el primer forward (3 mM), 1 pl de primer reverse (3 mM), de
0.5 a 3 ul de la solucion de ADNc obtenida del procedimiento anterior dependiendo
de la cantidad de ARN extraido previamente donde buscamos que queden 5 ng de
ADNCc por tubo, y agua grado molecular libre de nucleasas necesaria para completar
un volumen de 10 ul. Primero, se incubaron los tubos por 2 minutos a 50 °C para

activar la mezcla de reaccidn, posteriormente se incubaron para la
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desnaturalizacion del ADNc molde a 95°C por 2 minutos. Finalmente, se realizaron
40 ciclos de alineacién y extension a 95°C por 15 segundos y 60°C por 30 segundos

respectivamente.

La validacion de cada par de primers para pluripotencia (KLF4 y SOX2) fue
realizada previamente por la construccion de una curva de calibracion con 1, 5, 25,
125y 625 ng de ADNc por tubo de reaccion de la cual se obtuvieron la eficiencia de
la gPCR. Por su parte, los oligonucleétidos de los marcadores de senescencia (/L6
y CDKN1A) fueron estandarizados previamente por el grupo de investigacion.
Mientras que los primers utilizados para la identificacién de células similares a -
pancreaticas (NEUROG3 y MAFB) se obtuvieron de la literatura con condiciones
previamente estandarizadas. Los primers utilizados en cada etapa de este proyecto

se encuentran en la Tabla 2.

Después de cada qPCR, se obtuvieron las curvas de amplificacion y los
valores de Ct. Estos ultimos valores se utilizaron para calcular la expresion relativa
entre diversos grupos, segun la parte de la metodologia, para ello se empled el
método del AACt por triplicado técnico. Este método consiste en la cuantificacion
relativa de la expresion génica (transcritos de ARN) comparando dos grupos de
diferentes condiciones (un tratamiento respecto a un control establecido). Lo
primero que se realiza es la normalizacion de los valores de Ct con el gen
constitutivo (78S rRNA) restéandolo de cada valor de Ct de cada gen a evaluar (Ctgen
— Ctiss) para obtener el ACt. Posteriormente, se obtiene el AACt al restar el valor

ACt del gen de interés perteneciente al grupo seleccionado como control del ACt
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del gen de interés perteneciente al grupo seleccionado como tratamiento (ACt gena
tratamiento — ACt gen A control). Este valor de AACt nos permite obtener la expresion
relativa del gen en la condicion tratada comparada con la no tratada o control con la

formula de 2~2ACt,

Tabla 2. Secuencias nucleotidicas de los pares de primers utilizados en los

diferentes procesos del proyecto para la cuantificacion de expresién relativa.

Tipo de
Gen Sentido Secuencia (5’->3’)
marcador
Forward CCGGGAACGAAAGAGAAGCT
IL6
Reverse GCGCTTGTGGAGAAGGAGTT
Senescencia
Forward GACACCACTGGAGGGTGACT
CDKN1A
Reverse CAGGTCCACATGGTCTTCCT
Forward CATCTCAAGGCACACCTGCG
KLF4
Reverse ATTTCCATCCACAGCCGTCC
Pluripotencia
Forward CGCCCCCAGCAGACTTCACA
SOX2
Reverse CTCCTCTTTTGCACCCCTCCCATTT
Forward CCCTATCAACTTTCGATGGTAGTCG
Constitutivo 18S rRNA
Reverse CCAATGGATCCTCGTTAAAGGATTT
Forward CTTCGTCTTCCGAGGCTCT
Células
NEUROG3 | Reverse CTATTCTTTTGCGCCGGTAG
similares a §3-
Reverse GCCCCAGGGTTATGAGACTAT
pancreaticas
MAFB Forward CATAGAGAACGTGGCAGCAA
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Reverse ATGCCCGGAACTTTTTCTTT
4.8. Obtencion de células desdiferenciadas

Para la obtencion de células desdiferenciadas, se empled la linea celular
IMR-90, cultivada en frascos de 25 cm? a una densidad inicial de 360,000 células
por frasco. Estas células fueron sometidas a un protocolo de exposicién a medio
condicionado de senescencia durante un periodo de 28 dias. Cada frasco recibio
500 uL de medio condicionado junto con 3.5 mL de medio sin suero, manteniendo
un volumen final de 4 mL por frasco con 25% de SASP (Figura 4).

IMR-90
senescentes N

L) sasp Incubacién a 37° C
con 5% de CO,

_~

Cultivo de fibroblastos con una densidad de 360,000
células/caja, con 0.5 ml de SASP y 3.5 ml de medio DMEM.

Figura 4. Proceso de adicion de SASP a fibroblastos IMR-90 para obtener células

desdiferenciadas. Fuente: Elaboracion propia.
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Los cambios de medio se realizaron cada 4 dias para asegurar la renovacion
de los factores activos presentes en el medio condicionado y eliminar posibles
desechos metabodlicos (Figura 5). Durante este periodo, las células fueron
monitoreadas regularmente para evaluar cambios morfolégicos asociados con el
proceso de desdiferenciacion. Ademas, cada 4 dias se realizé la extraccion de ARN
total utilizando un protocolo estandarizado en la seccion 4.7.2. para preservar la
calidad del material genético. Este ARN fue utilizado para cuantificar la expresion
de marcadores clave de pluripotencia, como SOX2y KLF4, asi como de marcadores
de senescencia, incluyendo IL6 y CDKN1A, mediante técnicas de RT-PCR y qPCR.
La recoleccion periodica de ARN permitié realizar un seguimiento temporal de los

cambios en la expresidén génica asociados con la desdiferenciacion celular.

gy Fin de
;?L‘;:;"p;:lea exposicion a
Adicion de SASP SASP
| | I I | | | |
| I I I I I I | |
0 1 4 8 12 16 20 24 28

Dias

Figura 5. Diagrama cronoldgico de la metodologia general para la obtencion de
células desdiferenciadas mediante exposicion a SASP, se obtuvieron transcritos de

ARN de los dias 4, 8, 12, 16, 20, 24 y 28. Fuente: Elaboracion propia.
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Después de completar los primeros 24 dias de tratamiento con el medio
condicionado, se aplicé un nuevo tratamiento a las células que consistio en la
combinacion de cordicepina con ese mismo medio condicionado derivado de células
senescentes. Esta fase adicional se mantuvo hasta el dia 28 con la intencién de
observar si habia algun efecto conjunto entre la cordicepina y los factores presentes
en el medio sobre el proceso de desdiferenciacion y el estado general de las células.
Al finalizar ese periodo, se volvié a extraer el ARN de las células tratadas para poder
analizar la expresion de los mismos genes que ya se habian evaluado
anteriormente, entre ellos los relacionados con la pluripotencia, como KLF4y SOX2,
asi como los marcadores de senescencia IL6 y CDKN1A. Con esta evaluacion final,
se busco observar si hubo modificaciones en la expresion génica y si el tratamiento

combinado generd algun efecto particular en la regulacién de estos procesos.

4.9. Diferenciacién de células desdiferenciadas a células B-pancreaticas

Las células que se eligieron para iniciar el protocolo de diferenciacion fueron
aquellas que, luego de haber sido tratadas durante 24 dias con medio condicionado
de senescencia, mostraron un aumento notable en la expresion de los genes KLF4
y SOX2, como se muestra mas adelante en la seccion de resultados. La decision
de utilizar estas células en particular para comenzar el proceso de diferenciacion se
tomé porque fue en ese punto donde se observd la mayor activacion de los

marcadores que indican un estado celular mas inmaduro.
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Desde ese momento, se aplicé un protocolo de diferenciacién (Figura 6) que
tuvo una duracion de 16 dias y estuvo organizado en seis fases consecutivas. Para
cada una de esas etapas se usaron diferentes combinaciones de factores que
ayudaron a guiar poco a poco a las células hacia un destino similar al de las (-
pancreaticas. El protocolo original fue adaptado a partir del publicado por Hogrebe
y colaboradores en 201477, aunque en este trabajo se realizaron algunos ajustes,
especialmente en la cantidad de factores usados y en el tiempo que se mantuvieron
activos, con el proposito de mejorar el grado de maduracion de las células dentro
del sistema experimental. Este enfoque permitié mantener una continuidad entre el

estado inducido por el SASP y la transicién hacia un fenotipo mas especializado.

Baja glucosa (2mM) Alta glucosa (10 mM)
SASP
) SASP o T3
Adenosina SASP Nicotinamida Nicotinamida Vitamina A XXi
Vitamina C Vitamina C Vitamina C Heparina

——

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D16

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5 Fase 6

Figura 6. Diagrama cronoldgico del proceso de diferenciaciéon hacia células

similares a B-pancreaticas dividido en 6 fases. Fuente: Elaboracion propia.
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La primera fase abarcé del dia 0 al dia 3 del proceso. Durante esta fase se
emple6 SASP derivado de fibroblastos de la linea celular IMR-90 senescentes,
esterilizado previamente por filtracion (membrana de 0.22 ym) ademas de
adenosina. Las células fueron sometidas a concentraciones bajas de glucosa (2
mM) para activar vias metabdlicas asociadas con la diferenciacion pancreatica. El
recambio de medio se realiz6 cada 96 horas, manteniendo condiciones estandar de
incubacion. Durante la fase 2 comprendida desde del dia 3 al 5.5 se continud el
empleo del medio condicionado de senescencia, complementado con acido

ascorbico (vitamina C, 50 yM).

En la tercera fase comprendida desde el dia 5.5 al 8, se incorpord
nicotinamida (10 mM), precursor del NAD* con efectos promotores de maduracién
pancreatica y proteccion frente al estrés oxidativo. Se mantuvo la suplementacion
con vitamina C y medio condicionado para reforzar el avance progresivo de la
diferenciacion. En la fase 4 comprendida del dia 8 al 11 se mantuvo la
suplementacién con nicotinamida (10 mM) y vitamina C (50 yM) para favorecer la
estabilizacion fenotipica. Durante la fase 5 (Dia 11-13) se afiadié un medio rico en
glucosa (10 mM) para promover la diferenciacion hacia células B funcionales,
complementado con retinol (vitamina A, 2 uM), implicado en la activacion de
receptores especificos de acido retinoico necesarios para la diferenciacion

endocrina pancreatica.

Durante la fase 6 y final (dia 13-16) se adicionaron factores clave como

triyodotironina (T3, 50 nM), moduladora del metabolismo energético y diferenciacion
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endocrina; un inhibidor especifico de la y-secretasa (XXi) que bloquea la
sefalizacion Notch favoreciendo la diferenciaciéon B-pancreatica; y heparina (5
U/mL) como estabilizadora de factores de crecimiento. Este protocolo incluy6 un
control metabdlico con dos fases definidas: inicialmente, baja glucosa (2 mM, Dia
0-11) para favorecer una diferenciacion progresiva sin activacion metabdlica
prematura, seguida de una fase con alta glucosa (10 mM, Dia 11-16) para inducir

maduracion funcional y respuestas glucosa-insulina adecuadas.

4.9.1. Caracterizacion de células B por qPCR y morfolégica

Las células sometidas al proceso de diferenciacion fueron lavadas con PBS,
seguido por la extraccion de ARN total utilizando TRIzol (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La calidad e integridad del
ARN obtenido se confirmd mediante espectrofotometria (relacion A260/A280) y
electroforesis en gel de agarosa al 2%. Posteriormente, se realizé la sintesis de ADN
complementario (ADNCc) utilizando transcriptasa inversa en presencia de oligo-dT y

hexameros aleatorios de la seccion 4.7.3.

La expresidon génica especifica se evalué mediante gPCR en tiempo real,
utilizando primers especificos para marcadores caracteristicos de células
pancreaticas inmaduras (MAFB) y de intermediarios (NUEROG3) y un gen
housekeeping (18S rRNA). La reaccion se realizé utilizando un termociclador con

sistema de deteccion de fluorescencia SYBR Green bajo las condiciones descritas
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previamente en la seccidn 4.7.4. Las células diferenciadas fueron examinadas

mediante microscopia, documentando cambios en la morfologia.

4.9.2. Analisis estadistico

En todos los experimentos realizados se trabajo con triplicados técnicos,
aunque en el dia 16 hubo una excepcion porque no se logro recolectar la cantidad
de muestra suficiente para ese punto. Para cada uno de los analisis, se evaluo si
los datos seguian una distribucion normal utilizando tanto la prueba de Shapiro-Wilk
como la de Kolmogorov-Smirnov, considerando ademas el valor p ajustado de
Dallal-Wilkinson-Lillie como referencia adicional. Solo se continué con el analisis

paramétrico cuando los resultados indicaban que p era mayor a 0.05.

Cuando el experimento requeria comparar solo dos grupos, como por
ejemplo entre el control y los fibroblastos tratados con SASP, o también al evaluar
efectos de ciertas moléculas durante la diferenciacion, se aplicé la prueba t de
Student para muestras independientes. Esto se utilizd en analisis como el de la
expresion relativa de genes como MAFB y NEUROG3 en células que estaban

diferenciadas o no hacia un fenotipo parecido al de células B pancreaticas.

En los casos donde se analizaron cuatro condiciones diferentes, es decir, el
grupo control, el tratado con SASP, el tratado con cordicepina, y el grupo que recibid
ambos tratamientos juntos, se decidid aplicar un analisis de varianza de un solo

factor (ANOVA de un factor). Esta prueba se us6 para comparar la expresion de
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genes especificos como IL6, CDKN1A, KLF4y SOX2 con respecto al grupo control.
En este tipo de analisis también se mantuvieron los triplicados técnicos por cada

uno de los genes evaluados.

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa GraphPad
Prism version 8.0. Los datos fueron presentados como media con su desviacion
estandar, y se considerd que habia significancia estadistica cuando el valor de p era
menor a 0.05. Para mostrar los niveles de significancia en las graficas, se usaron
asteriscos: uno para p menor a 0.05, dos para p menor a 0.01, tres para p menor a
0.001 y cuatro cuando p fue menor a 0.0001. Cuando no hubo diferencias

significativas entre los grupos, se indicé como “ns”, es decir, no significativo.

4.10. Propuesta de mecanismo de accion molecular de la cordicepina en
procesos de desdiferenciacion/diferenciacion celular: metodologia

computacional.

Para llevar a cabo este estudio, primero fue necesario construir una base de
datos con diferentes compuestos endégenos que participan en el metabolismo de
las purinas. Esta seleccion se hizo porque la cordicepina (COR) comparte similitud
estructural con el esqueleto basico de estas moléculas. Se incluyeron compuestos
como adenosina, inosina y guanosina (ADO, INO y GUA, respectivamente), junto
con sus correspondientes formas mono-, di- y trifosforiladas (por ejemplo: AMP,

ADP, ATP). Asimismo, se incorporé la S-adenosilmetionina (SAM), dada su
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reconocida relevancia bioquimica. A esta coleccion se afiadieron tanto la COR como
varios de sus metabolitos derivados, como cordicepina monofostato (COR-MP) o 3'-
desoxiinosina monofostato (3-dIMP), que ya han sido documentados en la
literatura. Para representar cada molécula, se recuperaron sus coédigos CID
(Compound IDentifier) y SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System)
desde la base de datos PubChem, y posteriormente se modelaron considerando un
pH fisioldégico cercano a 7.4 utilizando el software Avogadro'®. Los datos
recopilados se organizaron en una tabla donde se comparan con compuestos

derivados de ADO.

4.10.1. Analisis comparativo de la estructura de la cordicepina y sus analogos

frente a compuestos derivados de purinas

Después de haber reunido esta informacion, se procedié con un analisis
estructural comparativo entre las moléculas seleccionadas. Este analisis incluyo
tanto la similitud bidimensional (2D) como la tridimensional (3D). En el caso de la
similitud 2D, se calcularon los coeficientes de Tanimoto (TC), los cuales comparan
la huella digital quimica entre pares de moléculas. Estos valores pueden ir de 0 a
100, donde valores mas altos indican mayor semejanza estructural''®. Para evaluar
la similitud tridimensional, se calcularon dos puntuaciones distintas: una que toma
en cuenta la forma espacial (ST) y otra que considera propiedades quimicas

especificas como la capacidad de formar enlaces de hidrogeno o la presencia de
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regiones hidrofobicas (CT). Ambas puntuaciones también van de 0 a 100, y al

sumarlas se obtiene el lamado Combo Tanimoto, cuyo valor maximo es 200",

Si el TC esta entre 50 y 80 se considera una similitud intermedia, mientras
que valores mayores de 80 para CT o combinaciones que den un Combo T mayor
a 130 ya se interpretan como alta similitud'?. Los valores individuales obtenidos de

cada comparacioén fueron procesados en el servicio Score Matrix de PubChem13.

4.10.2. Analisis fisicoquimico comparativo entre la cordicepina, sus analogos

y los compuestos derivados de purinas

Posteriormente, se llevo a cabo un analisis mas detallado que comparé las
propiedades fisicoquimicas de todas las moléculas del estudio. Esta evaluacién se
realizo utilizando la herramienta SwissADME que permite predecir parametros como
el peso molecular, el numero de enlaces rotacionales o la cantidad de donadores y
aceptores de enlaces de hidrégeno, asi como otros aspectos relacionados con la

polaridad, la lipofilicidad o la rigidez estructural de cada compuesto'.

Con estos datos se construy6 una matriz para comparar todas las moléculas,
estandarizando previamente los valores mediante puntuaciones Z. Esto fue
necesario porque cada parametro tiene unidades distintas. Se empled un
agrupamiento jerarquico (HC por sus siglas en inglés) sin supervision para observar

si las moléculas se organizaban en patrones coherentes basados en sus
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caracteristicas fisicoquimicas. Para ello, se utilizé RStudio con diversas bibliotecas

estadisticas, y se aplicaron distancias euclidianas junto con el método de Ward 5.

4.10.3. Identificacion de posibles blancos moleculares basada en las

propiedades estructurales de la cordicepina y sus compuestos analogos

Ademas, se exploro la posibilidad de que estas moléculas interactuaran con
blancos moleculares especificos dentro del organismo. Para ello se usé la
plataforma SwissTargetPrediction, la cual permite inferir posibles proteinas blanco
basandose en la similitud quimica de los compuestos con ligandos conocido. Esta
herramienta cuenta con una base de datos bastante amplia, que incluye mas de

3000 macromoléculas y cientos de miles de compuestos activos 6.

El analisis incluy6 una puntuacién de probabilidad basada en similitud 2D/3D
y coincidencias con compuestos bioactivos. Sin embargo, para la cordicepina y su
derivado 3'-dINO, SwissTargetPrediction no generd resultados. Aunque puedan
parecer similares a moléculas activas conocidas, la herramienta depende de
comparaciones cuantitativas con bases de datos especificas, y si no se supera
cierto umbral de similitud o no hay blancos validados, no emite predicciones. Por
esta razon, se recurrié a otra herramienta llamada Similarity Ensemble Approach
(SEA), que se basa en un principio similar, pero usa distintos algoritmos de

comparacion molecular.
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4.10.4. Estudio comparativo de afinidad y mecanismos de interaccion de la
cordicepina y sus derivados frente a blancos moleculares de metabolitos

endoégenos

A continuacion, se evalud si las moléculas del estudio eran capaces de
interactuar con las enzimas o proteinas endoégenas que participan en la ruta de las
purinas. Se prepararon estructuras tridimensionales de las moléculas utilizando
Avogadro, y se optimizaron energéticamente con el campo de fuerza MMFF94. Por
otro lado, las estructuras de las proteinas humanas fueron descargadas del PDB y

limpiadas de ligandos, agua e iones mediante Chimera 1.16"7:118,

Para simular las interacciones se utilizé AutoDock 4.2, donde se calcularon
las energias de acoplamiento entre las moléculas candidatas y sus posibles
blancos. Las condiciones de la simulacién incluyeron adicion de cargas especificas
tanto a proteinas como a ligandos, y la prediccion de los sitios activos se baso en

datos de UniProt y DoGSiteScorer!9.120,

Entre los algoritmos usados, el método genético de tipo Lamarckiano permitid
explorar distintas conformaciones y localizar aquellas con mejor afinidad. En total
se hicieron 10 ejecuciones por cada simulacién, con millones de evaluaciones y
generaciones para garantizar buenos resultados. Se registraron las mejores
puntuaciones obtenidas y se compararon los modos de unién con los de los ligandos
endogenos. Las interacciones mas representativas fueron observadas con Chimera

X121
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4.10.5. Simulaciones de dinamica molecular

En la ultima etapa del analisis, se procedié con simulaciones de dinamica
molecular. En primer lugar, se construyeron modelos tridimensionales de dos
isoformas de la enzima adenilato ciclasa humana utilizando el algoritmo
RosettaFold'?2. Nombramos ADCY5 a la AC transmembrana y ADCY10 a la AC
soluble. Debido a que ciertas regiones de estas proteinas eran demasiado largas o
desordenadas, se modelaron por fragmentos y después se ensamblaron en

Schrédinger-Maestro.

Luego, se generaron los modelos de ligandos de adenosina trifosfato (ATP)
o Cordicepina trifosfato (COR-TP), basados en datos cristalograficos obtenidos del

PDB123,

Con los modelos listos, se realizaron simulaciones de dinamica molecular con
el programa Desmond 3.6'%4. Se utilizaron condiciones fisioldgicas estandarizadas,
como una temperatura cercana a los 310 K, presion constante, iones en solucion y
un sistema de agua TIP3P. En el caso de ADCY5 se agregé una membrana de

fosfatidilcolina para simular el entorno transmembranal.

4.10.6. Metandinamica bien temperada

Por ultimo, se realizé una simulacion de metadinamica bien temperada (well-

tempered metadynamics), empleando los modelos seleccionados de cada complejo
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proteina—ligando. Para esta simulacion, se eligi6 como variable colectiva la distancia
entre el centro de masa del ligando y los residuos de la proteina que interactuan con
el. Durante 25 nanosegundos se aplico un potencial repulsivo de tipo gaussiano
para explorar las distintas configuraciones del sistema. Esta técnica permitio
observar con mayor detalle los cambios conformacionales y la estabilidad de la

interaccion bajo condiciones dinamicas similares a las fisioldgicas.

En la Figura 7 se observa un diagrama general de la metodologia in silico

descrita en esta seccion.

5

Estudios de
acoplamientoy
dinamica
molecular

Analisis de las
propiedades
fisicoquimicas

Creacion de base de

datos

Figura 7. Diagrama de la metodologia in silico para la propuesta del mecanismo de
accion de la cordicepina en procesos de plasticidad celular. Fuente: Elaboracion

propia.
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4.11. Gestion y disposicion de residuos

Los residuos generados en este proyecto se manejaron siguiendo el programa
de gestion de la FCQ de la UANL, clasificandolos en contenedores segun su

naturaleza:

A: Soluciones de sales, acidos y bases neutralizadas.

« B: Sdlidos inorganicos.

« C: Disolventes organicos no halogenados.

« D: Disolventes organicos halogenados.

o E: Materiales toxicos o cancerigenos.

e G: Solidos organicos.

o Vidrio/Plastico: Impregnados con quimicos.

Para los Residuos Peligrosos Biolégico-Infecciosos (RPBI), se usaron

contenedores especificos:

e Rojo rigido: Punzocortantes contaminados.

 Rojo hermético: Sangre, torundas y tubos.

o Amarillo: Residuos patoldgicos.
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Capitulo V

5. Resultados y discusion

La presente seccion integra los principales hallazgos experimentales
derivados de la investigacion, organizados de acuerdo con los objetivos especificos

planteados.

5.1. Induccién experimental de senescencia celular en fibroblastos humanos
IMR-90

En esta etapa se buscé confirmar la eficacia del tratamiento con mitomicina
C para inducir un fenotipo senescente en la linea celular de fibroblastos humanos
IMR-90. Se pudo observar la morfologia caracteristica de células senescentes en
20x, donde se ven los fibroblastos mas grandes, alargados y menos delgadas del
centro, dando la apariencia de estar aplastadas o extendidas sobre la superficie del

frasco (Figura 8).
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Control Senescente

=2 I

Figura 8. Induccion de senescencia en células IMR-90. Cambio morfolégico

observado a 20x. Fuente: Elaboracion propia.

Se verificd la induccion de senescencia mediante el ensayo citoquimico de
actividad de B-galactosidasa asociada a senescencia. Los resultados mostraron un
elevado numero de células positivas tefiidas en azul en los cultivos expuestos a
MMC, confirmando la induccién de senescencia celular. En contraste, los cultivos
control presentaron un numero significativamente menor de células tefiidas (Figura

9).
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Control _— Senescente

Figura 9. Ensayo de la B-galactosidasa después de la induccion de senescencia en

células IMR-90. Tincion observada a 10x. Fuente: Elaboracion propia.

5.2. Recoleccion de SASP

Una vez establecida la senescencia en los fibroblastos se cultivaron 24 y 48
horas en medio DMEM fresco sin SFB. Se recolecté el SASP en tubos Falcon de

15 mL y se almacenaron a -20° C hasta su uso.

Una limitacion relevante del presente trabajo es que no se caracterizo la
composicion exacta del secretoma producido por las células senescentes (SASP).
Sin embargo, estudios previos han demostrado que el SASP contiene una mezcla
compleja de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-8), factores de crecimiento (TGF-j,

VEGF), metaloproteinasas, exosomas, y especies reactivas de oxigeno, los cuales
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pueden modular la plasticidad celular y favorecer estados de desdiferenciacién'?5-

127

5.3. Resultados del proceso de desdiferenciacion o reprogramacién celular

El objetivo principal del estudio fue evaluar el proceso de desdiferenciacion
de células fibroblasticas IMR-90 hacia células con caracteristicas pluripotenciales.
Este proceso se realiz6 mediante un ensayo experimental con una duracion total de
28 dias, segun lo especificado en la seccion de metodologia (Figura 3). Cada cuatro
dias se realizaron cambios de medio y se llevaron a cabo extracciones de ARN,

donde se determiné la integridad de la muestra de ARN en un gel de agarosa al 2%

en buffer TBE 1X (Figura 10).

Figura 10. Geles de electroforesis al 2% en buffer TBE 1X de las muestras de ARN
en los diferentes dias, iniciando con el dia 0 como CT y hasta el dia 28. Fuente:

Elaboracion propia.
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La expresion relativa fue determinada empleando el gen 78S rRNA como gen
constitutivo. A partir de esto, se calcularon los valores de ACT y AACT en relacion
con el grupo control correspondiente al dia 0. En el caso del dia 16, no se logro
llevar a cabo el analisis estadistico porque ocurrié un error durante el experimento,

lo cual impidié contar con el triplicado técnico necesario.

Los resultados indicaron de manera consistente un aumento en los
marcadores de senescencia (IL6 y CDKN1A) y los de pluripotencia (KLF4 'y SOX2)
en los dias 8 y 24, siendo el dia 24 el que mostré un aumento mas drastico en los
marcadores y una notable caida de estos para el dia 28. Por ende, se parti¢ del dia
24 (donde los marcadores de pluripotencia estaban en su pico) para iniciar el
proceso de diferenciacion). En las Figuras 11, 12, 13 y 14 se observa el cambio de
los marcadores IL6, CDKN1A, KLF4 y SOX2 de forma individual y en la Figura 15

en conjunto.

Los datos de expresion génica muestran un aumento simultaneo en
marcadores asociados tanto a senescencia (IL6, CDKN1A) como a pluripotencia
(KLF4, SOX2) durante la exposicion al SASP, especificamente en el dia 24. Esta
coexpresion sugiere un estado transitorio o mixto caracteristico de las células en
estadas pluripotenciales caracterizados por una hiperactivacion transcripcional’?8,
En la figura 17 se observan ciertos cambios en la forma de las células que parecen
estar relacionados con un estado menos diferenciado. Esto podria estar indicando
una posible transicion hacia un fenotipo pluripotente. Sin embargo, no se puede

asumir que las sefales de senescencia hayan desaparecido del todo, ya que
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algunos rasgos propios de este estado podrian seguir presentes. Por esta razén,
seria necesario realizar pruebas adicionales que ayuden a entender con mayor

claridad qué tipo de caracteristicas son las que dominan en este momento en la

poblacion celular.
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Figura 11. Expresion relativa del marcador de senescencia IL6 en los fibroblastos
IMR-90 no expuestos (CT) y expuestos a SASP (SASP) en periodos de 4, 8, 12, 16,
20, 24 y 28 dias de incubacion. Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001 (***), p <0.0001

(****) y para p> 0.05 sin significancia estadistica (ns). Fuente: Elaboracién propia

empleando GraphPad Prism 8.
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Figura 12. Expresion relativa del marcador de senescencia CDKN1A en los
fibroblastos IMR-90 no expuestos (CT) y expuestos a SASP (SASP) en periodos de
4,8, 12, 16, 20, 24 y 28 dias de incubacion. Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001
(***), p <0.0001 (****) y para p> 0.05 sin significancia estadistica (ns). Fuente:

Elaboracion propia empleando GraphPad Prism 8.
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Figura 13. Expresion relativa del marcador de pluripotencia KLF4 en los fibroblastos
IMR-90 no expuestos (CT) y expuestos a SASP (SASP) en periodos de 4, 8, 12, 16,
20, 24 y 28 dias de incubacién. Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001 (***), p <0.0001
(****) y para p> 0.05 sin significancia estadistica (ns). Fuente: Elaboracion propia

empleando GraphPad Prism 8.
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Figura 14. Expresidon relativa del marcador de pluripotencia SOX2 en los
fibroblastos IMR-90 no expuestos (CT) y expuestos a SASP (SASP) en periodos de
4,8, 12, 16, 20, 24 y 28 dias de incubacion. Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001
(***), p <0.0001 (****) y para p> 0.05 sin significancia estadistica (ns). Fuente:

Elaboracion propia empleando GraphPad Prism 8.
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Figura 15. Expresion relativa de los marcadores de senescencia (IL6 y CDKN1A) y
de pluripotencia (KLF4 y SOX2) en los fibroblastos IMR-90 no expuestos (CT) y
expuestos a SASP (SASP) en periodos de 4, 8, 12, 16, 20, 24 y 28 dias de

incubacion. Fuente: Elaboracion propia empleando GraphPad Prism 8.

En cuanto a la morfologia, se pudo observar una drastica diferencia en cuanto
a la forma y tamafio de las células. En la Figura 16 se ven las células IMR-90 sin
exposicion al SASP, estos presentan una morfologia tipica de fibroblastos con su
caracteristica forma de bastones alargados con extremidades finas y en la Figura

17 se puede ver en detalle el cambio morfologico del dia 24 de exposicion al SASP,
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donde las células tienen aspecto circular, son mas pequefas, se presentan en una

menor densidad y en agrupaciones de 2 a 10 células.

Figura 16. Morfologia de los fibroblastos IMR-90 sin tratamiento. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 17. Morfologia de los fibroblastos IMR-90 después de 24 dias expuestas a

SASP. Fuente: Elaboracion propia.

Adicionalmente, una vez determinado el dia 24 tratado con SASP como el
punto temporal donde se observaba un pico en los marcadores de pluripotencia y
senescencia se evalud el efecto de la cordicepina sobre estos dos procesos
celulares una vez establecidos y en el dia 28 se realizaron nuevamente extracciones
de ARN para repetir el analisis. Los resultados de esta etapa indicaron claramente
que el tratamiento con cordicepina redujo significativamente la expresién de
marcadores asociados tanto a senescencia como a pluripotencia, mostrando
efectos similares al emplearse individualmente o en combinacién con el medio
condicionado de senescencia. Esto se observa detalladamente en las Figuras 18,
19, 20 y 21, donde se muestran diferencias significativas entre los tratamientos en

todos los marcadores analizados.

89



IL-6

% %k % k

2.0 ! i
© } |
% 1.5 CT
E * % %k COR
:g 1.04 = mm SASP
o mm SASP+COR
2 0.5
z 1
0.0 . .

Grupos tratados

Figura 18. Expresion relativa del marcador de senescencia IL6 en los fibroblastos
IMR-90 no expuestos (CT) y expuestos a SASP al 25% (SASP), cordicepina a 20
MM (COR) y un grupo con ambos (SASP + COR) en un periodo de incubacién de 4
dias (del dia 24 al 28). Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001 (***), p <0.0001 (****)
y para p> 0.05 sin significancia estadistica (ns). Fuente: Elaboraciéon propia

empleando GraphPad Prism 8.
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Figura 19. Expresion relativa del marcador de senescencia CDKN71A en los
fibroblastos IMR-90 no expuestos (CT) y expuestos a SASP al 25% (SASP),
cordicepina a 20 uM (COR) y un grupo con ambos (SASP + COR) en un periodo de
incubacion de 4 dias (del dia 24 al 28). Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001 (***),
p <0.0001 (****) y para p> 0.05 sin significancia estadistica (ns). Fuente: Elaboracion

propia empleando GraphPad Prism 8.
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Figura 20. Expresion relativa del marcador de pluripotencia KLF4 en los fibroblastos
IMR-90 no expuestos (CT) y expuestos a SASP al 25% (SASP), cordicepina a 20
MM (COR) y un grupo con ambos (SASP + COR) en un periodo de incubacion de 4
dias (del dia 24 al 28). Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001 (***), p <0.0001 (****)
y para p> 0.05 sin significancia estadistica (ns). Fuente: Elaboraciéon propia

empleando GraphPad Prism 8.
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Figura 21. Expresidon relativa del marcador de pluripotencia SOX2 en los
fibroblastos IMR-90 no expuestos (CT) y expuestos a SASP al 25% (SASP),
cordicepina a 20 uM (COR) y un grupo con ambos (SASP + COR) en un periodo de
incubacion de 4 dias (del dia 24 al 28). Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001 (***),
p <0.0001 (****) y para p> 0.05 sin significancia estadistica (ns). Fuente: Elaboracion

propia empleando GraphPad Prism 8.

93



El patrén de expresion de IL6 y CDKN1A describe una dinamica temporal
precisa de la senescencia, con un pico en el dia 24 y una disminucion posterior en
el dia 28 (Figura 15). Estos datos sugieren que la senescencia inducida podria
representar un estado transitorio antes de la restauracién parcial de la proliferacion
o la adquisicion de plasticidad celular. Tanto /L6, un regulador clave del fenotipo
secretor asociado a la senescencia (SASP), y CDKN1A, el cual codifica a p21, un

inhibidor del ciclo celular, parecen actuar en conjunto para modular este proceso.

Curiosamente, la expresion de KLF4 y SOX2, factores esenciales en la
pluripotencia, sigue una tendencia paralela a la de los marcadores de senescencia.
Este fendbmeno concuerda con estudios previos que han sugerido que la
reprogramacion celular puede estar precedida por un estado de senescencia
transitoria, facilitando la plasticidad celular mediante modificaciones en la cromatina
y la activacion de vias de sefializacién como Wnt/B-catenina, Hippo y Notch*®. La
coincidencia entre el pico de expresion de estos marcadores sugiere la existencia

de una ventana Optima para la conversion celular.

La cordicepina, cuya evaluacion se realizd en dias tardios (24 en adelante)
del proceso de desdiferenciacion, mostré un efecto significativo en la modulacion de
la senescencia y la pluripotencia en fibroblastos IMR-90 expuestos a SASP. La
reduccion en la expresion de IL6 y CDKN1A sugiere que la cordicepina puede
mitigar la inflamacién asociada a la senescencia, posiblemente a través de la
regulacion epigenética y la modulacion de vias de sefalizacion como AMPK/mTOR

y NF-kB tal como lo reportado en la literatura’2°.
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La disminucién de KLF4 y SOX2 en presencia de cordicepina sugiere una
posible modulacion del estado pluripotente, aunque se requieren estudios
adicionales para determinar si esto refleja un cambio funcional hacia la
diferenciacion. Estudios previos han indicado que ciertos nucledsidos analogos
pueden influir en la estabilidad del mMRNA y la metilacién del ADN'®, |o que podria
explicar su impacto en este modelo experimental. Este hallazgo contrasta con
estudios previos donde se ha descrito que la cordicepina puede mantener o incluso
potenciar la pluripotencia en células madre embrionarias 0 mesenquimales a través
de la activaciéon de rutas como Jak2/STAT3, el aumento en los factores de

pluripotencia*’ y el incremento de SIRT17".

No obstante, en nuestro estudio no fue posible establecer si la disminucién
observada se relaciona directamente con la modulacion de SIRT1, ya que no se
evalud su expresion ni actividad de manera especifica. A pesar de esta limitacion,
es importante considerar que existen mecanismos previamente descritos mediante
los cuales la cordicepina puede ejercer efectos en la regulacion de la pluripotencia
y la senescencia. Entre ellos destacan la activacion de las vias AMPK'2°, MAPK3
y otras rutas asociadas al metabolismo energético y la respuesta al estrés celular’®.
Estos mecanismos podrian haber influido en la respuesta observada, promoviendo
un entorno mas proclive a la diferenciacion o pérdida de plasticidad celular en lugar
de mantener un fenotipo pluripotente’2. Asi, nuestros resultados subrayan la
necesidad de profundizar en el analisis de contexto, dosis y tipo celular al interpretar
los efectos de cordicepina sobre la identidad celular y su potencial aplicacion en

estrategias de reprogramacion.
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Es importante sefialar que este estudio tiene ciertas limitaciones que deben
tomarse en cuenta. Una de ellas es que no se reviso si las células desdiferenciadas
lograron mantener su fenotipo durante mas tiempo o si, en alguin momento, podrian
regresar a un estado senescente o menos diferenciado. Ademas, no se sabe si el
efecto observado con cordicepina es exclusivo de los fibroblastos IMR-90, pues no
se hicieron pruebas en otros tipos celulares, lo que limita el alcance de las
conclusiones. Otro punto es que el analisis se basd solo en la expresion de algunos
genes seleccionados y no incluyé estudios que confirmaran si esas células pueden
adquirir funciones nuevas o comportamientos distintos. Por eso, cualquier idea
sobre su posible aplicacion necesita comprobarse con estudios funcionales mas

especificos, ya sea en cultivo o en modelos animales.

5.4. Resultados del proceso de diferenciacion

Al realizar el analisis de la expresion relativa del dia 4, s6lo se obtuvieron
triplicados para realizar una comparacién entre MAFB del grupo control y el grupo
tratado con moléculas pequefias para diferenciarse a células similares a [-
pancreaticas. En este andlisis se observd un aumento de 2.56 del grupo tratado

comparado con el grupo control. Esto se puede observar en la Figura 22.
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Figura 22. Expresion relativa del marcador de células similares a 3-pancreatica
MAFB en los fibroblastos IMR-90 desdiferenciados de 24 dias (CT) y diferenciados
(B-PANC) con un periodo de incubacién de 4 dias. Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y
p<0.001 (***), p <0.0001 (****) y para p> 0.05 sin significancia estadistica (ns).

Fuente: Elaboracion propia empleando GraphPad Prism 8.

No se contd con el triplicado técnico debido a un error metodoldgico v,
posteriormente, una cantidad insuficiente de muestra para realizar nuevamente el
ensayo de qPCR del grupo control del dia 4, por lo tanto, no se puedo realizar una
comparacion de la expresion relativa del gen NEUROGS3 del grupo tratado con
moléculas pequefias para diferenciarse a células similares a (-pancreaticas del
mismo dia. Sin embargo, se pudo realizar una comparacion de la expresion relativa

del mismo grupo tratado usandolo como control para observar los cambios en el
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grupo tratado del dia 8. En el cual se observo una expresion relativa de 9,092,692.90
veces en el dia 8 comparado con el dia 4 entre los grupos tratados para

diferenciarlas a 3-pancreaticas. Esto se puede observar en la Figura 23.
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Figura 23. Expresion relativa del marcador de células similares a (3-pancreatica
NEUROGS3 en los fibroblastos IMR-90 diferenciados por 4 dias (4) y por 8 dias (8).
Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001 (***), p <0.0001 (****) y para p> 0.05 sin
significancia estadistica (ns). Fuente: Elaboraciéon propia empleando GraphPad

Prism 8.

Finalmente, comparamos los CT del grupo tratado hacia células [-
pancreaticas del dia 12 contra el mismo grupo del dia 4. Obteniendo una expresién
relativa de 21,626,190.19 veces mas para el dia 12 comparado con el dia 4 del

mismo tratamiento (Figura 24).
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Figura 24. Expresion relativa del marcador de células similares a 3-pancreatica
MAFB en los fibroblastos IMR-90 diferenciados por 4 dias (4) y por 12 dias (12).
Valor p<0.05 (*), p<.01 (**) y p<0.001 (***), p <0.0001 (****) y para p> 0.05 sin
significancia estadistica (ns). Fuente: Elaboracion propia empleando GraphPad

Prism 8.

La diferenciacion hacia células  pancreaticas se acompafa de un aumento
significativo en la expresiéon de NEUROG3 y MAFB, ambos reguladores clave en la
ontogenia del pancreas endocrino'3, La naturaleza transitoria de NEUROG3, cuya
expresion cesa en el dia 12, indica una transicion parcial hacia el linaje 3, en linea

con hallazgos previos en el desarrollo pancreatico®.

99



En cuanto a la morfologia de las células diferenciadas, se observo un fenotipo
similar a células epiteliales, con una forma esférica, pero también se detecto la

presencia de fenotipos con similitudes neuronales como se muestra en la Figura 25.

Figura 25. Apariencia de células en un posible proceso de diferenciacion hacia un

fenotipo similar a B-pancreaticas a partir de células desdiferenciadas con 24 dias

expuestas a SASP. Fuente: Elaboracion propia.

El presente trabajo propuso un protocolo simplificado de seis fases para
inducir la diferenciacion de fibroblastos humanos IMR-90 hacia un fenotipo similar
al de células B-pancreaticas en un periodo de 16 dias. Si bien se observo un patrén
de expresion compatible con una transicion parcial hacia dicho linaje,
particularmente con el aumento de la expresion de MAFB y la transitoriedad de
NEUROGS3, estos hallazgos deben interpretarse con cautela al contrastarlos con
protocolos consolidados y mas extensos, como el descrito por Hogrebe et al.

(2021)77.
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Una de las principales diferencias metodologicas radica en la duracién total
del protocolo. Mientras que nuestro esquema culmina en poco mas de dos
semanas, el protocolo de Hogrebe emplea alrededor de cinco semanas para
completar el proceso de diferenciacion y maduracion de células madre pluripotentes
humanas hacia células B funcionales. Esta diferencia temporal permite una
maduracion mas robusta y sostenida en los modelos descritos por Hogrebe, lo cual
se traduce en células capaces de secretar insulina en respuesta a glucosa y revertir

la hiperglucemia en modelos murinos, lo cual no fue evaluado en nuestro modelo.

En términos de expresion génica, nuestros resultados muestran que
NEUROG3 presenta una expresion elevada en el dia 8, pero deja de ser detectable
en el dia 12. Esta transitoriedad es coherente con lo descrito en el desarrollo
pancreatico y también reportada por Hogrebe, quien destaca que la activacion
temporal de NEUROGS3 es esencial para la especificacion endocrina. No obstante,
en nuestro sistema no se evidencié la coexpresion de factores clave como NKX6-1
y PDX1, lo cual probablemente se debi6 a limitaciones metodoldgicas,
particularmente relacionadas con el tiempo de diferenciacién. En el protocolo de
Hogrebe, la expresidon secuencial y sostenida de estos factores resulta
indispensable para restringir el destino celular hacia una identidad B monohormonal
funcional. La ausencia de estos marcadores impide confirmar si la activaciéon de
NEUROG3 en nuestro modelo llevd a una especificacion efectiva del linaje

pancreatico.
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Respecto a MAFB, su expresion en el dia 12 sélo fue detectable en células
tratadas, mientras que estuvo ausente en el grupo control. Esto sugiere un efecto
diferencial atribuible al tratamiento con moléculas pequefias. No obstante, el hecho
de que MAFB también se exprese en estados inmaduros de células B implica que
este hallazgo, aunque prometedor, no es suficiente por si solo para afirmar una

diferenciacion funcional completa.

Otro contraste relevante es la falta de evaluaciéon funcional en nuestro
estudio. Mientras que Hogrebe et al. incluyen pruebas de secrecién de insulina,
indice de proinsulina/insulina y ensayos dinamicos de respuesta a glucosa, en este
trabajo no fue posible realizar dichas evaluaciones debido a limitaciones en la

viabilidad celular en etapas finales.

Finalmente, en términos morfolégicos, aunque se observd una transicion
hacia una morfologia epitelial con algunas caracteristicas neuronales, esta
heterogeneidad sugiere que el protocolo empleado puede inducir una plasticidad
celular parcial, pero no una diferenciacién dirigida y eficiente. Esto contrasta con la
formacion de agregados funcionales tipo islote en el protocolo de referencia, donde
la especificacion endocrina ocurre después de una cuidadosa modulacién del

citoesqueleto y bajo condiciones de cultivo optimizadas.
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5.5. Resultados del analisis in silico

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de la metodologia in

silico propuesta previamente.

5.5.1. Resultados del analisis in silico del posible mecanismo de accion de la
cordicepina en procesos de diferenciacion/desdiferenciaciéon y senescencia

celular.

Con el objetivo de profundizar en los mecanismos moleculares a través de
los cuales la cordicepina podria modular la plasticidad celular, se llevé a cabo un
analisis in silico integrando herramientas de quimica computacional, prediccion de
blancos y dinamica molecular. Particular atencion se prestdé a su forma trifosfatada
(COR-TP), dado que estudios recientes han sefalado que esta es una forma

bioactiva relevante dentro del entorno tumoral y en células inmunes™34.

Los analisis estructurales y de acoplamiento molecular revelaron que COR-
TP presenta una similitud considerable con ATP, tanto en términos de propiedades
fisicoquimicas como de afinidad por sitios cataliticos enzimaticos. Destaca su
potencial interaccion con la enzima adenilato ciclasa, la cual desempefa un papel
clave en la generacién de AMPc y en la regulacién de la diferenciacion celular?3®,
En condiciones fisiologicas, esta enzima requiere del grupo hidroxilo en posicién 3’

del ATP para formar el nucleoétido ciclico; sin embargo, COR-TP carece de dicho
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grupo funcional, lo que sugiere que podria actuar como un analogo no funcional o

"pseudo-ATP", interfiriendo con la produccion de AMPc'36,

Esta hipétesis fue respaldada por simulaciones de dinamica molecular, en las
que COR-TP mostré puntuaciones de afinidad comparables o incluso superiores a
las de ATP al interactuar con isoformas solubles y transmembranales de adenilato
ciclasa. Dado que la sefalizacién mediada por AMPc regula no solo la diferenciacién
celular, sino también la senescencia e incluso la reprogramacion epigenética en
distintos contextos celulares, estos hallazgos ofrecen una posible explicaciéon
mecanistica de los efectos pleiotropicos de la cordicepina observados en modelos

experimentales.

En los apartados siguientes se detallan los resultados especificos derivados
de los estudios in silico, con énfasis en las posibles implicaciones de la inhibicion de
adenilato ciclasa por COR-TP y su impacto sobre rutas celulares dependientes de
nucleoétidos ciclicos, tales como la activacion de PKA, CREB o EPAC,

fundamentales en la regulacion del destino celular.

Los resultados obtenidos sugieren claramente una posible intervencion de la
cordicepina en la regulacion de vias de sefalizacibn mediadas por nucleétidos
ciclicos, destacando particularmente la interaccion con la enzima adenilato ciclasa.
Esta enzima juega un papel fundamental en la diferenciacion celular, activada por
diversas moléculas inductoras de diferenciacion como la forskolina®’. La
importancia del mecanismo de sefalizacidn mediado por nucledtidos ciclicos es

evidente por el empleo frecuente en protocolos experimentales de compuestos que
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activan o inhiben fosfodiesterasas, tales como el 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX),
comunmente empleados en medios destinados a inducir la diferenciacién de células

madre38,

5.5.2. Evaluacion de la similitud 2D y 3D para evaluar la similitud estructural

de la cordicepina con metabolitos endégenos.

Se utilizé el servidor PubChem Score Matrix para evaluar la similitud
estructural entre la cordicepina COR y sus derivados en relacion con nucleésidos y
nucledtidos endogenos, tanto en un nivel bidimensional (2D) como tridimensional

(3D). Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion estructural en 2D y 3D para evaluar la similitud estructural
entre la cordicepina y sus derivados en relacidn con nucledsidos y nucleotidos

enddgenos. Fuente: Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al., 2024.736

COR-TP COR-DP COR-MP
TC/ST| CT ComT TC ST| CT ComT TC ST | CT ComT
ATP (99|86 43 | 129 (98|86 47 | 133 |97 |77 | 55| 132
ADP |98|82| 44 | 126 (99|77 55 | 132 | 97 88| 56 | 144
AMP (97 72| 44 | 116 |(97|82| 47 | 129 | 99 |91| 65 | 156
ADO |93 62| 38 | 100 (93|75| 51 | 126 | 95 |87 | 52 | 139
INO (735914 | 73 |73/69 23 | 92 |74 8729 116
COR 3’-dINO ADO
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TC|ST| CT ComT TC|ST| CT |ComT| TC |ST|CT |ComT
ATP 92|66/ 45 | 111 (73|60 19 | 79 |93 67|56 | 123
ADP 93|75/ 50 | 125 73|75/ 29 | 104 |94 | 73|60 | 133
AMP 94 85| 58 | 143 |74/82| 25 | 107 |95 88 67 @ 155
ADO |98/98| 85 | 183 |77|98| 52 | 150 (100/100,100, 200
INO 77|98 52 | 150 |99/94| 63 | 157 | 78 |89 34 | 123

Los valores del TC oscilan entre 0 y 100, donde 100 indica una similitud
maxima en 2D. Como era previsible, la comparacién entre COR y ADO arrojé un TC
de 98, mientras que las comparaciones entre COR-MP/AMP, COR-DP/ADP y COR-
TP/ATP alcanzaron un TC de 99. De manera similar, la evaluacién entre inosina

(INO) y 3'-dINO obtuvo un valor de TC de 99.

No obstante, se observé una disminucion en los valores del TC al comparar
3'-dINO con ADO (TC de 77) e INO con ADO (TC de 78), lo que sugiere una mayor
divergencia estructural en estos pares de comparacion en relacién con los derivados
fosforilados de la cordicepina. Dado que los nucledsidos no solo difieren en la
ausencia del grupo hidroxilo en la posicion 3', sino también en la base nitrogenada
(hipoxantina en la inosina y adenina en la adenosina), esta variabilidad estructural
influye en su similitud quimica. En este sentido, el coeficiente de Tanimoto (TC)
experimenta una disminucion significativa cuando la composicion de las bases
nitrogenadas difiere, o que indica un menor grado de semejanza molecular. No
obstante, aunque la ausencia del grupo hidroxilo tiene un impacto limitado en la

similitud estructural bidimensional, su capacidad para participar en enlaces de
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hidrogeno puede modificar las interacciones con dianas biologicas, afectando asi su
reconocimiento y afinidad molecular. El parametro ST se enfoca en la forma y la
orientacion espacial que pueden adoptar las moléculas, mientras que el CT evalua
caracteristicas quimicas distintivas, como la presencia de anillos aromaticos, grupos

funcionales similares y la capacidad de donar o aceptar enlaces de hidrogeno.

A partir de los valores de ST y CT obtenidos, se calculé el parametro Combo
T, resultado de la suma de ambos, cuyo rango oscila entre 0 y 200. Segun la
literatura, se considera que valores superiores a 80 para ST, 50 para CT y 130 para
Combo T representan una similitud estructural aceptable. Los resultados indican
que la COR y sus derivados mantienen valores elevados de similitud tridimensional

en comparacion con los metabolitos enddégenos.

En particular, la comparacion entre COR y ADO arrojo un ST de 98, un CT de
85y un Combo T de 183. Para COR-MP y AMP, se registré un ST de 91, un CT de
65y un Combo T de 156. De manera similar, la comparacion COR-DP/ADP mostro
un ST de 77, un CT de 55 y un Combo T de 132, mientras que COR-TP/ATP
presenté un ST de 86, un CT de 43 y un Combo T de 129. Estos datos reflejan una
alta similitud estructural entre COR y ADO, tanto en su forma nucledsido como
nucleotidica, evidenciando la conservacidn de la estructura y las caracteristicas

funcionales clave.

En cuanto a la comparacion entre INO y 3'-dINO, se obtuvo un ST de 94, un
CT de 63 y un Combo T de 157. Por otro lado, la evaluaciéon de 3'-dINO frente a

ADO arrojé un ST de 98, un CT de 52 y un Combo T de 150, siendo este ultimo valor
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superior al obtenido para la comparacion entre inosina y adenosina (ST de 89, CT
de 34 y Combo T de 123). Esto es congruente con datos experimentales que indican
que la cordicepina y sus metabolitos pueden ser reconocidos por las mismas dianas

que identifican ligandos enddgenos de estructura similar'39-141,

5.5.3. Comparacion fisicoquimica de la cordicepina y sus derivados frente a

los derivados de purinas.

El andlisis de agrupamiento jerarquico entre COR-TP y los metabolitos
incluidos en la base de datos permitio la identificacion de ocho clusteres (Figura 26).
El cluster 1 represento el 9.21% de la distribucion total e incluyé GDP, ADP, IDP,
ATP, GTP, ITP y COR-TP, caracterizados por ser nucleétidos purinicos con dos o
tres grupos fosfato. Por otro lado, el cluster 2, con una distribucion del 17.11%,
estuvo conformado por nucledtidos purinicos monofosforilados, como IMP, AMP,
GMP, AMPc y GMPc. No obstante, este cluster también incluyé nucledsidos
purinicos (ADO, INO y GUA), intermediarios glucoliticos (GLU, G6P, F6P y F1,6BP)

y L-ASS.

El cluster 3, con una distribuciéon del 1.32%, estuvo constituido Unicamente
por PAL, el unico acido graso presente en la base de datos, el cual se diferencio
notablemente del resto de los metabolitos. El cluster 4, con una representacion del
10.53%, agrup6 intermediarios de la glucdlisis (DHAP, G3P, 1,3BPG, 3PG), del ciclo

de Krebs (MAL, ISOCITR, CITR) y GLI3P.
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El cluster 5, con un porcentaje del 18.42%, comprendid metabolitos
involucrados en el metabolismo de la creatina y el ciclo de la urea, incluyendo L-
CAR, L-ORN, L-LYS, PUT, CAD, AGM, SPD, SPR, ADMA, L-CIT, SDMA, L-ARG,

NG-MMAy L-HARG.

El cluster 6 representd el 17.10% de la distribucion total y mostré una
composicidn heterogénea, integrando compuestos provenientes del metabolismo
de aminoacidos, glucosa, creatina y poliaminas, asi como intermediarios del ciclo
de la urea y del ciclo de Krebs (L-TYR, L-KYN, L-TRP, L-PHE, FUM, CP, PEP, PYR,

ACETO, OXA, SUCC, KETOG).

El claster 7, con un 10.53% de distribucion, incluyé principalmente
compuestos derivados del metabolismo de aminoacidos, intermediarios glucoliticos
y cuerpos cetonicos, tales como L-VAL, L-PRO, L-MET, L-LEU, L-ILE, ACET, LAC y
30HB. Finalmente, el cluster 8, con una representacion del 15.79%, estuvo
constituido por compuestos relacionados con el metabolismo de aminoacidos y
creatina, incluyendo L-SER, L-THR, L-GLY, L-CYS, L-ALA, CREA, GAC, L-HIS, L-

ASP, GLUT y L-ASN.

Ademas, se realizaron agrupamientos adicionales para los demas derivados
de la cordicepina, observandose los mismos ocho clusteres con ligeras variaciones.
Los cambios registrados se presentaron en el cluster de interés, el cual variaba en
funcion de las caracteristicas particulares de cada molécula. Por ejemplo, COR-DP
se agrup6 con ADP, GDP e IDP; COR-MP fue clasificado junto con AMP, GMP, IMP,

cAMP y cGMP. Por su parte, la cordicepina se agrup6é con ADO, GUA e INO,
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mientras que 3'-dINO se agrup6 con GUA, ADO e INO. Todos los metabolitos se
agruparon correctamente en funcion del numero de grupos fosfato presentes en su

estructura.

Cabe destacar que 3'-dINO solo difiere de la cordicepina en la base
nitrogenada, lo que explica su agrupamiento con el mismo conjunto de compuestos.
De manera particular, la clasificacion de COR-MP es especialmente relevante

debido a su comportamiento en los agrupamientos.

En concordancia con estos hallazgos, los resultados de este analisis
evidencian que los derivados de la cordicepina, en funcion de sus propiedades
fisicoquimicas, pueden presentar una relacion estructural con los metabolitos

enddgenos.
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Figura 26. Agrupamiento jerarquico (HC por sus siglas en inglés) entre COR-TP y
los metabolitos incluidos en la base de datos agrupados en ocho clusteres. Fuente:

Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al., 2024736,

5.5.4. Prediccion de blancos moleculares segun las caracteristicas

estructurales de la cordicepina y sus derivados.

Con el objetivo de evaluar si las similitudes estructurales y fisicoquimicas
observadas entre la cordicepina (COR), sus derivados y los metabolitos endégenos
relevantes se traducian en una afinidad por blancos moleculares similares, se
realizé una prediccion de dianas basada en la estructura utilizando las herramientas

Swiss Target Prediction y Similarity Ensemble Approach (SEA).

Los resultados obtenidos indicaron que los derivados de COR muestran

afinidad por blancos moleculares asociados con los sistemas purinérgico y
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adenosinérgico, asi como con enzimas clave del metabolismo de nucledtidos y sus
vias de reciclaje. Ademas, se identificaron interacciones potenciales con cinasas

especificas y enzimas como la ADN polimerasa y el adenilato ciclasa soluble (sAC).

Estos hallazgos son congruentes con las similitudes estructurales 2D y 3D,
asi como con las propiedades fisicoquimicas previamente determinadas. En
particular, las dianas identificadas interactuan con ligandos endégenos como la
adenosina (ADO), el monofosfato de adenosina (AMP), el difosfato de adenosina
(ADP) y el trifosfato de adenosina (ATP), ademas de otras moléculas relacionadas

con nucleoétidos, como la S-adenosilmetionina (SAM).

5.5.5. Analisis comparativo de la afinidad y modos de unién de la cordicepina

y sus derivados con blancos endégenos.

Con el propésito de evaluar si las similitudes fisicoquimicas y la prediccién de
blancos moleculares previamente obtenidas se traducian en afinidades
comparables entre los derivados de cordicepina y los derivados de adenosina
(ADQO), se llevd a cabo un estudio de acoplamiento molecular (docking). Los
resultados obtenidos, que reflejan los puntajes de acoplamiento de la cordicepina,
sus derivados y los metabolitos enddégenos con sus respectivos blancos, se

presentan en la Figura 27.

En términos generales, el analisis de acoplamiento molecular evidencio

afinidades comparables entre los derivados de COR y ADO en una variedad de
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blancos moleculares. Por ejemplo, en el sitio 1 de la enzima adenosina quinasa
(ADK), se registraron valores de —-6.24 kcal/mol, -6.92 kcal/mol y —5.58 kcal/mol
para ADO, COR y 3'-dINO, respectivamente. Mientras que en el sitio 2, los valores
fueron de —-4.25 kcal/mol, -5.56 kcal/mol y —-5.23 kcal/mol para ADO, COR y 3'-
dINO, lo que sugiere una posible ocupacién de estos sitios activos por COR y 3'-

dINO.

De manera similar, la evaluacion de los receptores de adenosina (A1R, A2aR,
A28R) mostré el mismo patron de afinidad, lo que sugiere nuevamente que tanto
COR como 3'-dINO podrian interactuar con estos receptores. Ademas, en la enzima
adenosina desaminasa (ADA), se observaron valores de afinidad comparables entre
ADO y COR, con puntajes de acoplamiento de -7.84 kcal/mol y -7.94 kcal/mol,
respectivamente. Estos resultados refuerzan la hipétesis de que los derivados de
COR pueden ocupar sitios de union relevantes en proteinas asociadas al
metabolismo de nucledtidos y ademas, este hallazgo es consistente con estudios in
vivo e in vitro, en los cuales se ha observado que la cordicepina es rapidamente

convertida en 3’-desoxiinosina a través de esta enzima’#2.
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Figura 27. Puntuaciones de acoplamiento (kcal/mol) de diferentes dianas con COR
y derivados comparados con afinidades de metabolitos enddgenos. Fuente:

Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al., 2024736,

5.5.6. Evaluacién de la afinidad de la cordicepina y sus derivados por enzimas

que utilizan ATP como sustrato.

Para analizar la posible interaccion de la cordicepina y sus derivados con

enzimas que emplean ATP como sustrato, se evaluaron las afinidades de COR-TP
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y ATP en relacidn con ectonucledsido trifosfato difosfohidrolasa-1 (CD39),
pirofosfatasa/fosfodiesterasa de nucleétidos (ENPP3), metionina adenosil
transferasa (MAT) y adenilato ciclasa soluble (sAC o ADCY10). Se seleccion6
ADCY10 debido a su mecanismo catalitico de accion. Ademas, en el caso de CD39,
se compararon los valores de acoplamiento molecular entre ADP y COR-DP, dado

que ADP también puede actuar como sustrato de esta enzima (Figura 29).

Los resultados indicaron que, para CD39, ATP presentd una energia de
acoplamiento de —-6.12 kcal/mol, mientras que COR-TP obtuvo un valor de -7.43
kcal/mol. Asimismo, ADP mostré un valor de —-7.51 kcal/mol y COR-DP de -7.92
kcal/mol, sugiriendo una posible interaccién favorable con esta enzima. Para
ENPP3, ATP registré una afinidad de —4.15 kcal/mol, en tanto que COR-TP presenté
un valor de -5.08 kcal/mol. En el caso de MAT, ATP mostré una energia de
acoplamiento de -3.52 kcal/mol, mientras que COR-TP exhibié un valor de -2.93
kcal/mol. Finalmente, en ADCY 10, ATP obtuvo un puntaje de —5.78 kcal/mol y COR-
TP de -5.73 kcal/mol, lo que sugiere una interacciéon potencialmente favorable entre

esta enzima y COR-TP.

En conjunto, estos resultados derivados del estudio de acoplamiento
molecular sugieren que la cordicepina y sus derivados podrian actuar como
moléculas miméticas de la adenosina y sus derivados en procesos bioldgicos

mediados por estas enzimas como lo reportado previamente en la literatura.

Ademas del analisis de afinidades, se examinaron los modos de unién entre

COR y algunos de sus derivados, como 3'-dINO y COR-TP, en comparacion con los
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metabolitos endégenos ADO y ATP. El propdsito de este analisis fue determinar si
los modos de interaccion de la cordicepina y sus derivados eran comparables a los
de sus contrapartes endogenas. En la Figura 28 se ilustran los blancos para las
moléculas no fosforiladas, mientras que la Figura 29 presenta los blancos para las

moléculas fosforiladas.

En cuanto a las moléculas no fosforiladas, se evaluaron los modos de union
en los receptores de adenosina A2aR y A2sR, ademas de la adenosina quinasa
(ADK, sitio 1) y la adenosina desaminasa (ADA). En todos los casos, se observaron
modos de unién comparables entre COR, 3'-dINO y el metabolito enddégeno ADO.
En el receptor A2aR, ADO establecié enlaces de hidrégeno con los residuos Glu 169,
Asn 253 y His 278 del sitio activo; COR mostré enlaces con Glu 169 y Asn 253,
mientras que 3'-dINO formé enlaces con Asn 253 y Glu 169. Estos sitios de union
coinciden con los residuos de aminoacidos reportados en UniProt, que incluyen Glu

169, Asn 253, Ser 277 y His 278.

Para el receptor AzsR, el ligando endégeno ADO establecié dos enlaces de
hidrogeno con Asn 254, mientras que COR form¢ interacciones con Thr 89, Asn 186
y Asn 254, y 3'-dINO con Asn 254. Los residuos de aminoacidos reportados en

UniProt para este receptor incluyen Glu 174, Asn 254, Ser 279 y His 280. Estos
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hallazgos refuerzan la hipétesis de que la cordicepina y sus derivados pueden imitar

la interaccion de los nucledtidos enddgenos en diversas dianas moleculares.

ADK (site 1)

Figura 28. Modos de enlace de COR, 3'-dINO y ADO con diferentes objetivos como

ADK (sitio 1), ADA, A2aR y A2sR. Fuente: Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al.,

2024736,
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Figura 29. Modos de union de ATP y COR-TP con diferentes objetivos como CD39,
ENPP3y sAC, asi como ADP y COR-DP con CD39. Fuente: Adaptada de Gonzalez-

Llerena et. al., 2024736,
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En el caso de la enzima ADA, el ligando endégeno ADO establecié enlaces
de hidrégeno con Asp 19, Gly 184, Glu 217, His 238 y Asp 295. COR mostré
interacciones con His 17, Asp 19, Gly 184, Glu 217, His 238 y Asp 295, mientras
que 3'-dINO formo enlaces con Cys 153, Gly 184, Glu 217 y His 238. Estos
resultados son consistentes con los residuos de aminoacidos reportados en UniProt,

los cuales incluyen His 17, Asp 19, Gly 184, Glu 217 y Asp 295.

Por otro lado, los modos de unién de ATP y COR-TP en los blancos CD39,
ENPP3 y sAC, asi como de ADP y COR-DP en CD39, se presentan en la Figura 32.
En la proteina CD39, ATP y COR-TP formaron enlaces de hidrogeno con Arg 93,
Arg 113, Lys 143 y Thr 164, mientras que COR-TP también interactué con Lys 161,
Thr 237, Asp 242 y Glu 161. Se registraron un total de doce interacciones para COR-
TP y ocho para ATP. En el caso de ADP y COR-DP, ambos establecieron enlaces
con Arg 93, Arg 113, Lys 143 y Lys 161, mientras que COR-DP presento

interacciones adicionales con Tyr 237 y Thr 237.

El analisis de ENPP3 reveld que tanto ATP como COR-TP establecieron
enlaces de hidrégeno con Asn 227, Asn 226 y GIn 244. Sin embargo, se observaron
diferencias en la formacion de enlaces, donde ATP interaccioné con Lys 204 y COR-
TP con Tyr 289 y His 329. UniProt reporta residuos interactuantes como Lys 204,
Thr 205, Asn 226, Glu 275 y Tyr 289. Se registraron ocho interacciones para COR-

TP y siete para ATP, con variaciones en los residuos involucrados.

En sAC, los modos de union entre ATP y COR-TP fueron similares,

compartiendo interacciones con Asp 99 y Arg 416, aunque COR-TP diferia de ATP
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en su interaccién con Thr 52. De acuerdo con UniProt, se conservaron interacciones
como Thr 52, Asp 99 y Arg 416. No obstante, la ausencia de iones de magnesio
durante la simulacion pudo generar desviaciones en la orientacién y los modos de
union de los ligandos, afectando interacciones con residuos como Ser 49, Lys 144

y Val 406.

Dado que los estudios de acoplamiento molecular presentan ciertas
limitaciones, como la rigidez de la proteina en la simulacion y la ausencia de
cofactores metalicos o moléculas de agua en el sitio de unién, se decidié validar
estos resultados mediante una técnica mas avanzada. Por ello, considerando ATP
y COR-TP como ligandos, se llevaron a cabo simulaciones de dinamica molecular

en las isoformas soluble y transmembrana de la enzima adenilato ciclasa (AC).

5.5.7. Dinamica molecular

Las simulaciones de dinamica molecular constituyen una herramienta clave
para evaluar la estabilidad estructural y el comportamiento conformacional de
modelos proteicos en un entorno virtual que simula condiciones biologicas. Para
garantizar la confiabilidad de estos modelos, se llevd a cabo un analisis exhaustivo
de su calidad estructural, empleando herramientas como el diagrama de
Ramachandran y el Z-score. La evaluacion reveld que mas del 90% de los residuos
adoptaban conformaciones permitidas, lo que indica una adecuada estabilidad

conformacional de los modelos generados mediante homologia'3. Asimismo, el Z-

120



score confirmd que las estructuras obtenidas se encuentran dentro del rango
aceptable en comparacion con modelos cristalograficos, validando su idoneidad
para los calculos posteriores'4. A partir de estos modelos, se procedid a la
construccion de los sistemas para su posterior relajacion y analisis mediante
simulaciones de dinamica molecular, cuyos resultados se presentan en la siguiente

seccion.

Tabla 4. Modelos obtenidos por modelizacion de homologia y control de calidad.

Fuente: Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al., 2024736,

Adenilato Ciclasa Tipo 05 Adenilato Ciclasa Tipo 10
Sistema
(tmAC) (sAC)
4
B[22 #a
oz *
B 2
s«’f;‘ f/'.
Modelo ‘ :
Rotameros
99.24% 99.45%
favorecidos
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180 , General case

o 0% o\ 1 1565 G
? o8 S y 1565 Ghr
S g G\R2MHE
o \
i iond % ) | | 01481 Gla
° 08/
°

©1091 Asn

Diagrama de

=)

Ramachandran

Regiones no

permitidas de 0.75% 1.06%
Ramachandran
Regiones
favorecidas de 96.23% 96.39%
Ramachandran
Z-score 0.95+0.25 0.14 £ 0.20

5.5.8. Relajacion de complejos mediante simulaciones de dinamica molecular

Una vez construidos los complejos entre los nucledétidos y las enzimas, se
sometieron a un proceso de relajacion mediante simulaciones de dinamica
molecular con una duracion de 100 ns en un entorno de atomos completos. Este
procedimiento permitié estabilizar las interacciones entre la proteina y el ligando,
asegurando que las conformaciones adoptadas fueran representativas del estado

dinamico del sistema. Como resultado de estas simulaciones, se obtuvo una
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conformacién estable (C1), considerada como la mas relevante para el analisis
estructural posterior. La Figura 30 ilustra la variacion del RMSD a lo largo del tiempo,
tanto para los complejos como para los ligandos, proporcionando informacién sobre

la estabilidad conformacional alcanzada durante la simulacion.

ADCY05 ADCY10
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101 = ATP
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Figura 30. Variacion del RMSD de los carbonos a en los complejos proteina-ligando
en comparacion con la proteina en estado libre. Fuente: Adaptada de Gonzalez-

Llerena et. al., 2024736,

A pesar de las fluctuaciones aparentes, los sistemas que incluyen ADCY05
alcanzan la estabilidad a partir de los 50 ns, con cambios minimos en el RMSD en
presencia de los ligandos. En contraste, en ADCY10, el sistema libre muestra una

mayor variabilidad en el RMSD en comparacion con los complejos, siendo la menor
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fluctuacion conformacional observada en presencia de COR-TP. En todos los casos,

las simulaciones de 100 ns resultaron suficientes para estabilizar los sistemas.

Adicionalmente, se identifico un cambio en la posicion de los ligandos con

respecto a la proteina y a su ubicacion inicial. Estos resultados se ilustran en la

Figura 31 y Figura 32.

ADCYO05 ADCY10
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= ATP
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Figura 31. Variacién del RMSD de los atomos del ligando en relacion con la

proteina. Fuente: Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al., 2024736,
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Figura 32. Variacién del RMSD de los atomos del ligando con respecto a su posicion

original. Fuente: Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al., 2024736,

Los resultados muestran que, a pesar de su unidon al sitio activo, el ATP
mantiene una conformacién relativamente estable en ambas proteinas, sin
experimentar cambios estructurales drasticos. De manera similar, COR-TP no
presenta modificaciones conformacionales significativas a lo largo de las
simulaciones, lo que sugiere que la orientacién inicial obtenida mediante

acoplamiento molecular es estable dentro del sistema de dinamica molecular.

En cuanto a las interacciones establecidas y perdidas a lo largo de la
simulacion, las Figuras 33 y 34 muestran los aminoacidos que interactuan con
mayor frecuencia con los ligandos. Se observa que, en ADCY5, ambos ligandos

forman predominantemente interacciones iénicas. Sin embargo, ATP exhibe una
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mayor dependencia de las interacciones mediadas por moléculas de agua, lo cual
es coherente con la menor polaridad de COR-TP. Este ultimo presenta un mayor
numero de interacciones hidrofdbicas, principalmente con los residuos Phe 1074 e

lle 1125, ademas de enlaces de hidrégeno con residuos cataliticos clave.
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Figura 33. Resumen de las interacciones del ligando con ADCYO05. (A)
Interacciones COR-TP; (B) Interacciones de ATP. (C) Residuos de aminoacidos con
los que interactua el COR-TP; (D) residuos de aminoacidos con los que interactua
el ATP. El verde representa los enlaces de hidrégeno; el morado representa las

interacciones hidrofobicas; el rosa representa las interacciones idnicas; y el azul
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representa las interacciones mediadas por el agua. Fuente: Adaptada de Gonzalez-

Llerena et. al., 2024136,
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Figura 34. Resumen de las interacciones entre los ligandos y ADCY10. (A)

Interacciones de COR-TP; (B) interacciones de ATP. (C) Residuos de aminoacidos

con los que interactua COR-TP; (D) residuos de aminoacidos con los que interactua

ATP. Las interacciones de hidrogeno se representan en verde, las interacciones
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hidrofobicas en morado, las interacciones ionicas en rosa y las interacciones

mediadas por agua en azul. Fuente: Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al., 2024736,

A pesar de la similitud estructural entre los ligandos, se identifica un patron
diferenciado de interacciones tanto a nivel de los aminoacidos involucrados como
del tipo de interacciones que establecen. Este hallazgo sugiere que ambos
compuestos podrian presentar diferencias significativas en su afinidad por el sitio
catalitico de ADCYS5, lo que podria tener implicaciones funcionales en su

mecanismo de accion.

En el caso de ADCY10, el complejo con COR-TP presenta un mayor numero
de interacciones hidrofébicas en comparacion con otras interacciones dentro de
esta isoforma. Sin embargo, la cantidad total de interacciones es menor en
comparacion con la otra variante en estudio. Ademas, se identificé que las
interacciones predominantes en ambos casos corresponden a enlaces de hidrogeno
y aquellas mediadas por moléculas de agua. Asimismo, se observo un patron
diferenciado en las interacciones establecidas, lo que podria indicar una afinidad

diferencial de estos compuestos hacia esta isoforma especifica.

5.5.9. Simulaciones de metadinamica bien temperada

Para evaluar la estabilidad y la afinidad del complejo ligando-ciclasa, se
llevaron a cabo calculos de metadinamica utilizando la conformacion mas

representativa obtenida en las simulaciones de dinamica molecular. Este enfoque
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permitié generar un perfil de energia libre en funcion de la distancia entre los centros
de masa del ligando y el sitio de unién de los aminoacidos. En la Figura 35 se
presentan los perfiles de energia correspondientes a los complejos formados entre

los ligandos y la adenilato ciclasa.
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Figura 35. Perfil de energia libre obtenido mediante metadinamica, utilizando como

variable colectiva la distancia entre los centros de masa del ligando y el sitio

catalitico. Fuente: Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al., 2024736,

Para generar el perfil de energia libre, se modificd la distancia entre los
centros de masa de las moléculas, empleando esta medida como variable colectiva.

La aplicacion de potenciales gaussianos permitio inducir cambios conformacionales
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que, de otro modo, serian dificiles de alcanzar debido a las elevadas demandas
computacionales. De este modo, el perfil de energia libre basado en la distancia
facilita la estimacion de la energia de union entre dos moléculas, cuyos valores se

presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Energia libre de union (kcal/mol) de los complejos ligando—adenilato

ciclasa. Fuente: Adaptada de Gonzalez-Llerena et. al., 2024736,

Ligando
Proteina COR-TP ATP
ADCYO05 -51.92 -44.39
ADCY10 -20.38 -19.41

Como se ilustra en la Figura 35, los perfiles de energia libre de union
presentan una notable similitud entre los distintos ligandos, lo cual era predecible
considerando la elevada homologia estructural de las moléculas evaluadas en la
misma proteina. No obstante, el analisis de las interacciones intermoleculares revela
que pequenas variaciones estructurales fueron suficientes para generar diferencias
en la afinidad de unidon entre los ligandos. Tal como se detalla en la Tabla 5, los
ligandos exhibieron una mayor afinidad de unién (valores de energia mas negativos)
hacia ADCY05 en comparacion con ADCY 10, manteniendo un patrén similar: COR-
TP mostré una mayor afinidad por la adenilato ciclasa estudiada que su sustrato

natural. Aunque esta tendencia se mantiene en ambas ciclasas, es relevante
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destacar que en ADCYO05 la afinidad de COR-TP supera en mas de 50 veces la de
ATP, mientras que en ADCY 10 esta diferencia es menor a siete veces. Ademas, la
diferencia en la energia libre de uniébn no supera el umbral de incertidumbre
convencional en métodos computacionales (1 kcal/mol), lo que sugiere que, en
ADCY10, la diferencia en afinidad entre los ligandos podria no ser estadisticamente

significativa.

Diversos estudios han demostrado que la cordicepina trifosfato (COR-TP)
puede generarse in vitro en células tumorales y en células del sistema inmunologico,
como los macrofagos'#?14!. Ademas, se ha reportado que la cordicepina, en su
forma no trifosforilada (COR), ejerce una inhibicidn moderada sobre la adenilato
ciclasa, aunque el mecanismo subyacente aun no ha sido completamente
dilucidado'®. En nuestro estudio, confirmamos que esta inhibicién podria deberse
a la reduccién de la actividad de la adenilato ciclasa mediada por COR-TP. Este
mecanismo guarda similitudes con la forma en que operan diversas enzimas, como
las ARN polimerasas, las poli(A) polimerasas (PAP) y la primasa de ADN, las cuales
emplean el grupo hidroxilo en posicion 3' como nucledfilo en sus procesos

cataliticos139.146-148

Adicionalmente, nuestros hallazgos fueron respaldados mediante
comparaciones fisicoquimicas entre la cordicepina y sus derivados con la adenosina
y sus analogos. De manera complementaria, llevamos a cabo estudios de docking
molecular de la cordicepina y sus metabolitos con dianas conocidas por su

interaccion con la adenosina y sus derivados. Los resultados revelaron modos de
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unién similares, con energias de interaccidon comparables e incluso superiores en
algunos casos. Posteriormente, realizamos simulaciones de dinamica molecular
(MD) utilizando dos isoformas de adenilato ciclasa, transmembranal (tmAC) y
soluble (sAC), con el propdsito de contrastar las interacciones de COR-TP con la

adenilato ciclasa frente a las del ATP con la misma enzima.

La metodologia utilizada en el presente estudio ha sido previamente
empleada para dilucidar mecanismos de accion novedosos o poco explorados,
como se ha documentado en trabajos previos de Espinosa et al. (2023)'4°. Nuestros
resultados en los analisis fisicoquimicos refuerzan la hipotesis de que la cordicepina
y sus derivados pueden ser reconocidos por las mismas dianas que interactuan con
la adenosina y sus metabolitos, dada la alta similitud estructural entre estas
moléculas. De hecho, se observd que ciertas dianas no discriminan entre la
adenosina endogena, la cordicepina y sus derivados, lo que sugiere que estos
compuestos podrian ocupar sitios de unidn relevantes en proteinas del metabolismo
de nucledtidos. Esta hipdtesis se ve respaldada por evidencia experimental, donde
se ha reportado la formacién de compuestos como 3’-desoxiinosina (3’-dINO),
cordicepina monofosfato (COR-MP), difosfato (COR-DP) y trifosfato (COR-TP)'4°,
asi como de analogos estructurales como 3’-desoxi-S-adenosilmetionina (3’-
dSAM)'®0 y 3'-desoxiinosina monofosfato (3'-dIMP)'%".1%2 | a presencia de 3'-dIMP
es particularmente relevante, ya que sugiere que 3’-dINO podria ser reconocido y
fosforilado por enzimas como la adenosina quinasa, como lo indican nuestros

estudios fisicoquimicos y de docking molecular.
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En cuanto a estudios computacionales previos, Wang et al. (2010) realizaron
un analisis de docking molecular entre COR-MP y la proteina quinasa activada por
AMP (AMPK), en el cual se reportaron energias de union comparables a las
observadas para la interaccion entre AMP y AMPK'53, Posteriormente, Hawley et all.
(2020) validaron experimentalmente que la activacion de AMPK por la cordicepina
es mediada principalmente por su metabolito monofosfato (COR-MP)'2°. En relacion
con este aspecto, se obtuvieron resultados que coincidieron en gran medida con los
hallazgos descritos anteriormente por Wang y colaboradores en 2010. Al igual que
en ese estudio, se observaron patrones similares tanto en la manera en que las
moléculas se unen como en la fuerza con la que lo hacen. Era algo que ya se
anticipaba. No obstante, en el andlisis realizado aqui, se identificaron ciertos
blancos moleculares que parecian tener una afinidad mas elevada hacia COR y
también hacia algunos de sus derivados, cosa que no se habia detallado en los
datos anteriores. Aunque las similitudes fueron claras, estas diferencias podrian
sugerir comportamientos especificos en ciertos contextos que no fueron reportados

por otros autores.

Por otro lado, Niramitranon et al. (2020) realizaron simulaciones de dinamica
molecular entre la cordicepina y una isoforma de la adenosina desaminasa (ADA),
reportando que COR presentaba una afinidad comparable, aunque inferior a la de
la adenosina enddgena'?. En nuestro estudio, al analizar dos isoformas de
adenilato ciclasa, observamos que en un caso (ADCY10) la afinidad de unién de
COR-TP fue similar a la del ligando enddégeno, mientras que en el otro (ADCY05)

fue superior. Hasta la fecha, los estudios in silico que exploran las interacciones
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entre los derivados de la cordicepina y dianas humanas son limitados,
especialmente en comparacién con los metabolitos endogenos, lo que representa

un campo de investigacion que amerita una exploracién mas profunda.

Cabe destacar que la formacién de COR-TP no ocurre en todas las células
de manera uniforme, sino que parece estar restringida a aquellas con un
metabolismo acelerado y una proliferacién rapida, como células tumorales, células
del sistema inmunolégico y células madre, las cuales comparten un perfil metabdlico
similar'4-156_ Este fenomeno podria explicar la baja toxicidad de la cordicepina y las
diferencias en su mecanismo de accién, dado que la trifosforilacion del compuesto
no se produce en todas las células, lo que confiere un efecto especifico segun el
tipo celular. Un ejemplo notable es el microambiente tumoral, en este, el sistema
adenosinérgico exhibe una actividad metabdlica y de sefalizacion elevada'’. Dado
que la cordicepina comparte una similitud estructural considerable con la adenosina,
es plausible que algunas enzimas la reconozcan como si fuera este nucledsido
enddgeno, facilitando la generacion de COR-TP en sitios donde su accién es mas
requerida, sin provocar efectos adversos significativos. Finalmente, nuestras
simulaciones de dinamica molecular confirman que COR-TP puede unirse
eficazmente a las isoformas transmembranal (tmAC, ADCY05) y soluble (sAC,
ADCY10) de la adenilato ciclasa, lo que refuerza su potencial como modulador de

esta via de senalizacion.
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5.5.10. Propuesta del mecanismo de acciéon de la cordicepina mediada por

nucleétidos ciclicos y su relacion con la plasticidad celular.

En esta seccion se analizan las implicaciones de nuestros hallazgos
experimentales en el contexto de los diversos efectos atribuidos a la cordicepina en
distintos modelos celulares y fisiopatologicos. Se contrasta nuestra propuesta
mecanistica, basada en evidencia in silico, segun la cual COR-TP disminuye la
sefalizacion mediada por nucledtidos ciclicos, en particular el AMPc, afectando
procesos clave como la senescencia, la reprogramacion y la plasticidad celular,
ofreciendo para interpretar los efectos inmunologicos y antitumorales
aparentemente opuestos de la cordicepina, proponiendo su accion como un
modulador epigenético del destino celular, donde la plasticidad juega un papel

central.

Respecto al cancer, donde la plasticidad celular desempefia un papel
fundamental en la progresion, evasion inmunoldgica y resistencia terapéutica’®, la
cordicepina ha sido ampliamente investigada por su capacidad para modular
diversas rutas de sefializacion'. Entre los mecanismos descritos se incluyen la
inhibicion de la fosforilacion del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), la activacion de AMPK, la inhibicién de mTOR, la induccion de apoptosis
mediada por receptores de muerte y la supresion de GSK-3p70%160, Estos efectos
sugieren que la cordicepina puede interferir con programas celulares criticos para
el mantenimiento de fenotipos malignos altamente plasticos. A pesar de ello, no se

ha logrado esclarecer completamente su mecanismo molecular, ya que estas rutas
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por si solas no explican la totalidad de sus efectos bioldgicos. En particular, ha
llamado la atencion su comportamiento aparentemente contradictorio sobre el
sistema inmune, pues por un lado presenta propiedades antiinflamatorias, mientras
que por el otro, estimula respuestas proinflamatorias utiles en contextos tumorales.
La primera de estas acciones se ha relacionado con la activacién de AMPK y su
capacidad para inhibir NF-kB'®' . Sin embargo, esta via no explica como COR puede
inducir una respuesta inflamatoria antitumoral, ya que la inhibicion de NF-kB tiende

a suprimir este tipo de respuestas’62.

Nuestra hipotesis propone que este efecto dual podria explicarse por la
conversion de COR en su forma trifosfatada (COR-TP), la cual reduciria la sintesis
de AMPc vy, simultaneamente, induciria una respuesta inmunitaria proinflamatoria
localizada. Esto tendria un papel importante en el microambiente tumoral, donde
tanto las células cancerosas como los fibroblastos asociados al tumor (CAF, por sus
siglas en inglés) podrian dejar de secretar sefales inmunosupresoras al disminuir
sus niveles de AMPg, facilitando su eliminacion por el sistema inmune'63.164_ Esta
dualidad podria deberse a que en tejidos no tumorales predomina la forma
desaminada y no fosforilada de COR (3-dINO), la cual tendria un efecto
antiinflamatorio comparable al de la inosina (INO), que se sabe actiua sobre
receptores A2 de adenosina con débil afinidad'%'%6, De esta forma, COR podria
ejercer efectos distintos dependiendo del entorno celular, promoviendo Ila

inflamacion antitumoral y reduciéndola en tejidos periféricos.

137



Si la sefalizacién por cAMP se ve interrumpida, es posible que las células
tumorales pierdan su fenotipo proliferativo y los mecanismos inmunosupresores en
el microambiente tumoral disminuyan. En apoyo a esta idea, Deng et al. (2022)
observaron en un modelo murino que COR aumenta la infiltraciéon de células T
CD4+, CD8+, células NK y macrofagos de tipo M1 en tumores de colon, ademas de
reducir la expresion de CD47, lo cual favorece la fagocitosis de las células malignas
167 Por otro lado, Chaicharoenaudomrung et al. (2023) mostraron que en una linea
celular NK, COR induce la expresion de citocinas como IL-2, TNF-a e IFNy,

aumentando también su actividad antitumoral68,

Diversos estudios han evaluado la combinacién de COR con inhibidores de
puntos de control inmunolégico (ICl, por sus siglas en inglés), como CD47 y TIGIT.
Estas combinaciones han mostrado un aumento en la infiltracion de células
dendriticas, una mayor presentacion de antigenos tumorales y una reduccion en las
células T reguladoras (Tregs). También se reporté la expresion del marcador CD226,
el cual se ha relacionado con mejor prondstico en pacientes oncoldgicos 169170,
Asimismo, COR mejora la proliferaciéon y la citotoxicidad de las células NK, y su
combinacion con inhibidores de CTLA-4 incrementa la infiltracion de linfocitos T
CD8+ y reduce la presencia de FOXP3+ "', De manera adicional, se demostro que
COR puede mejorar la maduracion de células dendriticas y la produccion de
anticuerpos en un modelo de vacunacion contra rabia, lo que apoya su funcion como

inmunomodulador'’2,
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Otro aspecto importante es su accién sobre la via MAPK, la cual parece estar
suprimida tras el tratamiento con COR debido a una disminucién en la activacion
del receptor EGFR'73. Aunque auln se discute si COR-TP actia como inhibidor
competitivo del ATP o como donador de fosfato, no hay evidencia directa que
confirme su unidn estructural al receptor. Ademas, su potencia resulta inferior a la
de inhibidores clasicos como gefitinib'”#175. La activacion de la via MAPK también
puede darse a través de la proteina Epac y su efector Rap1, involucrado en multiples
procesos como proliferacion, adhesion y migracion celular '76-178 Rap1 favorece la
metastasis al activar integrinas'’®18, y en muchos tumores se ha observado una

disminucion de Rap1GAP, su inhibidor natural '8,

Ademas, Rap1 promueve la migracion celular al reducir la expresion de E-
cadherina y aumentar la produccién de metaloproteinasas como MMP2 y MMP9,
las cuales activan TGF-B'82183 También se ha relacionado con la activacion de Src,
lo que lleva a la activacion de ERK y la produccién de VEGF, promoviendo la
angiogénesis'®. Este mecanismo ademas se asocia con la expresion de PD-L1, un
marcador que contribuye a la evasion del sistema inmune 8518 COR ha mostrado
efectos en la inhibicidon de estos procesos, ya que reduce caracteristicas de células
madre en modelos de leucemia y cancer de ovario 132187 bloquea la fosforilacion de
ERK por MEK'"4175 aumenta la expresion de E-cadherina, disminuye MMP9 vy, por
tanto, frena la transicién epitelio-mesenquimal (EMT)'3".188.189  También se ha

observado que disminuye la expresion de PD-L1 en cancer de colon'®,
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Por todo esto, se ha propuesto el uso de inhibidores de Epac como ESI-09"9",
Nosotros sugerimos que COR, al reducir la concentracion de cAMP, limita la
activacion de Epac y bloquea la via de Rap1, lo cual inhibiria la ruta MAPK desde

una etapa temprana del proceso de senalizacion.

Comprender con mayor claridad los eventos posteriores a la administracion
de cordicepina continua siendo un paso clave para dilucidar su mecanismo
intracelular. Con base en nuestros resultados y la revisién de literatura previa,
planteamos que la forma activa de esta molécula, cordicepina trifosfato (COR-TP),
podria inducir una disminucién en los niveles intracelulares de AMP ciclico (AMPc),
posiblemente por interferir con la actividad de la adenilato ciclasa. EI AMPc es
conocido por desempefiar un papel fundamental en multiples procesos celulares,

incluyendo la regulacion del estado senescente y la pluripotencia.

La disminucion observada en nuestros experimentos tanto de marcadores
asociados a senescencia (como IL6 y CDKN1A) como de factores clave
relacionados con la pluripotencia (como SOX2 y KLF4) podria atribuirse a la
reduccion en los niveles intracelulares de AMPc inducida por COR-TP. Este hallazgo
resulta particularmente interesante, ya que contrasta con estudios previos que han
senalado que la via AMPc-PKA-CREB cumple un papel fundamental en la
prevencion de la senescencia celular’®. Concretamente, la activacion de PKA
fosforila a CREB, lo cual facilita el reclutamiento de los coactivadores epigenéticos
CBP/p300 a sitios especificos del ADN'3. No obstante, recientes estudios indican

que la regulacion mediada por AMPc no siempre es lineal ni predecible. Por ejemplo,
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se ha reportado que niveles elevados y sostenidos de AMPc pueden promover la
senescencia celular en células madre mesenquimales humanas, probablemente
debido a la activacion excesiva de vias alternativas como Epac, o a la
sobreestimulacion del complejo CREB-CBP/p300'%4. Esto implica que el AMPc
ejerce efectos altamente dependientes del contexto celular y del tiempo de

exposicion.

Dentro de este panorama, proponemos que los resultados obtenidos con
COR-TP representan un mecanismo por el cual se atenuan senales pro-
senescentes previamente activadas, en nuestro caso por una exposicion
prolongada al SASP. La reduccion en AMPc inducida por COR-TP podria resultar
en una disminucion de la fosforilacion de CREB vy, en consecuencia, una menor
actividad del complejo CBP/p300. Esto limitaria la acetilaciéon y activacién de
proteinas como p53 y NF-kB, reduciendo asi la expresion de genes asociados al
arresto del ciclo celular y a la inflamacién cronica. Este modelo es consistente con
estudios anteriores que han demostrado que la inhibicion de CBP/p300 o la

activacion de SIRT1 pueden revertir parcialmente la senescencia celular'®.

Sin embargo, la reduccion de la senescencia celular no necesariamente
implica un aumento en la plasticidad. De hecho, algunas investigaciones indican
que un grado moderado y temporal de senescencia, mediado por el SASP y vias
como JAK/STAT3, puede facilitar la reprogramaciéon al secretar moléculas que
preparan a las células para adquirir una identidad mas flexible'6.197 En

consecuencia, si COR-TP inhibe estas senales al disminuir la funcion de CREB o
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interferir con CBP/p300, podria también afectar negativamente a promotores criticos
de genes de pluripotencia como KLF4 o SOX2. De hecho, se ha demostrado que
estas proteinas epigenéticas son necesarias para mantener la accesibilidad a
regiones del ADN que caracterizan el estado pluripotente®. Asi, aunque la accion
de COR-TP podria restablecer cierta homeostasis celular al reducir marcadores pro-
senescentes, podria simultaneamente restringir a la célula a un estado mas

diferenciado y menos plastico.
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Capitulo VI

6. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio permiten sostener parcialmente la
hipbtesis planteada. La exposicién de fibroblastos humanos IMR-90 al fenotipo
secretor asociado a senescencia (SASP) indujo un aumento en la expresion de
marcadores vinculados con procesos de desdiferenciacion y pluripotencia, como
KLF4y SOX2, lo que sugiere que el microambiente proinflamatorio generado por el
SASP puede favorecer un estado de desdiferenciacion parcial. Sin embargo, no se
logré6 demostrar de manera concluyente la adquisicién de un estado pluripotente
funcional ni la capacidad de diferenciacion efectiva hacia un linaje B-pancreatico

maduro y productor de insulina.

Se replicd correctamente un modelo funcional de senescencia en fibroblastos
IMR-90 mediante tratamiento con mitomicina C, evidenciado por la sobreexpresion
de IL6 y CDKN1A, asi como por cambios morfolégicos caracteristicos, lo que
permitié6 obtener medio condicionado rico en SASP. La exposicion a este medio
promovid cambios en la expresion génica compatibles con una transicidn hacia un

estado menos diferenciado.

La induccién quimica hacia un linaje pancreatico permitié detectar la expresion

de genes como NEUROG3 y MAFB, asociados a la diferenciacién p-pancreatica.
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No obstante, al no demostrarse funcionalidad insulinica, estos hallazgos deben

interpretarse como preliminares.

En cuanto a la cordicepina, los resultados no respaldan el efecto esperado como
potenciador de la reprogramacion celular. Por el contrario, se observo una reduccion
en la expresion de los marcadores evaluados, lo que sugiere una posible accion

moduladora negativa que merece una evaluacion mas detallada en estudios futuros.

El analisis computacional permitié identificar posibles blancos moleculares de la
cordicepina, incluyendo enzimas reguladoras del metabolismo de nucledtidos

ciclicos como adenilato ciclasa.

Los hallazgos obtenidos permiten proponer que la cordicepina, al convertirse en
COR-TP, podria reducir los niveles de AMPc al interferir con la adenilato ciclasa,
modulando negativamente la via AMPc-PKA-CREB-CBP/p300. Esta inhibicién
afectaria la expresion de genes asociados tanto a la senescencia como a la
pluripotencia, lo que explicaria la pérdida simultanea de estos marcadores
observada. Asi, en contextos donde el SASP estd cronicamente activado, la
cordicepina podria limitar la plasticidad celular al suprimir estas senales
epigenéticas. Aunque estos hallazgos aportan hipétesis sobre mecanismos de
accion plausibles, no han sido validados experimentalmente, por lo que deben

interpretarse con cautela.
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Capitulo VII

7. Perspectivas

Es necesario realizar estudios adicionales para confirmar si la
reprogramacion inducida por el SASP y la cordicepina conduce a un estado de
verdadera pluripotencia o a un fenotipo hibrido con caracteristicas de senescencia.
Entre las estrategias recomendadas se incluyen la evaluacion de marcadores de
superficie especificos de células madre pluripotentes, ensayos funcionales de
diferenciacion in vitro, y analisis protedmicos y metabolémicos del entorno celular.
Estos estudios permitiran dilucidar con mayor precision la naturaleza de la

plasticidad celular inducida y su aplicabilidad en contextos terapéuticos.

Para optimizar esta metodologia, se sugiere explorar la combinacion del
SASP con diversos moduladores epigenéticos u otras moléculas bioactivas, con el
fin de aumentar no solo la eficiencia de reprogramacion hacia un estado
pluripotente, sino también asegurar la calidad funcional y molecular de las células

generadas, fortaleciendo asi los protocolos orientados a la aplicacion clinica.

También es importante evaluar el efecto de la cordicepina en distintas etapas
del proceso de pluripotencia, tanto de manera individual como en combinacién con

el SASP y otras moléculas pequefias, para analizar su potencial en mantener un
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estado celular plastico, evitando la entrada prematura en senescencia o su
diferenciacion hacia linajes especificos. Esta estrategia contribuiria a mejorar las

condiciones de cultivo y manipulacion de células pluripotentes con fines diversos.

Asimismo, es crucial que las evaluaciones trasciendan el analisis fenotipico
superficial y aborden aspectos funcionales especificos de las células diferenciadas.
De igual manera, se debe considerar la estabilidad genética y epigenética a largo
plazo, dado que la reprogramacién celular conlleva alteraciones en la arquitectura
del genomay epigenoma. Evaluaciones del potencial oncogénico y de la estabilidad
gendmica son indispensables para garantizar un enfoque seguro, especialmente en
aplicaciones clinicas orientadas a enfermedades cronicas como la diabetes mellitus

tipo 1y tipo 2.

Finalmente, se recomienda adoptar enfoques metodoldgicos optimizados y
estandarizados, integrando tecnologias avanzadas en el ambito de las ciencias
Omicas (transcriptomica, metaboldmica y protedmica). La integraciéon
interdisciplinaria de estas herramientas permitiria una comprension mas profunda
de los mecanismos moleculares subyacentes en la diferenciacion celular, y
contribuiria al desarrollo de terapias regenerativas mas eficaces y seguras para el

tratamiento de enfermedades metabdlicas y crénicas.
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