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Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dimethyl sulfoxide

DNA Segments with Chromatin Alterations Reinforcing
Senescence

Doxiciclina

3-Deazaneplanocin A

Familia de factores de transcripcion reguladores del ciclo celular
Extracellular Acidification Rate
Ethylenediaminetetraacetic Acid
5-Ethynyl-2'-deoxyuridine

Fetal Bovine Serum

Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
Glucoquinasa

Green Fluorescent Protein

Glucdgeno sintasasa quinasa 3

Prueba de tolerancia a la glucosa
Dimetilacion/trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3
Dimetilacion de la lisina 4 de la histona H3

Tincién hematoxilina-eosina

Human Chemically Induced Pluripotent Stem Cells
Human Embryonic Kidney 293T Cells

Heterochromatin Protein 1

Modelo de ratdn reprogramable: rtTA insertado en el locus Rosa26
y OSKM en el locus Neto2

Modelo de ratdn reprogramable: rtTA insertado en el locus Rosa26
y OSKM en el locus Pparg



116 Interleucina 6

INK-ATTAC Modelo transgénico de eliminacién de células senescentes
iIPSC Induced Pluripotent Stem Cells

ITT Prueba de tolerancia a la insulina

Ki67 Marcador de proliferacion celular

Klf4 Kruppel-Like Factor 4

Lamin B1 Lamina nuclear B1

Lix Lipopolysaccharide (LPS)-induced CXC chemokine
LSD1 Lysine-specific histone demethylase 1A
M-Cfs Macrophage-Colony Stimulating Factor
MAO Monoamino oxidasa

MDAS5 Melanoma Differentiation-Associated gene 5
MDM2 Mouse Double Minute 2

MEFs Mouse Embryonic Fibroblasts

Mmp2 Metaloproteinasa de matriz 2

Mmp3 Metaloproteinasa de matriz 3

mTor Mammalian Target of Rapamycin
NAD+/NADH Nicotinamida adenina dinucle6tido

NASP SASP dependiente de NF-kB

ND Normal diet

NES Normalized Enrichment Score

Nf-KB Nuclear Factor Kappa B

OCR Oxygen Consumption Rate

Oct4 Octamer-binding transcription factor 4

Opn Osteopontina

OSKM Factores de reprogramacion (Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc)
PARP Poly (ADP-ribose) Polymerase

PASP SASP dependiente de p53

PBS Phosphate Buffered Saline

PCA Principal Component Analysis

PCR Polymerase Chain Reaction

PEI Polyethylenimine

PML Promyelocytic Leukemia Protein



PVDF Polyvinylidene Fluoride

gPCR Quantitative Polymerase Chain Reaction
RB Proteina del retinoblastoma

RIG-I Retinoic acid-inducible gene |

RIPA Radioimmunoprecipitation Assay

ROS Reactive Oxygen Species

RT Room temperature

rnTA Reverse Tetracycline Transactivator
SASP Senescence-Associated Secretory Phenotype
SA-B-Gal Senescence-Associated -Galactosidase
Scdl Estearoil-CoA desaturasa 1

SCNT Somatic Cell Nuclear Transfer

SDS Sodium dodecyl sulfate

SMAD Familia de proteinas transductoras de sefial de TGF-
SNS Sistema nervioso simpatico

Sox2 SRY-Box Transcription Factor 2

Sting Stimulator of Interferon Genes

TAE Tris-Acetate-EDTA Buffer

TCP Tranilcipromina

TetO Tetracycline Operator

TGFpB Transforming Growth Factor

TIF Telomere Dysfunction-Induced Foci
Timpl Inhibidor tisular de metaloproteinasas 1
TP53 Tumor Protein p53

TTNPB Anélogo del &cido retinoico

vHFD Very High Fat Diet

VPA Valproic Acid

WAT EP White adipose tissue, epididimal

WAT SC White adipose tissue, subcutaneous
WT Wild Type

X-Gal Substrato cromogénico p-galactosidasa
yH2AX Histona H2AX fosforilada

A¥Ym Potencial de membrana mitocondrial
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RESUMEN

La reprogramacion celular es un proceso de desdiferenciacion celular que permite que una
célula somatica, mediante cambios epigenéticos, se convierta en una célula madre pluripotente
inducida (iPSC). Este proceso es posible llevarlo a cabo promoviendo la expresion ectopica
prolongada de 4 factores de transcripcion: Oct4, Sox2, KlIf4 y c-Myc (OSKM). Sin embargo, la
expresion corta o intermitente de OSKM (reprogramacién parcial) permite que cambien ciertas
caracteristicas de las células sin llegar a perder su identidad, adquiriendo un fenotipo propio de
células més jovenes. Por ello, en los ultimos afios la reprogramacion parcial ha surgido como
un enfoque prometedor para tratar distintas patologias asociadas con la edad.

La senescencia es un estado de parada estable en el ciclo celular que se desencadena como
respuesta al dafio y contribuye al proceso de envejecimiento. Hemos observado cémo la
expresion de OSKM en células senescentes reduce significativamente ciertos marcadores de
senescencia, restaura la funcion mitocondrial y disminuye el fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP). Ademas, la reduccion del SASP ha demostrado tener implicaciones
funcionales tanto in vitro como in vivo. Asimismo, el tratamiento con 2 compuestos quimicos
(RepSox y TCP), reproduce el efecto observado de la expresién de OSKM sobre el fenotipo
senescente.

Por otra parte, la progresion tumoral es favorecida en organismos envejecidos por el ambiente
proinflamatorio, la menor respuesta inmunitaria y la acumulacién de dafio en el ADN. La
reprogramacién parcial mediada por OSKM, al rejuvenecer los tejidos de los organismos viejos,
reduce el crecimiento tumoral en el pulmén y en la mama de ratones envejecidos.

Por ultimo, dado que la obesidad también es una patologia asociada al envejecimiento,
estudiamos el efecto de la reprogramacion parcial en organismos obesos. Nuestros resultados
demostraron como la expresion ciclica de OSKM mejora el perfil glucémico y lipidico, asi
como la composicion corporal de los ratones, reduciendo la acumulacion lipidica y
disminuyendo el ambiente proinflamatorio del tejido adiposo de los ratones obesos.

En resumen, la reprogramacion parcial mediante la expresion corta de OSKM ofrece un enfoque
prometedor para abordar diversas patologias relacionadas con el envejecimiento, dado que
acta como senomdrfico, modifica los tejidos envejecidos haciéndolos menos propensos a la
progresion tumoral, y mejora distintos parametros de la obesidad.
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RESUMO

A reprogramacion celular é un proceso de desdiferenciacion celular que permite que unha célula
somatica, mediante cambios epixenéticos, se converta nunha célula nai pluripotente inducida
(iPSC). Este proceso é posible levalo a cabo promovendo a expresion ectdpica prolongada de
4 factores de transcricion: Oct4, Sox2, KlIf4 e c-Myc (OSKM). Porén, a expresion curta ou
intermitente de OSKM (reprogramacion parcial) permite que cambien certas caracteristicas das
células sen chegar a perder a sua identidade, adquirindo un fenotipo propio de células mais
novas. Por iso, nos Ultimos anos a reprogramacion parcial xurdiu como un enfoque prometedor
para tratar distintas patoloxias asociadas coa idade.

A senescencia é un estado de parada estable no ciclo celular que se desencadea como resposta
ao dano e contrible ao proceso de envellecemento. Observamos como a expresion de OSKM
en células senescentes reduce significativamente certos marcadores de senescencia, restaura a
funcion mitocondrial e diminde o fenotipo secretor asociado & senescencia (SASP). Ademais,
a reducion do SASP demostrou ter implicacions funcionais tanto in vitro como in vivo. Asi
mesmo, o tratamento con 2 compostos quimicos (RepSox e TCP) reproduce o efecto observado
da expresion de OSKM sobre o fenotipo senescente.

Por outra banda, a progresion tumoral vese favorecida en organismos envellecidos polo
ambiente proinflamatorio, a menor resposta inmunitaria e a acumulacién de dano no ADN. A
reprogramacion parcial mediada por OSKM, ao rexuvenecer os tecidos dos organismos vellos,
reduce o crecemento tumoral no pulmoén e na mama de ratos envellecidos.

Por ultimo, dado que a obesidade tamén € unha patoloxia asociada ao envellecemento,
estudamos o efecto da reprogramacion parcial en organismos obesos. Os nosos resultados
demostraron como a expresion ciclica de OSKM mellora o perfil glicémico e lipidico, asi como
a composicion corporal dos ratos, reducindo a acumulacion lipidica e diminuindo o ambiente
proinflamatorio do tecido adiposo dos ratos obesos.

En resumo, a reprogramacion parcial mediante a expresion curta de OSKM ofrece un enfoque
prometedor para abordar diversas patoloxias relacionadas co envellecemento, dado que actta
como senomdarfico, modifica os tecidos envellecidos facéndoos menos propensos a progresion
tumoral e mellora distintos parametros da obesidade.
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ABSTRACT

Reprogramming is a process of cellular dedifferentiation that allows a somatic cell, through
epigenetic changes, to become an induced pluripotent stem cell (iPSC). This process can be
conducted by promoting the prolonged ectopic expression of 4 transcription factors: Oct4, Sox2,
KlIf4, and c-Myc (OSKM). However, the short or intermittent expression of OSKM (partial
reprogramming) allows certain characteristics of the cells to change without losing their
identity, acquiring a phenotype characteristic of younger cells. For this reason, in recent years,
partial reprogramming has emerged as a promising strategy for treating various age-related
diseases.

Senescence is a state of stable arrest in the cell cycle that is triggered as a response to damage
and contributes to the aging process. We have observed how the expression of OSKM in
senescent cells significantly reduces certain senescence markers, restores mitochondrial
function, and decreases the senescence-associated secretory phenotype (SASP). Additionally,
the reduction of SASP has been shown to have functional implications both in vitro and in vivo.
Similarly, the treatment with two chemical compounds (RepSox and TCP) reproduces the
observed effect of OSKM expression on the senescent phenotype.

On the other hand, tumor progression is favored in aged organisms due to the proinflammatory
environment, the lower immune response, and the accumulation of DNA damage. Partial
reprogramming mediated by OSKM, by rejuvenating the tissues of old organisms, reduces
tumor growth in the lung and breast of aged mice.

Finally, since obesity is also a pathology associated with aging, we studied the effect of partial
reprogramming in obese organisms. Our results demonstrated how the cyclic expression of
OSKM improves the glycemic and lipid profile, as well as the body composition of the mice,
reducing lipid accumulation and decreasing the proinflammatory environment of the adipose
tissue of obese mice.

In summary, partial reprogramming through the short expression of OSKM offers a promising
approach to addressing various aging-related pathologies, as it acts as a senomorphic, modifies
aged tissues making them less prone to tumor progression, and improves different parameters
of obesity.
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1 INTRODUCCION

1.1 REPROGRAMACION CELULAR

El desarrollo y crecimiento de un organismo multicelular depende de las células madre
embrionarias, que originan los distintos tipos celulares que compondrén al organismo adulto.
Este proceso, en el cual se generan células especializadas, se conoce como diferenciacion
celular. Para dar lugar a la amplia diversidad de tipos celulares necesarios y asi cumplir
funciones especificas, las células madre presentan dos caracteristicas fundamentales: la
pluripotencia y la capacidad de autorrenovacion (Weissman et al., 2001; Sanchez Alvarado &
Yamanaka, 2014). La pluripotencia es la capacidad que tienen las células madre para
diferenciarse en cualquier tipo celular del organismo que componen, mientras que la capacidad
de autorrenovacion es el proceso por el que las células madre se dividen para generar mas
células, madre manteniendo asi el estado indiferenciado (Shenghui et al., 2009). Durante el
proceso de diferenciacion celular, se produce una remodelacion epigenética, lo que origina una
transicion progresiva desde una configuracion de cromatina relativamente abierta a un estado
mas compacto, a medida que las células pierden potencialidad (T. Chen & Dent, 2014).

Este proceso lo ilustré Conrad Waddington con una analogia en la que la diferenciacién celular
es representada con una bola que desciende por una ladera con mdltiples valles, donde cada uno
representa un destino celular distinto. En la cima, la célula pluripotente va bajando, perdiendo
asi potencialidad mientras va ganando marcas epigenéticas y se va especializando en un tipo
celular determinado (Figura 1) (Waddington, 1957).

En un principio la diferenciacion celular se consideraba un proceso irreversible. Sin embargo,
actualmente sabemos que las células diferenciadas pueden revertir este proceso mediante la
reprogramacion celular. Las técnicas de reprogramacion inducen la pérdida de identidad de las
células sométicas mientras recuperan potencialidad, generando asi células madre pluripotentes
inducidas (induced Pluripotent Stem Cells, iPSC) (Gurdon, 1962; Takahashi & Yamanaka,
2006). Durante este proceso, las marcas epigenéticas adquiridas durante la diferenciacion
celular se van borrando progresivamente, restaurando un patrén de expresién y demas
caracteristicas propias de una célula madre (Cipriano et al., 2023; Ocampo et al., 2016).
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Transdiferenciacién

Células diferenciadas

Figura 1. Paisaje epigenético de Waddington. Ilustracion de la analogia de Conrad Waddington para
describir el proceso de diferenciacion celular (Waddington, 1957). En la imagen se ilustran también el
proceso de transdiferenciacion, pasando de un estado diferenciado a otro, y el de reprogramacion celular,
volviendo al estado indiferenciado. Figura generada con Biorender.

1.1.1 Descubrimiento y técnicas de reprogramacion celular

La reprogramacion celular tiene sus origenes en los experimentos realizados por John Gurdon
en 1962. Gurdon logr6é que una célula diferenciada recuperase la pluripotencia mediante la
técnica de transferencia nuclear de célula somatica (Somatic Cell Nuclear Transfer, SCNT).
Mediante esta técnica, y partiendo de células de Xenopus, Gurdon transfirio el nicleo de una
célula somatica a un oocito enucleado, logrando dar lugar a un organismo completo que era
genéticamente idéntico al donante de la célula somatica (Gurdon, 1962). Posteriormente, a
través de SCNT, con el experimento de la oveja Dolly se report6 el primero caso de clonacién
en mamiferos (Wilmut et al., 1997). Dos décadas después, el proceso de clonacion también se
realiz6 de manera exitosa en macacos (Z. Liu et al., 2018). Estos experimentos demostraron
que la reprogramacion mediante la técnica de SCNT no es exclusiva de Xenopus, sino que es
totalmente trasladable a mamiferos y, mas especificamente, a primates.

En el contexto de la reprogramacién celular también se demostré como el patrén de expresion
de una célula diferenciada se podia alterar al fusionarla con otro tipo de célula diferenciada
(Blau et al., 1983). Posteriormente, se utiliz6 esta técnica para inducir la expresion de genes
asociados al estado pluripotente en células somaticas, al fusionarlas con células madre
embrionarias (Tada et al., 1997; Tada et al., 2001). Todos estos experimentos demostraron que
el proceso de diferenciacion no es irreversible, y que el nacleo de una celula diferenciada
todavia conserva la capacidad para desdiferenciarse en una célula madre de una manera rapida
y determinista (Buganim et al., 2012) y poder asi generar de nuevo un organismo completo.

1.1.2 Reprogramacion a través de OSKM

En el 2006, Takahashi y Yamanaka definieron un sistema de reprogramacion celular en el que,
al expresar diversos factores de transcripcion, era posible reprogramar células diferenciadas,
generando asi iPSC. Estos investigadores partieron de un total de 24 genes enriquecidos en
células madre embrionarias y relacionados directamente con la pluripotencia celular.
Observaron que la expresion de estos 24 factores de transcripcion en una célula diferenciada
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podia generar iPSC. A partir de esta lista de factores, Takahashi y Yamanaka fueron
descartando aquellos genes no indispensables para promover la formacién de iPSC a partir de
fibroblastos embrionarios de raton (Mouse Embryonic Fibroblasts, MEFs), quedando
finalmente solo 4 factores de transcripcion esenciales: Oct3/4 (octamer-binding transcription
factor 4), Sox2 (sex-determining region Y-box2), KIf4 (Kruppel-like factor 4) y c-Myc (cellular
myelocytomatosis oncogene), conocidos conjuntamente como OSKM (Cipriano et al., 2023;
Takahashi & Yamanaka, 2006). Si bien es cierto que c-Myc no es indispensable para la
reprogramacion celular, facilita y aumenta considerablemente la eficiencia de reprogramacion
(Nakagawa et al., 2008; Wernig, Meissner, et al., 2008).

La reprogramacion celular mediada por OSKM es un proceso estocéstico de baja eficiencia, en
el que las células deben pasar distintas fases durante la desdiferenciacion. A lo largo de este
proceso, OSKM ha de inducir en las células una transicion mesénquima-epitelio, suprimir la
expresion de genes relacionados con la identidad celular y reactivar genes de pluripotencia para
culminar en una fase final donde las células pluripotentes ya son independientes de los factores
de transcripcion exdgenos (Buganim et al., 2012; David & Polo, 2014).

Tras el descubrimiento de Takahashi y Yamanka, surgié un gran interés en el campo de la
reprogramacion celular a través de OSKM, y muy poco después se demostrd que estos factores
de reprogramacion permiten la formacion de iPSC partiendo de mdltiples tipos celulares, tanto
de ratén como de humanos (Hanna et al., 2007; Park et al., 2008; Takahashi et al., 2007; Yu
et al., 2007).

1.1.3 Reprogramacion in vivo

La primera demostracion de reprogramacion in vivo se reportd en el afio 2013, donde se
demostro por primera vez un proceso completo de desdiferenciacion celular en distintos tejidos
mediante la sobreexpresion de OSKM (Abad et al., 2013). Este grupo generé dos lineas de un
modelo de ratdn reprogramable: i4F-A e i4F-B. Ambas lineas de raton poseian un casete
policistrénico que codificaba para OSKM bajo el control de un promotor inducible (TetO).
Estos ratones poseian también otra modificacion localizada en el locus Rosa26, donde se
encontraba insertado el transactivador reverso de tetraciclina (reverse tetracycline-controlled
transactivator, rtTA). En presencia de una tetraciclina, como la doxiciclina (administrada en
agua de bebida), rtTA se une a TetO, permitiendo asi la expresion de OSKM (Figura 2). La
Unica diferencia entre ambas lineas de raton era el lugar de insercion del casete policistronico
que codificaba para los factores de reprogramacion: el ratén i4F-A presentaba la insercion en
el locus Neto2, mientras que el i4F-B lo presentaba en el locus Pparg (Abad et al., 2013).

| Oct4 |
t m | Sox2 |
l Myc
— l N —>
eto2/

+Doxiciclina
Rosa26 , Pparg
— rtTA ﬁ JTetO I— OSKM l—

Figura 2. Representacion esquematica del primer modelo de ratéon reprogramable. En este esquema
se representa como la expresion de OSKM es inducible por doxiciclina (Abad et al., 2013). Figura
generada con Biorender.
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Con estos modelos de raton se demostré que la induccion de OSKM in vivo desencadena la
desdiferenciacion y la pluripotencia en distintos tipos celular, observando la pérdida de
marcadores especificos de tejido (como el marcador epitelial Krt19) y la expresion del marcador
de pluripotencia Nanog. La formacion de iPSC in vivo conlleva la formacidn de estructuras tipo
embrionarias y de teratomas, donde se comprobd histolégicamente la formacion de las 3 capas
embrionarias, debido a la expansion y diferenciacion desorganizada de las células pluripotentes.
Como consecuencia, la formacion de los teratomas en distintos 6rganos conllevaba la muerte
de los ratones que habian expresado OSKM (Abad et al., 2013).

Cabe destacar que las iPSC generadas en este modelo de ratdn presentaron la capacidad de
desarrollar tejidos extraembrionarios, como el ectodermo extraembrionario y tejido similar al
saco vitelino con eritropoyesis embrionaria asociada, presentando asi un mayor grado de
plasticidad que las células madre embrionarias o las iPSC generadas in vitro (Abad et al., 2013).

1.1.4 Reprogramacion no integrativa

A raiz de la descripcion de la reprogramacion con factores definidos surgié una gran expectativa
respecto a las posibles aplicaciones clinicas de la reprogramacion. No obstante, la formacion
de teratomas Yy la reactivacion de Myc, que esta ligada al proceso de formacion tumoral, hace
que este sistema no sea directamente aplicable a humanos (Okita et al., 2007). Ademas, el hecho
de que fuese necesaria la integracion genética de los factores de reprogramacion, pudiendo
causar la interrupcion o activacion aberrante de genes vecinos, le restaba cualquier posible
aplicabilidad terapéutica. Sin embargo, poco después se propuso la reprogramacion a través de
OSKM no integrativa. Para ello, se utilizaron distintas técnicas con este fin, como el uso de
adenovirus (Stadtfeld et al., 2008), transposones (Woltjen et al., 2009), plasmidos (Okita et al.,
2008; Yu etal., 2009), virus Sendai (Fusaki etal., 2009; Nishimura et al., 2011), ARNm
sintéticos (Warren et al., 2010) o las proteinas recombinantes codificadas por OSKM (D. Kim
et al., 2009). Ademas de todo esto, se ha descrito que mediante el tratamiento con compuestos
quimicos definidos es posible la reprogramacion de fibroblastos de raton a iPSC, independiente
de OSKM (Hou et al., 2013; Takahashi & Yamanaka, 2016).

Estos avances han abierto una importante ventana terapéutica (Takahashi & Yamanaka, 2016).
Por ejemplo, ratones con anemia de células falciformes han sido tratados con células
hematopoyéticas derivadas de iPSC (Hanna et al., 2007), mientras que células neuronales
derivadas de iPSC se han utilizado para tratar el Parkinson (Wernig et al. 2008) y lesiones
medulares en ratones (Tsuji et al., 2010).

1.1.5 Reprogramacion quimica

De entre todas las técnicas de reprogramacion independiente de la integracion gendémica de
OSKM, la reprogramacion quimica es una de las mas importantes, ya que ofrece un mayor
potencial de integracion en la practica clinica. Para ello, fue necesaria la identificacion de
pequefias moléculas que pudiesen alterar la identidad celular, promover la proliferaciéon y
reactivar genes de pluripotencia.

En 2013, Hou et al. identificaron 7 compuestos quimicos que permitian llevar a cabo el proceso
de reprogramacion quimica: acido valproico (VPA), CHIR99021, RepSox (E-616452),
Tranilcipromina (TCP), Forskolina, 3-Deazaneplanocina A (DZNep) y TTNPB (Hou et al.,
2013). La accion combinada de estos 7 compuestos (7¢) generd células madre pluripotentes
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inducidas quimicamente (Chemically induced Pluripotent Stem Cells, CiPSC), que comparten
similitudes con las células madre embrionarias en cuanto a su expresion génica, estado
epigenético, capacidad de diferenciacion in vivo y generaciéon de quimeras (Hou et al., 2013;
Xie etal., 2017). Desde entonces, distintos disefios experimentales y combinaciones con
muchos otros compuestos quimicos han sido propuestos para promover la reprogramacion hacia
células progenitoras o la transdiferenciacion hacia distintos tipos celulares (Xie et al., 2017).
Empleando distintas variaciones del coctel de reprogramacion quimica, se consiguid generar in
vitro diversos tipos celulares, incluyendo neuronas (X. Li et al., 2015), células madre neurales
(M. Zhang et al., 2016), cardiomiocitos (Fu etal., 2015), hepatocitos (Bai etal., 2023) y
fotorreceptores (Mahato et al., 2020) partiendo de fibroblastos de ratén. Ademas, in vivo se
consiguio a traves de la reprogramacion quimica, la conversion directa de astrocitos a neuronas
(Ma et al., 2021), y de fibroblastos a cardiacos a cardiomiocitos (Huang et al., 2018), lo que
demuestra la capacidad de la reprogramacion quimica para la generacion de distintos tipos
celulares sin necesidad de manipulacion genética.

Posteriormente, se descubrié que mediante el uso de compuestos quimicos también era posible
reprogramar células sométicas humanas, formando asi CiPSC humanas (hCiPSC). Los
investigadores, partiendo de los 7c descritos para reprogramacion quimica de células de raton,
encontraron un conjunto de compuestos quimicos que permitian la desdiferenciacion de células
humanas: VPA, CHIR99021, RepSox, TPC, DZNep, EPZ004777, UNC0379, Y27632 y
PD0325901 (Guan et al., 2022). Estas modificaciones fueron necesarias debido a que las rutas
que regulan la pluripotencia en células madre humanas, son diferentes de las que presentan las
células madre murinas (Guan etal., 2022; Xie etal.,, 2017). Las hCiPSC resultaron ser
molecular y funcionalmente similares a las células madre embrionarias humanas. Esto significa
que las pequefias moléculas también son capaces de modular el paisaje epigenético, restablecer
la plasticidad celular y reiniciar el potencial regenerativo, revertiendo las modificaciones
relacionadas con la diferenciacion y el envejecimiento en las células humanas (Guan et al.,
2022). Ademas, al igual que con células de ratdn, se demostr6 que la reprogramacion quimica
permite generar neuronas partiendo de fibroblastos o astrocitos humanos (Hu et al., 2015; Yin
etal., 2019; L. Zhang et al., 2015) y cardiomiocitos a partir de fibroblastos humanos (Cao et al.,
2016).

1.1.6 Reprogramacion parcial

El descubrimiento de la reprogramacion celular dio lugar a maultiples estrategias para el
tratamiento de enfermedades degenerativas, ya que las células reprogramadas poseen un
potencial regenerativo ilimitado (Cerneckis et al., 2024). Sin embargo, su aplicabilidad clinica
real es muy escasa dado el riesgo de formacion de tumores y teratomas (Abad et al., 2013;
Ohnishi et al., 2014). Ademas, la reprogramacién in vivo se ha relacionado con la disfuncion y
el fallo de diversos 6rganos debido a la pérdida de identidad celular, que puede inducir la muerte
del animal mucho antes de la formacion de teratomas o tumores (Parras et al., 2023).

Debido a los problemas que suponia el proceso de reprogramacién celular, se propuso como
alternativa un proceso de reprogramacion incompleto (reprogramacion parcial) (Figura 3) en
el que se da un rejuvenecimiento epigenético sin llegar a perder en ningin momento la identidad
celular (Manukyan & Singh, 2012, 2014; P. B. Singh & Zacouto, 2010). Para conseguir una
reprogramacién parcial, sin promover una desdiferenciacion completa ni dar lugar a la
formacion de iPSC, se promueve la expresion de los factores OSKM de manera corta. Se
comprobd en células humanas envejecidas que el proceso de reprogramacion parcial disminuia
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la edad celular, reduciendo la edad epigenética y el perfil proinflamatorio, mientras que
restauraba la capacidad regenerativa propia de una célula joven sin llegar a perder la identidad
celular (Manukyan & Singh, 2014; Sarkar et al., 2020).

En el contexto in vivo se comprobo que tras varios ciclos de expresion corta de OSKM, los
animales viejos presentaban una mejora significativa en relacion al fenotipo asociado al
envejecimiento, aumentando su esperanza de vida (Ocampo et al., 2016). El rejuvenecimiento
tras la reprogramacion parcial de ratones envejecidos se puede observar en la mejora
significativa de marcadores transcriptomicos, epigenéticos y metabdlicos relacionados con el
envejecimiento (Chondronasiou, Gill, et al., 2022; Ocampo et al., 2016).

Se ha planteado también la posibilidad de promover la reprogramacion parcial quimica. El
hecho de que las células somaticas puedan reprogramarse para convertirse en células madre
pluripotentes mediante reprogramacion quimica, indica la posibilidad de revertir las marcas
epigenéticas relacionadas con el envejecimiento utilizando Gnicamente compuestos quimicos
(J. Wang et al., 2023). Esto se ha comprobado en células envejecidas, donde el tratamiento con
compuestos quimicos logrd revertir marcas epigenéticas asociadas al envejecimiento y
promover el rejuvenecimiento transcriptomico, protedbmico y metabolémico, sin alterar la
identidad celular (Mitchell etal., 2024; Schoenfeldt etal., 2022; Yang etal., 2023).
Recientemente, se ha planteado como alternativa a la limitacion temporal del tratamiento con
compuestos quimicos, el empleo de un subconjunto especifico de los factores quimicos
presentes en 7c. RepSox y TCP (2c) (Figura 3) (Schoenfeldt et al., 2022). RepSox es un
inhibidor de AIKS5, el receptor tipo 1 de TFG-B (TFG-B-RI), cuyo tratamiento inhibe la ruta de
sefializacion de la familia de proteinas SMAD. Esta molécula se ha descrito que reemplaza al
factor de transcripcion Sox2 durante la reprogramacion, mediante la induccion de Nanog (Ichida
etal., 2009; Maherali & Hochedlinger, 2009). Por otra parte, TCP es un inhibidor de la
demetilasa-1 especifica de lisinas (LSD1), una monoamino oxidasa (MAQ) mitocondrial que
desmetila especificamente la histona H3K4 (Drechsel etal., 2020; M. G. Lee etal., 2006;
Youdim et al., 1979). TCP tiene un efecto potenciador de la reprogramacion (Y. Kim et al.,
2020), permitiendo ademas la reprogramacion solo con Oct4 y KIf4 en combinacion con un
inhibidor de la glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK-3), CHIR99021 (W. Li et al., 2009). Asi
mismo, TCP al inhibir a LSD1 favorece la diferenciacion epitelial al eliminar la represion de
factores de transcripcion clave para el destino celular, lo que demuestra que puede modular la
accesibilidad de la cromatina (Egolf et al., 2019). La reprogramacion parcial quimica con 2c en
células envejecidas ha mostrado una mejora en distintos marcadores de envejecimiento, asi
como un aumento en la esperanza de vida en Caenorhabditis elegans (Schoenfeldt et al., 2022).

La reprogramacion parcial, tanto genética como quimica, presenta un potencial rejuvenecedor
al promover una remodelacién epigenética y mejorar el fenotipo asociado con el envejecimiento
en distintos tejidos y organos (Cipriano et al., 2023; Ocampo et al., 2016; Schoenfeldt et al.,
2022). Ademas, la reprogramacion parcial no da lugar a la formacion de teratomas y tumores,
ni a la pérdida de funcionalidad del tejido que ocurre al desaparecer total o parcialmente la
identidad celular.
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Figura 3. Representacion esquematica de reprogramaciéon completa y parcial. En la figura se representan
la reprogramacion completa mediante OSKM y 7c, y la alternativa de la reprogramacion parcial, mediante
la expresion de OSKM de manera ciclica y el tratamiento con 2c. Figura generada con Biorender, inspirado
en Schoenfeldt et al., 2022.

1.1.7 Aplicaciones y limitaciones de la reprogramacion parcial como herramienta
terapéutica

A pesar del potencial rejuvenecedor de la reprogramacion parcial in vivo, existen riesgos
asociados a esta técnica bastante importantes. Uno de los principales riesgos es el de llevar a
cabo involuntariamente un proceso de reprogramacion celular completo, lo que daria lugar a la
pérdida de identidad celular y a la formacion de teratomas en el tejido (Abad et al., 2013). Dada
la complejidad del microambiente tisular, y que ciertos factores proinflamatorios pueden
promover la reprogramacion celular (Mosteiro et al., 2016; VVon Joest et al., 2022), controlar la
reprogramacion celular in vivo puede resultar complicado. Ademas, la reprogramacién parcial
de todo el organismo presenta un problema relacionado con la expresion no homogénea de
OSKM vy la dificultad de ciertos tejidos para reprogramarse, como es el caso del musculo
(Chiche et al., 2017). Por otro lado, ya que el intestino y el higado estan implicados en la
absorcion y metabolismo de nutrientes, estan mas expuestos al tratamiento con doxiciclina.
Esto, junto con la alta plasticidad de estos tejidos, hacen que la expresion de OSKM afecte a la
funcionalidad del higado e intestino mucho antes que a otros tejidos, lo que resulta en una mala
absorcién de los nutrientes, siendo muy perjudicial para los animales (Parras et al., 2023). En
cuanto a la reprogramacién parcial quimica, se necesita una comprensién mas profunda de los
mecanismos moleculares implicados en los farmacos usados, para asi minimizar los efectos no
deseados (off-target) (Y. Kim et al., 2020; J. Wang et al., 2023). A todo esto ha de sumarse que
el proceso de reprogramacion, dada su naturaleza estocéstica, es muy poco eficiente, haciendo
que el resultado de la reprogramacion parcial no sea del todo predecible (Hanna et al., 2009).

Aun con estas limitaciones, la reprogramacion parcial in vivo sigue teniendo un potencial

biomédico muy interesante. Limitando la expresion a tejidos de interés, evitando que se dé en
6rganos con plasticidad muy elevada como el higado e intestino delgado, se reduce en gran
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medida el efecto negativo de los factores de reprogramacion, pudiendo asi promover un
rejuvenecimiento del animal de manera mas segura (Parras et al., 2023).

Se comprobd que la reprogramacion parcial favorece la regeneracion del tejido esquelético,
mejora la capacidad muscular y contribuye a la regeneracion de cardiomiocitos (Y. Chen et al.,
2021; De Lazaro et al., 2019; Ocampo et al., 2016; C. Wang et al., 2021). Estos estudios abren
la posibilidad terapéutica del uso de la reprogramacion parcial para tratar enfermedades
cardiacas, ya que la regeneracion de cardiomiocitos podria facilitar la reparacion del tejido
dafiado en determinadas situaciones como el infarto de miocardio y la insuficiencia cardiaca.
Por otro lado, al reducir la metilacion del ADN asociada al envejecimiento, la reprogramacion
parcial dirigida a neuronas puede estimular la regeneracion del nervio 6ptico (Lu et al., 2020)
y mejorar la memoria en ratones y ratas (Anton-Fernandez et al., 2024; Horvath et al., 2024;
Rodriguez-Matellan et al., 2020). Asimismo, se demostré que la reprogramacién parcial al
favorecer el rejuvenecimiento epigenético y la restauracion del metabolismo energético de las
células del nucleo pulposo, inhibe la progresion de la degeneracion del disco intervertebral (F.
Cheng et al., 2022).

Como ya se ha mencionado anteriormente, a través de la reprogramacién quimica es posible
generar por transdiferenciacion directa: neuronas (Hu etal., 2015; X. Li etal., 2015),
cardiomiocitos (Fu etal., 2015) o distintas lineas progenitoras, como las células madre
neuronales (L. Cheng et al., 2014), lo que abre una ventana terapéutica en cuanto a regeneracion
cardiaca y neuronal. Recientemente, la reprogramacion parcial quimica se ha usado para tratar
lesiones cutdneas por quemaduras en ratones, resultando en la regeneracion de glandulas
sudoriparas, crucial para la rehabilitacion funcional de pacientes con quemaduras (H. Chen
et al., 2024). Estos resultados demuestran la aplicabilidad de la transdiferenciacién localizada
mediante reprogramacion quimica para el tratamiento de lesiones cutaneas.

De manera general, se ha comprobado que la reprogramacion parcial promueve un aumento en
la esperanza de vida de los ratones parcialmente reprogramados (Alle et al., 2022; Ocampo
et al., 2016), y mejora diversas alteraciones patoldgicas especificas de distintos tejidos cuando
se limita la reprogramacion parcial a ciertos tipos celulares (Paine et al., 2024; Parras et al.,
2023). Por todo esto, a pesar de sus limitaciones, la reprogramacion parcial presenta un
potencial biomédico muy prometedor. Especificamente, la reprogramacion quimica representa
una opcién mas interesante para su posible traslado a la clinica, ya que no es necesario el uso
de factores genéticos y se podria ajustar el tratamiento de manera mas controlada. El uso de 2c
destaca como una alternativa especialmente prometedora, dado que estos dos compuestos por
si solos no promueven la pérdida de identidad celular ni la tumorogénesis, garantizando una
mayor seguridad en sus potenciales usos terapéuticos.

1.2 SENESCENCIA CELULAR

La senescencia es un estado en el que las células presentan una parada estable, y generalmente
irreversible, del ciclo celular, manteniéndose metabdlicamente activas (Gorgoulis et al., 2019).
Este proceso fue descrito por primera vez por Hayflick y Moorhead, quienes observaron in vitro
que las células primarias, a diferencia de las tumorales, poseian una capacidad proliferativa
limitada (Hayflick & Moorhead, 1961).

Esto no solo ocurre tras numerosas divisiones celulares, sino que ante determinado dafio o estrés
fisiolégico que pueda comprometer a la homeostasis celular, las células activan mecanismos
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para restaurar su integridad estructural y funcional. Cuando estos dafios no pueden ser
restaurados eficazmente, la célula puede desencadenar una respuesta de muerte celular
programada (apoptosis) o promover la entrada en senescencia (Gorgoulis etal., 2019). La
parada del ciclo celular se da como mecanismo de defensa para evitar la proliferacion de las
celulas cuya integridad genética se haya visto alterada de alguna forma, suponiendo una barrera
que se opone al proceso de inicio y progresion tumoral (Collado et al., 2007; Prieur & Peeper,
2008).

1.2.1 Estimulos desencadenantes de la senescencia

La senescencia se desencadena como respuesta a un dafio en la célula y existe una amplia
variedad de estimulos descritos que dan lugar a esta respuesta celular. De forma general, estos
estimulos detienen el ciclo celular en la fase G1, mediante distintos mecanismos moleculares
interconectados (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de los distintos mecanismos moleculares que inducen la entrada en senescencia.
Se ilustran los estimulos clave que promueven este proceso y las rutas moleculares activadas en
respuesta al dafio. Imagen generada con Biorender.

1.2.1.1 Senescencia replicativa

La senescencia replicativa fue descrita por primera vez por Hayflick y Moorhead en 1961,
quienes observaron que las células tenian una capacidad proliferativa limitada (“limite de
Hayflick”) (Hayflick & Moorhead, 1961). Este fenbmeno estd asociado con el acortamiento
telomérico progresivo promovido por las sucesivas divisiones celulares (Blasco, 2005). Cuando
los teldémeros alcanzan una longitud criticamente corta, se activa la respuesta de dafio en el
ADN, lo que a su vez activa la proteina de supresion tumoral p53 dando lugar a la entrada en
senescencia (Collado et al., 2007; Gorgoulis etal., 2019). Dado que la expresion de la
telomerasa es capaz de evitar el acortamiento telomérico (Blasco et al., 1997), promoviendo la
expresion de telomerasa se previene la senescencia replicativa, confirmando asi que el
acortamiento telomérico es la causa principal de este proceso (Bodnar et al., 1998; Collado
et al., 2007).

1.2.1.2 Senescencia por dafio en el ADN

Cuando las células sufren un dafio en el ADN inician un proceso de respuesta a dicho dafio
(DNA Damage Response, DDR), en el que detienen temporalmente su ciclo celular (Jackson &
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Bartek, 2009). Cuando las células no son capaces de reparar eficazmente el dafio en el ADN,
entran en senescencia como respuesta protectora, ya que la estabilidad estructural cromosémica
se ve comprometida (d’Adda Di Fagagna, 2008; Fumagalli et al., 2014). El dafio persistente en
el ADN es detectado por las quinasas ATR y ATM, cuya actividad induce la fosforilacién local
de la histona H2AX (YH2AX). Esto genera un bucle de retroalimentacion positiva, extendiendo
la YH2AX a lo largo de la cromatina, dando lugar asi a focos de YH2AX detectables. Ademas,
el aumento significativo de ATR y ATM no tiene un efecto exclusivamente local, sino que al
activar las quinasas CHK1/2, promueven la activacion de p53 (Turenne et al., 2001). A su vez,
la activacion de p53 promueve la transcripcion de p21 (Cdknla), un inhibidor de quinasas
dependientes de ciclinas (Cyclin-Dependent Kinase inhibitor, CDKi) que promueve la
hipofosforilacion de Rb, evitando asi que se liberen los factores de la familia E2F. Estos son
factores de transcripcion involucrados en el control del ciclo celular y, al no estar libres, no se
transcriben los genes necesarios para la progresion de la fase G1 a la fase S, lo que permite la
entrada en senescencia (Collado et al., 2007; Sharpless, 2005).

Los inductores de senescencia por dafio en el ADN méas comunes son aquellos que ocasionan
roturas simples o de doble cadena del ADN, como la radiacion ionizante (Sedelnikova et al.,
2004), radiacién UV o los farmacos citotoxicos usados en quimioterapia (Gorgoulis et al., 2019;
Novakova et al., 2010; Schmitt et al., 2002). Ademas, el estrés oxidativo que se produce por la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) debido a la
disfuncién mitocondrial tipica de la senescencia, promueve el dafio en el ADN (general y
telomérico), lo que potencia la parada del ciclo celular (Parrinello et al., 2003; Passos et al.,
2007).

1.2.1.3 Senescencia inducida por oncogenes

La senescencia también puede ser activada como respuesta a un estimulo oncogénico (Serrano
etal., 1997). La expresién de un oncogén (como los mutantes de RAS, RAF, 0 MEK) en una
célula normal no es suficiente para promover la transformacién celular, sino que activan la
entrada en senescencia (Collado & Serrano, 2010; Prieur & Peeper, 2008). Esto se considera
un mecanismo de supresion tumoral, dado que impide la proliferacion de una célula que expresa
un oncogén agresivo, restringiendo asi la progresion tumoral (Collado et al., 2007).

Ante la expresion oncogénica se activa como mecanismo de defensa el gen Cdkn2a, que
codifica para la proteina de supresion tumoral p16'™“2 (Serrano et al., 1997; Yamakoshi et al.,
2009). Esta proteina actta inhibiendo las quinasas dependientes de ciclinas 4/6 (CDK4/6), lo
que resulta en la hipofosforilacion de la familia de proteinas del retinoblastoma (Rb). Como ya
se ha explicado, este proceso tiene como consecuencia la entrada en senescencia al inhibir la
progresion del ciclo celular. EI gen Cdkn2a se encuentra en el locus Ink4/Arf, donde estan
también codificados otros 2 importantes genes para la supresion tumoral y la induccion de
senescencia: Arf (p19 en ratones o0 p14 en humanos) y Cdkn2b (p15). La expresion de estas
proteinas también se ve incrementada ante la activacion de un oncogen: p19 estabiliza p53 al
inhibir MDM2, promoviendo la transcripcion de p21, mientras que p15 ayuda a la inhibicion
de CDKA4/6, lo que en conjunto favorece la parada estable del ciclo celular (Erickson et al.,
1998; Sharpless, 2005; Wagner & Wagner, 2022). Cabe destacar, que la expresidn de este locus
no se da Unicamente por activacion oncogénica, sino que el DDR y le erosion telomérica pueden
también activar esta via (Lujambio, 2016).
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La activacion oncogénica activa a su vez el DDR, que se desencadena por la hiperreplicacion
del ADN inducida por expresion de oncogenes (Di Micco et al., 2006). Se ha descrito que la
activacion oncogénica también aumenta la produccion de ROS, lo que refuerza el DDR y
promueve aln mas la entrada en senescencia (Ogrunc et al., 2014).

1.2.2 Caracteristicas de las células senescentes

A pesar de la heterogeneidad intrinseca de las células senescentes, existen caracteristicas
comunes que permiten identificar este estado celular. A continuacion, se detallan las
caracteristicas interdependientes que definen en gran medida a las células senescentes (Figura
5).
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Figura 5. Esquema de las caracteristicas de la senescencia celular. En esta figura se representan
esquematicamente las principales caracteristicas de las células senescentes. Figura generada con
Biorender.

1.2.2.1 Detencidn del ciclo celular

Es importante diferenciar la senescencia de otros tipos de parada del ciclo celular, como la
diferenciacion terminal o la quiescencia. Si bien es cierto que estos estados celulares comparten
alguna caracteristica con la senescencia (como la hipofosforilacién de Rb), estos tipos de
detencién del ciclo celular difieren de la senescencia en su durabilidad y en otras caracteristicas
(S. He & Sharpless, 2017). La quiescencia es un estado de detencion temporal en el que la
proliferacion se puede restablecer mediante estimulos apropiados, mientras que la
diferenciacion terminal es la adquisicion de funciones celulares especificas acompafiada de una
detencién duradera del ciclo celular mediada por vias distintas de las de la senescencia celular
(Gorgoulis et al., 2019). Por el contrario, la senescencia supone un estado de detencion del ciclo
celular estable y generalmente irreversible, inducido por dafio o estrés fisioldgico, que presenta
las caracteristicas especificas que se detallan a continuacion (Gorgoulis et al., 2019; S. He &
Sharpless, 2017).

1.2.2.2 Dafio macromolecular

Como ya se ha comentado anteriormente, el dafio persistente en el ADN ocasionado por
distintos estimulos es uno de los principales desencadenantes de la senescencia celular. Por ello,
una caracteristica comun de las células senescentes es la presencia focos de cromatina asociados
a dafio en el ADN (Gorgoulis et al., 2019), conocidos como DNA-SCARS (DNA-Segments with
Chromatin Alterations Reinforcing Senescence). Estos focos nucleares de dafio persistente se
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asocian con cuerpos nucleares PML, carecen de proteinas de reparacion como RPA o RAD51,
y contienen formas activas de los mediadores de DDR como CHK2 y p53 (Rodier et al., 2011).
Otra caracteristica asociada con el dafio en el ADN de las células senescentes son los
fragmentos de cromatina libres en el citoplasma (Cytoplasmic Chromatin Fragments, CCFs),
que activan una respuesta proinflamatoria mediada por la via cGAS-STING (Gorgoulis et al.,
2019). El dafo persistente también se puede localizar en los telémeros, dando lugar a focos
conocidos como TIF (Telomere Dysfunction induced Foci) (Campisi, 2013).

Ademas de en el ADN, las células senescentes se caracterizan por presentar dafio no reversible
en proteinas y lipidos. Este dafio se debe principalmente a la produccion y acumulacion de ROS
debido a la disfuncién mitocondrial tipica de la senescencia, que promueve la oxidacion de
proteinas y lipidos, ademas de otras modificaciones que afectan a su estructura y funcionalidad
(Gorgoulis et al., 2019; Hohn et al., 2017; Ogrodnik et al., 2017).

1.2.2.3 Disfuncion mitocondrial

Las células senescentes presentan varios cambios en la funcién, dindmica y morfologia
mitocondrial. Las mitocondrias de las células senescentes son menos funcionales dado que
presentan una reduccién en el potencial de membrana, repercutiendo negativamente en la
produccion de ATP (Gorgoulis et al., 2019; Passos et al., 2010). Para compensar esto, la masa
mitocondrial durante la senescencia se ve aumentada, lo que deriva en la acumulacion de
mitocondrias disfuncionales. Esto aumenta la produccion de ROS, que promueve el dafio
macromolecular y fortalece asi la parada del ciclo celular (Korolchuk et al., 2017; Miwa et al.,
2022). Cabe destacar que la reduccion de ATP da lugar a ratios AMP:ATP y ADP:ATP
alterados, lo que activa a AMPK vy fortalece la entrada en senescencia. Ademas, las células
senescentes suelen presentar fuga de protones, tasas de fusion/fision mitocondrial reducidas y
una mayor produccion de metabolitos intermediarios del ciclo de Krebs (Gorgoulis et al., 2019;
Kaplon et al., 2013).

Todo esto ocasiona un profundo impacto en la bioenergética celular. EI aumento de la masa
mitocondrial se traduce en un aumento en el consumo de oxigeno (Oxygen Consumption Rate,
OCR). Sin embargo, dada la disfuncién mitocondrial, se reduce la eficiencia en la produccion
de ATP mediante fosforilacion oxidativa, lo que las células senescentes corrigen aumentando
la produccion de ATP a través de la glucdlisis (Korolchuk et al., 2017).

La disfuncién mitocondrial durante la senescencia también esta intimamente ligada con el
fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP). La reduccion del cociente NAD+/NADH
y la consecuente alteracion de la produccion de PARP y sirtuinas, activa al regulador del SASP
NF-kB (Birch & Passos, 2017; Gorgoulis et al., 2019). Recientemente se ha demostrado que la
liberacion durante la senescencia de ADN y ARN bicatenario mitocondrial al citosol a traves
de macroporos mitocondriales BAX/BAK, regulan positivamente las sefializacion
proinflamatoria del SASP al activar las vias de cGAS/STING y RIG-I/MDAD5, respectivamente
(Lopez-Polo et al., 2024; Victorelli et al., 2023). En conjunto, estos estudios demuestran la
contribucion de la alteracion mitocondrial de las células senescentes sobre el SASP.

1.2.2.4 SASP

El fenotipo secretor asociado a la senescencia (Senescence-Associated Secretory Phenotype,
SASP) es una de las caracteristicas mas importantes de las células senescentes, que conecta este
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estado celular con el proceso de envejecimiento del organismo y sus distintas patologias
asociadas (Campisi, 2013). El fenotipo secretor engloba un conjunto muy complejo y
heterogéneo de moléculas bioactivas como citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento,
proteasas y vesiculas extracelulares secretadas por las células senescentes (Coppé et al., 2010;
Wallis et al., 2020), que varia segun el tipo celular y el estimulo inductor de senescencia
(Campisi, 2013). Aunque existen multiples vias de regulacion del SASP, se ha propuesto
clasificarlo en dos grupos principales: las dependientes de NF-kB (NASP) y las dependientes
de p53 (PASP). EI NASP se encuentra bajo el control del mediador clave de la inflamacion
CGAS/STING, que activan a NF-kB (Chien etal., 2011; Salminen et al., 2012). Entre los
factores del NASP se encuentran: IL1a, ILB, IL6, IL8, IL10, CXCL1, CXCL2, VEGF, MMP3,
TNFo y FGF (De Blander et al., 2021; Wiley et al., 2016). Por otra parte, entre los factores del
PASP, regulados por el supresor tumoral p53, se encuentran: GROo, IGFBP3, LIF, IL6, ILS,
CCL2, CCL17, Leptina, ISG15, GDF15 y TGFa (De Blander etal., 2021; B. Wang et al.,
2022).

El SASP juega un papel importante en la comunicacion celular y en la modulacion del
microambiente tisular, tanto en procesos fisiologicos como patolégicos (Coppé et al., 2008,
2010; Kuilman et al., 2008). Paradojicamente, se ha descrito un papel del SASP tanto positivo
como negativo (Figura 6), que se desarrollara en el apartado “1.2.3 Papel dual de la
senescencia’”.

1.2.2.5 Aumento del compartimento lisosomal

Las células senescentes se caracterizan por el aumento en niumero y tamafo de los lisosomas
(Robbins et al., 1970). Al igual que ocurre con la masa mitocondrial, el aumento del nimero
lisosomal podria reflejar un intento de equilibrar la acumulacién gradual de lisosomas
disfuncionales mediante la produccion de nuevos lisosomas (Gorgoulis et al., 2019; Salama
et al., 2014). El aumento del compartimento lisosomal da lugar al aumento detectable de la
actividad beta-galactosidasa, enzima localizada en los lisosomas que cataliza la hidrolisis de
galactésidos a monosacaridos (B. Y. Lee et al., 2006). Por ello, el aumento detectable de la
actividad de esta enzima se ha definido como una caracteristica de la senescencia: actividad
beta-galactosidasa asociada a la senescencia (Senescence-Associated -Galactosidase Activity,
SA-B-Gal) (Dimri et al., 1995; Kurz et al., 2000). Esta enzima tiene su funcionalidad 6ptima a
un pH= 4 - 4,5. Sin embargo, dado el gran aumento del compartimento lisosomal durante la
senescencia, es posible detectar su actividad a un pH = 6 en las células senescentes, lo que
permite reconocer células senescentes in vitro e in vivo (Campisi, 2013; d’Adda Di Fagagna,
2008).

1.2.2.6 Cambio morfolégico

Una de las caracteristicas mas importantes que nos permite reconocer a las células senescentes
son los maltiples cambios morfoldgicos que presentan. Generalmente, las células senescentes
muestran un citoplasma agrandado y aplanado (Hayflick & Moorhead, 1961). Esto se debe en
gran medida al aumento de la masa mitocondrial y lisosomal, que aporta ademas un aspecto
granular al citoplasma de las células senescentes (Gorgoulis et al., 2019; Korolchuk et al.,
2017). Del mismo modo, el tamafio del nucleo y del nucleolo se ven aumentados durante la
senescencia (Heckenbach et al., 2022; Narita et al., 2003), siendo comudn encontrar células
senescentes multinucleadas con una caracteristica pérdida de la lamina nuclear B1 (Lamin B1)
(Dreesen et al., 2013; Freund et al., 2012).

36



Introduccién

Otro cambio detectable en las células senescentes se da en la cromatina. La mayoria de las
células senescentes muestran una remodelacion en el epigenoma, lo que afecta a la organizacion
de la cromatina. Es por ello que en las células senescentes es posible detectar los conocidos
como focos de heterocromatina asociados a la senescencia (Senescence-Associated
Heterochromatin Foci, SAFHs) (Narita et al., 2003). Estos dominios de heterocromatina,
enriquecidos con marcas represivas como H3K9me2/3 o HP1, se pueden detectar como
estructuras nucleares densas positivas para DAPI (Aird & Zhang, 2013; Di Micco et al., 2021;
Narita et al., 2003).

Cabe destacar que no existe un marcador universal para identificar la senescencia, por lo que
es necesario utilizar una combinacion de multiples marcadores, optimizada para cada contexto
y tipo celular, a fin de detectar de manera fiable a las células senescentes (Ogrodnik et al., 2024;
Wallis et al., 2022).

1.2.3 Papel dual de la senescencia

La senescencia celular es un mecanismo bioldgico que tiene un efecto dual sobre el organismo.
Si bien se origina como un mecanismo protector al contribuir a la homeostasis previniendo la
proliferacion descontrolada de células dafiadas, su acumulacién en distintos tejidos se ha
asociado con numerosos procesos patoldgicos, mediados en muchos casos a través del SASP
(Figura 6).

La senescencia se da durante el desarrollo embrionario de distintas especies de vertebrados, lo
que sugiere que es un mecanismo evolutivo conservado. Este estado celular se ha detectado en
la formacion de numerosas estructuras embrionarias, como los mesonefros, el saco
endolinfatico, la cresta ectodérmica apical, las membranas interdigitales o el tubo neural
(Muhoz-Espin & Serrano, 2014; Storer et al., 2013). La senescencia también juega un papel
importante en el desarrollo de tejidos adultos, tal y como se puede observar en la involucion de
la glandula mamaria tras el periodo de lactancia (Chiche et al., 2024).

Una de las funciones mas relevantes de la senescencia es la supresion tumoral (Collado et al.,
2007). Tras la activacion oncogeénica, se activan vias clave de supresion tumoral (p16, p53),
promoviendo la entrada en senescencia (Campisi, 2013; Mufioz-Espin & Serrano, 2014).
Asimismo, el SASP promueve la senescencia de manera paracrina, lo que contribuye a la
supresion tumoral al evitar que las células afectadas por el microambiente tumoral puedan
seguir proliferando (Takasugi et al., 2023). Ademas de su papel directo antitumoral, a través
del SASP, las células senescentes reclutan células del sistema inmunitario, fomentando la
eliminacion de células tumorales o células dafiadas circundantes (Krizhanovsky, Xue, et al.,
2008; Lecot et al., 2016; Ventura et al., 2007; Xue et al., 2007).

Cabe destacar que las células senescentes, mediante el SASP, favorecen la reparacion de tejidos
dafados (Demaria et al., 2014) y limitan la fibrosis, evitando la formacion excesiva de tejido
cicatricial y favoreciendo la homeostasis tisular (Krizhanovsky, Xue, etal.,, 2008;
Krizhanovsky, Yon, et al., 2008; Lujambio et al., 2013).
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Figura 6. Efectos positivos y negativos de la senescencia. Representacion esquematica de los distintos
papeles que estan relacionados con la senescencia celular. Inspirado en Lecot et al., 2016. Figura
generada con Biorender.

Por otra parte, las células senescentes se van acumulando en los tejidos progresivamente con el
envejecimiento, comprometiendo la estructura y funcionalidad de estos (Campisi, 2013).
Cuando el sistema inmunitario no elimina de manera eficaz a las células senescentes, la
secrecion continua del SASP puede desembocar en una inflamacion cronica del tejido. Esta
situacion propicia el desarrollo de distintas patologias asociadas con el envejecimiento, como
la obesidad, la diabetes tipo 2, la fibrosis pulmonar, la osteoartritis o el cancer (Campisi, 2013;
Mufioz-Espin & Serrano, 2014). Como evidencia de la relacion entre envejecimiento y
senescencia, se comprobd en ratones transgénicos (INK-ATTAC) que la eliminacién selectiva
de las células senescentes reducia significativamente distintas patologias degenerativas
asociadas con la edad, extendiendo la esperanza de vida de estos ratones (Baker et al., 2011).

En relacion con el desarrollo del cancer, las células senescentes a través del SASP pueden crear
un microambiente protumoral de varias maneras. En primer lugar, los factores del SASP
favorecen la invasién y la metastasis de las células tumorales, alterando y remodelando la
estructura tisular (Coppe et al., 2008; Y. H. Kim et al., 2017; Rodier & Campisi, 2011). Las
células senescentes secretan grandes cantidades de proteasas que degradan la matriz
extracelular, lo que relaja la estructura del tejido y facilita la invasion de células cancerosas
(Davalos et al., 2010). Ademas, la infiltracion de células tumorales se ve favorecida por el
SASP al inducir una transicion epitelio-mesenquima en las células vecinas (Coppé et al., 2008;
Lecot et al., 2016). En segundo lugar, el SASP incluye distintos factores angiogénicos, que
promueven la proliferacion y el ensamblaje de células endoteliales, ademéas de reclutar
macréfagos y polarizandolos hacia un fenotipo M2 proangiogénico (Davalos et al., 2010; Kelly
et al., 2007; Lecot et al., 2016).
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Dada la vinculacion de las células senescentes con el desarrollo de multiples patologias
asociadas con el envejecimiento, el uso de estrategias que eliminen selectivamente a las células
senescentes (senoliticas) representan una importante ventana de actuacion terapéutica (L.
Zhang et al., 2023). El uso de mdltiples farmacos senoliticos ya ha demostrado in vivo que, al
eliminar a las células senescentes, se consigue una mejoria de multiples patologias (Chang
etal., 2016; L. Zhang et al., 2023). Por ello, muchos de estos farmacos se encuentran ahora en
ensayos clinicos, para estudiar su potencial terapéutico en el contexto de la fibrosis pulmonar,
osteoartritis o Alzheimer, entre otras (L. Zhang et al., 2023). Sin embargo, a pesar de que la
senescencia celular esté relacionada con distintas patologias, también juega un papel importante
en el mantenimiento de la homeostasis tisular y el correcto desarrollo de los organismos, por lo
que el uso de senoliticos podria tener consecuencias perjudiciales en distintos contextos
fisioldgicos (Sahu et al.,, 2024). El tratamiento con estrategias moduladoras del fenotipo
senescente (senomorficas), proporciona un enfoque farmacolégico alternativo para abordar la
senescencia celular (L. Zhang et al., 2023). Al igual que en el caso de los senoliticos, existe una
gran variedad de compuestos senomorficos que afectan de distintas maneras a las células
senescentes, aunque la mayoria de ellos actdan suprimiendo los efectos perjudiciales del SASP
(L. Zhang et al., 2023).

1.2.4 Conexion entre la reprogramacion y la senescencia

La reprogramacion celular y la senescencia son dos procesos que se pueden considerar
biol6gicamente opuestos. Sin embargo, en estudios recientes se ha descubierto una relacién
tanto positiva como negativa entre ambos procesos celulares. En primer, lugar la senescencia
es un proceso que interrumpe la proliferacion celular, por lo que supone una barrera intrinseca
para el proceso de reprogramacion (Banito et al., 2009; Ebrahimi, 2015). Esto se debe a que la
activacion del locus Ink4/Arf y el eje p53/p21 impiden la reprogramacion (Hong et al., 2009;
Kawamura et al., 2009; H. Li et al., 2009; Marién et al., 2009; Utikal et al., 2009). Se demostro
en varios estudios que, tras suprimir la actividad de estas vias reguladoras de senescencia, la
eficiencia de reprogramacion in vitro aumentaba considerablemente (Hong etal., 2009;
Kawamura et al., 2009; H. Li et al., 2009; Marién et al., 2009; Utikal et al., 2009). Ademas, se
ha visto que la reprogramacion celular también puede desencadenar el proceso de senescencia
(Banito et al., 2009), potenciando asi el efecto barrera sobre la reprogramacion (Figura 7). Esto
se debe a que, al iniciarse la desdiferenciacion, se produce un aumento en la divisién celular, lo
que a su vez incrementa el estrés replicativo, acelera el acortamiento telomérico y activa la
sefializacion de Ink4/Arf y p53/p21 (Herbig et al., 2004; Jacobs & De Lange, 2004).

Paradodjicamente, la senescencia no solo actla como una barrera para la reprogramacion, sino
que también promueve este proceso de manera paracrina (Chiche et al., 2017; Mosteiro et al.,
2016) (Figura 7). A través del SASP, las células senescentes generan un microambiente tisular
que favorece en células circundantes la reprogramacion celular mediada por OSKM (Mosteiro
et al., 2016), permitiendo la reprogramacién en tejidos refractarios a este proceso, como es el
caso del musculo esquelético (Chiche et al., 2017, 2020). Un factor clave en este mecanismo es
la interleucina 6 (IL6), una de las principales citoquinas del SASP que activa vias de
sefializacion asociadas a la plasticidad celular y potencia la adquisicion de un estado
pluripotente (Mosteiro et al., 2016). De acuerdo con estos datos, estudios in vivo demostraron
que las células pluripotentes emergen cerca de las células senescentes, lo que correlaciona
positivamente la reprogramacién celular y la senescencia (Chiche et al., 2020; Mosteiro et al.,
2016).
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Figura 7. Relacion entre la senescencia y la reprogramacion celular. Se representa de manera
esquematica como la expresion de OSKM in vivo reprograma algunas células, ademas de provocar daio
y senescencia en otras. Las células senescentes liberan factores, como IL6, que promueven la
reprogramacion de células adyacentes. Ademas, el envejecimiento y el dafo tisular favorecen la
reprogramacion in vivo, al aumentar la cantidad de células senescentes. Figura adaptada de Mosteiro
et al., 2016, con el permiso de American Association for the Advancement of Science. Generada con
Biorender.

Dado que la reprogramacion parcial ha demostrado mejorar distintas patologias asociadas con
el envejecimiento, y considerando el papel central de la senescencia en este proceso, resulta de
gran interés investigar como la reprogramacion parcial influye directamente sobre el fenotipo
senescente. La reprogramacion parcial dirigida a las células senescentes podria ser clave para
desarrollar estrategias que mejoren la salud, prolonguen la vida y aumenten la resiliencia en
personas mayores (Sahu et al., 2024).

Sin embargo, aln es necesario esclarecer de forma precisa como la reprogramacion parcial, ya
sea inducida genética o quimicamente, puede modular las caracteristicas del fenotipo
senescente.

1.3 CANCER
1.3.1 Caracteristicas del cancer

El cancer es un proceso de proliferacién celular descontrolada que puede afectar a la estructura
y funcionalidad del tejido donde se origina, y en algunos casos, dar lugar a metastasis al
diseminarse y dafiar otros tejidos u 6rganos (Hanahan & Weinberg, 2000). Este proceso
patoldgico engloba a mas de 100 tipos de cancer distintos, ademas de otros subtipos tumorales
presentes en tejidos especificos. Dada la amplia variedad tumoral, existen distintas
caracteristicas y procesos regulatorios para cada tipo. Sin embargo, se han descrito varias
alteraciones esenciales en la fisiologia celular que en conjunto conducen a una proliferacion
aberrante (Hanahan & Weinberg, 2000): resistencia a la apoptosis, aumento en la proliferacion,
evasion de los supresores tumorales, induccion de angiogenesis, inmortalidad replicativa,
activacion de la invasion y metastasis, evasion inmuninatira, inflamacién protumoral, mutacion
e inestabilidad gendémica y desregulacion energética (Figura 8) (Hanahan & Weinberg, 2011).
Estas caracteristicas son adquiridas por la acumulacién de cambios genéticos y epigenéticos,
dirigidos principalmente por el proceso de mutacion en el ADN, que otorgan una ventaja
selectiva a las células cancerigenas (Hanahan & Weinberg, 2011; S. Zhang et al., 2024).
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Figura 8. Caracteristicas clave de las células cancerigenas. Representacion esquematica de las
principales caracteristicas de las células tumorales. Figura adaptada de Hanahan & Weinberg (2011),
con el permiso de Elsevier. Generada con Biorender.

Los oncogenes juegan un papel muy importante en el desarrollo tumoral. Provienen de la
mutacién de un proto-oncogén, que en condiciones normales controlan la diferenciacion y
proliferacion celular, pero que una vez alterados favorecen la proliferacion descontrolada, lo
que impulsa el desarrollo del tumor. Existen numerosos oncogenes cuya mutacién se ha
relacionado con distintos procesos tumorales, como Ras, Myc o Her2 (Kontomanolis et al.,
2020; Weinberg, 1991). Por otro lado, los genes supresores de proliferacion (o supresores
tumorales), como por ejemplo Rbl, Cdkn2a, Trp53 o Pten, actian como frenos de la
proliferacion descontrolada. Por ello, muchos tipos tumorales presenta mutaciones en estos
genes supresores tumorales, favoreciendo el desarrollo del cancer (Den Hertog, 2016; Jiao
et al., 2018; Kontomanolis et al., 2020; Weinberg, 1991).

1.3.2 Papel del envejecimiento

El desarrollo tumoral es un proceso que estd altamente relacionado con el envejecimiento, ya
que este es uno de los principales factores de riesgo para la formacion de distintos tipos de
cancer (Hanahan & Weinberg, 2000; Lopez-Otin et al., 2023). La inestabilidad gendmica es un
rasgo distintivo del envejecimiento, al igual que del cancer. Durante el envejecimiento las
células somaticas y las células madre acumulan dafio en el ADN, asi como diversos cambios en
la cromatina y la expresién génica debido a la exposicion a distintos tipos de estrés. Esto da
lugar a la acumulacion de celulas senescentes en el tejido que, a traves del SASP, dan lugar a
una inflamacién crénica que favorece el desarrollo tumoral (Fane & Weeraratna, 2020; Finkel
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etal., 2007; Mufoz-Espin & Serrano, 2014). Las células tumorales pre-malignas que se
desarrollan en esta situacion presentan una rapida proliferacion, lo que favorece el aumento del
dafio y aumenta la acumulacion de células senescentes. Cuando estas células que acumulan
dafio adquieren mutaciones que suprimen las vias de entrada en senescencia, como Trp53 o
Cdkn2a, se desencadena la progresion hacia un tumor maligno (Finkel et al., 2007). Ademas,
los estadios iniciales del desarrollo tumoral pueden desembocar en una enfermedad metastasica
agresiva debido a la vascularizacion, a los cambios en la estructura tisular y el microambiente
tumoral promovidos por los factores secretados por las células senescentes acumuladas en los
organismos envejecidos (Fane & Weeraratna, 2020).

En el contexto del cancer de mama, se ha demostrado que las células epiteliales envejecidas
muestran modificaciones epigenéticas y transcripcionales que se relacionan con cambios
metabdlicos, un contexto pro-inflamatorio y la expresion de genes asociados con el desarrollo
tumoral (Angarola etal.,, 2024). Ademas, en el tejido mamario las células estromales
envejecidas reducen la expresion de genes ligados con la identidad de fibroblastos, aumentando
la expresion de genes relacionados con fibroblastos asociados al cancer y marcadores de
senescencia. Estos cambios, sumados a diversas alteraciones en las poblaciones celulares del
sistema inmunitario, propician el desarrollo del cancer de mama en organismos envejecidos
(Angarola et al., 2024; Jiang et al., 2022).

Unade las principales causas de la relacion entre el cancer y el envejecimiento es la disminucion
progresiva de la respuesta inmunoldgica innata y adaptativa (inmunosenescencia) (Z. Liu et al.,
2023; Mittelbrunn & Kroemer, 2021). Una de las caracteristicas mas importantes de la
inmunosenescencia es la involucion timica, lo que reduce el numero y variedad de células T.
También se da la disfuncién mitocondrial, alteraciones genéticas y epigenéticas, y la pérdida
de proteostasis en linfocitos T con el envejecimiento (Z. Liu etal., 2023; Mittelbrunn &
Kroemer, 2021). Ademas, con el aumento de la edad se observa una reduccion en el receptor
de células T, un desequilibrio en la proporcidon de células T naive y de memoria, la acumulacion
de células T senescentes y la pérdida de plasticidad efectora, lo que compromete la capacidad
del sistema inmunoldgico para responder eficazmente a nuevos antigenos (Lian et al., 2020;
Mittelbrunn & Kroemer, 2021). En organismos envejecidos también aumenta la proporcién de
macrofagos de tipo M2 en diversos tejidos, lo que favorece la inmunosupresion y el proceso de
angiogenesis y metastasis (Angarola et al., 2024; Jiang et al., 2022; Z. Liu etal., 2023). En
conjunto, estas alteraciones en el sistema inmunitario reducen la eficacia de la vigilancia
inmunoldgica y la eliminacion de células malignas, lo que explica la mayor predisposicién al
desarrollo tumoral durante el envejecimiento.

El proceso de envejecimiento no solo favorece la formacion natural de tumores, sino también
una mayor eficiencia en la implantacion tumoral en modelos de xenograft. Distintos estudios
en modelos de raton han demostrado que la progresion tumoral en animales envejecidos es mas
eficiente que en jovenes, y que se ve favorecida por la acumulacion de células senescentes en
los distintos tejidos (D. Liu & Hornsby, 2007; Reed et al., 2007). Por otro lado, las condiciones
inflamatorias de los tejidos envejecidos pueden favorecer la agresividad del tumor, aumentando
la mobilidad de las células tumorales e incrementando la mortalidad (Lan et al., 2021). No
obstante, ciertos tipos de células tumorales, como es el caso de algunas lineas de melanoma,
presentan un mejor desarrollo en organismos jovenes, lo que demuestra que el efecto del
envejecimiento sobre la implantacion tumoral es dependiente del tipo celular (Reed etal.,
2007).
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1.3.3 Conexion entre la reprogramacion y la progresion tumoral

Los procesos de pérdida de identidad somatica y el aumento en la plasticidad celular tipico de
la reprogramacion, ademas de tener un potencial rejuvenecedor suponen un riesgo de
tumorogénesis (Ohnishi etal., 2014). La reprogramacion celular comparte mecanismos
moleculares con la transformacion oncogénica (Puisieux etal., 2018; Suva etal., 2013).
Diversos estudios han identificado caracteristicas transcriptomicas comunes entre el proceso de
reprogramacion mediada por OSKM vy la transformacion celular mediada por K-Ras
(Chondronasiou, Martinez De Villarreal, et al., 2022), asi como patrones epigenéticos similares
en ambos procesos (Huyghe etal., 2022, 2024). La reprogramacion y la transformacion
presentan en comun una caracteristica intrinseca, la remodelacion epigenética, que actia como
eje central en la reconfiguracion de la identidad celular y la adquisicién de nuevas propiedades
fenotipicas. Ambos procesos también tienen en comdn un aumento en la capacidad
proliferativa, ademas de cambios metabolicos similares (Semi et al., 2013).

Asimismo, se ha demostrado que el proceso de reprogramacién celular también esta relacionado
con el inicio, desarrollo y recurrencia del cancer, pudiendo promover la formacion de células
madre cancerigenas (Ohnishi et al., 2014; Xiong et al., 2019). Esto se debe a que, dada la
plasticidad de los intermediarios celulares generados durante el proceso de reprogramacion,
estas células pueden derivar en fenotipos no deseados, y también a que las células sométicas
adquieren un paisaje epigenético inestable e hibrido. Una vez superado el punto de no retorno,
limite después del que no es posible recuperar el estado original, las células adoptan una
trayectoria de reprogramacion o una trayectoria tumoral (Figura 9) (Huyghe et al., 2024).
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Figura 9. La reprogramacion puede dar lugar al rejuvenecimiento y a desarrollo tumoral. Los
procesos de reprogramacion y transformacion presentan caracteristicas comunes, cambios epigenéticos,
aumento en la plasticidad celular y la pérdida de identidad celular (Huyghe et al., 2024; Semi et al.,
2013). Una vez superado el punto de no retorno, las células reprogramadas y transformadas presentan
un paisaje epigenético remodelado que definira el destino celular. Figura adaptada de Huyghe et al.,
2024, con el permiso de Elsevier. Generada con Biorender.
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La ambiguedad en el destino de la reprogramacién celular también se debe a que los factores
OSKM son capaces de unirse a multiples sitios de la cromatina, lo que puede desembocar en
una expresion génica aberrante (Huyghe et al., 2024). Ademas, los factores de reprogramacion
individualmente se han asociado con distintos tipos de cancer. Por ejemplo, Oct4 desempefia
un papel importante en el potencial maligno de las células tumorales, y puede detectarse en
diferentes tipos de tumores, como carcinomas embrionarios, tumores de células germinales
testiculares y gliomas (Clemente-Perivan etal., 2020); Sox2 facilita la diferenciacion
neuroendocrina en el adenocarcinoma de prostata para adquirir resistencia a las terapias
antihormonales (Kwon et al., 2021); KIf4 promueve el cambio de identidad celular en la
iniciacion del cancer de pancreas (Wei et al., 2016); c-Myc se encuentra alterado en una amplia
variedad de tipos tumorales, ya que regula el metabolismo celular, el ciclo celular y la sintesis
de proteinas, promoviendo tanto la pluripotencia como la proliferacion tumoral (H. Chen et al.,
2018; Semi et al., 2013).

Sin embargo, a pesar de ciertas similitudes entre el proceso de reprogramacién y transformacion
celular, el programa epigenético activado durante la formacion de iPSC es distinto del que se
activa durante la tumorogénesis. Debido a ello, el estado transformado establece una importante
barrera para la reprogramacion celular (Ferreirés et al., 2019). Si bien es cierto que hay unos
pocos casos reportados donde se lleva a cabo el proceso de reprogramacion en células tumorales
(J. Kim, 2020), estos suelen requerir modificaciones particulares para salvar la restriccion
impuesta por el proceso de transformacion. Esto indica que las caracteristicas génicas de las
células tumorales, al ser distintas de las de iPSC, suponen una barrera que dificulta la
reconfiguracién epigenética necesaria para la activacion completa de las redes de pluripotencia.

Por otra parte, recientemente se ha demostrado que la expresion de OSKM directamente en
células transformadas promueve la expresion de p21, lo que limita su crecimiento a través de
la induccidn de apoptosis y senescencia. Esto se demostr6 con varios modelos in vivo, donde
se vio como la expresion de OSKM restringe el crecimiento y reduce la carga tumoral (Pedrosa
etal., 2024).

1.4 OBESIDAD

La obesidad es una patologia compleja y multifactorial con una alta prevalencia en la poblacién
mundial, con méas de mil millones de afectados (Gonzalez-Muniesa et al., 2017). Se caracteriza
por una acumulacion excesiva de tejido adiposo y se asocia a multiples comorbilidades, lo que
compromete gravemente la salud de las personas. Esta enfermedad no tiene exclusivamente su
origen en un desequilibrio entre la ingesta y el gasto calérico, sino que esta definida por
componentes genéticos, epigenéticos, metabolicos, ambientales y endocrinos (Lin & Li, 2021).

1.4.1 Bases ambientales, genéticas y epigenéticas de la obesidad

El componente ambiental es uno de los méas importantes en el desarrollo de la obesidad. El tipo
y cantidad de comida ingerida, en comparacién con el gasto caldrico del individuo, determinan
el balance calorico. Cuando este balance es positivo de manera prolongada, conduce a la
sobreproduccién y acumulacién de tejido adiposo blanco (Gonzélez-Muniesa et al., 2017). Una
dieta elevada en grasa y azucar, sumada a una baja actividad fisica favorece al desarrollo de
distintas anormalidades metabdlicas, como la obesidad (Nicolaidis, 2019; Saklayen, 2018).
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A su vez, se ha demostrado que distintos contaminantes ambientales actian como inductores
de la obesidad. Por ejemplo, el consumo de tabaco durante el embarazo duplica el riesgo de
padecer obesidad durante la infancia (Nicolaidis, 2008). Asimismo, distintos compuestos
quimicos pueden actuar como disruptores endocrinos, siendo capaces de interferir en el
metabolismo (Nicolaidis, 2019). También existen evidencias sobre cdmo la desnutricidn
durante la gestacion puede desembocar en una mayor propension al desarrollo de la obesidad
en la descendencia, entre otros problemas (Kopelman, 2000).

La obesidad también tiene un componente genético muy importante. Esta patologia puede tener
una base monogeénica, que puede ser sindrébmica o no sindromica. La obesidad monogénica
sindromica esti asociada a otras muchas caracteristicas, como problemas en el desarrollo
cognitivo, caracteristicas dismorficas y anormalidades en distintos 6rganos (Kaur et al., 2017).
Estas caracteristicas se ubican en el marco de sindromes bien definidos, como por ejemplo el
sindrome de Prader-Willi, el sindrome de Bardet-Bield o el sindrome de X fragil (Rohde et al.,
2019). La obesidad monogénica no sindrémica se da por mutaciones de genes especificos que
regulan la homeostasis energética a través del eje leptina-melanocortina. Se han descrito
distintas mutaciones de genes individuales que participan en esta ruta, como LEP, LEPR,
POMC, MC4R o PCSK1, que pueden derivar en un fenotipo obeso severo (Choquet & Meyre,
2011). Por otra parte, la obesidad también puede tener una base poligénica, donde la interaccién
de multiples loci pueden propiciar el desarrollo de esta patologia (Rohde et al., 2019).

A su vez, se ha descrito que la obesidad también tiene un componente epigenético, lo que
incluye la metilacion del ADN, modificacion de histonas y ARN no codificante, que alteran la
expresion génica sin modificar la secuencia de ADN. Estas modificaciones epigenéticas son
sensibles a factores externos (como farmacos o la actividad fisica) y a factores internos (como
cambios hormonales o genéticos). Ademas, este tipo de modificaciones son reversibles,
especificas de tejido y se pueden transmitir a generaciones posteriores (Gonzalez-Muniesa
etal., 2017). Ya se han identificado un gran nimero de loci, cuya metilacion se relaciona con
el desarrollo de obesidad (Wahl et al., 2017). Por ejemplo, en el tejido adiposo se ha descrito
cémo la metilacion de genes como FTO, HIF3A, IRS1 0 KCNQ1 favorecen el desarrollo de esta
patologia (Ling & Rdnn, 2019). Cabe destacar que diversos cambios epigenéticos relacionados
con la obesidad han sido relacionados con la disfuncion inmunitaria, enfermedades
inflamatorias y patologias neurodegenerativas (Hata et al., 2023).

1.4.2 Obesidad como patologia metabdlica

La obesidad se relaciona con distintas alteraciones en el metabolismo, que pueden desembocar
en el sindrome metabdlico. Este consiste en un conjunto de afecciones que aumentan el riesgo
de enfermedades cardiacas, accidentes cerebrovasculares y diabetes tipo 2 (Saklayen, 2018).
Una de las alteraciones que se dan durante la obesidad es la disfuncion mitocondrial, que juega
un papel clave en el deterioro del metabolismo energético celular, el aumento del estrés
oxidativo y favorece la inflamacion (De Mello et al., 2018; Xia et al., 2024). A su vez, la
acumulacién de tejido adiposo blanco visceral se ha relacionado con un aumento en la
produccion de citoquinas (adipoquinas) proinflamatorias, 1o que contribuye a un estado de
inflamacidn cronica en el tejido adiposo. Esto incrementa el riesgo cardiovascular, la resistencia
a la insulina, la dislipidemia y la hipertension (Després & Lemieux, 2006; Gonzélez-Muniesa
etal.,, 2017; Saltiel & Olefsky, 2017). El fenotipo proinflamatorio persistente durante la
obesidad puede afectar a distintos 6rganos, como el higado, el pancreas, el musculo o el cerebro
(Saltiel & Olefsky, 2017).
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Ademas de la acumulacién de tejido adiposo y su fenotipo proinflamatorio, la obesidad se ha
relacionado con una hiperactividad del sistema nervioso simpatico (SNS), encargado de
mantener el equilibrio energético. Esta hiperactividad del SNS puede agravar las distintas
afecciones que componen el sindrome metabdlico (Tentolouris et al., 2006). Asimismo, se ha
demostrado que la obesidad puede alterar el metabolismo del hierro, pudiendo dar lugar a la
anemia ferropénica (Gonzalez-Dominguez et al., 2020).

Por otra parte, el tejido adiposo marrén (Brown Adipose Tissue, BAT) es un tipo de tejido graso
cuya funcion principal es la termogeénesis independiente de temblor, mediado por la proteina
mitocondrial UCP1. En organismos obesos la actividad del BAT se ve reducida, lo que
disminuye la temperatura corporal y afecta negativamente al metabolismo de la glucosa. Esto
puede favorecer la acumulacion lipidica, agravando asi el sindrome metabdlico (R. Singh et al.,
2021; Vijgen et al., 2011).

1.4.3 Relacion de la obesidad con el envejecimiento y otras patologias

La obesidad y el envejecimiento comparten caracteristicas fisioldgicas y patoldgicas. Se ha
descrito que ambos procesos estan intimamente relacionados (Figura 10), potenciandose
mutuamente. La reduccién de la tasa metabolica y el sedentarismo asociado al proceso natural
de envejecimiento favorecen el desequilibrio calérico, propiciando la acumulacion del tejido
adiposo. Asimismo, la pérdida de la masa muscular (sarcopenia) que tiene lugar durante el
envejecimiento favorece el desarrollo de la obesidad (Colleluori & Villareal, 2021; Mirzai et al.,
2024). Por otra parte, la obesidad puede potenciar el proceso de envejecimiento epigenético, al
comprometer la integridad genémica, la funcion mitocondrial, favoreciendo la inflamacion
sistémica e incluso promoviendo el acortamiento telomérico (Ahima, 2009; Salvestrini et al.,
2019; Tam et al., 2020).

La obesidad favorece y agrava diversas patologias relacionadas con el envejecimiento, como
por ejemplo la osteoartritis (Bliddal et al., 2014). Por otro lado el ambiente proinflamatorio
propio de los tejidos envejecidos puede a su vez empeorar las comorbilidades asociadas a la
obesidad (Salvestrini et al., 2019; Santos & Sinha, 2021; Tam et al., 2020). Ademas, ambas
condiciones estan relacionadas con una inflamacion crénica de grado bajo, lo que favorece la
aparicion de distintas alteraciones metabdlicas. La obesidad también tiene en coman con el
envejecimiento la acumulacion de células senescentes, ademas de un componente genético y
epigenético muy importante, afectando a la integridad del ADN y promoviendo cambios en su
patrén de metilacion, lo que contribuye a su vez al proceso de envejecimiento (Ahima, 2009;
Tam et al., 2020).
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Figura 10. Relacion entre la obesidad y el envejecimiento. Ambos procesos estan relacionados,
compartiendo caracteristicas comunes como la disfuncion mitocondrial, distintas comorbilidades, la
acumulacion de células senescentes y un proceso de inflamacion cronica. Figura generada con Biorender.

Por otra parte, ademas de la diabetes tipo 2, enfermedades cardiacas y accidentes
cerebrovasculares, la obesidad también se relaciona con una amplia variedad de patologias que
afectan a distintos sistemas del organismo. Entre ellas, se ha identificado una asociacion con
maultiples tipos de cancer, incluyendo el de mama, colon, endometrio, rifion y pancreas (Pati
et al., 2023). Asimismo, la acumulacién excesiva de grasa en el higado promueve la esteatosis
hepética no alcohodlica, que puede evolucionar hacia fibrosis, cirrosis e incluso derivar en un
tumor hepatico (Y. He et al., 2023).

1.4.4 Conexion entre la reprogramacion y la obesidad

Como ya se ha descrito, la obesidad tiene una importante base epigenética. Los cambios
epigenéticos persistentes durante el desarrollo de la obesidad pueden conducir a una memoria
epigenética “obesogénica”, dando lugar a alteraciones en la funcion y el metabolismo de los
adipocitos, lo que favorece la recuperacién acelerada del tejido adiposo tras una pérdida de peso
(Hinte et al., 2024).

Dada la importancia del epigenoma en el contexto de la obesidad, y ya que las modificaciones
epigenéticas son reversibles, la alteracién de las marcas epigenéticas relacionadas con la
obesidad se presentan como una oportunidad terapéutica para tratar esta patologia (Z. Cheng
etal., 2018). De hecho, ya se han probado distintas clases de farmacos epigenéticos, como
inhibidores de HDAC y p300, activadores de SIRT1 y moléculas anti-miARN, demostrando un
potencial terapéutico importante sobre la obesidad y las comorbilidades asociadas a esta
patologia, como la diabetes tipo 2 (Zatterale et al., 2022).
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La reprogramacion parcial mediada por OSKM también supone la eliminacion de distintas
marcas epigenéticas que, en organismos envejecidos, permite la recuperacion de un fenotipo
maés joven (Ocampo et al., 2016). Por ello, dado que la remodelacién epigenética de animales
obesos ha resultado en la mejoria de comorbilidades asociadas a este proceso patoldgico, la
reprogramacion parcial representa una estrategia prometedora para mejorar la salud de animales
obesos.

*k*k

En resumen, la reprogramacion es un proceso biologico que induce la pérdida de identidad
celular y, al mismo tiempo, revierte la edad epigenética. La reprogramacion parcial ha surgido
como una estrategia terapéutica prometedora, ya que es capaz de promover el rejuvenecimiento
celular sin inducir la pérdida de identidad, alargando la esperanza de vida y abordando diversos
procesos patoldgicos asociados al envejecimiento en modelos de raton (Paine et al., 2024).
Considerando que el envejecimiento se acompafia de la acumulacion de células senescentes, y
que es posible revertir la edad bioldgica de los tejidos, este mismo proceso podria modular el
fenotipo senescente. De igual forma, dado que los tejidos envejecidos tienen una mayor
predisposicion al desarrollo tumoral (Lopez-Otin etal., 2023) y a la obesidad (Pérez et al.,
2016; Trim et al., 2018), existe la posibilidad de que la reprogramacion parcial contribuya a
reducir la incidencia de estos procesos malignos y alteraciones metabolicas asociadas al
envejecimiento.
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2 HIPOTESIS

El envejecimiento es un proceso natural que se caracteriza por la acumulacion de células
senescentes y que esta relacionado con la pérdida gradual de funcionalidad de los tejidos y
organos, lo que deriva en la aparicién de numerosas patologias relacionadas con la edad, entre
las que se incluyen el cancer y la obesidad. La posibilidad de que el envejecimiento sea un
proceso plastico, plantea la hipotesis de que podamos intervenir retrasando e incluso
revertiendo algunos aspectos patologicos de este proceso (Mahmoudi & Brunet, 2012).

Por otra parte, la reprogramacion parcial mediada por OSKM, se ha definido como un factor
rejuvenecedor genético, epigenético y metabdlico (Chondronasiou, Gill, et al., 2022; Mitchell
et al., 2024). Sin embargo, no se ha estudiado en profundidad como la reprogramacién parcial
afecta al fenotipo senescente, a la progresion tumoral o a la obesidad. Para responder a estas
cuestiones, hemos partido de las siguientes hipdtesis:

i. La reprogramacion parcial, dado que mejora distintos parametros de las células
envejecidas, podria afectar al fenotipo senescente. El fenotipo secretor de las células
senescentes es clave en la actividad patogénica de la senescencia y por ello seria
importante determinar el efecto de la reprogramacion parcial sobre el SASP.

ii.  Los tejidos envejecidos favorecen el desarrollo tumoral. Dado que la reprogramacion
parcial mediada por OSKM rejuvenece los tejidos, los animales que hayan sido
parcialmente reprogramados podrian presentar una menor predisposicion a la
progresion tumoral.

iii.  Dada la contribucion que la epigenética tiene en la obesidad, la reprogramacion parcial

podria afectar a esta patologia, mejorando distintos parametros metabolicos y la
composicion corporal de animales obesos.
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3 OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis fue evaluar el impacto de la reprogramacion parcial mediada
por OSKM en la senescencia celular, la progresion tumoral y la obesidad. Especificamente, se
plantearon los siguientes objetivos:

i.  Analizar el efecto de la reprogramacion parcial en células senescentes.
a. Estudiar como la reprogramacion parcial modula el fenotipo senescente,
enfocandose particularmente en el SASP.
b. Evaluar la capacidad de la reprogramacion parcial para recuperar la funcién
mitocondrial.
c. Estudiar alternativas quimicas a OSKM modulando el fenotipo senescente.

ii.  Analizar la progresion tumoral en organismos envejecidos parcialmente reprogramados.
a. Estudiar la progresion tumoral en pulmon.
b. Estudiar la progresion tumoral en mama.

iii.  Analizar el efecto de la reprogramacion parcial sobre la obesidad.

a. Evaluar las alteraciones fenotipicas.
b. Analizar los cambios bioquimicos y metabdlicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los procedimientos experimentales llevados a cabo en esta tesis con modelos animales,
concretamente con ratones, cuentan con la aprobacion previa del Comité de Bioética de la
Universidad de Santiago de Compostela (USC) y respetan las leyes de proteccion de los
animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos que se establecen en el Real
Decreto 53/2013 y la Directiva 2010/63/UE. Los experimentos se realizaron bajo la
autorizacion 15010/2022/020 y fueron supervisados por Manuel Collado Rodriguez, capacitado
para las funciones B, C y D. Los procedimientos experimentales fueron realizados por mi,
capacitado para las funciones By C.

4.1.1 Condiciones de estabulacién

Los animales con los que se realizaron los experimentos se encontraban estabulados en salas
especificamente libres de patogenos (SPF) en el CEBEGA (Centro de Biomedicina
Experimental de la USC), con nimero de registro REGA ES150780292901. En estas
instalaciones se aseguraban unas condiciones controladas de fotoperiodo (12horas luz / 12 horas
oscuridad) y temperatura (20-24 °C).

4.1.2 Raton i4F

El modelo de ratén transgénico reprogramable i4F-A (Abad et al., 2013), con fondo genético
C57BL/6J, presenta un casete policistrénico en el locus Neto2 que codifica para los 4 factores
OSKM, bajo el control de un promotor inducible TetO (TetO-Pou5f1-Sox2-KIf4-Myc). Este
modelo presenta otra modificacion en el locus Rosa26, donde se ha insertado el transactivador
reverso dependiente de tetraciclinas (reverse tetracycline-controlled transactivator, rtTA). En
presencia de una tetraciclina, como la doxiciclina, rtTA puede unirse a TetO, promoviendo asi
la expresion de OSKM en los distintos tejidos y érganos del raton (Figura 2). Entre Oct4, Sox2,
KIf4 y c-Myc se encuentran los péptidos de autoescision P2A, T2A 'y E2A respectivamente, que
inducen un salto del ribosoma durante la traduccién de las 4 proteinas. La colonia de animales
I4F-A se mantuvo en homocigosis.

4.1.3 Raton OSKM-only

El modelo de ratdbn de OSKM-only se generd cruzando ratones i4F-A (rtTA/OSKM, en
homocigosis) con un raton que portaba Unicamente OSKM (en homocigosis). Estos ratones
fueron cedidos por el grupo de Daniel del Toro, de la Universidad de Barcelona. La primera
generacion filial (homocigota para OSKM y heterocigota para rtTA) se cruz6 con ratones
C57BL/6J WT, dando lugar a hermanos de camada con dos genotipos distintos: heterocigotos
para rtTA/OSKM o heterocigotos para OSKM (sin rtTA). De esta forma, en presencia de
doxiciclina, solo uno de los dos grupos presentaria la expresion de OSKM.
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4.1.4 Genotipado

El genotipado de los ratones se realizo a partir de un trozo de aproximadamente 1-2 mm de la
punta de la cola (tejido no sobrante de identificacion). De este fragmento de cola, se extrajo el
ADN gendmico utilizando 200 pL de una preparacion de Chelex-100 al 10% (Sigma-Aldrich)
suplementada con 20 pL de proteinasa K (Thermo Scientific). Se incubd con esta solucién a 60
°C en agitacion suave durante la noche (overnight, ON). Posteriormente, se inactivd la
proteinasa K incubando las muestras a 95 °C durante 15 minutos y se centrifugaron las muestras
a 8000 g durante 1 minuto, para poder descartar los restos de tejido no digeridos y el Chelex.
Con el sobrenadante, donde se encuentra el ADN, se realiz6 una PCR para amplificar los alelos
de interés: wild type (WT) y transgénico (Tg).

Para las PCR de genotipado se uso el kit NZYTaq DNA polymerase (NzyTech), dNTPs (Sigma-
Aldrich) y los oligonucledtidos (Integrated DNA Technologies, IDT) que se detallan a
continuacion (Tabla 1):

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos usados en las PCR de genotipado.

Secuencia 5’ — 3’
GCG TCA GGC AAT TTA TAC TCT GG

Nombre

Neto2 comun

Neto2 WT TTG GTG TTG GAA CAC AGT CC
Neto2 Tg GCA CCA TCC AAA GGT CAG TG
Rosa26 comin AAA GTC GCT CTG AGT TGT TAT
Rosa26 WT GCG AAG AGT TTG TCC TCA ACC
Rosa26 Tg GGA GCG GGA GAA ATG GAT ATG

Las cantidades de los componentes fueron: Taq Polymerase Buffer 1X, 0,75 mM dNTPs, 2 mM
MgCl2, 2 U de Taq Polymerase y 0,2 uM de cada oligonucleodtido. Las PCR se realizaron en un
termociclador MultiGene™ OptiMax (Labnet), y los programas utilizados fueron los recogidos
en la Tabla 2.

Tabla 2. Descripcién de los ciclos utilizados para las PCR de genotipado.

x 30 ciclos
Temperatura 95 °C 95°C 62°C 72°C 72 °C 4°C
Neto2
Tiempo 2’ 15"’ 15"’ 30” 5’ )
Temperatura 95 °C 95°C 59°C 72°C 72 °C 4°C
R05026 Tiempo 45” 45” 45’! 1! 5’ oo

Para estudiar el peso molecular del ADN amplificado, el resultado de la PCR se verifico
mediante electroforesis en gel de 1,5% agarosa Low EEO (Sigma-Aldrich), al que se le afiadié
1x SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen), en TAE (40 mM Tris, 20 mM acetatoy 1 mM EDTA).
Dadas las diferencias de peso molecular de las bandas amplificadas, se podia determinar si los
ratones eran homocigotos WT, homocigotos Tg o heterocigotos. El gel se reveld usando un
Chemidoc MP Imaging System (Bio-Rad).
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4.2 PROTOCOLOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL
4.2.1 Administracion de doxiciclina en agua de bebida

La administracion sistémica in vivo de doxiciclina hiclato (Fagron Ibérica) se realizo diluyendo
este compuesto directamente en el agua de bebida, suplementada con 7,5% de sacarosa (Sigma-
Aldrich). Con los ratones i4F y OSKM-only se utilizaron dos pautas de tratamiento distintas de
doxiciclina: 0,2 mg/mL durante 2,5 semanas para llevar a cabo un proceso completo de
reprogramacion, o 1 mg/mL en ciclos de 2 dias de tratamiento acompafiados de 5 dias de
descanso, para promover un proceso incompleto de reprogramacion, o reprogramacion parcial.

4.2.2 Induccion de obesidad

Para inducir la obesidad en ratones OSKM-only se utilizé una dieta muy alta en grasa (very
high fat diet, vHFD) (Research Diets), con un contenido de un 60% de grasa y un valor
energético de 5,21 kcal/g. Tras 3 meses con esta dieta ad libitum, los ratones presentaban
obesidad.

4.2.3 Fotos térmicas

Para evaluar la termogénesis en los ratones, se tomaron fotografias con una camara térmica
(FLIR). Para ello, dado que la region de interés era el tejido adiposo marron (brown adipose
tissue, BAT) y se localiza en la region interescapular del raton, se les rasurd el pelo de esta area
24 horas antes de realizar estas fotos. En el momento de la toma de las fotografias, se tuvo
especial cuidado de no estresar al animal, realizando las fotos cuando el raton estuviera estirado.
Esta medicidn se realizé 1 vez por semana, en un ambiente aislado del ruido. Se sacaron 3 fotos
por animal.

4.2.4 Evaluacion de temperatura

Para evaluar la temperatura general de los animales, se tomé por via rectal utilizando una sonda
anal conectada a un termometro digital (Physitemp). La sonda se introducia 2 cm en el recto
del animal y se registraba el valor cuando alcanzaba una medida estable.

4.2.5 Resonancia electromagnética

Se utilizo la técnica de resonancia electromagnética para cuantificar la composicién corporal
de los ratones, con especial interés en el porcentaje de masa magra y el porcentaje de masa
grasa de cada animal. Las mediciones se realizaron con un Whole Body Composition Analyzer
(EchoMRI 500).

4.2.6 Recoleccion de sangre periférica

Para recolectar sangre periférica, se practicé una pequefia incision en la punta de la cola de los
ratones con unas tijeras. Se recolectaron 0,2 mL de sangre con un capilar, y se deposito en un
tubo de recoleccién sanguinea con EDTA (Sarstedt), para la obtencién de plasma.

4.2.6.1 Medicion de glucosa en sangre periférica

Para medir la glucosa en sangre periférica, se puso a los animales en ayunas durante 8 horas.
Se practicd de igual manera una pequefia incision en la punta de la cola, lo que permitié
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recolectar una pequefia gota de sangre. Esta se recogio directamente con una tira de medicion
de glucosa Accu-check (Roche) y se midié con un medidor de glucosa Accu-check (Roche).

4.2.6.2 Medicidn de colesterol en sangre periférica

Para la determinacion cuantitativa de colesterol en sangre periférica, se utilizé la prueba
enzimatica de Spinreact. Este kit da lugar a una reaccion colorimétrica directamente
proporcional al contenido de colesterol en sangre. Las mediciones se realizaron por duplicado
utilizando un espectrofotometro de placas a una longitud de onda de 505 nm.

A271TTyGTT

Se emplearon los test de tolerancia a la insulina (insulin tolerance test, ITT) y de tolerancia a
la glucosa (glucose tolerance test, GTT), para evaluar la sensibilidad a la insulina y el
metabolismo de la glucosa. La ITT evalta como responde el cuerpo a la insulina administrada,
mientras que la GTT mide la capacidad de procesar una carga de glucosa. Para realizar la ITT,
después de 8 horas en ayunas, se inyectaron 0,75 U/kg de insulina y se midieron los niveles de
glucosa a los 15, 30 y 60 minutos. En el caso de la GTT, después de 8 horas en ayunas, se
administraron 2 g/kg de D-glucosa, tras lo que se midieron los niveles de glucosa en sangre a
los 15, 30, 60 y 120 minutos. En ambas pruebas se midié la glucosa en sangre previa a la
inyeccion, para tomarlo como los niveles basales de referencia.

4.2.8 Preparacion e inyeccion de medios condicionados

Para la preparacion de medio condicionado (CM) para experimentos in vivo se utilizaron 5 x10°
células, incubandolas 24 horas en medio serodeprivado. Pasado este tiempo, el medio se filtrd
(0,45 uM) y se realizé el intercambio de soluciones utilizando el kit PD MidiTrapTM G-10 (GE
Life Sciences). Posteriormente, tras congelar las muestras durante 24 horas a -80 °C, se
liofilizaron ON con un liofilizador LyoQuest 55 (Telstar). En el momento de la inyeccion, las
muestras liofilizadas se resuspendieron en 100 pL de PBS y se inyectaron intraperitonealmente
a los ratones usando una aguja de 25G. Se realizaron 3 pinchazos alternos de CM liofilizado:
dia 1, dia 3 y dia 5, sumando asi una inoculacion total de CM proveniente de 1,5 x10°8 de células
por ratén.

4.2.9 Inyeccion de células
4.2.9.1 L1475

La inyeccion de las células de cancer de pulmon L1475 se realiz6 en vena lateral de la cola de
machos i4F de 2 afios. Para facilitar la canulacion de la vena, se estimul6 la vasodilatacion con
lamparas infrarrojas. A continuacion, los ratones se colocaron en un restrainer y se inyectaron
2 x10° células en un volumen de 100 pL de solucion salina tamponada con fosfato (Phosphate-
buffered saline, PBS) (Sigma-Aldrich), usando una aguja de 27 G.

4.2.9.2 B6BC-Luc

Las células de cancer de mama B6BC-Luc se inyectaron subcutadneamente en la mama de
ratonas i4F de 2 afos. Para ello, las ratonas se anestesiaron con isofluorano (Esteve), se rasuro
la zona abdominal baja, y se realiz6 una inyeccidn subcutanea en la cuarta mama derecha, con
una aguja de 27 G. Se inyectaron un total de 2 x10° células por animal y se les hizo un
seguimiento bisemanal del crecimiento tumoral usando el IVIS y un calibre digital (Fine

56



Metodologia

Science Tools, FST). Para determinar el volumen tumoral, se us6 la formula Volumen = (/ 6)
x largo x ancho?.

4.2.10 Seguimiento de crecimiento tumoral por IVIS

El crecimiento tumoral de las B6BC-Luc se monitorizé utilizando el 1VIS (Spectrum In Vivo
Imaging System, PerkinElmer), realizando un seguimiento bisemanal de la bioluminiscencia
tumoral. Para ello, se inyectaba intraperitonealmente en cada ratén una solucién de D-
Luciferina (PerkinElmer) en PBS, a razon de 0,15 g/kg (D-Luciferina por kg de raton). El
tiempo de exposicion varié entre 5 segundos y 1 minuto, segun la intensidad de la
bioluminiscencia, para asegurar la exposicion éptima. Las imagenes de bioluminiscencia se
tomaron y cuantificaron posteriormente usando el software Living Image Software V4.5.2
(PerkinElmer).

4.2.11 Curva de supervivencia

Se realiz6 un estudio de supervivencia en ratones i4F a los que se les habian inyectado CM
liofilizados y tratados con doxiciclina en agua de bebida 0,2 mg/mL durante 2,5 semanas, para
estudiar qué CM inducia en mayor medida el proceso de reprogramacion. La reprogramacion
celular in vivo conlleva la formacion de teratomas en distintos érganos y a la muerte del animal.
Por tanto, los CM que favorezcan el proceso de reprogramacion provocaran una muerte del
animal mas temprana. Los tejidos afectados por la formacion de teratomas se recogieron y
fotografiaron.

4.2.12 Eutanasia y recoleccion de tejidos

Los animales se sacrificaron utilizando una camara de CO y se uso la dislocacion cervical
como método de confirmacién. La recoleccion de 6rganos se realizd post mortem y se
conservaron en 10% formalina (Panreac AppliChem) cuando se destinaban para el analisis
histoldgico, o se congelaron a -80 °C cuando los tejidos se destinaban para extraccion de ARN
0 de proteina.

4.2.12.1 Extraccion células de médula 6sea

Para realizar la extraccion de células de médula 6sea, se extrajeron la tibia y el fémur de la
pierna derecha de cada ratdn. Se retiro todo el tejido muscular adherido a los huesos y se realizé
un pequefio corte en la parte superior e inferior de cada hueso. Ambos huesos se colocaron en
un tubo eppendorf de 0,5 mL con un pequefio agujero en el fondo junto con 200 pL de PBS 1
mM EDTA (Sigma-Aldrich), dentro de otro tubo eppendorf de 1,5 mL. Se centrifugd a 8000 g
durante 1 minuto a 4 °C, pasando asi la médula dsea diluida en PBS-EDTA al eppendorf
inferior. Esta mezcla se centrifugd a 300 g durante 5 minutos a 4 °C y se trato el pellet con 500
puL de una solucion de lisis de eritrocitos (Invitrogen). Se incub6é 3 minutos en hielo, se
centrifugo a 300 g durante 5 minutos a 4 °C y se resuspendio el pellet en otros 900 L de PBS-
EDTA. Se centrifugd una ultima vez a 300 g durante 5 minutos a 4 °C y el pellet se congelé a -
80 °C en medio de congelacion.
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4.3 CULTIVOS CELULARES
4.3.1 Condiciones de cultivos

Todos los cultivos celulares se manipularon en un ambiente esteril y, salvo que se indique lo
contrario, se mantuvieron en un incubador (Thermo Scientific) a 37 °C con una atmosfera de
5% de CO». Se comprob6 de manera rutinaria por PCR que ninguno de los cultivos presentara
infeccion por micoplasma. Los medios de cultivo utilizados variaron segun la linea celular, tal
y como se detalla a continuacion:

e Medio de cultivo estandar: DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) alto en
glucosa (4500 mg/L) (Corning) suplementado con 10% FBS (Fetal Bovine Serum,
Corning), 2 mM L-glutamina (Sigma-Aldrich) y 1% penicilina/estreptomicina
(10,000 U de penicilina/10 mg de estreptomicina) (Sigma-Aldrich).

e Medio de reprogramacion: DMEM alto en glucosa (4500 mg/L), suplementado con
15% KSR (KnockOut Serum Replacement, Gibco), 2 mM L-glutamina, 1%
penicilina/estreptomicina, 1% aminoacidos no esenciales (Gibco), 0,2% 2-
mercaptoetanol (Gibco) y 0,2% LIF (Leukemia Inhibitory Factor, Gibco).

e Medio de B6BC: DMEM/F12 (Gibco), suplementado con 10% FBS, 1%
penicilina/estreptomicina, 2 USP/mL heparina (Sigma-Aldrich), 10 pg/mL apo-
transferrina (Sigma-Aldrich), 5 pg/mL insulina (Sigma-Aldrich), 5 ng/mL EGF
(Epidermal Growth Factor, Sigma-Aldrich), 0,3 uM hidrocortisona (Sigma-Aldrich)
y 5 nM B-estradiol (Sigma-Aldrich).

e Medio de cultivo de hepatocitos: DMEM/F12, 10% FBS, 1%
penicilina/estreptomicina, 2 mM L-glutamina, 1% anfotericina B (Thermo Scientific),
1 uM dexametasona (Sigma-Aldrich) y 1 uM insulina.

e Medio de congelacion: FBS suplementado con 10% de dimetilsulfoxido (DMSQO)
(Sigma-Aldrich).

4.3.2 Cultivos primarios
4.3.2.1 MEFs WT y MEFs i4F

Los fibroblastos embrionarios de raton (Mouse embryonic fibroblasts, MEFs) se obtuvieron de
ratonas C57BL/6 WT e i4F-A tras 13,5 dias de gestaciéon. Los animales se sacrificaron por
dislocacién cervical y se extrajo el Utero de cada animal, donde se encontraban los embriones.
Estos embriones fueron sacrificados por choque térmico y mantenidos en PBS 1%
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) a 4 °C. Posteriormente, se separaron y descartaron
la cabeza y la masa visceral. El resto del embrion, lavado en PBS, se disgregd con ayuda de
bisturis y posteriormente se incub6 a 37 °C con 1,5 mL de tripsina-EDTA (Sigma) durante 10
minutos. Pasado este tiempo, se pipeted el homogenizado con una micropipeta de 1 mL,
favoreciendo asi la disgregacion, y se incubd otros 10 minutos en las mismas condiciones. Una
vez finalizado este proceso, se resuspendieron en medio de cultivo estandar y se sembraron en
placas de cultivo de 100 mm de diametro (Corning). Se dejaron crecer hasta llegar al 100% de
confluenciay se resembraron en placas de 150 mm. Una vez alcanzada de nuevo la confluencia,
las células se congelaron en alicuotas de 4 x 10° células en medio de congelacion a -80 °C y
pasadas 24 horas, se trasladaron al nitrégeno liquido.
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4.3.2.2 Hepatocitos

Los hepatocitos de raton se extrajeron del higado de ratones OSKM-only de ambos genotipos
auna edad aproximada de 3 meses. Los animales se sedaron con una combinacion de 100 mg/kg
ketamina (Laboratorio Richter Pharma) y 10 mg/kg xilacina (Laboratorios Karizoo) en suero
fisiologico, administrada por via intraperitoneal. Posteriormente, se realizd una incision
abdominal en la linea alba, exponiendo la cavidad abdominal sin dafiar el higado ni cortar
ninguna vena. Cuidadosamente, se canulo la vena porta y se perfundié a 5 mL/minuto durante
2 minutos con una solucion HANKS 1X (0,14 M NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgSO4:7H-0, 3
mM NaH2PO.-2H-0O y 0,4 mM KH2PO. en H20) suplementada con 12 mM HEPES (Gibco),
0,6 mM EGTA (Sigma-Aldrich), 0,23% BSA y 1% heparina, a un pH 7,4. Esta solucion fue
gasificada previamente con carbdgeno (95% Oz y 5% CO>) durante 20 minutos. Luego, se
suturd la vena inferior infrahepatica y la vena cava superior (entre el diafragmay el corazén) y
se perfundi6 durante 2 minutos a 2,5 mL/minuto con una solucion HANKS 1X suplementada
con 0,05% colagenasa IV (Gibco), previamente calentada a 37 °C para facilitar la digestion del
higado in vivo. Finalmente, se separd el higado, se cortd la vesicula biliar y se disgrego el tejido
con pinzas, tras lo que se realizo la digestion in vitro con solucion HANKS 1X suplementada
con 0,05% colagenasa IV 'y 2 mM CaCl»-2H»0 (Sigma-Aldrich) durante 5 minutos a 37 °C en
agitacion. Se filtraron las células a 70 um para eliminar restos celulares y se lavaron 3 veces
con PBS frio, centrifugando los hepatocitos a 100 g durante 5 minutos. Los hepatocitos se
sembraron en placas previamente tratadas con 20 pg/cm? colageno (Sigma-Aldrich).

4.3.3 Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en esta tesis fueron:

e B6BC: linea celular de cancer de mama, cedida por el Dr. Guido Kroemer. Estas células
fueron derivadas de un raton C57BL/6 J OlaHsd (ENVIGO) y expresan receptor de
estrogenos (ER+) y receptor de progesterona (PR+). Tras inyectar 2 x10° células por
raton, estas células generan tumores en la mama en menos de 5 dias. Estas células se
cultivaron siempre en medio de B6BC.

e L1475: linea celular de céancer de pulmon, cedida por la Dr. Carla P. Martins
(AstraZeneca, Cambridge, UK). Estas células fueron derivadas de un modelo de raton
que expresa Kras oncogénico y carece de p53 (Turrell et al., 2017). Estas células se
cultivaron siempre en medio de cultivo estandar.

e HEK 293T (Human Embryonic Kidney 293T): linea celular derivadas de células
humanas embrionarias de rifion (ATCC), modificadas para expresar el antigeno T del
virus SV40, lo que aumenta la facilidad de transfeccion. Estas células se cultivaron
siempre en medio de cultivo estandar.

e RAW 264.7: linea celular de macréfagos establecida a partir de un tumor en un ratén
inducido con el virus de la leucemia murina de Abelson (ATCC). Estas células se
cultivaron siempre en medio de cultivo estandar.

e (C3H10T1/2: linea celular derivada de fibroblastos embrionarios de raton. Es una linea
mesenquimal multipotente utilizada por su facil diferenciacion hacia adipocitos. Estas
células se cultivaron siempre en medio de cultivo estandar suplementado con 5 pg/mL
insulina.
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4.3.4 Estudio de proliferacion celular
4.3.4.1 Crecimiento de la poblacion celular

La proliferacion celular se evalué mediante el contaje del numero de células sembradas en la
placa, observando su aumento en distintos puntos temporales. Sabiendo este dato, y dada la
férmula n= (log Xf — log Xi)/log 2, donde n es el nimero de duplicaciones de la poblacion, Xf
es el numero celular final y Xi es el ndmero celular inicial (Hayflick, 1973), podemos
determinar el nimero de divisiones celulares. Para realizar el recuento de las células, estas se
tripsinizaron durante 10 minutos a 37 °C, tras lo que se resuspendieron en medio de cultivo. La
determinacion de la concentracion celular se realiz6 usando un contador automatico de células
LUNA-II (Logos Biosystems).

4.3.4.2 Marcadores de proliferacion

Para estudiar la proliferacion del ciclo celular se uso el kit Click-iT Plus EJU Alexa Fluor-647
(Invitrogen) en combinacién con un marcaje inmunofluorescente contra Ki67, un marcador de
division celular. Paraello, las células se sembraron subconfluentes en chambers slides (LabTek)
12 horas antes de empezar el protocolo. Pasado este tiempo, se trataron con 10 uM de EdU
durante 4 horas, se fijaron con paraformaldehido (PFA) (Electron Microscopy Sciences, EMS)
al 3,7% en PBS, se realizaron 3 lavados con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100
(Sigma) al 0,5% en PBS. Después de otros 3 lavados con PBS, se procedi6 con la deteccion de
EdU, usando las cantidades descritas por la casa comercial de cada uno de los componentes de
este kit. Pasados 30 minutos a RT, se lavaron las células 3 veces con PBS y se procedi6 con la
tincion de acidos nucleicos y con el marcaje de Ki67 durante 1 hora a RT. Para ello, se uso 1
pg/mL de Hoechst 33342 (Invitrogen) y una dilucion 1:250 en 3% BSA (bovine serum albumin)
(Sigma-Aldrich) en PBS de un anticuerpo monoclonal contra Ki67 (SP6, Invitrogen),
respectivamente. Por ultimo, las muestras se incubaron con una solucion 1:1000 de anticuerpo
secundario de conejo Alexa-Fluor 488 (Thermo Fisher) en BSA 3% en PBS durante 45 minutos
a RT. Pasado este tiempo, se montaron los cubreobjetos con medio de montaje ProLong
(Invitrogen) y se conservaron a -20 °C. Posteriormente, se sacaron fotos en el microscopio
confocal Leica sp8 y se cuantificaron con el software ImageJ.

4.3.5 Condicionado de medios

Para la recoleccion de medios condicionados (CM), las células de las condiciones de estudio
(células productoras) se sembraron a la densidad deseada. Transcurridas 12 horas, se renovo el
medio de cultivo (estandar) y se dejé condicionar durante 48 horas. Tras este tiempo, se
recogieron los medios de cultivo y se centrifugaron en tubos Falcon (Fisherbrand) a 500 g
durante 10 min, para eliminar los restos celulares y cuerpos apoptoticos en suspension. Después,
los CM se recogieron y se guardaron a 4 °C hasta el momento de su uso.

4.3.5.1 Andlisis de factores secretados

Para evaluar los factores secretados en los medios condicionados, se utilizo un perfilador
protedmico (Proteome Profiler Mouse XL Cytokine Array, R&D Systems) siguiendo las
indicaciones de la casa comercial. Las membranas del kit se revelaron con el Chemidoc MP
Imaging System. Posteriormente, los resultados fueron analizados midiendo la intensidad de los
pixeles con una macro de ImageJ desarrollada por Gilles Carpentier para este fin (Protein Array
Analyzer).
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4.3.6 Tratamientos celulares
4.3.6.1 Medios condicionados

Los tratamientos con los distintos medios condicionados se hicieron en 2 ciclos de 3 dias. 12
horas después de haber plagueado las células que serian tratadas (células dianas) con los medios
condicionados, se les cambid el medio de cultivo por el CM suplementado con FBS al 10%.
Pasados 3 dias, las células se tripsinizaron, se sembraron a la concentracion deseada y se afiadio
nuevamente el CM suplementado con 10% FBS. 3 dias después, el tratamiento con CM se daba
por terminado y se procedia a hacer los analisis pertinentes con estas células.

4.3.6.2 Radiacion X

Para inducir senescencia, se utiliz6 la radiacion X, un estimulo fisico capaz de dafiar el ADN al
inducir roturas de doble cadena. Para ello se utilizo un acelerador lineal CLINAC 2300 IX del
Servicio de Radiologia del Hospital Clinico de Santiago de Compostela (CHUS).

Las células se sembraron en placas de cultivo de 100 mm de didmetro (Corning) 12 horas antes
de la irradiacion, que se llevo a cabo en grupos de 4 placas (Figura 11). Se aplico una dosis
constante de 10 Gray (Gy) a una tasa de 5,2 Gy/min. El tratamiento se dividié en 2 campos: la
mitad de la dosis se administré a 0° y la otra mitad a 180°, para asegurar una distribucion
homogénea de la radiacion. Pasadas 2 horas tras la irradiacion, se renovo el medio de cultivo
de las células irradiadas.

% radiacion
100% = 10 Gy

102.5
102
101.5
101
100.5
100
99.5

99
98,5
98

Figura 11. Distribucion espacial de la dosis suministrada. Imagen generada por el planificador de
dosimetria a partir de imagenes tomadas por tomografia axial computarizada (TAC) del Servicio de
Radiologia del CHUS.

4.3.6.3 Doxiciclina

El tratamiento con doxiciclina hiclato (Fagron Ibérica) usado en células fue de 5 pg/mL,
renovado cada 2 dias. Este tratamiento se utiliza como activador del transactivador dependiente
de tetraciclinas (rtTA), para activar la expresion de genes bajo un promotor TetO, como es el
caso de los genes Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc en los MEFs derivados del modelo de raton
transgénico i4F, o los MEFs WT que hayan sido transducidos con FUW-M2rtTA y TetO-FUW-
OSKM.
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4.3.6.4 2c

El tratamiento con 2c hace referencia al uso combinado de 2 compuestos: RepSox
(MedChemExpress) y TCP (trans-2-phenylcyclopropylamine hydrochloride) (Acros
Organics). Las células se trataron con ambos compuestos a 10 uM durante 6 dias, renovando el
tratamiento cada 2 dias.

4.3.6.5 Acido oleico y BSA

Para evaluar la acumulacién de &cidos grasos en varios tipos celulares se trataron con 1 mM de
acido oleico (Sigma-Aldrich) y 0,5 mM de BSA libre de &cidos grasos (Capricorn). Las células
se incubaron con estos tratamientos durante 12 o 24 horas como méximo, dada la toxicidad del
acido oleico. Se usé siempre un control tratado Gnicamente con BSA libre de acidos grasos,
para poder evaluar la presencia de lipidos previa al tratamiento. A continuacion, para evaluar
la acumulacion de triglicéridos, las células se fijaron con 10% formalina durante 30 minutos y
se incubaron con Oil Red O (Sigma-Aldrich) durante 20 minutos. Luego las células se tifieron
con hematoxilina (Panreac AppliChem) durante 1 minuto y se fotografiaron en campo claro
con un microscopio éptico (Leica).

4.3.7 Cultivo en transwell

Para el ensayo de migracion de macrofagos (RAW 264.7) se realiz6 un cultivo en una
membrana porosa o transwell (Corning) de 8 um. Cada transwell se coloco en un pocillo de
p24 (Corning), donde previamente se habian sembrado 5 x 10* células cuyo efecto sobre la
migracion de los macrofagos se deseaba evaluar. A continuacion, se sembraron 2 x 10* células
RAW 264.7 en el transwell, suspendidas en medio de cultivo con 0,05% FBS. Esto generaria
un gradiente de FBS para estimular la migracién de los macréfagos hacia la parte inferior del
transwell, zona que estaba en contacto con el medio de cultivo estandar (10% FBS) de las
células en estudio. Pasadas 48 horas, el experimento se daba por terminado. Entonces, los
transwell se retiraron, se lavaron con PBS y se fijaron con PFA al 3,7% durante 2 min a RT.
Tras lavar con PBS, los transwell se incubaron con metanol (Supelco) 100% durante 20 min a
RT para permeabilizar las células. Posteriormente, se incubaron con cristal violeta (Sigma-
Aldrich) al 0,05% en agua destilada durante 10 minutos a RT y se lavaron con PBS. Luego se
limpié delicada pero rigurosamente la parte interior de cada transwell, ya que solo interesaban
las células que habian migrado hacia la parte inferior del mismo. Tras dejar secar las
membranas, se tomaron fotos de las células migradas con un microscopio éptico (Leica). Luego,
el cristal violeta se eluyd con acido acético (Sigma-Aldrich) al 33% durante 5 minutos en
agitacion a RT y se cuantifico midiendo la absorbancia a 570 nm usando un espectrofotometro
de placas Epoch2 (BioTek).

4.3.8 Diferenciacion de adipocitos

La linea C3H10T1/2 se diferencié a adipocitos afiadiendo el coctel de diferenciacién al medio
de cultivo estandar: 1 puM dexametasona (Sigma-Aldrich), 0,5 mM isobutilmetilxantina
(Sigma-Aldrich), 1 uM rosiglitazona (Sigma-Aldrich) y 5 pg/mL insulina (Actrapid). 48 horas
después del inicio del tratamiento, se reemplazé el medio por medio de cultivo estandar
suplementado con 5 pg/mL insulina. Después de 4 dias, se realizaron los tratamientos
pertinentes a los adipocitos.
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4.4 ANALISIS MITOCONDRIAL
4.4.1 Masa mitocondrial

Para el estudio de la masa mitocondrial las células se tifieron con MitoTracker (M7514,
Invitrogen) a 50 nM en HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) (Gibco) en condiciones de
cultivo durante 30 minutos. Posteriormente, las células fueron lavadas con HBSS, se
tripsinizaron, se centrifugaron a 1400 g durante 5 minutos y finalmente se resuspendieron en
HBSS 0,01% BSA. Se incluyeron los controles pertinentes de cada tincion para poder corregir
el fondo y la tincion inespecifica. Se analizaron 5 x10* células de cada muestra con el equipo
CytoFLEX (Beckman Coulter), midiendo la emision de fluorescencia a 516 nm. Los resultados
fueron procesados y analizados con el software FlowJo.

4.4.2 Potencial de membrana

Para el estudio del potencial de membrana mitocondrial, las células se trataron con TMRM
(Tetramethylrhodamine) (134361, Invitrogen) a 100 nM en HBSS (Gibco) en condiciones de
cultivo durante 30 minutos. Posteriormente, las células fueron lavadas con HBSS, se
tripsinizaron, se centrifugaron a 1400 g durante 5 minutos y se resuspendieron en HBSS 0,01%
BSA. Se incluyeron los controles pertinentes de cada tincion para poder corregir el fondo y la
tincion inespecifica. Se analizaron 5 x10* células de cada muestra con el equipo CytoFLEX
(Beckman Coulter), midiendo la emision de fluorescencia a 574 nm. Los resultados fueron
procesados y analizados con el software FlowJo.

4.4.3 Acumulacién de ROS

Para el estudio de especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS) se utilizo el
indicador de superéxido MitoSOX (M36007, Invitrogen), ya que la oxidacién de este reactivo
por superoxidos mitocondriales produce una fluorescencia roja. Las células se trataron con 5
MM de MitoSOX en condiciones de cultivo durante 30 minutos, se lavaron con HBSS, se
tripsinizaron, se centrifugaron a 1400 g durante 5 minutos y se resuspendieron en HBSS 0,01%
BSA. Se incluyeron los controles pertinentes de cada tincion para poder corregir el fondo y la
tincion inespecifica. Se analizaron 5 x10* células de cada muestra con el equipo CytoFLEX
(Beckman Coulter), midiendo la emision de fluorescencia a 610 nm. Los resultados fueron
procesados y analizados con el software FlowJo.

4.4.4 Consumo de oxigeno

Para los experimentos de consumo de oxigeno se utilizé medio Seahorse (M0268, Sigma), libre
de bicarbonato. Este medio se ajustd a un pH 7,4 y se suplemento con 4,5 g/L glucosa (Sigma),
1 mM piruvato (Gibco) y 3,9 mM L-glutamina (Gibco). Se prepararon las soluciones de los
farmacos necesarios para el ensayo: 1 uM oligomicina (Sigma-Aldrich), 1,5 uM FCCP (Sigma-
Aldrich) y 1 pM rotenona (Sigma-Aldrich) + 1 pM antimicina A (Sigma-Aldrich),
equilibrandolas en medio Seahorse durante 1 hora previa a su uso. Las células se
acondicionaron al nuevo medio afiadiendo medio Seahorse sobre el medio previo, que
posteriormente se reemplazé totalmente por medio Seahorse. Las células se equilibraron
durante una hora en un incubador sin CO.. Posteriormente, Se cargaron los farmacos y se
procedié a realizar el ensayo de estrés mitocondrial en el Seahorse XFe96 (Agilent).
Finalmente, se extrajo la proteina de cada uno de los pocillos de la placa, para poder normalizar
el consumo de oxigeno al contenido proteico. Los resultados se analizaron con el software
WAVE (Agilent).
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4.4.5 Acidificacion extracelular

Durante la medicion de consumo de oxigeno, el Seahorse XFe96 también mide la tasa de
acidificacion extracelular (Extracellular acidification rate, ECAR). Esta tasa refleja
principalmente la glucolisis, ya que a través de la produccion de &cido lactico y la exportacion
de protones se acidifica el medio extracelular. Los resultados se analizaron con el software
WAVE (Agilent).

4.4.6 Cuantificacién de ATP mitocondrial

Los niveles de ATP mitocondrial se determinaron utilizando el método de luciferina/luciferasa
(McKenzie etal., 2007), mediante el kit CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay
(Promega). Para el ensayo se sembraron 5 x10* células/pocillo en placas p96 (Corning) y se
mantuvieron en condiciones de cultivo durante las 14 horas previas al ensayo. Pasado este
tiempo, las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 2 horas en una solucion
compuesta por 156 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 3 mM KCI (Sigma-Aldrich), 2 mM MgSO4
(Sigma-Aldrich), 1,25 mM KH2POs (Sigma-Aldrich), 2 mM CacCl. (Sigma-Aldrich) y 20 mM
HEPES (Gibco), en condiciones de cultivo. Para la cuantificacion de ATP mitocondrial, se
utilizaron 5mM 2-desoxi-D-glucosa (Sigma-Aldrich) y 1 mM piruvato. Posteriormente, la placa
se dejo a temperatura ambiente 15 minutos, se retiraron 90 pL de cada pocillo y se afiadié 100
pL del reactivo del kit. El contenido de cada pocillo se mezclé durante 2 minutos en un agitador
orbital, para favorecer la lisis celular, y se dejo reposar durante 10 minutos para estabilizar la
sefial luminica. Finalmente, el contenido de los pocillos se transfiri6 a una placa blanca (Thermo
Scientific) y se midio la luminescencia con un luminémetro (Berthold Technologies).

4.4.7 Extraccion de proteinas (post-Seahorse/ATP)

Una vez terminados los experimentos de consumo de oxigeno, acidificacion extracelular y
cuantificacién de ATP, se procedio a realizar la extraccion de las proteinas de las células para
poder normalizar los resultados de los experimentos ya mencionados. Para ello, se retir6 el
medio de cultivo y se afiadié una solucion de lisado celular: 0,1% Triton X-100 (Thermo
Scientific), 50 mM Tris-HCI pH 7,4 (Sigma-Aldrich), 150 mM NaCl y 1 mM EDTA (Sigma-
Aldrich). Las células se incubaron a 4 °C durante al menos 30 minutos tras lo que se
conservaron a -20 °C hasta el momento de la cuantificacién de la proteina. Dado que las células
empleadas para medir el ATP mitocondrial ya se lisaron en el experimento, se sembr6 una placa
adicional con las mismas condiciones experimentales, para poder medir la cantidad de proteina.
Posteriormente, esto permitié normalizar los niveles de ATP al contenido proteico.

4.5 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD BETA GALACTOSIDASA ASOCIADA A SENESCENCIA (SA-BETA-
GAL)

4.5.1 Deteccion histoquimica de SA-beta-Gal

La deteccion histoquimica de la actividad de la enzima beta-galactosidasa asociada a
senescencia (Senescence-Associated-beta-Galactosidase, SA-B-Gal) en células se realizd
usando el sustrato cromogénico X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiransido).
Para ello, las células sembradas el dia anterior se lavaron con PBS, se fijaron con PFA 2% y
glutaraldehido (Fisher) al 0,2% en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después,
las células se lavaron con PBS y se incubaron durante 8 horas en oscuridad a 37 °C con la
solucion de tincién, compuesta por: 40 mM de tampdn acido citrico (Sigma-Aldrich) / fosfato
sodico (Sigma-Aldrich) pH 5,6, 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich), 5 mM KsFe[CN]e (Sigma-
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Aldrich), 5 mM KaFe(CN)s (Sigma-Aldrich), 2 mM MgCI2 (Acros Organics) y 1 mg/mL X-Gal
(Thermo Scientific). Tras la tincion se lavaron con PBS y se tomaron fotografias a 10X con un
microscopio dptico (Leica). La cuantificacion de las imégenes se realizo6 con el software ImageJ
y se calculo el porcentaje de células positivas a partir de fotos representativas.

4.5.2 Deteccion por citometria de flujo de SA-beta-Gal

Para la deteccion de la actividad SA-B-Gal por citometria de flujo se utilizo el kit CellEvent™
Senescence Green Flow Cytometry Assay Kit (C10840, Invitrogen) segun las instrucciones del
fabricante. En todas las tinciones se afiadieron los controles pertinentes para poder corregir el
fondo y la tincion inespecifica. Se analizaron 1 x10* células de cada muestra, utilizando el
equipo CytoFLEX (Beckman Coulter), midiendo la emision de fluorescencia a 514 nm. Los
resultados fueron procesados y analizados con el software FlowJo.

4.6 VECTORES PLASMIDICOS
4.6.1 Cultivo bacteriano

Se usaron bacterias Escherichia coli (E. coli) de la cepa Stbl3 para extraer y amplificar los
vectores plasmidicos de interés. Las bacterias se crecieron sobre una placa de medio Luria-
Bertani (LB) compuesto por triptona 1% (Becton Dickinson, BD), NaCl 0,5% y extracto de
levadura 0,5% (BD), y suplementado con 1,5% agar (Sigma-Aldrich) y 100 pg/mL de
ampicilina (Sigma-Aldrich). Dado que todos los plasmidos utilizados en esta tesis contenian un
gen de resistencia a ampicilina, el uso de este antibiotico permitié seleccionar a aquellas
bacterias que portasen el plasmido. Tras 24 horas, se seleccion6é una unidad formadora de
colonias, que se transfirié a un matraz de Erlenmeyer con medio LB liquido y se incub6 a 37°C
en agitacion ON. Todo el cultivo bacteriano se realizé en un ambiente estéril.

4.6.2 Plasmidos utilizados
Los plasmidos utilizados en esta tesis, todos de tercera generacion, se recogen en la Tabla 3:

Tabla 3. Lista de plasmidos empleados.

Nombre Descripcion Referencia

Plasmido empaquetador lentiviral. Contiene proteinas ViraPower™ Lentiviral

pLP1 estructurales y de repllcac1o.n.necesar1as para producir Packaging Mix (Invitrogen)
un lentivirus.
Plasmido empaquetador lentiviral. Contiene proteinas . ™ -
s s - ; ViraPower™ Lentiviral
pLP2 estructurales y de replicacion necesarias para producir . . :
. Packaging Mix (Invitrogen)
un lentivirus.
Plasmido empaquetador lentiviral. Contiene proteinas . ..
R . : ViraPower™ Lentiviral
pLP/VSVG estructurales y de replicacion necesarias para producir . . ;
. Packaging Mix (Invitrogen)
un lentivirus.
A 3 Plasmido lentiviral para la expresion inducible de Addgene #20321 (Carey
Tet-O-FUW-OSKM Oct4, Sox2, KIf4 y Myc (OSKM) de raton. et al., 2009)
FUW-M2rtTA Plasmido lentiviral que expresa el transactivador Addgene #20342
dependiente de tetraciclina (rtTA). (Hockemeyer et al., 2008)
FUGW Plasmido lentiviral con que promueve la expresion de Addgene #14883 (Lois
EGFP. et al., 2002)
pLentipuro3/TO/V5- Plasmido lentiviral de tercera generacion para la Addgene #119816
GW/EGFP-Firefly expresion de la proteina EGFP y la luciferasa de (Lorenzatti Hiles et al.,
Luciferase luciérnaga en células de mamiferos. 2019)
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4.6.3 Extraccion del ADN plasmidico

Para obtener los plasmidos de interés de las bacterias previamente seleccionadas y amplificadas,
se utilizo el kit de extraccion NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel), partiendo de 200 mL
de suspension bacteriana y siguiendo las indicaciones del fabricante. EI ADN plasmidico, una
vez extraido, se cuantificd usando el Nanodrop One (Thermo Scientific).

4.7 TRANSDUCCION LENTIVIRAL

Para introducir y promover la expresion de los plasmidos ya descritos, se realizd una
transduccion lentiviral con cada uno de ellos junto con los plasmidos empaquetadores.

4.7.1 Transfeccion

La linea seleccionada para realizar la transfeccion y asi generar particulas lentivirales con cada
plasmido de interés fue la linea HEK 293T, dada su facilidad de transfeccion. Se prepar6 una
solucién con los 3 plasmidos empaquetadores (1,25 pg de cada uno) junto con el plasmido de
interés (1,25 pg del plasmido), suplementada con 30 g de polietilenimina (PEI) (Polysciences)
en DMEM. Esta solucion se mezcld con vortex, se incub6 a RT durante 15 minutos y se afiadid
gota a gota sobre 5 x10° células HEK 293T, sembradas el dia anterior en placas p100 y
mantenidas con medio de cultivo estandar. Pasadas 8 horas, las células se lavaron con PBS y se
renovo el medio de cultivo.

4.7.2 Transduccion

Pasadas 24 horas tras el lavado con PBS, se recogio el medio de cultivo de las HEK 293T
transfectadas, que contenia las particulas lentivirales en suspension. Este medio se filtré por
0,45 um de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Jet Biofil), para eliminar restos celulares en
suspension, y se suplementd con 8 pg/mL de bromuro de hexadimetrina (Sigma-Aldrich). Las
células diana se trataron durante 12 horas con la suspension lentiviral. Este proceso se repiti6 2
veces mas, haciendo asi un total de 3 rondas de infeccion. Terminadas las rondas, las células
diana se lavaron con PBS y se renovo el medio de cultivo.

4.8 REPROGRAMACION CELULAR

La reprogramacion celular se llevd a cabo mediante la sobreexpresion de los factores de
reprogramacién Oct4, Sox2, KIf4 y Myc (OSKM). Para ello, se usaron MEFs del modelo de
raton i4F-A (MEFs i4F) sembrados 5 x10* células por pocillo de placas de 6 pocillos (Corning),
previamente tratadas con gelatina (Sigma-Aldrich) al 0,1% durante 20 minutos. Una vez
adheridas las células, el medio de cultivos estandar se cambid por medio de reprogramacion y
se inicio el tratamiento con doxiciclina hiclato, renovando el tratamiento cada 2 dias durante 14
dias. Con la doxiciclina se consigue promover la expresion de OSKM, lo que induce la
reprogramacioén de los MEFs y la formacién de células madre pluripotentes inducidas (iPSC).
Estas iPSC crecen formando colonias redondeadas, con bordes refringentes bien definidos.

4.8.1 Reprogramacion con medios condicionados

Para estudiar la capacidad de los medios condicionados de promover la reprogramacion celular,
se trataron MEFs i4F (células diana) con estos CM y se inicio el proceso de reprogramacion. A
diferencia de otros ensayos de CM, la generacion de CM se realizd con medio de
reprogramacion sobre las células productoras. Estos CM se suplementaron con 15% KSR y se
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afiadi6 doxiciclina a 1 pg/mL. Se gener6 suficiente CM para tratar a las células diana durante
14 dias, cambiando el medio cada 2 dias.

4.8.2 Tincion fosfatasa alcalina

Para identificar la presencia de colonias de iPSC se realiz6 una tincion fosfatasa alcalina, dado
que estas células, al igual que las células madre embrionarias, presentan unos niveles muy
elevados de esta enzima. Para ello, se fijaron las células con PFA 3,7% en PBS durante 15
minutos y luego se tifieron con el kit Alkaline Phosphatase Blue Membrane Substrate Solution
(Sigma-Aldrich) durante 30 minutos en oscuridad a RT. La tincidén con este kit permite la
identificacion clara de las colonias de reprogramacion al tefiirlas de color violeta. Las placas se
digitalizaron usando el escaner fotografico Epson Perfection V550 Photo (Epson) y las
cuantificaciones se realizaron con el software ImageJ.

4.9 ANALISIS DE EXPRESION DE ARN MENSAJERO
4.9.1 Extraccién de ARNm

Para realizar un andlisis transcriptomico, se estudi6 el ARN mensajero (ARNm). La
metodologia de extraccion de ARNm dependio del tipo de muestra. Una vez extraido el ARNm,
se cuantifico y verifico su calidad usando el NanoDrop One (Thermo Scientific).

4.9.1.1 Extraccion de ARNm de células

En el caso de la extraccion de ARNm a partir de células, se utilizo el kit NucleoSpin RNA Plus
(Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.9.1.2 Extraccion de ARNm de tejidos

Para extraer el ARNm a partir de tejidos, estos se disgregaron usando una bola de acero
inoxidable en tubo Eppendorf de 2 mL con fondo redondo, 500 uL de TRIzol (Invitrogen) y
empleando un TissueLyser Il (Qiagen), durante 4 minutos a 24 hercios (Hz). Tras incubar en
hielo 5 minutos, el lisado se centrifugd durante 10 minutos a 16000g para eliminar restos
celulares. Al sobrenadante se le afadieron 100 pL de cloroformo (Sigma-Aldrich), se
mezclaron con vortex y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Posteriormente, se centrifugaron 15 minutos a 16000 g y se recogi6 la fase acuosa (rosa-
transparente), donde se encontraba el ARNm. Se incub6 con isopropanol (Sigma-Aldrich) en
relacion 1:1 durante 30 minutos a -20 °C. Pasado este tiempo, se centrifugd 10 minutos a 16000
g, se decanto el sobrenadante y se afiadieron 500 pL de etanol (Sigma-Aldrich) al 75%. Tras
lavar el pellet con el etanol, se centrifugé a 10000 g durante 10 minutos, se decanté el
sobrenadante y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente durante 20 minutos. Pasado este
tiempo, el ARN se resuspendid en agua.

4.9.2 Transcripcion inversa del ARN

Tras extraer el ARNm, se retrotranscribié a ADN complementario (ADNc) empleando el kit de
transcripcion inversa de ADNc de gran capacidad (Applied Biosystems) y el termociclador
MultiGeneTM OptiMax (Labnet). Tanto la concentracion de los reactivos como el programa de
termociclador usado, fue el recomendado por el fabricante.

67



VICTOR NUNEZ QUINTELA

4.9.3 PCR cuantitativa

Para cuantificar la expresion relativa de distintos genes de interés se utilizé la técnica de PCR
cuantitativa (QPCR) en un termociclador QuantStudio 3 (ThermoFisher). Se prepararon las
muestras afiadiendo en una placa de 96 pocillos para qPCR (Axygen) 33 ng de ADNCc, una
mezcla de los oligonucledtidos para el gen de interés de 0,25 uM y 5 uL. NZYSpeedy gPCR
Green Master Mix ROX. El programa que se uso para realizar la gPCR es el que se detalla en

la Tabla 4.

Tabla 4. Descripcion de los ciclos utilizados para la PCR cuantitativa.

Amplificacién (40 ciclos)

Temperatura 95 °C

Tiempo 3

95 °C 60°C 72°C 95°C | 55°C

30” 30” 17 1! 30”

95 °C
30”

Todos los oligonucle6tidos (IDT) que se usaron en este trabajo se recogen en la Tabla 5.

Tabla 5. Secuencias de los oligonucleétidos usados en las PCR de genotipado.

Nombre

Secuencia 5’ — 3’

Wdr55

Tg-Sox2/Klf4

Cdkn1a

Cdkn2a

Trp53

16

Ccl2

Timp1

Cxcl1

Cxcl2

Areg

Fw: GGG ACG TGG ACG GAG ATG TG

Rv: GAG AAG ACA ACA GCC CGG CA

Fw: ACT GCC CCT GTC GCA CAT

Rv: CAT GTC AGA CTC GCC AGG TG

Fw: GTG GGT CTG ACT CCA GCC C

Rv: CCT TCT CGT GAG ACG CTT AC

Fw: CGT ACC CCG ATT CAG GTG AT

Rv: ATT TAT TCA GTT CCC AGT CCA AGC
Fw: TGA AAC GCC GAC CTATCC TTA

Rv: GGC ACA AAC ACG AAC CTC AAA

Fw: GCT ACC AAA CTG GAT ATA ATC AGG A
Rv: CCA GGT AGC TAT GGT ACT CCA GAA
Fw: CAT CCA CGT GTT GGC TCA

Rv: GAT CAT CTT GCT GGT GAA TGA GT
Fw: CGG AAATTT GCA CAT CAG TG

Rv: GAC CTG ATC CGT CCA CAA AC

Fw: CTG GGA TTC ACC TCA AGA ACATC
Rv: CAG GGT CAA GGC AAG CCT C

Fw: CCA ACC ACC AGG CTACAG G

Rv: GCG TCACACTCAAGCTCT G

Fw: CAT CGG CAT CGT TAT CAC AG

Rv: TGC ACA GTC CCATTT TCT TG
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Las reacciones de cada muestra y cada gen estudiado se realizaron por triplicado, analizando la
expresion media de estos genes de manera relativa al gen de referencia Wdr55. El software de
analisis utilizado fue el Design and Analysis software 2.8 for QuantStudio.

4.9.4 Secuenciacion de ARN

Para realizar un estudio transcriptomico mas completo se secuencié el ARNm, partiendo tanto
de ARNm de células como de tejidos. En ambos casos, se comprobd la calidad del ARNm
usando el kit RNA screen tape assay (Agilent) en el TapeStation 4200 (Agilent). Las muestras
con un RIN > 8 y ratio 28S/18S > 1 fueron consideradas aptas para la secuenciacion.

4.9.4.1 Preparacion de la biblioteca y secuenciacion

Una vez pasada la prueba, las distintas muestras de ARNm se secuenciaron en la empresa BGI
(Beijing Genomics Institute) mediante la plataforma de secuenciacion DNBseq, generando
lecturas de extremos emparejados de 100 pb.

4.9.4.2 Procesamiento de datos y control de calidad

Las lecturas de secuenciacion sin procesar fueron evaluadas por el control de calidad de BGI
utilizando SOAPnuke (Y. Chen et al., 2018), filtrando las lecturas con los siguientes parametros:
"-n 0.001 -l 20 -q 0.4 --adaMR 0.25 --polyX 50 --minReadLen 100". Las lecturas filtradas se
alinearon contra el genoma de referencia GRCm39.111 Mus musculus, usando STAR (versién
2.5.2b) (Dobin et al., 2013). El archivo fasta y GTF de anotaciones se obtuvieron de la base de
datos ENSEMBL.

4.9.4.3 Cuantificacion y anélisis de expresion diferencial

La expresion genica se cuantificd utilizando featureCounts (version 2.0.1) (Liao et al., 2014).
El andlisis de expresion diferencial se realizé utilizando el paquete DESeq?2 (version 1.46.0) en
R (version 4.4.1) con la significancia estadistica definida en p-valor ajustado < 0,05 y un log2
(fold-change) > 1.

4.9.4.4 Andlisis enriquecimiento

Para identificar las vias bioldgicas significativamente alteradas entre las condiciones
experimentales, se realizaron andlisis de enriquecimiento. En estos analisis, todos los genes
(recuentos transformados mediante VSD) se sometieron a GSEA (version 4.3.2), utilizando
1000 permutaciones y multiples conjuntos de genes de referencia de MSigDB, o mediante el
paquete DEGreport (degPatterns).

4.10 ANALISIS DE LA EXPRESION PROTEICA
4.10.1 Extraccion de proteinas
4.10.1.1 Extraccién de proteinas de extracto celular

Para la extraccion de proteinas partiendo de extracto celular se utilizd la solucion RIPA
(radioinmunoprecipitacion), compuesta por 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,1%
dodecil sulfato de sodio (SDS) (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100, 5 mM EDTA pH 8,0, 1%
desoxicolato de sodio. Esta solucion se suplementaba antes de cada uso con los siguientes
inhibidores: 1 mM ortavanadato sédico (Sigma-Aldrich), 1 mM fenilmetilsulfonilfluoruro
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(Thermo Fisher Scientific), 1 mM ditiotreitol (Sigma-Aldrich), 4 mM fluoruro de sodio (Sigma-
Aldrich) y 1X del coctel de inhibidores de proteasas (P83340, Sigma-Aldrich). El extracto
celular, resuspendido en esta solucion, se incubd durante 20 minutos en hielo. Pasado este
tiempo, se resuspendio con una micropipeta y se centrifugd a 16000 g durante 15 minutos a
4°C. Luego se recogi6 el sobrenadante y se procedio con la cuantificacion de proteinas.

4.10.1.2 Extraccion de proteinas de tejidos

Para extraer la proteina de los diversos tejidos se utilizé la solucion BLYS (50 mM Tris-HCI, 1
mM EGTA, 1 mM EDTA, 1 mM ortavanadato sodico, 50 mM fluoruro de sodio, 10 mM fosfato
de sodio, 0,3 M sacarosa, 1X inhibidores de proteasas (Roche) y 1 mM inhibidor de fosfatasas).
Se afiadian 500 pL de esta solucién sobre aproximadamente 200 g del tejido de interés, en un
tubo Eppendorf de 2 mL con el fondo redondo que contenia una bola de acero inoxidable.
Posteriormente, se homogenizo el tejido con el TissueLyser, a 25 Hz durante 5 minutos. Luego
el contenido del tubo se centrifugaba a 16000 g durante 20 minutos a 4 °C y se transferia la fase
acuosa (rosa-transparente) a un nuevo tubo. De nuevo, se centrifugaba a 16000 g durante 10
minutos a 4 °C, y se recogia el sobrenadante en un tubo nuevo, listo para proceder con la
cuantificacion de proteinas.

4.10.2 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realiz6 basandonos en el método de Bradford (Bradford,
1976), con el kit DC Protein Assay (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
proteinas extraidas de las distintas muestras de interés se cuantificaron en paralelo con una serie
de soluciones estandar de BSA preparadas a una concentracién conocida (1 — 12 pg/uL), para
poder usar las absorbancias de estas como recta patron y asi extrapolar las concentraciones de
las proteinas de las muestras cuantificadas. La absorbancia se midié a 750 nm empleando un
espectrofotometro de placas Epoch2 (BioTek).

4.10.3 Western blot

El anélisis de la expresidn proteica se llevé a cabo mediante la técnica Western blot. Para ello,
se prepararon 30 ug de proteinas de cada muestra a las que se le afiadié un tamp6n de carga:
54,7 mM Tris, 4,7% glicerol, 5,78 mM SDS, 28 uM azul de bromofenol y 15,7 mM f-
mercaptoetanol. Las muestras se desnaturalizaron en un thermoblock (Eppendorf) durante 2
minutos a 95 °C, tras lo que se cargaron en un gel de poliacrilamida 4-12% Bolt (Invitrogen) en
el sistema de electroforesis Mini-Gel Tank (Invitrogen), sumergido en la soluciéon de
electroforesis Bolt MES SDS (Invitrogen). Se aplicé un voltaje constante de 120 V durante 60
minutos para realizar la electroforesis. Junto con las muestras se carg6 el PageRuler Plus
(Thermo Fisher Scientific), que se separa en 9 bandas de distinto peso molecular que sirven
como referencia.

Terminada la electroforesis, las proteinas de las muestras separadas en el gel de poliacrilamida
se transfieren a una membrana de PVDF (Cytiva) de 0,45 um, previamente activada durante 2
minutos con metanol. El sistema que se utilizo para la transferencia himeda fue Mini-Gel Tank,
al que se aplicé un voltaje constante de 30 V durante 1 hora. Para ello se utilizd el tampon de
transferencia: 0,25 M Tris, 2 M glicina (Fisher) y 20% metanol. Una vez realizada la
trasferencia, las membranas se bloquearon con BSA 5% en TTBS (20 mM Tris-HCI pH 7,5,
150 mM NacCl, 0,05% Tween-20) durante 1 hora a temperatura ambiente. Pasado este tiempo,
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las membranas se incubaron ON a 4 °C con los anticuerpos primarios diluidos a una
concentracion determinada en BSA 5% en TTBS (Tabla 6). Luego, las membranas se lavaban
con TTBS y se incubaban con los anticuerpos secundarios (Tabla 7), diluidos en BSA 5% en
TTBS. Los anticuerpos secundarios, que llevan acoplada la enzima HRP (horseradish
peroxidase), se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Pasado este
tiempo las membranas se vuelven a lavar con TTBS y se incubaron durante 3 minutos con el
sustrato quioluminiscente Supersignal™ West Pico PLUS enhanced chemiluminescent (ECL)
substrate (Thermo Scientific). Finalmente, se revelaron las membranas usando el Chemidoc
MP Imaging System.

Tabla 6. Anticuerpos primarios utilizados en el Western blot.

Nombre Dilucién Origen Casa comercial Referencia
Vinculina (7F9) 1:2000 Raton Santa Cruz sc-73614
Lamin B1 1:1000 Conejo Abcam ab16048
(Seﬁi’é‘?})jm 1:1000  Conejo  Cell Signaling 138D4
SMAD2 (D43B4) 1:1000 Conejo Cell Signaling 5339
Oct-3/4 (C-10) 1:1000 Raton Santa Cruz sc-5279
p21 (F-5) 1:500 Raton Santa Cruz sc-6246
p16 (M-156) 1:500 Conejo Santa Cruz sc-1207
Di-Methyl-Histone H3 41550 Conejo  Cell Signaling 9725
(Lys4)
Acc (C83B10) 1:1000 Conejo Cell Signaling 3676
pAcc (Ser79) 1:1000 Conejo Cell Signaling 11818
p-mTor (Ser2448) 1:500 Conejo Cell Signaling 2971
mTor (7C10) 1:1000 Conejo Cell Signaling 2983
pAkt (Ser473) 1:500 Conejo Cell Signaling 9271
Akt (11E7) 1:1000 Conejo Cell Signaling 4685
Scd1 (C12H5) 1:1000 Conejo Cell Signaling 2794
Gck 1:1000 Raton Santa Cruz sc-17819
Gapdh 1:1000 Raton Santa Cruz sc-32233

Tabla 7. Anticuerpos secundarios utilizados en el Western blot.

Nombre Dilucién Casa comercial Referencia
HRP-Anti-Raton 1:10000 Santa Cruz sc-516102
HRP-Anti-Conejo 1:10000 Santa Cruz sc-2357
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4.11 INMUNOFLUORESCENCIA

Para estudiar el dafio en el ADN causado por medios condicionados, se utilizé el anticuerpo
contra el marcador de dafio yYH2Ax (Ser 139) (9718, Cell Signaling). Las células que habian
sido tratadas con medios condicionados se sembraron subconfluentes en Chambers slides 12
horas antes de empezar el protocolo, se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 3,7% en PBS,
se realizaron 3 lavados con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5% en PBS.
Después de otros 3 lavados con PBS, se incubaron durante 1 hora a RT con el anticuerpo
primario contra YH2Ax en una dilucion 1:500 en 3% BSA en PBS. Posteriormente, se lavaron
con PBS 'y se incubaron con el anticuerpo secundario de conejo conjugado con Alexa-Fluor 488
en BSA 3% en PBS durante 45 minutos a RT. Luego, las células se tifieron con 4',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) (Invitrogen) a 0,1 pg/mL durante 10 minutos, y finalmente se cubren con
medio de montaje ProLong y un cubreobjetos. Los portaobjetos se conservaron en oscuridad a
-20 °C hasta el momento de realizar las fotos en el microscopio confocal.

4.12 ANALISIS HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO
4.12.1 Preparacion y procesamiento de tejidos

Los tejidos que se querian estudiar a nivel histoldgico e inmunohistoquimico se fijaron con 10%
formalina (Panreac AppliChem) en H>Oq justo inmediatamente después de la extraccion,
durante 16 horas en agitacion moderada a temperatura ambiente. Posteriormente, los tejidos
pasaron a etanol 70% a 4°C hasta el momento de su deshidratacién e inclusion en parafina, que
fueron llevados a cabo por el Servicio de Histopatologia de CNIO con el procesador de tejidos
Leica ASP6025. Este procesador fue pasando secuencialmente los tejidos a distintas soluciones
alcohdlicas de graduacion creciente (de 70° hasta 100°), terminando en xilol (Sigma-Aldrich).
Luego, las muestras incluidas en parafina se cortaron con un microtomo de rotacion Leica
RM2255, seccionadas a 3 um de grosor a distintas profundidades del tejido. Una vez los cortes
ya estaban en el portaobjetos, se desparafinaron y se rehidrataron pasando por alcoholes de
graduacion decreciente hasta llegar al H2Oq para poder realizar las tinciones pertinentes. Estas
tinciones también fueron llevadas a cabo por el Servicio de Histopatologia de CNIO.

4.12.2 Tincion Hematoxilina-Eosina

Para poder analizar los tejidos histologicamente, se realizo la tincién hematoxilina-eosina
(H/E). La hematoxilina (Panreac AppliChem) tifie de violeta intenso los nicleos, la cromatina,
los ribosomas y otras estructuras celulares, mientras que la eosina (Millipore) tifie de rosa claro
el citoplasma, colageno, tejido conjuntivo y otras estructuras de sostén celulares.

4.12.3 Tincién inmunohistoquimica

Se realizaron las tinciones inmunohistoquimicas de los cortes de manera automatizada usando
la plataforma Dako-Autostainer Plus (Agilent). Los distintos anticuerpos utilizados en los
analisis inmunohistoquimicos se recogen en la Tabla 8. La reaccion inmunohistoquimica se
realizd con el sustrato cromogenico 3,3'-diaminobenzidina (DAB) y se realiz6 una contratincion
de los nucleos con hematoxilina. Una vez terminada la tincion, las muestras fueron de nuevo
deshidratadas y preservadas con medio de montaje para su estudio por microscopia.
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Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados para analisis inmunohistoquimico.

Nombre Origen Casa comercial Referencia
Ucp1 Conejo Abcam ab10983
Cd45 (D3F8Q) Conejo Cell Signaling 70257
F4/80 Conejo Bethyl A700-209
Cd11c (EPR21826) Conejo Abcam ab219799
Nk1.1 (E6Y9G) Conejo Cell Signaling 39197
Cd3e (2GV6) Conejo Roche 790-4341
Cd4 (D7D2%) Conejo Cell Signaling 25229
Cd8a (94A) Rata CNIO AM (OTO9%4A)
FoxP3 (221D) Raton CNIO AM (221D)
Granzima B (E5V2L) Conejo Cell Signaling 44153

4.12.4 Microscopia

Se revisd la morfologia celular de forma rutinaria usando un microscopio Optico Leica,
permitiendo tomar imagenes a distintos aumentos. Para estudios de fluorescencia se uso el
microscopio confocal Leica SP8 y el software LAS X (Leica) para procesar las iméagenes. Las
fotos tomadas se cuantificaron usando el software ImageJ.

4.12.5 Analisis estadistico

A menos que se indique lo contrario, se utilizé la prueba t de Student de dos colas para comparar
dos grupos. En el caso de tener mas de 2 grupos, se utiliz6 ANOVA con el test post hoc de
Tukey. Los niveles de significancia se representan de la siguiente manera: *** = p <0,001; **
= p <0,01; * = p <0,05; n.s. = no significativo (p > 0,05). Si no se especifica de otro modo, los
datos se representan en las graficas como media £ desviacion estandar (SD).

La normalidad de la distribucion de los datos se verifico mediante el test Shapiro-Wilk, y la

deteccion de valores atipicos se realizé utilizando el test ROUT (Q=1%). Los valores atipicos
detectados fueron excluidos del analisis estadistico.
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5 RESULTADOS

La reprogramacion celular parcial mediada por la expresion temporal de los factores OSKM
(Takahashi & Yamanaka, 2016) supone una estrategia prometedora en diversos contextos
bioldgicos. No obstante, apenas se han realizado estudios detallados sobre el impacto de la
reprogramacion parcial en el marco de la senescencia, la progresion tumoral o la obesidad. Por
esta razén, investigamos el efecto de la reprogramacion parcial en distintos contextos,
valorando su capacidad para modificar el fenotipo senescente, limitar el desarrollo tumoral y
mejorar el fenotipo relacionado con la obesidad.

5.1 EFECTO DE LA REPROGRAMACION PARCIAL SOBRE EL FENOTIPO SENESCENTE

La senescencia celular es un proceso que se caracteriza por la parada estable del ciclo celular,
asociado a distintos cambios metabdlicos y fenotipicos que favorecen el envejecimiento (S. He
& Sharpless, 2017). Ademas, este estado es considerado una barrera intrinseca al proceso de
reprogramacion celular. Estudios previos demostraron como los factores de reprogramacion
mejoraron distintas caracteristicas de células de organismos envejecidos (Sarkar et al., 2020).
A pesar de esto, el efecto de la reprogramacion parcial sobre células senescentes aiin no se ha
estudiado en profundidad. Por este motivo, decidimos evaluar el posible efecto de la expresion
de los factores de reprogramacion sobre el fenotipo senescente.

5.1.1 Induccion de senescencia por irradiacion

Con el objetivo de estudiar el efecto de OSKM en el fenotipo senescente utilizamos la
exposicion a rayos X, un sistema de induccion de senescencia fisico. Esta radiacion
electromagnética ionizante de alta energia promueve el dafio en el ADN, principalmente en
forma de rupturas de doble cadena (Zou et al., 2012; Panganiban & Day, 2013; M. O. Bradley
& Kohn, 1979). Este estimulo desencadena una respuesta al dafio en el ADN (DDR) y, cuando
el dafio no puede ser reparado adecuadamente, se desencadena la senescencia celular (Bartkova
etal., 2006; Di Micco etal., 2006). Por ello, tratamos fibroblastos embrionarios de raton
(MEFs) con rayos X, usando una dosis de 10 Gy. Pasados 7 dias tras la irradiacion, se comprobo
el fenotipo senescente de dichos MEFs (Figura 12). Como se puede observar, los MEFs
irradiados presentan un aumento significativo de la tincion SA-B-Gal, tal y como muestra la
tincion cromogénica con X-Gal (Figura 12A) y la citometria de flujo con el sustrato
fluorescente C12FDG (Figura 12B). Ademas, se ha podido observar un aumento significativo
en el tamafo de las células irradiadas (Figura 12C) y en el tamafio nuclear (Figura 12D).
También se comprobo el aumento de la expresion de genes que se consideran marcadores de
senescencia como Cdkn2a, Trp53 o Cdknla, y la expresion de genes que codifican para
distintos factores del SASP, como Timpl, Cxcll o Cxcl2 (Figura 12E). Por ultimo,
corroboramos que las células no proliferasen tras la irradiacion. Para ello, estudiamos el
crecimiento de la poblacién celular en distintos puntos temporales tras la irradiacion (Figura
12F) y analizamos por inmunofluorescencia la incorporacion de EdU y la presencia de la
proteina Ki76, ambos considerados marcadores de proliferaciéon (Figura 12G).
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Figura 12. Induccion de senescencia celular mediante radiaciéon X. (A) Tincion X-Gal de MEFs WT sin
tratar y tratados con 10 Gy, con la cuantificacion de células positivas para X-Gal. (B) Analisis por citometria
de flujo de las células C12FDG positivas con su cuantificacion. Las citometrias se representan en un grafico
donde el eje Y se corresponde con el SCC y el eje X con el canal FL1-A. (C) Cuantificacion del tamano
celular, en pm. (D) Cuantificacion del area nuclear, en pm?. (E) Analisis mediante qRT-PCR de los niveles
de expresion de ARNm de los genes: Cdkn2a, Trp53, Cdkn1a, Il6, Timp1, Cxcl1 y Cxcl2. La expresion de
estos genes se relativizo a la expresion del gen constitutivo Wdr55. (F) Estudio de la proliferacion celular
tras la irradiacion. Se representan el nUmero de duplicaciones de las poblaciones celulares. (G)
Inmunofluorescencia para detectar la incorporacion de EdU y presencia de Ki67. Se us6 Hoechst como
marcaje nuclear. La significancia estadistica se analizd mediante el test t de student de dos colas. (*)
p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. (n=3)

Estos resultados demuestran que la irradiacion de MEFs con una dosis de 10 Gy es suficiente
para promover el estado senescente en estas células, provocando la parada del ciclo celular y
promoviendo la expresion de multiples marcadores de senescencia.

76



Resultados

5.1.2 El estado senescente no se revierte con la expresion de OSKM ni con el
tratamiento con 2c

Para comprobar si la expresion de OSKM o el tratamiento con RepSox + TCP (2c) son capaces
de revertir el estado senescente, promovemos en MEFs irradiados la expresion de los factores
de reprogramacion o los tratamos con 2c. En el caso de OSKM, introducimos estos factores
genéticos por transduccion lentiviral junto con el transactivador rtTA, que en presencia de
doxiciclina activara la expresion de OSKM. Administramos este farmaco a una dosis de 5
pmg/mL durante 6 dias consecutivos y comprobamos la expresion de los factores de
reprogramacion, analizando la transcripcion de una region especifica del vector policistrénico
(Tg-Sox2/KIf4), lo que demuestra que efectivamente se esta transcribiendo OSKM (Figura
13A). Ademas, se corrobord la expresion de OSKM a nivel proteico, verificando la expresion
de Oct4 como marcador de la expresion del casete policistronico (Figura 13B).

También se comprobo el efecto del tratamiento de RepSox y TCP en los MEFs senescentes
(SEN 2c). En primer lugar, para confirmar la efectividad de RepSox, se analiz6 la inhibicion
del receptor tipo 1 de TGF (TGFB-RI o Alk5). Para ello, se estudi6 la fosforilacion de Smad2
(p-Smad?2), ya que AIK5 fosforila a esta proteina. Dada la ausencia de p-Smad?2 (Figura 13B)
en los MEFs SEN 2c, se confirma el efecto esperado de RepSox. En segundo lugar, para
comprobar el efecto de TCP, un inhibidor de la desmetilasa de histonas especifico de lisina
(LSD1), se midieron los niveles de H3K4me2, ya que se ha descrito que LSD1 elimina los
grupo metilo de la lisina 4 de la histona H3 (Barth et al., 2019). Al observar el incremento de
los niveles de H3K4me2 en los MEFs senescentes tratados con 2c (Figura 13B), se corrobora
el efecto de TCP.

Una vez finalizados los tratamientos, se evaluaron distintos marcadores de senescencia. En
primer lugar, se comprobd si las células habian perdido la actividad SA-p-Gal. Para ello, se
realizé una tincion con el sustrato cromogénico X-gal y una citometria de flujo con el sustrato
fluorescente C1oFDG (Figura 13C y Figura 13D). Con ambas técnicas se comprobd que no
hay una reduccion de la actividad SA-p-Gal en los MEFs senescentes tratados, al no presentar
diferencias significativas con respecto al control senescente. También se comprobd si se habia
recuperado la proliferacién celular tras la expresion de OSKM o el tratamiento con 2c. Para
ello, se analiz6 por inmunofluorescencia la incorporacion de EdU y la presencia de proteina
Ki67 (Figura 13E). Ninguna célula senescente, ya fuera control o tratada, mostr6 marcaje
positivo para estos marcadores de proliferacion. Finalmente, el andlisis celular mostré que no
habia incremento en las poblaciones celulares de ninguna de las condiciones irradiadas, ni
durante los 6 dias del tratamiento, ni los 6 dias posteriores (Figura 13F).

Estos datos demuestran que ni la expresion de OSKM ni el tratamiento con 2¢ son capaces de

revertir la senescencia desencadenada por la irradiacién con rayos X, al menos en lo que
respecta al cese de la proliferacion o a la actividad SA-B-Gal.
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Figura 13. Las células irradiadas siguen siendo senescentes tras expresar OSKM o ser tratadas con 2c.
(A) Andlisis de los niveles de ARNm mediante qRT-PCR de Tg-Sox2/Klf4, relativo al gen constitutivo Wdr55.
(B) Analisis de los niveles proteicos mediante Western blot de p-Smad2, Smad2, Oct3/4 y H3K4me2, con
Vinculina como control de carga. (C) Tincidon X-Gal de las distintas junto con la cuantificacion de células
positivas. (D) Analisis por citometria de flujo de las células C1;FDG positivas y su cuantificacién. Las
citometrias se representan en un grafico donde el eje Y se corresponde con el SCC y el eje X con el canal
FL1-A. (E) Inmunofluorescencia para detectar la incorporacion de EdU y presencia de Ki67. Se usé Hoechst
como marcaje nuclear. (F) Estudio de la proliferacion celular, representando el niUmero de duplicaciones
celulares. La significancia estadistica se analizo mediante el test ANOVA con el test post hoc de Tukey. (*)
p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. (n=3)

5.1.3 Cambios transcripcionales detectados tras los tratamientos

Sin embargo, a pesar de no conseguir revertir totalmente el estado senescente tras la expresion
de OSKM ni con 2c, quisimos estudiar si se estaba alterando de alguna forma el patrén de
expresion de las celulas senescentes con ambos tratamientos. Para ello, analizamos el
transcriptoma por ARN-seq (Figura 3) para asi poder comparar las distintas firmas de
expresion génica en estas condiciones. Para realizar los analisis de ARN-seq se conto con la
colaboracion del grupo de la Dra. Han Li del Institut Pasteur, en Paris.
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Mediante un anélisis de componentes principales (PCA) se pudo observar una reversion parcial
del perfil transcriptomico de las células senescentes tras OSKM y 2c (Figura 14A). Ademas,
analizamos una firma de expresion génica relacionada con la senescencia (SAUL_SEN_MAYO)
que permite identificar transcripcionalmente las células senescentes de distintos tejidos (Saul
etal., 2022). Este conjunto de genes se mostraba positivamente enriquecido durante la
senescencia, mientras que tras la expresion de OSKM las células senescentes reducian la
expresion de este conjunto de genes (Figura 14B). Sin embargo, en este caso el tratamiento
con 2c¢ no fue capaz de reproducir el efecto de OSKM. Al analizar una firma genica relacionada
con la proliferacion (G1_S_TRANSITION), observamos como durante la senescencia este
conjunto de genes se ve negativamente enriquecido. Sin embargo, tras la expresion de OSKM
y el tratamiento con 2c, se puede observar un enriquecimiento positivo en esta firma génica
(Figura 14C) que, a pesar de no estar acompafiada de la proliferacion celular, demuestra un
cambio en el transcriptoma de las células senescentes.
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Figura 14. Analisis transcripcional mediante ARN-seq. (A) Analisis de componentes principales (PCA)
transcriptomicos. (B) Analisis de enriquecimiento de genes de la firma SAUL_SEN_MAYO. (C) Analisis de
enriquecimiento de genes de la firma G7_S_TRANSITION. (D) Graficos del patron de expresion de los
genes con mayor variacion entre los grupos analizados. El analisis de expresion diferencial se realizo
utilizando el paquete DESeq2 (version 1.46.0) en R (version 4.4.1), con significancia estadistica definida
por un valor p ajustado < 0.05 y un umbral de log2 fold-change > 1. (n=3)
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Tras analizar la tendencia de los genes con una mayor variacion (Figura 14D), se observa como
tanto en las muestras SEN OSKM como SEN 2c se recupera parcial o totalmente el patron de
expresion propio de las células proliferativas. Sin embargo, los dos ultimos grupos de genes
analizados para ambos tratamientos muestran genes que no se restauran, sino que van en la
tendencia opuesta al de las células proliferativas. Esto demuestra que la reversion del
transcriptoma senescente es solo parcial, y no total, tras los tratamientos con OSKM y 2c.

5.1.4 Efecto senomdrfico de OSKM y 2¢

A continuacion, estudiamos mas en detalle distintos marcadores de senescencia (Figura 15).
Al analizar la expresion de genes que aumentan durante la senescencia, como Cdkn2a y
Cdknla, o genes que codifican para factores del SASP, como 116, Ccl2 y Timpl, observamos
una reduccidn significativa tras la expresion de OSKM o el tratamiento con 2c¢ (Figura 15A).
También se puede observar cdmo se reduce significativamente el tamafio celular (Figura 15B)
y el area nuclear (Figura 15C) con la expresion de OSKM y con 2c¢. Asimismo, el analisis por
Western blot de las proteinas p21 y p16, ambas aumentadas durante la senescencia, mostré una
reduccion importante tras ambos tratamientos (Figura 15D). Sin embargo, en el caso de Lamin
B1, una proteina estructural de la ldmina nuclear que disminuye en las células senescentes, no
hemos podido detectar la recuperacion de su expresion ni con OSKM ni con 2c¢ (Figura 15D).
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Figura 15. Efecto senomorfico de OSKM y 2c. (A) Analisis mediante qRT-PCR de los niveles de expresion
de ARNm de los genes: Cdkn2a, Cdkn1a, Il6, Ccl2 y Timp1. La expresion de estos genes se relativizo a la
expresion del gen constitutivo Wdr55. (B) Cuantificacion del tamano celular, en pm. (C) Cuantificacion
del area nuclear, en pm?. (D) Analisis de los niveles proteicos mediante Western blot de Lamin B1, p21
y p16, con Vinculina como control de carga. (E) Analisis de la secrecion de factores solubles del SASP
mediante Cytokine array. La significancia estadistica se analizé mediante el test ANOVA con el test post
hoc de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. A-D (n=3), E (n=1).

Dado que fuimos capaces de detectar una reduccion en la expresion de genes relacionados con
el SASP (Figura 15A), quisimos estudiar el secretoma de estas células. Para ello, se recogio el
medio de las distintas condiciones (conditioned medium, CM) tras 48 horas de condicionado.
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Luego, al analizar los factores secretados en los CM usando un Cytokine array, detectamos un
aumento en la secrecién de factores solubles del SASP en el CM de las células senescentes,
niveles que se ven reducidos tras la expresion de OSKM o el tratamiento con 2¢ (Figura 15E
y Figura S1).

Estos resultados parecen indicar un posible efecto senomorfico por parte de OSKM y 2c,
reduciendo significativamente distintos pardmetros asociados con la senescencia celular.

5.1.5 Laexpresion de OSKM y el tratamiento con 2c reducen la senescencia paracrina

Dada la menor presencia de factores solubles del SASP tras los tratamientos, decidimos estudiar
la capacidad de estos CM para promover la senescencia paracrina. Para ello, tratamos MEFs
WT proliferativos con los medios condicionados generados, en 2 rondas consecutivas de 3 dias
de tratamiento. Una vez terminado el tratamiento con CM, estudiamos la induccion de
senescencia en estas células diana (senescencia paracrina) promovida por los distintos CM
(Figura 16).

En primer lugar, al analizar los niveles de SA-B-Gal de las células diana mediante citometria
de flujo con el marcador fluorescente C12FDG, se puede observar como hay un incremento
significativo en los niveles de este marcador tras el tratamiento con los CM de células
senescentes control en comparacion con las tratadas con CM de células proliferativas (Figura
16A), como era de esperar. Sin embargo, tras expresar OSKM vy tras el tratamiento con 2c, los
CM de estas células senescentes tienen una capacidad significativamente reducida para
promover la senescencia paracrina (Figura 16A). También podemos observar cdmo hay un
aumento en el tamarfio celular en las células tratadas con CM senescente control, mientras que
las tratadas con CM senescente OSKM y 2c, promueven significativamente menos el
incremento del tamafio celular (Figura 16B). Al analizar la proliferacidn celular de las distintas
poblaciones tratadas con CM, pudimos observar como aquellas tratadas con CM senescente
control habian crecido significativamente menos que las tratadas con CM proliferativo,
mientras que las tratadas con CM senescente OSKM o 2c proliferaron méas que las tratadas con
CM senescente control (Figura 16C). Asimismo, comprobamos el aumento en la expresion de
genes relacionados con la senescencia, como Cdkn2a o Cdknla y genes del SASP como 116,
Ccl y Areg (Figura 16D), y observamos que esos aumentos se previenen parcialmente tras los
tratamientos. Por ultimo, decidimos estudiar la presencia de dafio en el ADN de las células
diana. Para ello, utilizamos el marcador de dafio YH2AX, que revel6 un aumento significativo
en el dafio del ADN de las células tratadas con CM de células senescentes control, mientras que
este aumento se prevenia cuando se afiadian CM de células senescentes OSKM o 2c (Figura
16E).

De manera general, estos resultados muestran que las células senescentes son capaces de
promover la senescencia paracrina, aumentando la actividad SA-B-Gal, el tamafio celular y el
dafio en el ADN, mientras que se reduce la proliferacion celular. Sin embargo, tras expresar
OSKM o tratar con 2c, las células senescentes disminuyen significativamente la capacidad de
inducir senescencia paracrina.
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Figura 16. Disminucion de la senescencia paracrina tras OSKM y 2c. (A) Analisis por citometria de flujo
de las células C;FDG positivas y su cuantificacion tras el tratamiento con medios condicionados. Las
citometrias se representan en un grafico donde el eje Y se corresponde con el SCC y el eje X con el canal
FL1-A. (B) Cuantificacion del tamano celular, en pm. (C) Proliferacion celular, representando el niUmero de
células finales al terminar el tratamiento con medios condicionados. (D) Analisis mediante qRT-PCR de los
niveles de expresion de ARNm de los genes: Cdkn2a, Cdkn1a, 116, Ccl2 y Areg. La expresion de estos genes
se relativizo a la expresion del gen constitutivo Wdr55. (E) Inmunofluorescencia contra yH2AX tras el
tratamiento. La significancia estadistica se analizé mediante el test ANOVA con el test post hoc de Tukey.
(*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. (n=3)

5.1.6 OSKM y 2c disminuyen la capacidad de migracién de macréfagos

Para seguir estudiando el impacto funcional de la reduccion en la secrecion de factores
proinflamatorios del SASP, evaluamos la capacidad de estos MEFs senescentes para promover
la quimioatraccion de células del sistema inmunitario. Para ello, cultivamos en transwell la
linea de macrofagos RAW 264.7 en la parte superior mientras que los MEFs de nuestras
condiciones de estudio se sembraron en la parte inferior. Ademas, se establecié un gradiente de

FBS para favorecer la migracion de estos macrofagos hacia la parte inferior del transwell
(Figura 17A).
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Tal y como se puede apreciar, los MEFs senescentes promovieron la migracién de macrofagos
significativamente mas que los MEFs proliferativos. Sin embargo, los MEFS que expresaban
OSKM o habian sido tratados con 2c, mostraron una capacidad de atraccion de macrofagos
significativamente menor (Figura 17B).
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Figura 17. Efecto de OSKM y 2c sobre la atraccion de macrofagos. (A) Representacion grafica del ensayo
de migracién de macrofagos. (B) Imagenes representativas de la migracion de macrofagos a través del
transwell, junto su cuantificacion. La significancia estadistica se analizo mediante el test ANOVA con el
test post hoc de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. (n=3)

Esto demuestra que la reduccion de la secrecion de factores del SASP inducida por la expresion
de OSKM o el tratamiento con 2c¢ en células senescentes, disminuye la quimioatraccion de
macrofagos.

5.1.7 OSKM vy 2c reducen el efecto potenciador de la reprogramacion de las células
senescentes in vitro

Los factores del SASP secretados por las células senescentes contribuyen positivamente al
proceso de reprogramacion celular (Mosteiro et al., 2016; Von Joest et al., 2022). Dado que los
tratamientos que estamos estudiando reducen la secrecion de algunos de estos factores del
SASP, quisimos estudiar si también afectan al proceso de reprogramacion.

Para ello, generamos CM de las distintas condiciones experimentales, usando medio de
reprogramacion. Luego, se suplementan estos CM con doxiciclina (1 pg/mL) y 15% KSR para
tratar MEFs i4F durante 14 dias, durante los que se completara el proceso de reprogramacion
(Figura 18A). Tal y como se puede observar, el CM de MEFs senescentes propicio el proceso
de reprogramacion, aumentando el ndmero de colonias (Figura 18B). Sin embargo, tras
expresar OSKM o ser tratados con 2c, el CM generado por estos MEFs senescentes perdi6 la
capacidad de potenciar la reprogramacion celular, al no presentar diferencias significativas con
respecto al control proliferativo (Figura 18B).

83



VICTOR NUNEZ QUINTELA

cMm cMm cMm Reprogramacion
cm (SEN) (SEN) (SEN)
Prolif. Control OSKM 2c
Proliferativos MEFs

Il N = == 14 dias
SEN Control
SEN OSKM .
SEN 2¢

™ ; Fok
Prolif
300 *F*F | *k

AT, ] W
CM (SEN) 4
Control I P : ’
200+

CM (SEN)
OSKM =

Prol.

SEN Control
SEN OSKM
SEN 2c

EEERO

100

Numero de colonias

CM (SEN)
2c

0-

Figura 18. Reduccion del efecto potenciador de la reprogramacion tras OSKM o 2c. (A) Representacion
grafica del experimento del ensayo de eficiencia de reprogramacion. (B) Tincion fosfatasa alcalina de MEFs
i4F tras el proceso de reprogramacion en presencia de los medios condicionados de estudio, junto con la
cuantificacion de la eficiencia de reprogramacion. La significancia estadistica se analizé mediante el test
ANOVA con el test post hoc de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. (n=3)

5.1.8 OSKM y 2c reducen el efecto potenciador de la reprogramacion de las células
senescentes in vivo

Teniendo en cuenta el efecto de los factores proinflamatorios del SASP sobre el proceso de
reprogramacion, y que estos factores disminuyen con la expresion de OSKM o el tratamiento
con 2c, decidimos estudiar el proceso de reprogramacion en un contexto in vivo. Para ello,
recolectamos los medios condicionados de nuestras condiciones de estudio, realizamos un
intercambio de solucion tampén y liofilizamos los CM. Luego, los resuspendimos en PBS y se
inyectaron intraperitonealmente a ratones macho i4F-A. Estos ratones se tratan con doxiciclina
(0,2 mg/mL en agua de bebida) durante 2,5 semanas, contando desde la primera inyeccion de
CM. Finalizado este tiempo, se retira la doxiciclina y analizamos el tiempo que los animales
sobreviven tras la pauta completa de reprogramacion (Figura 19A). Este tratamiento en el
modelo de raton i4F-A induce la formacion de masas tumorales (teratomas) en distintos tejidos
(Figura 19B), debido a la generacion de células pluripotentes in vivo, tras un proceso de
expansion y diferenciacion desorganizada (Abad et al., 2013). EI CM de células senescentes
control potencié la reprogramacion y los ratones tratados con estos CM murieron
significativamente mas rapido que el resto de los grupos, que habian sido tratados con CM de
células senescentes OSKM o 2c¢ (Figuras 19C). Cabe destacar que los 6rganos afectados por
teratomas en ambos grupos fueron los mismos. Sin embargo, la mayor velocidad de formacion
de teratomas en el grupo CM SEN Control resulté en una muerte mas acelerada de estos ratones.

Los resultados obtenidos demuestran que la reduccion de la secrecion de factores
proinflamatorios de las células senescentes tras la expresion de OSKM o el tratamiento con 2c,
llevan a la pérdida del efecto potenciador de la reprogramacion de las células senescentes, tanto
in vitro como in vivo.
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Figura 19. Reduccion del efecto potenciador de la reprogramacion tras OSKM o 2c in vivo. (A)
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teratomas encontrados en distintos 6rganos de los ratones. (C) Curva de supervivencia de los ratones que
se reprogramaron. La significancia estadistica se analizd mediante el test de Mantel-Cox (log-rank). (*)
p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo.

Supervivencia (%)

[=]

Rifiones Pancreas

FEHLEL

5.1.9 La expresion de OSKM vy el tratamiento con 2c restauran parcialmente la
alteracion mitocondrial tipica de la senescencia

Las células senescentes muestran una disfuncion mitocondrial caracterizada por un descenso
en el potencial de membrana, que trata de compensarse aumentando la masa mitocondrial. Esto,
junto con una reduccién en la mitofagia, conlleva la acumulacion de mitocondrias
disfuncionales en las células senescentes y, consecuentemente, a una mayor produccién de
especies reactivas de oxigeno (reactive oxigen species, ROS) (Miwa et al., 2022).

Nuestros resultados corroboran el aumento de la masa mitocondrial en las células senescentes
y, que tras la expresion de OSKM o el tratamiento con 2c, esta masa se ve significativamente
reducida (Figura 20A). Sin embargo, no vemaos diferencias significativas en cuanto al potencial
de membrana tras los tratamientos en comparacion con el control senescente (Figura 20A).
Esto podria explicarse porque, aunque las mitocondrias individuales de las células senescentes
tengan un menor potencial de membrana, el aumento en la masa mitocondrial en estas células
compensa esta disminucion general, manteniendo una fluorescencia total sin diferencias
significativas. Para poder comparar adecuadamente el potencial de membrana, corregimos las
distintas masas mitocondriales relativizando los datos de potencial de membrana (TMRM) a
los de la masa mitocondrial (Mitotracker), obteniendo asi una medida relativa del potencial,
comparable entre condiciones. Como podemos observar, este ratio TMRM/Muitotracker revela
una reduccion significativa de potencial de membrana durante la senescencia, que se ve
significativamente restaurado tras la expresion de OSKM o el tratamiento con 2¢ (Figura 20B).
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Figura 20. Efecto de OSKM y 2c sobre la disfuncion mitocondrial. (A) Analisis por citometria de flujo de
los niveles de TMRM y Mitotracker, junto con sus respectivas cuantificaciones de intensidad media de
fluorescencia (IMF). Las citometrias se representan en un grafico donde el eje Y se corresponde con el canal
Y585-Ay el eje X con el canal B525-A. (B) Ratio de TMRM : Mitotracker. (C) Tasa de consumo de oxigeno en
estado basal y tras el tratamiento con Oligomicina, FCCP y Rotenona + Antimicina A. Se representa el
consumo de oxigeno en pmol/min relativo al contenido proteico. (D) Medida de ATP mitocondrial y ATP
total, normalizados al contenido proteico y relativos al control proliferativo. (E) Tasa de acidificacion
extracelular tras el tratamiento con Oligomicina, FCCP y Rotenona + Antimicina A. Se representa la variacion
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MitoSOX positivas y su cuantificacion. Las citometrias se representan en un grafico donde el eje Y se
corresponde con el SCC y el eje X con el canal V610-A. La significancia estadistica se analizdé mediante el
test ANOVA con el test post hoc de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. (n=3)
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A continuacién, analizamos el consumo de oxigeno en estas condiciones, pudiendo solo
observar diferencias en el consumo de oxigeno méaximo en las células senescentes control tras
desacoplar la cadena de transporte electrénica con FCCP (Figura 20C). Luego, al analizar la
cantidad de ATP mitocondrial, se puede observar como este disminuye en las células
senescentes y que tras la expresion de OSKM y tratamiento con 2c, los niveles de ATP se
recuperan (Figura 20D). Seguidamente, decidimos evaluar la tasa de acidificacion extracelular,
un pardmetro directamente relacionado con la glucélisis (Figura 20E). Los datos muestran un
claro incremento de la acidificacion del medio extracelular que implica un aumento en la
glucdlisis durante la senescencia, lo que se revierte tras la expresién de OSKM o el tratamiento
con 2c.

Todos estos resultados apuntan hacia la acumulacion de mitocondrias disfuncionales en las
células senescentes y una mejoria en el metabolismo mitocondrial tras ambos tratamientos.
Dado que la disfuncion mitocondrial se relaciona directamente con el aumento en la produccién
de ROS (Rizwan et al., 2020), decidimos estudiar su acumulacion en nuestras condiciones.
Como se puede observar en la Figura 20F, se produce un aumento significativo en la
acumulacion de ROS mitocondrial en las células senescentes control, como era de esperar,
mientras que sus niveles se restauran parcialmente tras la expresion de OSKM o el tratamiento
con 2c.

Estos resultados demuestran la disfuncion mitocondrial de las células senescentes y su
recuperacion, al menos parcialmente, tras la expresion de OSKM vy el tratamiento con 2c.

5.2 EFECTO DE LA REPROGRAMACION PARCIAL SOBRE EL CRECIMIENTO TUMORAL EN
ORGANISMOS ENVEJECIDOS

Se ha descrito que el envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo del desarrollo
tumoral, ya que el ambiente proinflamatorio tipico de los tejidos envejecidos favorece y agrava
el desarrollo tumoral (Hanahan & Weinberg, 2000; Mufioz-Espin & Serrano, 2014). Dado que
la reprogramacién parcial de animales envejecidos promueve el rejuvenecimiento de los
mismos (Ocampo et al., 2016), decidimos evaluar si la remodelacion de los tejidos y érganos
de ratones envejecidos mediante la reprogramacién parcial podria afectar a la implantacién y a
la progresién tumoral.

Con el fin de comprobar esta hip6tesis, utilizamos ratones reprogramables i4F-A de 2 afios.
Para promover la expresion de OSKM, los animales fueron tratados de manera ciclica con
doxiciclina a una concentracion de 1 mg/mL en el agua de bebida: 2 dias con tratamiento (2D+)
seguidos de 5 dias sin tratamiento (5D-), repitiendo este ciclo 4 semanas (viejos + doxy). Una
vez finalizado el tratamiento, a los machos se les inyecté en vena de cola la linea de
adenocarcinoma pulmonar L1475, y a las hembras se les inyectdé en mama la linea de carcinoma
de mama B6BC (Figura 21) modificadas para expresar el gen de la luciferasa (B6BC-Luc).
Los resultados se compararon con un grupo de ratones i4F-A jovenes (3 meses) y otro grupo
de ratones i4F-A envejecidos en los que no se expreso OSKM en ninglin momento.
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Antes de evaluar si la reprogramacién parcial tiene un efecto en la implantacién y crecimiento
tumoral en pulmones, verificamos la expresion adecuada de OSKM en el pulmoén de ratones
i4F-A de 2 afios. Observamos una activacion significativa de OSKM justo después del
tratamiento con doxiciclina (2D+), mientras que, tras la retirada del tratamiento (5D-), el
transgén se silencia (Figura 22A). De esta manera, se previene la formacion de teratomas

Figura 21. Representacion esquematica del experimento de desarrollo tumoral en ratones viejos tras
la reprogramacion parcial.
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5.2.1 La reprogramacion parcial disminuye el crecimiento tumoral en pulmones

asociados a una expresion prolongada de los factores de reprogramacion.
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Figura 22. Reduccion de progresion tumoral en el pulmoén tras la reprogramacion parcial. (A) Analisis
de los niveles de ARNm en tejido pulmonar mediante qRT-PCR de Tg-Sox2/Klf4, relativo al gen
constitutivo Wdr55 (n=3). (B) Representacion de la variacion del peso corporal durante el experimento.
(C) Medida del peso del bazo. (D) Imagenes representativas de secciones de pulmones tefiidos con H/E
con desarrollo tumoral. (E) Cuantificaciones del area pulmonar afectada por tumores (promedio de todas
las secciones de pulmoén de cada raton). (F) Tamafo individual de los tumores en pm?Z. La significancia
estadistica se analizd mediante el test ANOVA con el test post hoc de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01,
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Posteriormente, tras la inyeccion de las L1475, analizamos la variacion del peso de los ratones
a lo largo de los 14 dias del experimento. Tal y como se muestra, los ratones sometidos a
reprogramacion parcial perdieron menos peso en comparacion con los ratones envejecidos
control (Figura 22B), lo que junto con un menor tamafio del bazo (Figura 22C) sugiere una
menor afectacion asociada a la progresion tumoral. El analisis histologico (Figura 22D) revel6
que los pulmones de todos los ratones del estudio habian desarrollado tumores. Sin embargo,
el area afectada por el desarrollo tumoral, asi como el tamafio individual de los tumores, es
significativamente mayor en los ratones viejos que en los jovenes, mientras que los ratones
viejos parcialmente reprogramados tienen un menor desarrollo tumoral (Figura 22E y 22F).

Podemos concluir que en los ratones envejecidos la implantacion y progresion de los tumores
ocurre de una manera mas acelerada. Al mismo tiempo, el proceso de reprogramacion parcial
reduce el crecimiento tumoral en el tejido pulmonar de ratones envejecidos, haciéndolo similar
al observado en ratones jovenes.

5.2.2 La reprogramacion parcial reduce el crecimiento tumoral en la glandula
mamaria

Antes de estudiar si la reprogramacion parcial afecta a la progresion tumoral en la glandula
mamaria, comprobamos que OSKM se expresase en la mama de ratones i4F-A de 2 afos.
Observamos que el tratamiento con doxiciclina indujo una activacion significativa de OSKM
(2D+), mientras que su retirada provoco nuevamente el silenciamiento del transgén (5D-)
(Figura 23A). En este caso, al no estar afectando a un tejido tan vital como el pulmon, los
animales no perdieron peso debido al desarrollo tumoral. Observamos un aumento de peso en
los ratones jovenes, mientras que en el caso de los ratones de 2 afios el peso se mantiene (Figura
23B).

Al analizar el crecimiento tumoral en estos ratones, podemos ver cémo el volumen de los
tumores de la mama de los ratones viejos es mayor que el de los ratones jévenes, mientras que
los ratones viejos reprogramados parcialmente (viejos + doxy) presentan un crecimiento
tumoral mucho menor que los viejos control (Figura 23C). Realizamos también un seguimiento
de la progresion tumoral mediante el analisis de la expresion de luciferasa con el IVIS (Figura
23D). De manera analoga a lo observado con las medidas de volumen, encontramos una mayor
progresion tumoral en la glandula mamaria de ratones envejecidos que en jovenes y que en
viejos reprogramados parcialmente (Figura 23E). Ademas, tras el sacrificio de los ratones, la
diferencia del tamafio tumoral se comprob6 una Gltima vez con el tumor ya extraido (Figura
23F), mostrando resultados similares a los de los anteriores analisis.

Estos resultados muestran como en los ratones envejecidos los tumores se implantan y
desarrollan més rapidamente en el tejido mamario, lo que sugiere que la edad avanzada presenta
un microambiente mas favorable para la progresion tumoral. Estas condiciones favorables al
crecimiento tumoral se revierten con la reprogramacion parcial, lo que se traduce en la
disminucion del crecimiento tumoral en la glandula mamaria.
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Figura 23. Reduccion de progresion tumoral en la mama tras la reprogramacion parcial. (A) Analisis
de los niveles de ARNm en la glandula mamaria mediante qRT-PCR de Tg-Sox2/Klf4, relativo al gen
constitutivo Wdr55 (n=3). (B) Representacion de la variacion del peso corporal durante el experimento.
(C) Progresion del volumen tumoral con el tiempo. (D) Imagen tomada con VIS de todos los ratones de
este experimento, en el ltimo punto temporal, justo antes del sacrificio. (E) Cuantificacion del volumen
de fotones emitidos por los tumores. Escala de color: Min= 8,00e°, Max= 2,00e’. (F) Imagenes
representativas de los tumores presentes en la mama y la cuantificacion del volumen tumoral ex vivo.
La significancia estadistica se analizo mediante el test ANOVA con el test post hoc de Tukey. (*) p<0,05,
(**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. B-F (n=6).
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5.2.3 La reprogramacion parcial no revierte la inmunosenescencia

La inmunosenescencia es un proceso de disfuncién del sistema inmunoldgico que ocurre con el
envejecimiento y esta estrechamente relacionada con el desarrollo tumoral (Lian et al., 2020).
Por ello, nos preguntamos si el proceso de reprogramacion parcial podria ser capaz de revertir
la inmunosenescencia de los ratones envejecidos, reactivando el correcto funcionamiento del
sistema inmunitario y asi restringir el desarrollo tumoral. Para estudiar la infiltracién de células
del sistema inmunitario en los tumores evaluamos distintos marcadores de estas subpoblaciones
(Cdllc, Nk1.1 y F4/80). El analisis por inmunohistoquimica no mostrd6 una diferencia
significativa entre los ratones viejos y viejos+doxy (Figura 24). También estudiamos otros
marcadores de infiltracion del sistema inmunitario en el tumor (Cd3e, Cd4, Cd8a, FoxP3 y
Granzima B), que fueron evaluados por el patélogo y catedratico de histologia Tomas Garcia-
Caballero, quien confirmd que no habia diferencias significativas entre ambos grupos de ratones
envejecidos. Posteriormente, en colaboracion con el grupo de la Dra. Maria Mittelbrunn,
analizamos las distintas poblaciones del sistema inmunitario presentes en la médula dsea de
estos ratones (Figura S2). Sin embargo, no observamos grandes diferencias entre ratones viejos
control y viejos parcialmente reprogramados.
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Figura 24. Analisis inmunohistoquimico de tumores de mama. Imagenes representativas de secciones
tumorales analizadas mediante inmunohistoquimica para Cd11c, Nk1.1 y F4/80. La significancia
estadistica se analizo mediante el test ANOVA con el test post hoc de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01,
(***) p<0,001, (ns) no significativo. (n=6)
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5.3 EFECTO DE LA REPROGRAMACION PARCIAL SOBRE LA OBESIDAD

Dado el efecto de la reprogramacion parcial sobre la senescencia y progresion tumoral, también
investigamos su posible impacto en la obesidad. El fenotipo obeso, caracterizado por un
aumento en los depdsitos de grasa visceral, es uno de los principales factores desencadenantes
del sindrome metabdlico, contribuyendo a la inflamacion cronica y disfuncién metabolica
(ElNulu et al., 2017). La obesidad tiene un importante componente ambiental, como la dieta,
pero también presenta una sélida base epigenética. Esta contribucidon epigenética podria
suponer una potencial ventana terapéutica, ya que a través de la modificacion de las marcas
epigenéticas asociadas a la obesidad se podria alterar esta patologia (Ling & Ronn, 2019).

Para estudiar el efecto de la reprogramacion parcial en ratones obesos, hemos utilizado machos
del modelo de raton OSKM-only. Con este modelo y los cruces adecuados hemos generado
ratones hermanos de camada que no expresan los factores de reprogramacion a pesar del
tratamiento con doxiciclina dado que portan el casete policistronico OSKM, pero no el
transactivador rtTA (a estos ratones nos referiremos como WT), y otros que si expresan OSKM
al tener ambas construcciones insertadas en su genoma (los denominaremos i4F). Tras 3 meses
de dieta con un contenido graso del 60% (very high fat diet, vHFD) ad libitum, estos ratones se
consideraron obesos. Una vez establecido el fenotipo obeso, tratamos con doxiciclina de manera
ciclica para inducir la reprogramacion parcial, por un total de 7 ciclos (Figura 25A). Como
control, utilizamos animales de ambos genotipos, pero alimentados con una dieta estandar, por
lo que no desarrollaron obesidad. A estos ratones les dimos el mismo tratamiento y realizamos
las mismas pruebas que los grupos obesos, y no mostraron cambios significativos en ninguna
de las pruebas realizadas (Figura S3). El analisis transcriptomico por ARN-seq de estos
experimentos se realizd en colaboracion con el grupo de la Dra. Elsa Logarinho del i3S de
Oporto.

Antes de poder estudiar el efecto de la reprogramacion parcial en estos ratones, comprobamos
la expresion de OSKM en distintos tejidos de este modelo de raton transgénico. Tal y como se
muestra en la Figura 25B, en higado, intestino y pancreas se detectd una expresion significativa
de OSKM tras el pulso de doxiciclina (2D+), que fue silenciada tras 5 dias sin el tratamiento
(5D-). Es importante mencionar que, durante los 7 ciclos de doxiciclina, no se detectdé una
pérdida significativa de peso corporal (Figura 25C) y la ingesta de comida se mantuvo
constante (Figura 25D), lo que nos indica que los animales no se vieron afectados
negativamente por la expresion ciclica de los factores de reprogramacion.
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Figura 25. Reprogramacion parcial de animales obesos. (A) Representacion esquematica del experimento
realizado con animales obesos. (B) Analisis de los niveles de ARNm de Tg-Sox2/KIf4 mediante qRT-PCR, en
el higado, intestino y pancreas (de izquierda a derecha), de ambos genotipos antes, durante y después del
tratamiento con doxiciclina. La expresion se representa relativa al gen constitutivo Wdr55 (n=3). (C)
Representacion de la variacion del peso corporal durante el experimento (n=15). (D) Ingesta de comida
durante el experimento, relativa al peso (n=15). La significancia estadistica se analizd mediante el test
ANOVA con el test post hoc de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo.

5.3.1 Efecto de la reprogramacion parcial sobre el perfil glucémico de ratones obesos

Tras la reprogramacion parcial, se detectd en los ratones obesos i4F un nivel de glucosa en
sangre periférica significativamente menor que en el grupo WT (Figura 26A). Los menores
niveles de glucosa en sangre se asocian con una disminucion en la cascada de sefializacion de
lainsulina (Figura 26B), como lo demuestra el analisis transcriptomico de higado, lo que revela
una regulacién negativa de los genes de esta via. Sin embargo, en la prueba de tolerancia a la
insulina (ITT), no se observaron diferencias significativas (Figura 26C), lo que sugiere una
mejora en la homeostasis glucemica pero sin alterar la respuesta a la insulina en los tejidos. No
obstante, los ratones que expresaron OSKM de manera ciclica presentaron una menor area bajo
la curva en la prueba de tolerancia a la glucosa (GTT), lo que indica una mayor capacidad para
retirar la glucosa del torrente sanguineo en los animales parcialmente reprogramados (Figura
26D).

93



VICTOR NUNEZ QUINTELA

Glucosa ITT
250 Cascada de sefalizacion de insulina (Reactome) 110+ =
) | =1 ——
R | p=0,025 2 i
g’ s ‘ p.ajust = 0,3 ? 100 -= i4F
= g | NES = -1,512 S
v 200+ E ] -1
3 £ . 5 80
S 150 | S 70
b 5 | _ o
o s o
AL LT LLL 3
S} i | o}
100- 50 T T T T
0 15 30 60
Minutos
GTT
. 500+ 4.0+ "
% - WT o
£ 400 - 4F X 35d
o 3
'?:‘n 300 5
8 = 3-07
5 200— '2\ o
o 8254 | o .
S 1004 s *
2 $ [
o & =
0 T T T T T T T T T 2.0 T T
0 15 30 60 120 WT i4F

Minutos

Figura 26. Perfil glucémico de ratones obesos tras la reprogramacion parcial. (A) Medicion de glucosa en
sangre periférica de ratones obesos en ayunas (n=8). (B) GSEA de la cascada de sefalizacion de la insulina.
Se representa la expresion de este conjunto de genes de los ratones i4F frente a los WT. La base de datos
usada fue Reactome (n=4). (C) Representacion de la variacion de los niveles de glucosa durante el test de
tolerancia a la insulina (ITT) (n=15). (D) Representacion de la variacion de los niveles de glucosa durante el
test de tolerancia a la glucosa (GTT), junto la cuantificacion del AUC de cada raton (n=6). La significancia
estadistica se analizé6 mediante el test t de student de dos colas. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns)
no significativo. Los datos se representan como media + error estandar de la media (SEM).

Estos resultados indican una mejora en el perfil glucémico de los ratones obesos tras la
reprogramacion parcial, lo que sugiere una alteracién en el fenotipo obeso de los ratones i4F,
recuperando parcialmente la homeostasis de la glucosa.

5.3.2 La reprogramacion parcial mejora la composicion corporal y el perfil lipidico
en ratones obesos

Al analizar la composicion corporal de los ratones mediante resonancia electromagnética,
observamos cdémo los ratones obesos i4F presentaron una disminucion significativa en el
porcentaje de masa grasa (Figura 27A), acompafiada de un aumento en el porcentaje de masa
magra (Figura 27B). Posteriormente, el andlisis transcriptdmico de grasa blanca epididimal
mediante ARN-seq mostré una clara tendencia hacia un aumento en la actividad del
metabolismo lipidico. Aunque el analisis de enriquecimiento por GSEA del metabolismo de
acidos grasos no alcanzd la significancia estadistica, el valor de enriquecimiento normalizado
(normalized enrichment score, NES) revelé un aumento en el metabolismo lipidico (Figura
27C). Este resultado es consistente con la reduccion observada histolégicamente en el tamafio
de los adipocitos de la grasa blanca subcutanea (WAT SC) y de la grasa blanca epididimal
(WAT EP) (Figura 27D y Figura 27E). Por otra parte, los ratones i4F mostraron una reduccion
significativa de los niveles de colesterol tras 3 ciclos de reprogramacion, aunque estos cambios
perdieron significancia estadistica a partir de ese momento y mostraron solo una tendencia a la
baja (Figura 27F).
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Figura 27. Perfil lipidico de ratones obesos tras la reprogramacion parcial. (A) Representacion del
porcentaje de masa grasa respecto al peso corporal total (n=15). (B) Representacion del porcentaje de masa
magra respecto al peso corporal total (n=15). (C) GSEA del metabolismo lipidico. Se representa la expresion
de este conjunto de genes de los ratones i4F frente a los WT. La base de datos usada fue Reactome (n=4).
(D) Imagenes representativas de secciones de WAT SC y WAT EP, tefidas con H/E. (E) Cuantificacion del
area de los adipocitos de las secciones de WAT SC y WAT EP. Se representa el promedio del area de los
adipocitos de cada seccion y un total de 3 secciones por raton (n=5). (F) Medicion de los niveles de colesterol
presentes en sangre periférica (n=15). La significancia estadistica se analizé6 mediante el test t de student

de dos colas. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. Los datos se representan como
media + SEM.

En resumen, estos resultados muestran que la reprogramacion parcial induce una mejora en la
composicion corporal y perfil lipidico de animales obesos, al reducir el volumen de los

adipocitos del tejido adiposo blanco subcutaneo y epididimal, lo que reduce el porcentaje de
masa grasa.

5.3.3 Efecto de la expresion de OSKM en la acumulacion lipidica en adipocitos in vitro

Quisimos comprobar si podiamos reproducir en adipocitos in vitro el efecto observado de la
expresion de OSKM sobre la acumulacion lipidica. Para ello, utilizamos la linea celular C3H10,
gue diferenciamos en adipocitos. Una vez finalizado el proceso de diferenciacién transducimos
lentiviralmente con rtTA+OSKM o rtTA+GFP como control (Figura S4), tras lo que tratamos
con acido oleico durante 48 horas para promover la acumulacion de acidos grasos. Finalizado
el tratamiento, se afiadio doxiciclina (1 pg/mL) para inducir la expresion de OSKM. Como se
puede observar, tras 4, 7 y 10 dias de expresion de los factores de reprogramacion se produce
una reduccién significativa en la acumulacion de &cidos grasos en adipocitos in vitro (Figura
28), reproduciendo lo observado in vivo en el tejido adiposo blanco y epididimal.
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Figura 28. Acumulacion lipidica de adipocitos in vitro. Imagenes representativas de los adipocitos tefidos
con Oil Red O tras 4, 7 y 10 dias de expresion de OSKM, junto con su cuantificacion. La significancia
estadistica se analizo mediante el test t de student de dos colas. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (ns)
no significativo. (n=3)

5.3.4 Disminucién de la activacién inmunitaria y de la inflamacion tras la
reprogramacion parcial

Dados los efectos metabdlicos e histoldgicos observados, también comprobamos el impacto de
la expresion ciclica de OSKM sobre la respuesta inmunitaria e inflamatoria en el tejido adiposo
de ratones obesos. Para ello, analizamos mediante inmunohistoquimica la infiltracion de células
del sistema inmunitario en el tejido graso subcutaneo y epididimal. De manera general,
evaluamos la infiltracion inmunitaria usando el marcador Cd45 (Figura 29A) y, mas
especificamente, la presencia de macréfagos, usando el marcador F4/80 (Figura 29B). Ambos
andlisis mostraron una menor infiltracion de células del sistema inmunitario en el tejido adiposo
blanco (subcutaneo y epididimal) de los ratones obesos tras la reprogramacion parcial.
Posteriormente, el analisis transcriptomico del tejido graso mediante ARN-seq corrobor6 una
menor activacion del sistema inmunitario, la reduccion de la migracion leucocitaria y una
disminucion de la respuesta inflamatoria en este tejido (Figura 29C) de animales i4F, lo que
respalda nuestros resultados inmunohistoguimicos.

En resumen, estos resultados indican que la expresion ciclica de OSKM reduce
significativamente la infiltracion de células del sistema inmunitario en el tejido adiposo blanco,
lo que se correlaciona con una menor activacion del sistema inmunitario y una respuesta
inflamatoria reducida, lo que sugiere una modulacion del microambiente inflamatorio en los
ratones obesos.
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Figura 29. Infiltracion del sistema inmunitario en tejido graso. (A) Imagenes representativas de
secciones de WAT SC y WAT EP teiidas mediante inmunohistoquimica contra células Cd45 positivas,
junto con su cuantificacion. (B) Imagenes representativas de secciones de WAT SC y WAT EP teiidas
mediante inmunohistoquimica contra células F4/80 positivas, junto con su cuantificacion. (C) GSEA del
conjunto de genes relacionados con el sistema inmunitario, la migracion leucocitaria y respuesta
inflamatoria, de los ratones i4F frente a los WT. Las bases de datos usadas fueron Reactome y GOBP. La
significancia estadistica se analizé mediante el test t de student de dos colas. (*) p<0,05, (**) p<0,01,
(***) p<0,001, (ns) no significativo. Los datos se representan como media + SEM. (n=5)
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5.3.5 Efecto de la reprogramacion parcial sobre la termogénesis

Para estudiar la termogénesis, utilizamos una camara térmica para medir la temperatura en la
region interescapular de los ratones, donde se localiza principalmente la grasa parda (tejido
especializado en la termogénesis). Como se puede apreciar, los ratones i4F presentaron una
mayor actividad termogénica que el control WT (Figura 30A). Esto se correlaciona con el
aumento en la temperatura general del raton, analizada por sonda rectal, que se observa en los
i4F (Figura 30B). Para corroborar el aumento en la termogénesis estudiamos mediante
inmunohistoquimica la grasa parda de estos ratones. En este tejido evaluamos la expresion de
la proteina marcadora de termogénesis Ucpl, que es consistente con el claro aumento de la
termogénesis en ratones obesos que expresaron OSKM (Figura 30C). Esto se correlaciona con
la reduccién observada en el tamafio de los adipocitos de la grasa parda de los ratones
parcialmente reprogramados (Figura 30D), dado que durante la termogeénesis los acidos grasos
almacenados en estos adipocitos son oxidados para generar energia en forma de calor, lo que
reduce el tamafio de los adipocitos.
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Figura 30. Termogénesis de ratones obesos tras la reprogramacion parcial. (A) Imagenes
representativas de las medidas de temperatura del BAT de los ratones, tomadas con camara térmica
(n=12). (B) Medida de temperatura abdominal de los ratones tomada con sonda rectal (n=12). (C)
Imagenes representativas de secciones de BAT tefiidas mediante inmunohistoquimica contra Ucp1, junto
con la cuantificacion del area positiva. (D) Imagenes representativas de secciones de BAT tefidas con
H/E, con la cuantificacion del area de los adipocitos. (En C y D se cuantificaron 3 secciones por ratén,
n=5). La significancia estadistica se analizo mediante el test t de student de dos colas. (*) p<0,05, (**)
p<0,01, (***) p<0,001, (ns) no significativo. Los datos se representan como media + SEM.

Estos resultados demuestran un incremento en la termogénesis en los ratones obesos
parcialmente reprogramados, lo que afecta a la temperatura general del animal.

5.3.6 La reprogramacion parcial aumenta el metabolismo lipidico en el higado de
animales obesos

Posteriormente analizamos la acumulacion lipidica en el higado midiendo la presencia de &cidos
grasos en secciones histoldgicas tefiidas con Oil Red O, un colorante liposoluble que permite el
marcaje especifico de lipidos. Nuestros resultados revelaron una disminucion significativa en
la acumulacion lipidica en el higado de los ratones i4F (Figura 31A). Estos resultados se ven
respaldados por el andlisis transcriptomico mediante ARN-seq, que mostrd un enriquecimiento
positivo en la expresion de los genes relacionados con el metabolismo lipidico en los ratones
i4F (Figura 31B). Ademas, el anélisis de componentes principales (PCA) del transcriptoma
hepatico mostré una clara separacion entre los grupos WT e i4F, lo que indica diferencias
generales en los perfiles de expresion génica entre ambos grupos de ratones (Figura 31C).
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Figura 31. Analisis del metabolismo lipidico hepatico. (A) Imagenes representativas de la tincion con
Oil Red O de higados de ratones obesos, junto con su cuantificacion. Se cuantificaron 3 secciones por
cada raton (n=10). (B) GSEA del metabolismo lipidico. Se representa la expresion de este conjunto de
genes de los ratones i4F frente a los WT. La base de datos usada fue Reactome (n=4). (C) Representacion
del analisis de componentes principales del transcriptoma hepatico (n=4). (D) Analisis de los niveles
proteicos mediante Western blot de Acc, p-Acc, p-mTor, mTor, p-Akt, Akt, Scd1 y Gck, con Vinculina y
GAPDH como control de carga. Se representan a la derecha las cuantificaciones de estas proteinas (n=7).
La significancia estadistica se analizé6 mediante el test t de student de dos colas. (*) p<0,05, (**) p<0,01,
(***) p<0,001, (ns) no significativo. Los datos se representan como media + SEM.

Posteriormente analizamos mediante Western blot distintas proteinas relacionadas con vias
lipogénicas en el higado. La menor activacion de las proteinas Acc, mTor y Akt, y la menor
presencia de las proteinas Scdl y Gck en los ratones i4F (Figura 31D y Figura S5), se
relacionan directamente con la disminucion de la sintesis lipidica hepatica, lo que concuerda
con la menor acumulacion de lipidos observada en el higado.
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5.3.7 Efecto de la expresion de OSKM en la acumulacién lipidica en hepatocitos in
vitro

Finalmente, decidimos comprobar si podiamos reproducir in vitro el efecto observado de la
expresion de OSKM sobre la acumulacion lipidica en hepatocitos. Para ello, utilizamos
hepatocitos primarios, extraidos del higado de ratones con el genotipo WT e i4F. De esta
manera, con el tratamiento con doxiciclina (1 pg/mL), se induce Unicamente la expresion de
OSKM en los hepatocitos derivados de los ratones i4F. Para promover la acumulacion lipidica,
tratamos a los hepatocitos con acido oleico (A.O.). Durante este tratamiento, o después del
mismo, administramos doxiciclina para inducir la expresion de OSKM. Como se observa, la
acumulacién lipidica disminuyd en los hepatocitos i4F tras la expresion de los factores de
reprogramacion (Figura 32). Ademas, estos resultados se reproducen con distintos protocolos
de tratamiento y expresion de los factores OSKM.

Los resultados in vitro muestran que OSKM reduce la acumulacién de lipidos en hepatocitos,
lo que respalda los resultados transcriptomicos, protedmicos e histoldgicos obtenidos in vivo
previamente.
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Figura 32 . Acumulacion lipidica de hepatocitos in vitro. Imagenes representativas de los adipocitos
tenidos con Oil Red O tras distintas pautas de tratamiento, junto con su cuantificacion. La significancia
estadistica se analizé mediante el test t de student de dos colas. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001,
(ns) no significativo (n=4).
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6 DISCUSION

La reprogramacion celular es un proceso mediante el que una célula somética puede
desdiferenciarse en una célula madre pluripotente inducida (iPSC). Este proceso da lugar a
cambios importantes en la expresion génica y en la estructura epigenética de la célula, que
promueven la pérdida de la identidad celular original. La reprogramacion puede inducirse
mediante la expresion de los factores de transcripcion OSKM (Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myc)
(Takahashi & Yamanaka, 2006).

Sin embargo, durante la reprogramacion parcial las células no llegan a desdiferenciarse en
iPSC, por lo que mantienen su identidad y funcidn celular mientras que recuperan un patrén de
expresion génica y un paisaje epigenético propio de un fenotipo mas joven (Olova et al., 2019).
La reprogramacion parcial ha surgido como una nueva estrategia terapeutica en distintos
contextos patoldgicos, especialmente sobre los que tienen un componente epigenético (Paine
et al., 2024).

6.1 EFECTO SENOMORFICO DE LA REPROGRAMACION PARCIAL

La senescencia celular es un proceso en el que las células dejan de dividirse, desencadenado
como mecanismo de defensa ante situaciones de estrés o dafio, como el dafio en el ADN o el
estrés oxidativo (Gorgoulis et al., 2019). Esto evita la proliferacion de células potencialmente
dafiinas, lo que supone una barrera en el desarrollo tumoral. Sin embargo, la acumulacién
progresiva de células senescentes favorece el proceso de envejecimiento al promover una
inflamacién crénica en el tejido debido al fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP),
promoviendo distintas patologias asociadas con la edad (B. Wang et al., 2024).

La senescencia celular tiene una importante base epigenética, que regula de manera compleja
la secrecion de los factores proinflamatorios del SASP (Dasgupta etal., 2024). Dada la
importancia de las modificaciones epigenéticas en el desarrollo de la senescencia, asi como la
interaccion entre el epigenoma y el secretoma, decidimos estudiar si la reprogramacion celular
parcial, genética o quimica, podria influir en el fenotipo senescente. Aunque se ha descrito que
la reprogramacién parcial tiene un efecto rejuvenecedor en células envejecidas al promover un
cambio epigenético previo a la pérdida de la identidad somatica (Lapasset et al., 2011; Olova
et al.,, 2019; Simpson et al., 2021), existen diferencias clave entre el fenotipo envejecido y
senescente.

Para estudiar el efecto de la reprogramacion sobre el fenotipo senescente, indujimos la
senescencia por irradiacion (10 Gy) en MEFs (Figura 12), tras lo que promovimos la expresion
de OSKM o tratamos con RepSox y TCP (2c). Pudimos observar que ni la reprogramacion
parcial genética ni quimica fueron capaces de rescatar la parada del ciclo celular caracteristica
de la senescencia (Figura 13). Sin embargo, tanto la expresion de OSKM como el tratamiento
con 2c, indujeron una modulacion transcriptomica respecto al control senescente, que sugiere
una reversion parcial de la expresion génica propia de la senescencia (Figura 14). Al analizar
en detalle marcadores especificamente relacionados con la senescencia, observamos una
reversion parcial transcripcional y proteica tras ambos tratamientos. Asimismo, tras la
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expresion de OSKM y el tratamiento con 2c pudimos observar una reduccion del tamafio celular
y nuclear propios de la senescencia (Figura 15).

Tras observar que los tratamientos inducen una reversion parcial del fenotipo senescente,
estudiamos la secrecidn de distintos factores proinflamatorios. Al evaluar esto, detectamos un
aumento en los factores del SASP secretados por las células senescentes, cuya concentracion
disminuy6 tras la expresion de OSKM o el tratamiento con 2c¢ (Figura 15). Durante el
desarrollo de esta tesis, se publico un estudio en el que se demuestran resultados similares a los
nuestros, mostrando que la reprogramacion mediada por OSK reduce el SASP en células
senescentes (Sahu et al., 2024). Estos investigadores utilizaron un sistema de expresion de OSK
bajo el promotor de Cdkn2a, restringiendo su actividad a células senescentes, lo que se asocio
con un aumento en la supervivencia de los ratones (Sahu etal., 2024). En conjunto, sus
resultados y los nuestros refuerzan la hipotesis de que la reprogramacion parcial es un
mecanismo efectivo para atenuar el fenotipo secretor asociado a la senescencia celular,
independientemente del método empleado para inducirla. Del mismo modo, otro estudio
reciente destacé que la reprogramacion parcial quimica de células envejecidas (que no
senescentes) es capaz de rejuvenecer estas células, al observar cambios en la expresion génica
y la secrecion de factores proinflamatorios (Mitchell et al., 2024), lo que concuerda con los
resultados que hemos obtenido al tratar células senescentes con 2c.

En vista de estos resultados, decidimos analizar el efecto funcional que podia tener la reduccién
en la secrecion del SASP. Los factores del SASP promueven la senescencia de manera
paracrina, pudiendo incluso inducir dafio en el ADN (Nelson etal., 2018). Al evaluar la
capacidad de promover senescencia paracrina por parte de las células senescentes control
observamos un incremento de los niveles de SA-B-Gal asi como de distintas modificaciones
morfoldgicas y de expresion de marcadores tipicos del fenotipo senescente, acompafiado de un
aumento de dafio en el ADN. Sin embargo, las células senescentes que habian expresado OSKM
0 habian sido tratadas con 2c, presentaban una menor capacidad para promover la senescencia
paracrina, lo que confirma un efecto funcional de la modulacion del secretoma por parte de
ambos tratamientos durante la senescencia (Figura 16).

Por otra parte, las secrecion de estos factores proinflamatorios esta intimamente relacionada
con la inflamacion crénica y el reclutamiento de células del sistema inmunitario, como los
macrdfagos (Behmoaras & Gil, 2021). En nuestros resultados observamos una mayor tasa de
migracion de los macréfagos co-cultivados con células senescentes. Sin embargo, este aumento
se ve reducido al co-cultivar los macrofagos con células senescentes que habian expresado
OSKM o0 que habian sido tratadas con 2c. Este resultado muestra como la reduccion del
secretoma senescente por parte de la reprogramacion parcial genética y quimica tiene un efecto
funcional sobre la activacion del sistema inmunitario (Figura 17).

Otra actividad descrita para el SASP es su efecto potenciador de la reprogramacién celular,
tanto in vitro como in vivo (Mosteiro et al., 2016). Dado que la reprogramacion celular se ve
favorecida por distintos componentes del fenotipo secretor de las células senescentes,
decidimos estudiar si el efecto modulador de OSKM y 2c sobre el SASP podria repercutir sobre
el proceso de reprogramacion. Al evaluar esto in vitro, comprobamos cdmo se da una mayor
tasa de formacion de colonias en aquellas condiciones tratadas con el medio condicionado de
las células senescentes control, mientras que aquellas que habian sido tratadas con el medio
condicionado de las células senescentes OSKM o 2c, presentaron una tasa de formacion de
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colonias similar a las del control proliferativo (Figura 18). Asimismo, evaluamos también in
vivo de manera indirecta el aumento de la eficiencia de reprogramacion por el SASP. Dado que
la reprogramacion in vivo conlleva la formacion de teratomas y la muerte del organismo (Abad
et al., 2013), tomamos la tasa de supervivencia como medida indirecta de reprogramacion. En
este contexto, pudimos observar coémo los medios condicionados senescentes control favorecian
significativamente el proceso de reprogramacion, lo que disminuyo la supervivencia de estos
animales. En cambio, aquellos animales que fueron inyectados con los medios condicionados
OSKM y 2c mostraron un retraso en la mortalidad, lo que demuestra una menor eficiencia de
reprogramacion (Figura 19).

Estos resultados demuestran que la reduccion en la secrecion de factores del SASP mediado
por OSKM vy 2c tiene un efecto funcional, disminuyendo la induccion de senescencia paracrina,
la captacion de macrofagos y la eficiencia de reprogramacion. Estos cambios observados en el
secretoma de las células senescentes tras OSKM o 2c¢ podrian relacionarse con una alteracién
en la regulacion epigenética debida a los tratamientos, ya que la produccion del SASP esta
regulada de manera muy compleja por parte del epigenoma (Dasgupta et al., 2024).

Dados el efecto de OSKM y 2c sobre el SASP, decidimos estudiar el fenotipo mitocondrial, ya
que durante la senescencia las células presentan alteraciones en la funcion mitocondrial que
contribuyen al fenotipo proinflamatorio mediante la activacion de NF-«f3, cCGAS/STING y RIG-
I/MDADS (L6pez-Polo et al., 2024; Miwa et al., 2022; Victorelli et al., 2023; Wiley et al., 2016).

Las células senescentes se caracterizan por presentar una masa mitocondrial aumentada en
respuesta a una pérdida en la funcion mitocondrial, que se ve reflejada en la reduccion del
potencial de membrana. Esto conlleva la acumulacion de mitocondrias disfuncionales, lo que
favorece la produccion de ROS (Miwa etal., 2022). Mediante el empleo de sondas
fluorescentes pudimos detectar como, tras la expresion de OSKM o el tratamiento con 2c, la
masa mitocondrial de las células senescentes se ve reducida. Al analizar el potencial de
membrana a través de la sonda TMRM, detectamos que la disminucion de estos niveles se ve
enmascarada por el aumento de la masa mitocondrial. Sin embargo, al normalizar el potencial
de membrana a la masa mitocondrial, podemos observar como hay una disminucion de este
ratio durante la senescencia, que se ve restaurado tras la reprogramacién parcial genética y
quimica. Por otra parte, la disfuncion mitocondrial tiene un gran impacto en la produccién de
energia. El aumento en la masa mitocondrial refleja un mayor consumo de oxigeno por parte
de la célula senescente (Korolchuk etal., 2017). La reduccion de la masa mitocondrial tras
ambos tratamientos justifica la reduccién observada en el consumo de oxigeno de las células
senescentes tras OSKM y 2c (Figura 20).

Ademas, las células senescentes presentan una reduccién significativa en la capacidad para
producir ATP mediante la fosforilacion oxidativa. Esta deficiencia energética se ve compensada
a través del aumento de la glucdlisis, lo que implica un incremento en la acidificacion
extracelular (Korolchuk et al., 2017). Nuestros resultados demostraron que los niveles de ATP
mitocondrial, disminuidos durante la senescencia, se ven restaurados tras la expresion de
OSKM vy tras el tratamiento con 2c. Asimismo, el incremento en la acidificacion extracelular
propio de las células senescentes se ve corregido también tras la reprogramacion parcial
genética y quimica. Estos datos, junto con la reduccion de la acumulacion de ROS observada
en las células senescentes tras OSKM y 2c¢, demuestran que la disfuncion mitocondrial tipica
de la senescencia se estd restaurando parcialmente con ambos tratamientos (Figura 20).
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Nuestros resultados se ven reforzados por las observaciones de Mitchell et al. (2024), quienes
observaron también una recuperacion parcial en la funcién mitocondrial de células envejecidas
tratadas con 2c y 7c.

En resumen, nuestros datos revelan que la expresion de OSKM vy el tratamiento con 2¢ poseen
un efecto senomarfico, modulando el fenotipo senescente sin inducir la proliferacion celular.
Por otra parte, se ha descrito ampliamente que la funcién mitocondrial y el SASP estan
estrechamente relacionados (Birch & Passos, 2017). Mecanisticamente, la recuperacion parcial
de la funcion mitocondrial mediante la expresion de OSKM vy el tratamiento con 2c en células
senescentes justifica la reduccion en la secrecion de factores proinflamatorios del SASP, con
un impacto funcional en distintos contextos.

6.2 REDUCCION DEL DESARROLLO TUMORAL MEDIANTE LA REPROGRAMACION PARCIAL

El envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo tumoral
(Hanahan & Weinberg, 2000). ElI ambiente proinflamatorio de los tejidos envejecidos, que
resulta de la acumulacién de células senescentes, acompafiado de la inmunosenescencia tipica
de la vejez, propicia el desarrollo tumoral (Mittelbrunn & Kroemer, 2021; Mufioz-Espin &
Serrano, 2014). Tal y como se ha mostrado previamente, la secrecion de factores
proinflamatorios por parte de las células senescentes se ve reducida tras un proceso de
reprogramacion parcial. Ademas, se ha descrito que la reprogramacién parcial promueve el
rejuvenecimiento de distintos tejidos de los organismos envejecidos (Ocampo et al., 2016). Por
todo esto, decidimos estudiar si la reprogramacion parcial podria afectar a la implantacion y la
progresion tumoral en organismos viejos a través del rejuvenecimiento de los tejidos.

Para estudiar si la reprogramacién parcial podria afectar al desarrollo tumoral en pulmon y en
la glandula mamaria, expusimos a ratones i4F-A de 2 afios de edad a 4 ciclos de reprogramacion
parcial: 2 dias expresando OSKM y 5 dias sin la expresién. De esta manera se evita la
reprogramacion completa, lo que previene la formacion de teratomas (Figura 21).

En primer lugar, estudiamos si la reprogramacion parcial podria afectar al desarrollo tumoral
en pulmon. Para ello, tras los 4 ciclos de reprogramacion parcial, inyectamos en vena de cola
de ratones macho i4F-A la linea celular de adenocarcinoma pulmonar L1475. Pudimos observar
como los ratones, al estar afectando a un tejido tan sumamente vital como el pulmon,
presentaron una pérdida de peso segin avanzaba el desarrollo tumoral. Sin embargo, los ratones
envejecidos parcialmente reprogramados (viejos + doxy) presentaron una pérdida de peso
significativamente menor que los viejos control. Asimismo, el crecimiento de tumores en un
animal puede conducir al incremento del tamafio del bazo (esplenomegalia), lo que se ha
interpretado como una respuesta inmunologica del organismo al tumor (Gorelik et al., 1978;
Mackay, 1965). Por ello, la esplenomegalia observada en los ratones viejos control, no presente
en el grupo viejo + doxy, sugiere un menor desarrollo tumoral. Al analizar el crecimiento
tumoral mediante histologia, encontramos que los ratones viejos presentan unos pulmones
mucho mas afectados por tumores que los del grupo viejo + doxy. Asimismo, el tamafio
individual de los tumores, mas pequefio en los ratones parcialmente reprogramados, corroboran
un menor desarrollo tumoral. Estos datos demuestran que la expresion ciclica de OSKM en
animales envejecidos es capaz de remodelar el organismo, haciendo que presenten un
microambiente menos favorable para el crecimiento tumoral (Figura 22).
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En segundo lugar, para estudiar si la reprogramacion parcial podia afectar al desarrollo tumoral
en la mama, utilizamos el mismo sistema de expresion ciclica de OSKM. Una vez terminado el
tratamiento, inyectamos la linea de carcinoma mamario B6BC-Luc (Perez-Lanzon et al., 2024)
en la mama de ratones i4F-A. En este caso, dado que el desarrollo del tumor en la glandula
mamaria no compromete de manera inmediata la vida del organismo, no se observé una
reduccién en el peso de los animales envejecidos, mientras que los animales jovenes
continuaron aumentando de peso. Al estudiar el crecimiento tumoral durante todo el
experimento, observamos como en los ratones viejos se produjo un desarrollo mucho mas
acelerado que en los ratones jovenes, lo que demuestra que el desarrollo del tumor en la glandula
mamaria se ve favorecido por la edad. Sin embargo, con el proceso de reprogramacion parcial
previo a la implantacion tumoral, observamos una menor progresion tumoral en los ratones
viejos + doxy que en los ratones viejos, tal y como se ha comprobado a través del seguimiento
tanto volumétrico como por 1VIS. Estos datos apuntan a que, con la reprogramacion parcial, se
propicia la remodelacion tisular necesaria para reducir parcialmente el efecto potenciador de
los tejidos envejecidos sobre el desarrollo tumoral (Figura 23). Sin embargo, no fuimos capaces
de observar la restauracion del sistema inmunitario en los tumores de animales envejecidos tras
la reprogramacion parcial, por lo que no podemos argumentar una mejora en la
inmunosenescencia que justifigue la menor progresion tumoral en los ratones viejos
parcialmente reprogramados (Figura 24 y S2).

Por otra parte, dado que la expresion de OSKM en este modelo de raton es ubicua, no podemos
discernir si la limitacion de la progresion tumoral observada en mama y pulmén tras la
reprogramacion parcial en animales envejecidos se debe a un efecto de OSKM especifico en
estos tejidos o a efectos sistémicos.

Con todo, estos resultados demuestran que la reprogramacién parcial en ratones de 2 afios es
suficiente para remodelar distintos tejidos envejecidos, haciéndolos menos susceptibles al
desarrollo tumoral. Esto podria deberse a la reduccion de la secrecion de factores del SASP por
parte de las células senescentes, tipicamente acumuladas en tejidos envejecidos. Este efecto
senomorfico por parte de OSKM podria estar reduciendo la inflamacién cronica del tejido,
afectando asi a la implantacion del tumor en distintos tejidos.

6.3 EFECTO DE LA REPROGRAMACION PARCIAL SOBRE EL FENOTIPO OBESO

La obesidad es una patologia compleja y multifactorial asociada a multiples comorbilidades,
con una alta prevalencia en la poblacion humana (Gonzélez-Muniesa etal., 2017). El
desequilibrio entre la ingesta y el gasto caldrico, junto con otros componentes ambientales,
genéticos y epigenéticos propician la acumulacion de &cidos grasos en el tejido adiposo y en el
higado, ademas de favorecer la diabetes tipo 2 o la inflamacidn cronica en distintos tejidos
(Gonzélez-Muniesa et al., 2017; Lin & Li, 2021).

Se ha demostrado que la obesidad tiene una importante base epigenética, capaz de regular el
inicio, mantenimiento y recuperacion del fenotipo obeso (Hinte et al., 2024; Ling & Ronn,
2019). Por ello, y dado que la reprogramacion parcial puede modificar diversas marcas
epigenéticas sin alterar la identidad celular, quisimos analizar si la expresion transitoria de
OSKM en organismos obesos podia alterar su fenotipo a través de la remodelacion epigenética.
Dado que la obesidad es una patologia que afecta simultaneamente a diversos tejidos y érganos,
decidimos usar un modelo transgénico que pudiese expresar OSKM ubicuamente.
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Para comprobar esta hipdtesis, utilizamos el modelo de raton OSKM-only. Con los cruces
adecuados conseguimos ratones hermanos de camada con 2 genotipos: heterocigotos para
rtTA/OSKM o heterocigotos para OSKM (sin rtTA), a los que denominaremos i4F y WT,
respectivamente. De esta forma, tras suministrar doxiciclina en agua de bebida, solo el grupo
14F expresa OSKM. Posteriormente, inducimos el fenotipo obeso en estos ratones tras 3 meses
con una dieta muy alta en grasa (60% grasa). Una vez desarrollada la obesidad, expusimos a
estos ratones a un total de 7 ciclos de reprogramacion parcial: 2 dias con la expresion de OSKM
(2D+) y 5 dias sin (5D-). A lo largo de este tratamiento, se realizaron diversas pruebas a estos
animales para comprobar distintos parametros metabolicos (Figura 25).

En primer lugar, confirmamos que OSKM se expresase adecuadamente en los distintos tejidos
de los ratones obesos i4F, y que tras la retirada de la doxiciclina la expresion del transgén se
silenciase adecuadamente, lo que evita la formacién de teratomas. Realizamos durante este
proceso un seguimiento del peso y de la ingesta de comida. Al no detectar cambios bruscos en
el peso corporal ni una disminucidn en la ingesta, asumimos que el proceso de reprogramacion
parcial no tuvo un impacto negativo en los tejidos de los ratones i4F (Figura 25).

Al analizar la glucosa en sangre periférica, detectamos que los ratones i4F presentaban unos
niveles de glucosa menores que los WT. En linea con los niveles reducidos de glucosa, nuestros
datos transcriptémicos de higado nos permitieron observar como los ratones i4F presentaban
una menor expresion de genes relacionados con la cascada de sefializacion de la insulina. Dada
la posible alteracion en la homeostasis de la insulina y la glucosa, decidimos estudiar la
tolerancia a la insulina (ITT). Sin embargo, esta prueba revel6 que ambos grupos de ratones no
presentan una tolerancia a la insulina significativamente distinta, lo que indica que la
reprogramacion parcial no afecta a la sensibilidad a la insulina de los tejidos periféricos (Figura
26).

Posteriormente analizamos la tolerancia a la glucosa (GTT) de ambos grupos. En esta prueba
pudimos comprobar como los ratones i4F presentan una retirada mas rapida de la glucosa que
los ratones WT, demostrando asi una gestion mas eficiente de la glucosa en sangre. Esta mayor
eficiencia justifica los menores niveles de glucosa observados en los ratones, ya que son capaces
de retirar mas rapidamente la glucosa que les proporciona la dieta (Figura 26).

Al analizar la composicion corporal de estos ratones mediante resonancia electromagnética,
observamos como los ratones i4F presentan una reduccion significativa en el porcentaje de
masa grasa acompariada del aumento en la masa magra, lo que indica una mejoria en el fenotipo
obeso. La firma de genes del metabolismo lipidico en el tejido graso, a pesar de no alcanzar
significancia estadistica, demuestra una tendencia positiva en la expresion de genes que
favorecen el consumo lipidico. Esto es consistente con los datos observados sobre la
composicion corporal de los ratones i4F. Ademas, al analizar el tamafio de los adipocitos de la
grasa blanca subcutanea y epididimal, observamos cémo el area media de los adipocitos de los
ratones i4F era menor que el de los ratones WT. Esta reduccion en el tamafio de los adipocitos
concuerda con la reduccion en el porcentaje de masa grasa observada en los ratones i4F, y con
el aumento en el metabolismo lipidico. Por otra parte, al analizar los niveles de colesterol en
sangre, a pesar de que en la tercera semana de tratamiento si encontramos diferencias
significativas, solo pudimos encontrar una tendencia en la reduccion de los niveles de colesterol
en los ratones i4F. A pesar de no encontrar diferencias significativas, la tendencia observada en
los datos del colesterol sugiere una modificacion metabolica en los ratones i4F que concuerda
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con la alteracion del perfil lipidico observado en los ratones obesos parcialmente
reprogramados. En conjunto, estos datos demuestran una mejora en el perfil lipidico de los
ratones i4F, que se relaciona con una remodelacion positiva del fenotipo obeso (Figura 27).

Cabe destacar que también hemos sido capaces de reproducir la reduccion observada en la
acumulacién lipidica de los adipocitos in vitro a través de la expresion de OSKM, apoyando los
resultados obtenidos in vivo en el tejido adiposo blanco (Figura 28).

Por otra parte, se ha descrito que la acumulacion del tejido adiposo blanco caracteristico de la
obesidad promueve un microambiente proinflamatorio (Engin & Engin, 2017). Por ello,
decidimos estudiar la infiltracién del sistema inmunitario, como marcador del fenotipo
proinflamatorio. Al analizar el marcador general de leucocitos Cd45 y el marcador especifico
de macrofagos F4/80, en grasa blanca epididimal y subcuténea, observamos una reduccion en
la presencia de estas células del sistema inmunitario en el tejido adiposo de los ratones i4F.
Asimismo, los resultados transcriptomicos obtenidos por ARN-seq de tejido adiposo blanco
mostraron una reduccién en las firmas génicas del sistema inmunitario, de migracion
leucocitaria y de respuesta inflamatoria en los ratones i4F. En conjunto, estos datos demuestran
una reduccion en el fenotipo proinflamatorio en el tejido adiposo blanco de ratones obesos tras
el proceso de reprogramacion parcial, lo que se puede relacionar con la reduccion en la
acumulacién lipidica (Figura 29). Cabe destacar que la reduccion en la inflamacion del tejido
adiposo contribuye a la sensibilidad a la insulina, asi como a la gestion de la glucosa (R. L.
Bradley et al., 2008; Jiang et al., 2021), lo que podria justificar la reduccion observada en la
GTT de los animales i4F.

Se ha descrito que los organismos adultos que padecen obesidad tienen una respuesta
termogénica reducida (Jung et al., 1979). La induccion de la termogénesis mejora distintas
caracteristicas de la obesidad y las enfermedades metabodlicas, resultando en una ventana
terapéutica en este contexto patolégico (Betz & Enerbéck, 2018; K. Y. Chen et al., 2020). Por
otro lado, la activacion de la termogénesis mediada por el tejido adiposo marron, ya sea por
frio, dieta o por compuestos quimicos, puede reducir la obesidad al aumentar el consumo
caldrico para la produccion de calor (Chouchani et al., 2019; Jagtap & Paul, 2023). Por ello,
decidimos estudiar la termogénesis en los ratones obesos tras la reprogramacion parcial. Al
analizar con camara térmica la temperatura de la region interescapular, lugar en el que se
encuentra principalmente el tejido adiposo marrén en ratones, vemos un aumento significativo
en la temperatura de los ratones i4F en comparacién con los WT. Esta produccién de calor en
la region del BAT se ve acompafiada del incremento de la temperatura general del ratén. Al
estudiar por inmunohistoquimica la presencia en el BAT de la proteina mitocondrial Upcl
(proteina desacoplante 1), proteina directamente relacionada con la termogénesis (Chouchani
et al., 2019), observamos como hay un incremento significativo de este marcador en los ratones
i4F. Este aumento en la termogénesis trae consigo la reduccion del tamafio de los adipocitos
del BAT en los ratones i4F, ya que la activacion de Ucpl promueve la lip6lisis por el aumento
en la demanda energética (Jagtap & Paul, 2023) (Figura 30). Por ello, el aumento de la
temperatura puede ser el mecanismo mediante el cual la expresion transitoria de OSKM induce
la reversion parcial del fenotipo obeso, mejorando la composicion corporal de los ratones i4F.
Cabe destacar que distintas moléculas inductoras de termogénesis se estan estudiando
actualmente en ensayos clinicos como posibles tratamientos contra la obesidad (Reyad-ul-
Ferdous et al., 2024).
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Otra de las patologias asociadas cominmente con la obesidad es la acumulacion de triglicéridos
en el higado, que da lugar al higado graso no alcohélico. Cuando este estado es prolongado en
el tiempo y se ve acompafado de un incremento en la respuesta inflamatoria, puede derivar en
la esteatosis hepatica no alcohdlica (E. Lee etal., 2023). Por ello, decidimos estudiar la
acumulacion lipidica en el higado en los ratones obesos. Al analizar la presencia de &cidos
grasos, pudimos comprobar como los ratones parcialmente reprogramados tenian una menor
acumulacion lipidica en el higado. Esta reduccion podria explicarse por el aumento del
metabolismo lipidico observado en el transcriptoma hepatico, segin los datos obtenidos
mediante ARN-seg. En la misma linea, los resultados del PCA del ARN-seq del higado
mostraron una clara separacion entre los grupos de ratones WT e i4F, reflejando diferencias en
sus patrones de expresion génica que se pueden asociar a los cambios metabdlicos observados
(Figura 31).

En vista de los resultados histoldgicos y transcriptomicos en higado, decidimos estudiar
distintas vias asociadas con el anabolismo de lipidos, ya que la lipogénesis de novo juega un
papel importante en la patologia del higado graso no alcohdlico (Donnelly et al., 2005). Para
ello, estudiamos la glucoquinasa (Gck), una enzima que fosforila a la glucosa en glucosa-6-
fostato, favoreciendo el anabolismo lipidico e impulsando la obesidad (Tsukita et al., 2012). En
cuanto a la gestion de la glucosa para la sintesis lipidica en el higado, cabe destacar también a
la acetil-CoA carboxilasa (Acc), una enzima que cataliza la carboxilacion del acetil-CoA a
malonil-CoA, paso inicial en la lipogénesis de novo a partir de glucosa (Engin & Engin, 2017).
Por ello, la menor presencia de Acc activa (no fosforilada) y la menor expresion de Gek en los
ratones i4F que en los WT, demuestra un menor grado de lipogénesis en los ratones
parcialmente reprogramados. En la misma linea, la activacion de Akt y mTor, relacionadas
positivamente con la sintesis lipidica en el higado, contribuyen a la esteatosis hepética no
alcoholica (Laplante & Sabatini, 2009). Ademas, el higado graso se caracteriza por la
eliminacién de é&cidos grasos poliinsaturados y la acumulacion de é&cidos grasos
monoinsaturados, debido al aumento de la actividad de la enzima esteraoil-CoA desaturasa 1
(Scdl). Por todo esto, la menor activacion de Akt y mTor, y la presencia reducida de Scdl en
ratones obesos i4F demuestran la menor lipogénesis hepética en ratones obesos parcialmente
reprogramados, lo que junto con una menor activacion de Acc y Gck reduce la esteatosis
hepética al reducir la lipogénesis de novo (Figura 31). Cabe mencionar que hemos podido
reproducir in vitro los resultados de la acumulacién lipidica hepética observados in vivo. Para
ello, partiendo de hepatocitos con los genotipos del modelo de raton usado en este estudio,
promovimos la acumulacién de lipidos tratdndolos con &cido oleico. Tras la expresion de
OSKM pudimos observar como se reduce la acumulacion lipidica en los hepatocitos, lo que
apoya los resultados observados in vivo en el tejido hepético (Figura 32).

Una de las posibles complicaciones que podria tener este experimento, en cuanto al analisis de
la mejoria del fenotipo obeso se refiere, es que la expresion de OSKM estuviese produciendo
una pérdida parcial de la funcionalidad del intestino al inducir su desdiferenciacion. Esto
limitaria la captacion de nutrientes e induciria una restriccion calorica (Parras et al., 2023). No
obstante, dado que los ratones i4F no perdieron peso durante los 7 ciclos de reprogramacion
parcial, mantuvieron una ingesta de comida constante y que, acompariado de la pérdida de grasa
se observo un aumento en la masa magra, podemos asumir que estos ratones mostraron una
mejora en el fenotipo obeso como consecuencia de la alteracion de las vias de sefalizacion
metabolicas y no como resultado de una reduccion en la captacion de nutrientes.
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Dado que se mantuvo durante todo el experimento la dieta alta en grasa, los cambios
metabolicos observados se deben a la expresion ciclica de OSKM, posiblemente a través de la
remodelacion epigenética de los tejidos grasos. Asimismo, no observamos diferencias en los
ratones tratados con dieta estandar (normal diet, ND) (Figura S3), lo que sugiere un efecto
exclusivo de la reprogramacion parcial sobre un fenotipo patogenico y no sobre los ratones
sanos. Cabe resaltar que, el hecho de no encontrar diferencias en los ratones no obesos
demuestra, una vez mas, que los cambios observados en los animales obesos no fueron debidos
a una desdiferenciacion que disminuyese la absorcidn de nutrientes de manera inespecifica.

La reduccion observada en el tamafio de los adipocitos en la grasa blanca, asi como la menor
acumulacién de &cidos grasos en el higado podrian estar relacionadas con el aumento de la
termogénesis observada en los ratones obesos que fueron reprogramados parcialmente (Mills
etal., 2021; Tsukita et al., 2012). La demanda energética del BAT para producir calor podria
provocar la reduccion de la acumulacion de acidos grasos en la grasa blanca y en el higado. No
obstante, por el momento no podemos asegurar si el aumento en la termogénesis en el BAT es
el evento principal promovido por la reprogramacién parcial, llegando a afectar a tejido adiposo
e higado, o si por el contrario la expresion de OSKM es necesaria en al menos todos estos
tejidos para producir una mejora del fenotipo obeso. Para poder definir esta cuestion sera
necesario profundizar en este aspecto en futuros estudios.

En resumen, esta tesis describe cdmo la reprogramacion parcial tiene un efecto senomérfico,
demuestra que los tejidos envejecidos pueden modularse mediante este proceso, haciéndolos
menos propensos a la progresion tumoral y como la expresion ciclicade OSKM mejora distintos
pardmetros del fenotipo obeso. En conjunto, nuestros resultados justifican estudios futuros
orientados a identificar nuevas vias que regulen la senescencia celular, asi como a explorar
compuestos quimicos capaces de mimetizar los efectos beneficiosos de la reprogramacion
parcial, facilitando su traslacion clinica. Asimismo, la modificacién epigenética mediante la
reprogramacién parcial de los tejidos de organismos envejecidos y obesos proporciona una
proteccion sobre la progresién tumoral y una mejora del fenotipo obeso, respectivamente. Por
todo esto, la reprogramacion parcial supone una estrategia prometedora en la medicina
regenerativa y en la intervencion sobre procesos patolégicos asociados al envejecimiento.
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7 CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, se pueden obtener las siguientes conclusiones:
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La reprogramacion parcial en células senescentes permite modular el fenotipo
senescente.

a.

La expresion de OSKM revierte parcialmente distintos marcadores
transcriptomicos, protedmicos Yy secretomicos asociados con la
senescencia. Ademas, tras expresar OSKM, el fenotipo secretor de las
células senescentes mostré una reduccion significativa, con una relevancia
funcional tanto in vitro como in vivo.

La disfuncion mitocondrial tipica de la senescencia se vio parcialmente
restaurada tras la expresion de OSKM. Dada la implicacion de las
mitocondrias sobre el fenotipo secretor, hipotetizamos que la mejora
mitocondrial es el motivo por el que se reduce el SASP secretado por las
células senescentes tras la reprogramacion parcial.

Se comprobd que el tratamiento los compuestos quimicos RepSox y TCP
(2c) mimetiza el efecto senomorfico de OSKM, reduciendo el fenotipo
secretor y mejorando la disfuncion mitocondrial tipica de la senescencia.

La reprogramacion parcial de animales envejecidos es capaz de remodelar el
microambiente de los tejidos envejecidos. La mama y el pulmén de los ratones
viejos presentan una mayor progresion tumoral que los ratones jovenes. Sin
embargo, tras la reprogramacion parcial, los tumores del pulmon y la mama tienen
un desarrollo significativamente menor.

La reprogramacién parcial mejora distintas caracteristicas del sindrome metabolico
en ratones obesos.

a.

La expresion ciclica de OSKM en animales obesos promueve la mejora del
perfil glucémico.

La reprogramacion parcial también mejora la composicion corporal de los
ratones obesos, reduciendo la acumulacion lipidica en el tejido adiposo y
en el higado.

Los ratones obesos i4F presentaron una reduccion en la infiltracion
inmunitaria en el tejido adiposo, que demuestra una reduccion en el
ambiente proinflamatorio tipico de la obesidad.

Tras la expresion ciclica de OSKM, los ratones obesos presentaron una
mayor termogénesis, lo que justifica el aumento en el consumo lipidico de
estos ratones.
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CONCLUSIONS

Based on the results obtained in this thesis, the following conclusions can be drawn:
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Partial reprogramming in senescent cells allows the modulation of the senescent
phenotype.

a.

The expression of OSKM partially reverses different transcriptomic,
proteomic, and secretomic markers associated with senescence.
Furthermore, after expressing OSKM, the secretory phenotype of senescent
cells showed a significant reduction, with functional relevance both in vitro
and in vivo.

The mitochondrial dysfunction typical of senescence was partially restored
after OSKM expression. Given the mitochondria's involvement in the
secretory phenotype, we hypothesize that mitochondrial improvement is
the reason why the SASP secreted by senescent cells is reduced after partial
reprogramming.

It was confirmed that the treatment with the chemical compounds RepSox
and TCP (2c) mimics the senomorphic effect of OSKM, reducing the
secretory phenotype and improving the mitochondrial dysfunction typical
of senescence.

Partial reprogramming of aged animals can remodel the microenvironment of aged
tissues. The mammary gland and lung of old mice show greater tumor progression
than young mice. However, after partial reprogramming, lung and mammary tumors
exhibit significantly lower development.

Partial reprogramming improves different characteristics of metabolic syndrome in

obese mice.

a. Cyclic OSKM expression in obese animals promotes the improvement of
the glycemic profile.

b. Partial reprogramming also improves the body composition of obese mice,
reducing lipid accumulation in adipose tissue and the liver.

c. 14F obese mice showed a reduction in immune infiltration in adipose tissue,
demonstrating a decrease in the pro-inflammatory environment typical of
obesity.

d. After cyclic OSKM expression, obese mice exhibited increased

thermogenesis, which justifies the increase in lipid consumption in these
mice.
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DECLARACION DE AUTORIA DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1-6 son de autoria propia.

La Figura 7 ha sido adaptada del resumen grafico de Mosteiro et al., 2016, con el permiso de
American Association for the Advancement of Science.

La Figura 8 ha sido adaptada de la Figura 3 de Hanahan & Weinberg, 2011, con el permiso de
Elsevier.

La Figura 9 ha sido adaptada de la Figura 1 de Huyghe et al., 2024, con el permiso de Elsevier.
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Figura S1. Datos complementarios para el analisis de proteinas secretadas de la Figura 15. (A)
Membranas de Cytokine array. (B) Cuantificacion de proteinas cuya presencia aumentaba en la condicion
proliferativa. (n=1)
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Figura S2. Caracterizacion inmunoldgica de las poblaciones celulares en médula 6sea. Medicion de
las poblaciones celulares del sistema inmune en médula dsea de los ratones, mediante citometria de
flujo. Se representan en abundancia relativa. La significancia estadistica se analizo mediante el test
ANOVA con el test post hoc de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, (sin asterisco) no
significativo. (n=6).
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Medicion de glucosa en sangre periférica de ratones obesos en ayunas. (D) Representacion del porcentaje
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Figura 8: adaptada de la Figura 3 de Hanahan & Weinberg, 2011, con el permiso de Elsevier.
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Figura 9: adaptada de la Figura 1 de Huyghe et al., 2024, con el permiso de Elsevier.
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Anexos

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROYECTOS DE EXPERIMENTACION

ANIMAL
Departarmento Territorial
Edificio Admini v de Servizos Miltipl
+(E)+ XUN-TH DE GHLIC]H [ 4] miindstrativo de :l::é?;gtﬂ ]_-“I:‘:Jr.c;
If: CONSELLERIA DO MEDIO RURAL 15071 - A Carufa

José Manuel| Cifuentes
Departamento de Anatomia
Facultade de Veterinaria
Campus Universitario
27002 Lugo

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente num.: 15010/17,/001 Data de inicie: 24.02.2017
Interesade: Manuel Collade Rodrigue:z Forma de inicio: solicitude do interesado
Procedemento: resolucion de autorizacion

ANTECEDENTES

A persoa interesada, como representante do centro CIMUS (Universidade de Santiago
de Compostela), presentou con data 24.02.2017 e rexistro de entrada 24199, unha
solicitude para a realizacidn do proxecto de experimentacion animal, cuxos datos se
detallan a continuacion:

Denominacion do proxecto: Células madre en cancer y envejecimiento

MNome do centro usuario: CIMUS (USC)

Persoa responsable do proxecto: Manuel Collado Rodriguez

Establecemento onde se realizardn os procedementos do proxecto {ou lugar
xeogrifico no caso de traballos de campo): Facultade de Medicina

Clasificacién do proxecto: Tipo | []  Tipoll [<]  Tipom []

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1. O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do & de febreiro), polo que se
establecen as normas bdsicas aplicables para a proteccion dos animais utilizados en
experimentacion e outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu
artigo 33 as condicidns de autorizaciéns dos proxectos con animais de
experimentacion.

2. O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo
comun das administraciéns plblicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece
gue a resolucién que pofia fin o procedemento decidird todas as cuestidns
expostas polos interesados e aquelas outras derivadas deste.

REXISTRO XERAL DA XUNTA DE GALICIA

REMISTRO DO FOIFCIO ADMING ] o
P i STRATIVD DA CORURA

Dals 16052017 o1+
SAIDA 58403 / RX 758888 ’ (s

T T

Verflemciier hiips Vaeda xunia gelice

&
8
a
£
&
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VICTOR NUNEZ QUINTELA

Diepartamenta Terrilorsal

XUN.I.H DE GH LIC [H Edificio Adminisirativo de Servizos Moltiphes
Vicente Ferrer, 2
CONSELLERIA DO MEDIO RURAL RSN

3. 0 Servizo de Gandaria da Corufia revisou a documentacidn achegada na solicitude
e o resultado favorable da avaliacidn do proxecto, realizada polo érgano habilitado
da Seccidn de Experimentacidn Animal do Comité de Bioética da Universidade de
Santiago de Compostela.

Esta xefatura territorial & competente para ditar unha resolucian, de conformidade co
artigo 11 do Decreto 245/2009 de 30 de abril, polo que se regulan as delegacidns
territoriais da Xunta de Galicla (DOG 84, do 1 de maio de 2009) e o Decreto 166/2015,
de 13 de novembro, polo que se aproba a estrutura organica da Conselleria do Medio
Rural (DOG 220, do 18 de novembro de 2015).

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.

2 O mencionado proxecto non precisa someterse a unha avaliacion retrospectiva.

3 A autorizacidn deste proxecto terd unha duracion de cinco anos, transcorridos
os cales, deberd ser renovada esta autorizacion.

A citada autorizacidn & unicamente valida nas condicidns que figuran no expediente.
Ante calguera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o
benestar dos animais, deberd solicitar a confirmacidn da autorizacidn ao Servizo
Provincial de Gandaria.

%

gl Esta autorizacién poderd ser suspendida, no caso de que o proxecto non se leve a cabo
58 de acordo coas condicidns de autorizacion e retirala, previo expediente tramitado ao
i - a &

E%E gue se |le dard audiencia.

2cs

=

grd

Egj Contra a presente resolucion, gue non lle pon fin & wvia administrativa, podera
iji interpofier un recurso de alzada ante a conselleira de Medio Rural. O prazo comezard a

contar dende o dia seguinte ao da recepcion desta resolucidn. Todo isto, segundo o
disposto nos artigos 121 e 122 da citada Lei 33/2015.

Mediante este escrito notificaselle ao CIMUS da USC esta resolucion segundo o esixido
no artigo 40.1 da antedita Lei 39/2015,

A Corufia, 10 de maio de 2017
O xefe territorial

Manue! Rodriguez Vazquez

WerBloackiry MHps Vs e onie GalSws

:
:
:
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}: NT_,.':';' COMSELLERIA
ﬁ DE GALICIA | rorac % Xacobeo 21-22

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTO DE EXPERIMENTACION AMIMAL

Expediente ndm.: 15012,/2022/020

Data de inicio do expediente: 16.9.2022

Persoa solicitante: Anxo Vidal Figueroa
Procedemento: resolucion de autorizacion
Forma de inicie: solicitude da persoa interesada

ANTECEDENTES

A persoa solicitante, como representante do Centro de Biomedicina Experimental
CEBEGA, presentou con data 16.9.2022 unha solicitude para a realizacion do
proxecto de experimentacion animal (entrada no Rexistro Electrdnico da Xunta de
Galicia 2022 /2289807), cuxos datos se detallan a continuacidn:

Denominacién do proxecto: Senescencia celular, cancro e envellecemento

Mome do centro usuario: Centro de Biomedicina Experimental CEBEGA

Persoa responsable do proxecto: Manuel Collade Rodriguez

Establecemento onde se realizarén os procedementos do proxecto (ou lugar
xeografico no caso de traballos de campo): Centro de Biomedicina Experimental
da USC (CEBEGA) (ES1507800292301)

Clasificacién do proxecto: Tipo| || Tipo Tipom ]
CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1 O Real decreto 532013, de 1 de febreiro (BOE 34, do 8 de febreiro), polo que se
establecen as normas bésicas aplicables para a proteccién dos animais utilizados
en experimentacion e outros fins cientificos, incluinde a docencia, establece no seu
artige 33 as condicidns de autorizacidons dos proxectos con animais de
experimentacién.

2 0 artigo 88 da Lei 392015, de 1 de outubro, do procedemento administrative
comun das administracidns piblicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece
que a resolucién que pofa fin o procedemento decidird todas as cuestidns expostas
polos interesados e aquelas outras derivadas deste.

CONSELLERIA DO MEDIO RLUEAL
XEFATURA TERRITORIAL

SERVIZO DE GANDARIA

Edificio Administrativo Monelos

R/ ¥Wicente Ferrer, 2, 4° andar

15071 A Coruna

T: 981 184 BES
servizo.gandaria.acorunagxunta.gal
mediorural.xunta.gal
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3 0 Servizo de Gandaria da Corufia revisou a documentacidn achegada na solicitude
e o resultado favorable da avaliacién do proxecto realizada polo drgano habilitado,
o Comité de Bioética de Experimentacién Animal da Universidade de 5antiago de
Compostela.

Esta xefatura territorial & competente para ditar unha resolucidn, de conformidade
co Decreto 149/2018, do 5 de decembro, polo que se establece a estrutura orgdnica
da Conselleria do Medio Rural e se medifica parcialmente o Decreto 177/2016, do 15
de decembro, polo que se fixa a estrutura orgdnica da Vicepresidencia e das
consellerias da Xunta de Galicia (DOG 235, do 11 de novembrao).

De acordo con todo o indicado, RESOLYO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.

2 O proxecto non precisa someterse a unha avaliacidn retrospectiva.

3 A autorizacidn deste proxecto terd unha duracién de cinco anos e unha vez
transcorrido este tempo, esta autorizacién deberd ser rencvada.

A citada autorizacion € unicamente wvalida nas condicidns gque figuran no
expediente. Ante calguera cambio significative no proxecto que poida ter efectos
negativos sobre o benestar dos animais, deberd solicitar a confirmacidn da
autorizacién ao Servizo Provincial de Gandaria.

Esta autorizacidn podera ser suspendida no caso de que o proxecto non se leve a
cabo de acordo coas condicidns de autorizacidn e retirala, previo expediente
tramitado ac que se lle dara audiencia.

Contra a presente resolucidn, que non pon fin & via administrativa, poderd
interpofier un recurso de alzada ante o conselleiro de Medio Rural. O prazo
comezara a contar dende o dia seguinte ao da recepcién desta resolucién. Todo
isto, segundo o disposto nos artigos 121 e 122 da citada Lei 39/2015.

Mediante este escrito notificaselle a Anxo Vidal Figueroa esta resolucion segundo o
esixido no artigo 40.1 da antedita Lei 39/2015.

A Corufa, 23 de setembro de 2022
0 xefe territorial
Jose Manuel Santos Maneiro
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CERTIFICADOS DE CAPACITACION PARA EXPERIMENTACION CON

= CVE: MyGUWOLBONNS
Verfieaddn Mipa/bate xuntagdiowe

®

';:‘&%%'Em‘ Avda. Do Camifio Francés, 10, Balxo @ g
B2 |ALIMENTARIA 15%22}?:“6(10 de Compostela

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A FUNCION “b*
EUTANASIA DOS ANIMAIS — ORDE ECC/566/2015, DE 20 DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacion nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as “tres erres”, nivel 1 (2 horas).

3.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 1(3 horas).

4.- Coidado, sadde e manexo dos animais, nivel 1(5 horas).

5.- Recofiecemento da dor, o sufrimento e a angustia (3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1(2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA FUNCION “b"
1.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES Y ESPECIFICOS CORRESPONDIENTES A LA FUNCION “b* EUTANASIA DE LOS
ANIMALES - ORDEN ECC/566/2015, DE 20 DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1.- Legistacion nacional (1 hora).

2.- Etica, bienestar animal y las “tres erres’, nivel 1(2 horas).

3.- Biologia basica y adecuads, nivel 1(3 horas).

4.- Cuidado, salud y manejo de los animates, nivel 1(5 horas).

.- Reconocimiento del dolor, el sufrimiento y (3 angustia (3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1(2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA FUNCION “b°
1.- Biologia bésica y adecuada, nivel 2 (3 horas)
2.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 2 (3 horas}
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Anexos

Rl AMENCIA GALEGA Awda, Do Camifio Francés, 10, Balxo
M DA CALIDADE 15703 Santiagn de Compostela & xocobeo 2122
A | ALIMENTARIA A Corufia

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais utilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacion e outros fins cientificos, incluindo a docencia conforme
coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificado de capacitacidn en materia de proteccion de animales utilizados, criadas o suministradas can fines
de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden ECC/SE6/2075 de
20 do marzo.

1. IDENTIFICACIOMN / roewmimcacsdn

11, Apelidos | dpaides

Mifiez Quintela

12. Nome s Nombra I DM o

Victor S3974320)

13. Funcidn § Fumddn 1.4.Grupo ou grupos de especies” [ Gups s grupos de espades” | 1.5. Data inicial de vixencia™ | Fechs inical do wgenda™
" 1 28/09/2022

2. N® DO CERTIFICADD [ w= ofL ERTIACADO

b&63

J.ORGANISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADD [ oecamswa QUE EXFVOE EL CERTIRCADD

11. Mome e enderezn do organisme que expide o certificad o/ Sombra  draodide et organisms que opics &f cartfiado

AXENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARLA
CONSELLERIA DO MEDIO RURAL - XUNTA DE GALICIA
Bia do Camifio Francés, 10 baixo
15781 Santiago de Compostela
A Coruna (Espafia)

22. Teléfona § Takdfno 11 Fax ! Fax 1.4 Correa electrinicn f Gormso alectrdnico
G0 S46 BET 981 546 51 farmacion.omrmgounta.es
15, Data  Feca I x5 Lugar j Lwgar
Ver sinatura / vor firma Santiago de Compaostela

17 Nome e sinatura ; Momtrs r firma
Santiago de Compostela,

0 director da Axencia Galega da Calidade Alimentaria

Por delegacion de sinatura (Resolucién do 15/02/2023)
0 wefe da Area de Formacitn, Innovacién e Investigacian Agraria

Manuel Lipez Luaces

* Anewo || da Orde ECC/S66/20M5, do 20 de marze: 1 froedores), 2 (lagomorfios), 3 {camivoros), 4 (équidas, ruminantes e porcing), 5 {primates), & (aves), 7
(réptiles), 8 (peines e anfibios), 9 (cefaldpodos), ¥ (animats silvestres), 1 (outras espedies)

* Anaxo |1 de la Orden EOC/SSE20ME, de 30 de marns: 1 (roedomns], 2 {lagomorfos), 3 ([amivoros), 4 (Squidos, rumiantes ¥ pordno), 5 (primates), S (@ves), T {reptiles), B [peces ¥
anfibios), 3 foefaldpodos), 10 {animales Shvestres), 11 [otras especias]

** & valider deste certificado serd de oito anos contados a partir da data inicial de vieencia. 0 mantemento da capacitacidin deberd solictarse durante
o oito meses anteriores & firalimciin do prazo de vizsencia, preferiblements =ntre o5 oito & os tres meses anteriores & finalizacidn do mesmao.

= Lo vaiider de osto cartifiads sord de oofo afos centater 3 parkir &0 & fechy inidal de woench. B mantosimionts oo 4 paotaots deterd saldtarms duants fos soho mesas
antorores 3 o finadmcids dei plazo do wigenaa, proforBiamanta astrs ks ooho ¥ ios Eras mesas antsrianes 3 (3 finalieacitn ool misma
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Rl ARENCLA GALEGA Awda, Do Camifio Francés, 10, Balko
fEH oA caLiDADE 15703 Santiago de Compostela U& Xocobeo 2122
ALIMENTARIA A Carufia

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS E ESPECIFICOS CORRESPONDENTES A FUNCION "¢
REALIZACION DOS PROCEDEMENTOS — ORDE ECC/566/2015, DE 20 DE MARZO

MODULOS FUNDAMENTAIS OU TRONCAIS

1.- Lexislacion nacional (1 hora).

2.- Etica, benestar animal e as “tres erres®, nivel 1(2 horas).

3.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 1 (3 horas).

4.- Coidado, sadde e manexo dos animais, nivel 1(5 haras).

5.- Recofiecemento da dor, o sufrimento e a angustia (3 horas).

6.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1 (2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DA FUNCION "c”

1.- Bioloxia basica e adecuada, nivel 2 (3 horas)

2.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 1 (5 horas)

3.- Procedementos minimamente invasores sen anestesia, nivel 2 (10 horas)

4.- Anestesia para procedementos menores (5 horas)

5.- Anestesia avanzada para intervencions cinirxicas ou procedementos prolongados (8 horas)

6.- Principios de cirurxia (5 horas)

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALET ¥ ESPECIRICOS CORRES PONDIENTES A LA FUNCION “t= REALIZACION DE 05
FPROCEDIMIENTOS — ORDEN ECL/SEE/2015, DE 20 DE MARZD

MODULOS FUNDAMENTALES O TRONCALES

1- Legislacién nacional (1 fora).

2 - Etica, hisnestar animal p las “tres erres’, pivel T(2 foras)

I- Biplogia bisica y adecusda, mivel 1(3 horas).

4_- Cwidado, salud y mangio de los animales, mivel (% horasl

£ - Beconocimiento del dolor, el sufrimiento y [a angustia (T horas)

&.- Métodos incruentos de sacrificio, nivel 1(2 horas)

MODULOS ESPECIFICOS DE LA FUNCION

1.- Biplogiz bisics y adecusda, nivel 2 (3 horas)

2 - Procedimisntos minimamente invasivos sin anestesia, nivel 7% horas)

3.- Procedimientos minimamente invasivos sin anestesiz, nivel 2 (10 horas)

4_- Anestesia para procedimientos menores (5 horas)

.- Anestesia svanzsda para intervencionas quirdrgicas o procegdimientos prolongsdos (5 horas)

&.- Principios de cirugia (5 horas)
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Rl AMENLIA GALEGA Awda, Do Camifo Francés, 10, Balxo
MM |Da CALIDADE 15703 Santiagn de Compostela (& Xocobeo 2122
BBl | ALIMENTARIA A Corufia

Certificado de capacitacion en materia de proteccion de animais wtilizados, criados ou
subministrados con fins de experimentacion e outros fins cientificos, incluindo a docencia conforme
coa Orde ECC/566/2015 de 20 de marzo.

Certificade de capacitacidn en materia de proteccion de animales utilizados, criados o suministradas con fines
de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia conforme con la Orden ECC/S86/2075 de
20 do marzo.

1. IDENTIFICACIOMN [ inewmimcacsdn

11. Apelidos ! dpaide

Mifiez Quintela

12. Nome /Nombra I DMy omr

Victor 535743200

1. Funcidn { Fusddn 1.4.Grupo ou grupos de especies” [ Gups & grupas de espades” | 1.5. Data inicial de vixencia™ | Fechs il do wgenda™
= 1 28/09/2022

2. N® DO CERTIFICADO [ weoEL @ eTIRCADD

77

J.ORGAMISMO QUE EXPIDE O CERTIFICADD [ oesaniswa QUE EXFOE EL CERTIRCARD

z1. MNome e enderezn do organismoe gue expide o certificado § sombeo r dvacoide s organtsms ue crpita &f cartfiado

ANENCIA GALEGA DA CALIDADE ALIMENTARIA
COMSELLERIA DO MEDIO RURAL - XUNTA DE GALICIA
Bia do Camifo Francés, 10 baixo
15781 Santiago de Compostela
A Corufia (Espafia)

12. Teléfona / radfsno 11 Fax | Fax 1.4 Correa electrinica / Cormen atectrdnioo
981 546 BET 941 545 &51 farmacionomrmgeunta.es
15, Data y fecha I 16 Lugar j Lugar
Ver sinatura [ var firma Santiago de Compostela

17 Mome & sinatura ; Momine r firma
Santiago de Compostela,

0 director da Axencia Galega da Calidade Alimentaria

Por delegacion de sinatura (Resolucién do 15/02/2022)
0 wefe da Area de Formacitn, Innovacién e Investigacidn Agraria

Manuel Lipez Luaces

5
=

* finexo || da Orde ECC/S66/205, do 30 de marze: 1 jroedores), 2 (lagomorfos), 3 fcamivoros), 4 (dquidos, ruminantes e porcing], 5 (primates), & (aves), 7
(réptil=s), 8 (peines e anfibios), 9 (cefaldpodos), ¥0 (animats silvestres), T (outras espedes)

= Anaxo || de La Orden EOCISSE20E, die 30 de mare: 1 (roadomns], 2 {lagomorfos), 3 (@mivoros), 4 (@quidos, rumianes ¥ porong), 5 (erimates), S (aes), T {reptiles), B [peces ¥
anfibios], 3 {oefaldpodas], 10 {animales Shvestres], T (otras especias)

** A valider deste certificadio serd de oito anos contados a partir da data inicial de voencia. 0 mantemento da capacitacidn deberd solictarse durante
o% ofto messs anteriores 3 firalimciin do prazo de vixencia, preferiblements &ntre of oito & os tres meses antericres & finalizacidn do mesmao. |

= La vaiider de oo cartificads sod de oohe afas contatios 3 partir &0 & fecha inidal de wigenoa, £ mantosimients do L cpsatadss dotord soldtarms dwants for soho mesas
antoriores 3 3 finadimacids ol plaro do wiganaa, nrofaribiamanta artrs ks ooho § ios tres mesas antarianes 2 £ finalisacin Sal misma
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La reprogramacion parcial mediante factores genéticos definidos (OSKM) supuso
una revolucién en multiples areas de investigacion biomédica. En esta tesis
planteamos tres aproximaciones experimentales que nos permitiran definir como
la reprogramacion parcial modifica las células senescentes, altera la progresion
tumoral y modifica la obesidad.

Nuestros resultados muestran que la reprogramacién parcial mejora el fenotipo
senescente, disminuyendo su fenotipo secretor y mejorando la disfuncion
mitocondrial tipica de la senescencia. Asimismo, observamos cdmo la expresion
ciclica de OSKM reduce la progresion tumoral en el pulmén y mama de ratones

envejecidos. Por ultimo, comprobamos que la reprogramacion parcial en animales
obesos mejora la composicion corporal y diversas alteraciones metabdlicas
tipicas de la obesidad.
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