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Abreviaturas

ARNm: Acido ribonucleico mensajero
CCL2: Ligando 2 de quimiocina con motivo C-C

CXCL10: Ligando 10 de quimiocina con
motivo CXC

DC: Célula dendritica

DMSO: Dimetilsulféxido

ESC: Célula madre embrionaria

FBS: Suero bovino fetal

HLA: Antigenos leucocitarios humanos
IA-2: Tirosin fosfatasa 2

IFN: Interferén

IFNAR: Receptor de interferon Alfa/Beta

IGF1: Factor de crecimiento similar a la
insulina 1

IL-1B: Interleucina 18
IPSC: Célula pluripotente inducida

ISG: Genes estimulados por interferén

ISGF3: Factor Genético Estimulado por
Interferon 3

ISRE: Elemento regulatorio estimulado por
interferon

JAK: Proteina Janus Quinasa

MHC: Complejo mayor de
histocompatibilidad

MX1: Gen de resistencia a mixovirus 1
NOD: Ratones diabéticos no obesos

PBS: Tampdn fosfato salino

SNP: Polimorfismos de un solo nucleétido

STAT: Transductores de sefiales y activadores
de transcripcion

DT1: Diabetes tipo 1
DT2: Diabetes tipo 2
TNF: Factor de necrosis tumoral
TYK2: Proteina tirosina quinasa 2
XBP1: Proteina de unidén a X-box1

ZnT8: Transportador de Zinc



Resumen

Existen aproximadamente 10 millones de personas alrededor de todo el mundo que viven con
diabetes tipo 1. Con el fin de mejorar las terapias clasicas, se han abierto nuevas lineas de
investigacion que buscan alternativas para la prevencién del desarrollo de diabetes tipo 1. Una de

las lineas de estudio mas importantes es la via de senalizacion de IFNa.

En este trabajo se pone a prueba zasocitinib, un inhibidor especifico de TYK2 en fase clinica Il para el
tratamiento de psoriasis, como una posible terapia para la prevencion de los dafios inducidos por
IFNa en célula B pancreatica. El presente trabajo demuestra que zasocitinib protege a las células
de la apoptosis inducida por IFNa e IL-1B a través de la inhibicién de la via sefalizacién de IFNa,
mediada por la fosforilacion de STAT1, entre otros factores. Ademas, su efecto protector se establece
por su capacidad de prevenir la sobreexpresion de HLA de clase | y genes proinflamatorios. Sin

embargo, zasocitinib no es capaz de prevenir la sobreexpresion de marcadores de estrés de reticulo.

Los resultados obtenidos con zasocitinib lo postulan como un gran candidato para evitar los efectos

adversos inducidos por IFNa en la fase temprana de diabetes tipo 1.
Palabras clave: célula B, HLA, IFNaq, inflamacién, zasocitinib, estrés de RE.

Abstract
There are approximately 10 million people around the world that live with type 1 diabetes. With the

objective of improving classic therapies, new research topics have opened new avenues to seek
alternatives for the prevention of type 1 diabetes development. One of the most important

investigation points is the signaling pathway of IFNa.

In this study, we have tested zasocitinib, a TYK2 specific inhibitor in clinic phase Il for psoriasis
treatment, as a possible therapy for the prevention of the damages produced by IFNa in pancreatic B
cell. The present investigation demonstrates that zasocitinib protects $ cell from the apoptosis
induced by IFNa and IL-1B throughout the inhibition of the signaling of IFN, mediated by the STAT1
phosphorylation, besides other factors. Moreover, its protectory effect is stablish by its capacity to
prevent the overexpression of class | HLA and proinflammatory genes. Nevertheless, zasocitinib

cannot prevent the overexpression of ER stress markers.

These findings suggest that zasocitinib may be a great candidate to avoid the adverse effects induced

by IFNa during the early stages of type 1 diabetes.

Keywords: B-cell, HLA, IFNa, inflammation, zasocitinib, ER stress.
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Introduccidn

La diabetes es un conjunto de enfermedades metabdlicas en las que se produce una desregulacion
de los niveles de glucosa en sangre debido a una deficiencia en la produccién de insulina y/o
sensibilidad de los tejidos hacia esta hormona, situaciéon que no es posible regular sin una
intervencion externa. La heterogeneidad de esta enfermedad genera la necesidad de tener una
amplia clasificacion de tipos (Mori et al., 2025), aunque clasicamente existen 3 formas en las que se
suele clasificar mas comunmente, la diabetes tipo 2 (DT2), la diabetes gestacionaly la diabetes tipo

1(DT1).

En lo que respecta a la diabetes de tipo 2, es el tipo mas frecuente, con alrededor del 90% de los
casos totales de diabetes (Genitsaridi etal., 2026). Esta se caracteriza por una resistencia a la
insulina generada en los diferentes tejidos diana de esta hormona que deriva en una sobrecarga por
parte de las células B pancreaticas 'y, como consecuencia, la pérdida de masa de célula B funcional.
A pesar del peso que tiene la predisposicion genética en el desarrollo de DT2, esta principalmente
condicionada por factores ambientales que favorecen su evolucién, como podria ser el estilo de vida

sedentario y la obesidad (Galicia-Garcia et al., 2020).

Cuando se habla de diabetes gestacional, se trata del fallo en la regulacién de la glucosa en mujeres
durante el embarazo. Debido a que los requerimientos energéticos del feto van aumentando
conforme crece, gran parte del flujo de glucosa se dirige hacia el feto, aumentando la resistencia a la
insulina en la madre para favorecer este proceso. Para combatirlo, aumenta la masa de células B
pancreaticas y se secreta mas insulina, y en caso de que no ocurra o suceda incorrectamente, se

desarrollaria diabetes (Baeyens et al., 2016).

Pese a la variedad de tipos que se engloban en este desorden metabdlico, este trabajo estara
centrado en la diabetes tipo 1. La DT1 es una enfermedad autoinmune en la que se produce un
ataque hacia las células B productoras de insulina, desencadenando en su inflamacién y posterior
muerte. Debido a la pérdida paulatina de este tipo celular se reduce drasticamente la produccién de
insulina, llevando al organismo a una situacion de hiperglucemia. Para describir la evolucién de esta
patologia hasta que una persona “debuta” con DT1, se han establecido modelos que dividen el

desarrollo en 3 etapas (Insel et al., 2015; Katsarou et al., 2017):

Las primeras dos fases se consideran etapas presintomaticas. Concretamente, la primera es un

estado de normoglicemia, en el que se detectan dos o més autoanticuerpos caracteristicos de la



DT1, reconocedores de ciertos autoantigenos tipicos de las células B como la enzima acido
glutamico descarboxilasa (GADA), insulina, proteina tirosina fosfatasa |A-2 y/o transportador de zinc
8 (ZnT8) (Kawasaki, 2023). Aunque en esta fase se pierde masa de célula B pancreatica, no se

presentan sintomas ni irregularidades en los niveles de glucosa.

En la fase 2, ademas de la presencia de autoanticuerpos como los anteriormente comentados, se
produce una disglicemia por una intolerancia a la glucosa como consecuencia del ataque de los
linfocitos T a las células B de los islotes. Se califica como disglicemia siempre que la glucosa en
sangre supere los 100 mg/dL en ayunas o los 140 mg/dL tras 2 horas de una prueba de tolerancia a la
glucosa, aunque también es posible considerar niveles mayores a 200 mg/dL a tiempos menores del

test (Insel et al., 2015).

En la tercera etapa se manifiestan los sintomas clasicos de la DT1, por una pérdida de,
aproximadamente, un 60-90% de masa funcional de células B. La sintomatologia incluye poliuria
(produccién excesiva de orina), polidipsia (sed excesiva) y polifagia (mucha necesidad de comer),
entre otras manifestaciones clinicas, a lo que se le deben sumar los estados de hipoglucemia y
cetoacidosis, situaciones que pueden comprometer enormemente la salud de la persona (Aamodt

& Powers, 2025).

Epidemiologia

La Federacion Internacional de Diabetes (FID) estimaba en 2025 que un 11,1% de la poblacién adulta
vive con diabetes, cerca de 589 millones de personas, cifra que se espera aumente hasta 853
millones para el afo 2050, lo que supondria un aumento de un 46% (International Diabetes
Federation, 2025). En cuanto a la DT1, en 2021 se estimaba que el nimero de individuos con esta
condiciéon rondaba los 8.4 millones (Gregory et al., 2022), cifra que para el afio 2025 ha aumentado
hasta 9,5 millones (de los cuales 1,9 millones son menores de 20 afos), lo que significa un aumento
del 13% en estos 4 afios (Ogle et al., 2025). A nivel global existe una incidencia de aproximadamente
513.000 nuevos casos por ano, estimando 14,7 millones en el afno 2040 (Ogle et al., 2025). En lo que
respecta a la mortalidad, se calcula que la DT1 pudo ser la causa directa del fallecimiento de unas
174.000 personas, entre las cuales un 27,3% se asociaban a casos no diagnosticados (Ogle et al.,

2025).

En este contexto, Espafia se encuentra como uno de los paises europeos con mayor prevalencia de

personas diabéticas, con casi 5 millones de personas que sufren esta condicidn (Genitsaridi et al.,



2026) y una mortalidad anual que llega a las 22.125 personas (Diabetes Atlas, 2024). Centrandonos
en DT1, esta supone un 10% de los casos de diabetes en Espana, con una prevalencia total de casi

170.000 personas (DiabetesCERO, 2024)(Sociedad Espafnola de Diabetes, s. f.).

Etiologia

Existen dos factores que son determinantes para la generacion de un ambiente inflamatorio en la
célula B, el trasfondo genético de la personay agentes ambientales a los que esta expuesto, siendo
el que presenta evidencias mas sdlidas las infecciones virales por coxsackievirus B. La hipotesis mas
aceptada para explicar el ataque autoinmune hacia las células B pancreaticas es un “didlogo”
erréneo entre estas y las células del sistema inmune, ya que la infeccidon promueve un ambiente de
citoquinas proinflamatorias y quimiocinas en los islotes, que induce una expresidon aumentada del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC-I) por parte de las células B, haciendo que
los linfocitos autorreactivos las puedan reconocer con mayor probabilidad y llevando a la
inflamacidn en el entorno de los islotes (insulitis). Con el desarrollo de este ataque, nuevas células
inmunitarias son reclutadas por la liberacion de antigenos de las células B en respuesta a la
inflamacidn persistente formada en su entorno. Como resultado, cada vez mas linfocitos se infiltran
en los islotes (linfocitos T CD4+y CD8+) Yy, a lo largo de un periodo de tiempo que puede llevar desde
varios meses hasta afos, lleva finalmente a la destruccion de gran parte de células B (Marroqui et al.,

2021; Van Belle et al., 2011).
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Factores ambientales

Como ya se hacomentado, la DT1 se asocia muy frecuentemente con la infeccién por coxsackievirus
B, habiéndose demostrado en varios estudios una mayor presencia de proteinas virales en las
células productoras de insulina en personas con DT1 (Richardson et al., 2009; Hodik et al., 2016). La
infeccion viral es la que desencadena una serie de eventos que promueven la autoinmunidad frente
a las células B pancreaticas. Esta infeccion es leve pero persistente en el tiempo, por lo que la
produccidn de proteinas virales es baja inicialmente, aunque suficiente para inducir la respuesta
antiviral y produccion de interferones (IFN) de tipo | (IFN-I) en las células infectadas. Como
consecuencia del aumento local de IFN-I, se produce la sobreexpresion de las proteinas del MHC-I,
facilitando el reconocimiento por parte de células del sistema inmune y acabando en ultima
instancia con gran parte de la masa de célula B, la cual presenta una tasa de proliferacién

extremadamente baja (de Beeck & Eizirik, 2016; Cnop et al., 2010).

Ademas, la muerte celular también se ve acelerada por la continua liberacidon de citoquinas
proinflamatorias (IFNy, IL-1B8 u otros tipos de IFN-I) por parte de las células dendriticas, al reclutar

linfocitos T sin necesidad de un reconocimiento antigénico especifico (de Beeck & Eizirik, 2016).

Factores genéticos

Cuando la infeccion viral se suma a la susceptibilidad genética de la persona, pueden aumentar las
probabilidades de que se dé el proceso autoinmune. En DT1, existen genes que generalmente se
expresan tanto en células inmunes como en células B, relacionados con la inmunidad y respuesta
antiviral, y cuya expresioén esta vinculada al desarrollo de la enfermedad, son los conocidos como
genes candidatos. Esta susceptibilidad genética esta relacionada con los polimorfismos de
nucleétidos Unicos (SNPs), variaciones en el genoma que pueden llevar a cambios en la funcién o
expresion génica y que son detectados por estudios de asociacién de genoma completo (GWAS)
(AHTOHUeBa et al., 2023). Los genes candidatos y sus distintas variantes son dianas esenciales tanto
para entender los mecanismos por los que se da la disfuncién y muerte de las células B, como para
establecer nuevas terapias alrededor de estas rutas (Sterling & Pociot, 2017). De entre los mas de 80
loci que se han relacionado con el riesgo de desarrollar DT1 (Onengut-Gumuscu et al., 2025), ha
destacado el gen HLA, el cual se asocia con mas del 40% del riesgo genético de DT1 debido a los

cambios generados en el reconocimiento antigénico de las células T (Santin & Eizirik, 2013).

Uno de los genes candidatos que mas se ha destacado en los ultimos anos es TYK2. Este gen sintetiza

la proteina tirosina quinasa 2 (TYK2) que forma parte de la familia de las Janus quinasas (JAK),



conformada por otras 3 proteinas: JAK1, JAK2 y JAK3 (X. Hu etal., 2021). Por su papel en la
transduccion de la senal de interferones de tipo I, este gen ha tenido gran relevancia en muchas
enfermedades inflamatorias y autoinmunes como esclerosis multiple o artritis reumatoide, y la DT1
se ha sumado entre ellas. Estudios previos han determinado que el silenciamiento de TYK2 ayuda a
evitar el reconocimiento de las células B por parte del sistema inmune, previniendo la
sobreexpresion de HLA o CXCL10, que entre otros factores, forman parte de las causas que hacen a
estas células susceptibles a un ataque propio (Marroqui et al., 2015). Esto hace a TYK2 e IFNa dos
actores cruciales en el desarrollo de DT1, sumandose como candidatos para el estudio de la

prevencioén de la enfermedad.

Caracteristicas de la DT1 temprana

Existen 3 marcadores principales de los islotes pancreaticos caracteristicos de la DT1 temprana:
sobreexpresion de HLA, estrés de reticulo endoplasmatico (ER stress) e inflamaciéon que deriva en
apoptosis. Estos tres signos aparecen por la acciéon de las citoquinas liberadas tras el proceso de
infeccion, destacando IFNa como el actor principal mas temprano que desencadena estos tres
estados (Van Belle et al., 2011). Sin embargo, procesos como la apoptosis de la célula B no pueden
ser llevados a cabo con elimpacto Unico de IFNa, por lo que también es comun ver el efecto sinérgico

con otras citoquinas como IL-1 (Marroqui et al., 2017).

Sobreexpresion de HLA

Aungue en un inicio la sobreexpresion de HLA no se tomaba como una marca de la autoinmunidad
en pacientes de DT1, posteriores estudios demostraron su relacién con el ataque hacia las células
pancreaticas. En muestras de pancreas procedentes de pacientes con DT1, niveles elevados de ARN
y proteina de HLA de clase | se midieron en islotes contenientes de insulina, un suceso que no se
veia en muestras de donantes sanos (Richardson etal., 2016). Ademas, la produccion de B2-
microglobulina también aumentaba, algo que cobra sentido al ser un componente necesario en la
formacion del complejo mayor de histocompatibilidad. Por otro lado, se evidencia su contribucién a
la susceptibilidad al ataque ya que se observa una coincidencia entre la sobreexpresién de HLA-ABC
y STAT1 (Richardson etal., 2016). Es por eso que en el contexto de DT1, queda cada vez mas
respaldada la influencia de los IFN sobre la hiperexpresion de HLA-I, mostrando altos niveles en
tejido pancreatico antes y después del debut de diabetes, frente a los niveles normales de donantes
sanos. Como se ha explicado anteriormente, esto deriva en una presentacion antigénica anormal y

posterior muerte celular (Apaolaza et al., 2021).



Estrés de reticulo endoplasmatico

Existen diversos motivos por los que el reticulo endoplasmatico puede verse alterado (Eizirik,
Cardozo, et al., 2008). Esta perturbacién supone una falta de capacidad por parte del reticulo para
satisfacer la excesiva demanda de sintesis y procesamiento de proteinas, produciendo proteinas
incorrectamente plegadas como resultado (Eizirik et al., 2020). Para recuperar la homeostasis, se

produce una respuesta a la acumulacion de proteinas mal plegadas.

Todo comienza con los transductores transmembrana IRE1 y PERK, cuya activacién inicia dos vias
de senalizacion en reaccién al estrés. Por una parte, IRE1 es capaz de generar el factor de
transcripcion XBP1s gracias a su actividad endorribonucleasa, la cual lleva a cabo el splicing del
ARNm de XBP1. XBP1s activa la expansion del reticulo y promueve el funcionamiento de la
maquinaria del reticulo asociada a la degradacién. Otra de las funciones que toma IRE1 es la de
degradar los mensajeros que se encuentran en el reticulo, disminuyendo la demanda de traduccién

proteica (Eizirik et al., 2020).

Por otro lado, PERK fosforila la subunidad a del factor eucariético de inicio de la traduccion 2 (elF2),
reduciendo la traduccion general de proteinas, pero permitiendo la de otros ARNm especificos como
CHOP o ATF4. Estos factores de transcripcion regulan la respuesta al estrés oxidativo, transporte de

aminoacidos y apoptosis (Eizirik et al., 2020).

Aunque estas son las dos vias principales, existe una tercera via de sefalizacién que comienza con
la disociacién de ATF6 de BiP. Al separarse, ATF6 pasa del reticulo endoplasmatico al aparato de
Golgi, donde sufre una serie de transformaciones hasta conseguir la forma ATF6-N, la cual actua
como un factor de transcripcion que transloca al nucleo para promover la expresion génica de
chaperonas. Estas chaperonas mejoran el empaquetamiento de las proteinas mal plegadas (Kumar

et al., 2026).
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El estrés de reticulo endoplasmico puede ser una de las dianas principales de muchas de las nuevas
estrategias terapéuticas. Cuando se da de forma continuada, en lugar de producirse una respuesta

protectora, comienzan a producirse sefales proapoptdticas que llevan finalmente a la muerte de la

Como se haido desarrollando, el proceso inflamatorio puede llevar a la muerte de la célula B si este
no se resuelve de la forma correcta. En este proceso se infiltran macréfagos y otras células
mononucleares en los islotes, que liberan citoquinas (IFN-y, IL-1B o TNF) y provocan la liberacién de
quimiocinas (CXCL10, CCL2, entre otras) por parte de la célula B pancreatica (regulada por los
factores de transcripcion STAT-1y NFkB). En casos donde esta inflamacién no se para, se llega a tener
una inflamacién progresiva y muerte celular en muchos casos (Eizirik et al., 2009; Eizirik, Moore,
et al., 2008). Una de las citoquinas mas importantes en DT1 es IFNa, cuya contribucién en la

sensibilizacidon y muerte de las células B ha sido demostrada como clave en las etapas iniciales de
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Por otra parte, otro factor a destacar ya tratado anteriormente es la relacion entre el estrés de reticulo
y la apoptosis celular. Cuando el estrés en la célula se prolonga demasiado en el tiempo, las
respuestas que tiene la célula frente al mismo no se desarrollan de forma usual, dejando la respuesta
UPR como insuficiente y activando procesos proapoptéticos, a través de genes como CHOP o
proteinas como las caspasas. El problema esta en que, al morir, las células pueden seguir
alimentando el ataque autoinmune, ya que se libera material y proteinas acumuladas que se
presentan como autoantigenos y neoantigenos a las células inmunes (por ejemplo insulina mal
plegada que se acumula en el RE), manteniendo un bucle que comunica las células del sistema

inmune con las células B pancreaticas (Eizirik et al., 2009; Srivastava et al., 2026).

Respuesta a interferones de Tipo |

Existen tres clases de interferones, agrupados segun su localizacién cromosémica, homologia
estructuraly segun la interaccidon con su receptor (Raftery & Stevenson, 2017): En los interferones de
tipo | se incluyen IFNay sus 13 subtipos, IFNB, IFNg, IFNw e IFNk, mientras que en las otras clases
se encuentran IFNy en los interferones de tipo Il, y los 4 subtipos de IFNA (IFNA1-4) entre los
interferones de tipo lll (George et al., 2020). De entre esta lista de citoquinas, IFNa es una de las mas

relevantes en las etapas iniciales del desarrollo de la DT1 (Marroqui et al., 2017).

Entre los diferentes tipos de interferén, IFNa es el centro de muchos estudios por su crucial papel en
el desarrollo de la autoinmunidad y posterior destruccion de la célula B pancreatica, sobre todo en
las fases mas tempranas de la DT1 (Van Belle etal., 2011; Marroqui et al., 2017). Casi todas las
células son capaces de producir interferones de tipo |, sin embargo, son las células dendriticas
plasmacitoides (pDCs) las principales responsables de hacerlo cuando se trata de procesos de
respuesta inmune como una respuesta antiviral (Swiecki & Colonna, 2011). Por ello es esencial

entender codmo funciona su sefalizacién y saber cémo actuar sobre la misma.
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Figura 3. Esquema representativo de
los efectos del IFNa sobre la célula B
pancredtica. La uniéon de IFNa a su
receptor inicia una cascada de

iy sefalizacion que induce la activacion

SR & de genes estimulados por |nt§rferon
Beta cell (ISGs) y, como consecuencia, un

antigens aumento del estrés de reticulo y

’ﬁ./ liberacion de citoquinas y quimiocinas,

lo que aumenta la susceptibilidad al
@ ataque autoinmune. El resultado de la
actividad de las citoquinas
proinflamatorias es la apoptosis de la
célula B.Imagen tomada de Marroqui et
a a @ al., 2017.
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Via de sefnalizacion JAK/STAT

Para que se inicie la ruta de sefalizacién, IFNa se une a un receptor transmembrana especifico, el
receptor de IFNa (IFNAR), el cual estd compuesto de dos subunidades: IFNAR1 e IFNAR2 (Platanias,
2005). Dado que estas dos subunidades no poseen actividad quinasa propia, cada una estd asociada
con una de las proteinas de la familia JAK: IFNAR1 se encuentra asociada a TYK2, mientras que

IFNAR2 se asocia a JAK1 (Raftery & Stevenson, 2017; Guzman-Llorens et al., 2026; Platanias, 2005).

Siguiendo la via canodnica de senalizacion, la unién de IFNa a su receptor induce su dimerizaciony
consecuentemente una autofosforilacion y activacién de las proteinas JAK. Seguidamente, las
formas activas de JAK1 y TYK2 fosforilan al receptor, formando un sitio de unién que permite el
reclutamiento y la fosforilacidon de los factores de transcripcién transductor de sefial y activador de
transcripcion 1 (STAT1), STAT2, STAT3 y STAT5 (Marroqui et al., 2021; Q. Hu et al., 2023). Cuando
STAT1 y STAT2 son fosforilados, forman un heterodimero que se une a IRF9, formando a su vez el
complejo Factor 3 de genes estimulados por interferén (ISGF3). EL complejo ISGF3 se transloca al

nucleoy es capaz de unirse a una secuencia del ADN especifica que corresponde con los elementos
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reguladores de los genes estimulados por
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interferén (ISGs), conocidos como elemento ? Eunctions
regulatorio estimulado por interferon (ISRE) s el AJ® NARS I
(Raftery & Stevenson, 2017). @ @

%r—)
Uno de los ISGs que forma parte de la respuesta Qe s
antiviral se trata de MX7, el cual codifica para @
una proteina MX dynamin-like GTPase 1, que se oG
encarga de la inhibicion del desensamblaje del STAT STAT2 .
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virus (Marroqui et al., 2021). TRIM22, PKR. OAS

@ Viperin, Tetherin etc
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’ Oa 20

receptor también activa otras alternativas f o

Ademas de la via clasica, la unién de

como las vias de las MAP quinasas o de

PISK/mTOR (Mazewski et al., 2020). Figura 4. Representacion de la via de sefalizacion JAK/STAT
clasica inducida por interferones de tipo I. Imagen tomada de:
. (Raftery & Stevenson, 2017)
Terapias actuales

Las terapias convencionales mas comunes para DT1 estan dirigidas a un mantenimiento directo de
los niveles de glucosa mediante la regulacion de la secrecion de insulina. Normalmente requieren
que el paciente monitoree el nivel de glucosa sanguineo para realizar la inyeccién de insulina
subcutanea segun corresponda. Sin embargo, este tipo de terapias estan dirigidas a revertir los
efectos de la enfermedad cuando esta ya ha debutado, pero no a prevenir su desarrollo. Es por lo
que, actualmente, se esta haciendo mucho hincapié en el desarrollo de terapias que estan centradas

en retrasar o impedir el desarrollo de la DT1.

Eltratamiento mas clasicoy comunde la DT1 es sin duda esta inyecciéon manual de insulina por parte
del paciente. Afortunadamente, para sustituir la inyeccién directa, surgieron las bombas de insulina
como una nueva tecnologia cdmoda y segura, que forma un bucle cerrado automatico que ayuda a
regular los niveles de glucosa en sangre con menos dificultad y reduce el riesgo de sufrir
complicaciones de la enfermedad (Akil et al., 2021; Fan etal., 2025). Para mayor innovacioén, se
acuio posteriormente el término de “pancreas artificial”, al combinar estas bombas de insulina con
un sistema de monitorizacion continua de glucosa (CGM) que reduce al minimo la implicacion del

individuo en la inyeccidon de insulina (Lal et al., 2019). Algunos de estos sistemas incluso pueden
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tener modos de secrecion de glucagon, para que el riesgo de hipoglucemia se reduzca lo maximo

posible, adaptandose a las necesidades energéticas durante todo el dia (Lal et al., 2019).

Adicionalmente a la introduccién de insulina, se ha investigado la combinacion de diferentes
farmacos como la metformina y pramlintida con insulina para controlar la glucosa en sangre sin
riesgo asociado. Cabe destacar que este método, al igual que la inyeccion uUnica de insulina,
constituyen una solucién “temporal” para evitar complicaciones momentaneas ligadas a la DT1,

pero no una cura total de la condicion (Akil et al., 2021).

Como unico tratamiento preventivo aprobado actualmente en Europa existe teplizumab
(comercializado como Teizeild™). Este farmaco se trata de un anticuerpo monoclonal humanizado
dirigido a uno de los componentes de los receptores de los linfocitos T CD4" y CD8", las proteinas
CD3y, aunque su mecanismo de accion no esta completamente esclarecido, su actividad revierte el
desbalance entre sefiales proinflamatorias y antiinflamatorias (Thakkar et al., 2023; Federacién
Espafola de Diabetes, 2026). Ensayos clinicos han demostrado que este medicamento puede
retrasar hasta 2 anos el debut de DT1 en pacientes con riesgo de padecerla, en comparacion al

diagndstico con el grupo placebo (Herold et al., 2019).

Nuevos avances

La terapia génica se ha convertido en una de las més prometedoras para lidiar con el desarrollo de
DT1. Los estudios preclinicos hasta ahora se han centrado sobre todo en retrasar o prevenir el
“debut” de diabetes con la sobreexpresién de genes que protegen a las células B del ataque
autoinmune, promover su proliferaciéon y supervivencia, regular la respuesta inmune o directamente

inducir la secrecién de insulina por parte de otros tejidos (Akil et al., 2021).

Para el avance en terapias génicas e inmunoterapias siempre se ha utilizado principalmente el
modelo de ratén diabético no obeso (non-obese diabetic, NOD), por el gran parecido que tienen con
los humanos en lo que se refiere al “debut” de diabetes (Aldrich et al., 2020). Al igual que ocurre en
humanos, la enfermedad se desarrolla con un ataque autoinmune frente a las células B, llevando a
la insulitis, hiperglucemia y derivando en complicaciones de salud como las comentadas en
humanos. En contraparte, hay muchas diferencias que no permiten extrapolar todos los resultados
preclinicos al ensayo clinico, como la disparidad en la incidencia de diabetes entre machos vy

hembras o los autoantigenos que reconoce el sistema inmune (Aldrich et al., 2020).
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Otra de las técnicas exploradas es el uso de células madre, debido a su capacidad de regenerarse
continuamente y diferenciarse en muchos tipos celulares, estas pueden ser aprovechadas para
renovar las poblaciones de células productoras de insulina. El tipo de terapia puede cambiar segun
el origen del que provienen las células madre. Algunos de los ejemplos mas exitosos son las
estrategias que implican la implantacién de células madre embrionarias (ESCs) o pluripotentes
inducidas (IPSCs), modificadas y crecidas en el laboratorio, con las cuales se ha conseguido
recuperar la funcion de las células productoras de insulina en algunos casos (Ziegler et al., 2025;
Reichman et al., 2025). No obstante, todavia son objeto de estudio por el riesgo que puede suponer

para la salud del paciente (Ziegler et al., 2025).

Inhibicion de TYK2 como terapia preventiva

Dada la falta de tratamientos preventivos en el mercado para DT1, muchos de los avances se han
enfocado en determinar la causa de la enfermedad y cuales son los puntos clave donde incidir para
evitar el inicio del ataque autoinmune y destruccion de la célula B pancreatica. Esto va mas alla de
las terapias anteriormente expuestas, al estar enfocadas directamente en las rutas de sefalizacién

celulares que las llevan a su reconocimiento y muerte.

Un punto de interés es la cascada de sefializacion JAK/STAT, una ruta que esta directamente
relacionada en algunas patologias como respuesta protectora, mediando la respuesta inmune
innata y adaptativa frente a un dafio o infeccién. Los JAKinhibs aparecen como una estrategia para
bloquear la senal inducida por las citoquinas proinflamatorias. Las proteinas de la familia JAK , se
encargan de la transduccién de la sefial del receptor de interferén hasta el interior de la célula, por
lo que su inhibicién resulta interesante para evitar la activacién de los genes inducidos por interferén
(Xin et al., 2020), reduciendo los efectos de la inflamacién en la célula B pancreatica (Zhou et al.,
2025). Algunos de estos inhibidores han sido probados anteriormente en otras enfermedades
autoinmunes como son la psoriasis (Works et al., 2014); (Strober et al., 2023) o artritis reumatoide
(Semerano et al., 2016), obteniendo resultados prometedores. En DT1 se han probado variedad de
inhibidores que actuan sobre las proteinas JAK, concretamente como competidores del sitio
catalitico. Algunos ejemplos son AZD1480 o upadacitinib, inhibidores especificos de las proteinas
JAK1-3 que compiten por el ATP y han demostrado la reversiéon de los efectos de la enfermedad en
ratones NOD, al igual que otros que ya habian sido aprobados como ruxolitinib y baricitinib (Zhou
et al., 2025). Baricitinib, por ejemplo, es uno de los inhibidores estudiados en DT1 que ha mostrado

efectos positivos en el mantenimiento de la funciéon de la célula B, tras analizar los niveles de péptido
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C en pacientes recién debutados con DT1 (Waibel et al., 2023; Zhou et al., 2025). A raiz de ello, se
han preparado otros proyectos que han llevado a varios JAKinhibs, entre ellos el propio baricitinib,
hasta fase 3 de ensayos clinicos para el tratamiento de la DT1 (revisados en Guzman-Llorens et al.,
2026).TYK2 es una de las proteinas de la familia JAK, la cual ha sido objeto de estudios recientes por
su importancia en la transduccién de la sefial inducida por IFN-I. La susceptibilidad a DT1 y otras
enfermedades autoinmunes esta estrechamente relacionada con los SNPs del gen TYK2,
observando que algunos de estos cambios como el identificado como “rs2304256” disminuyen la
actividad de TYK2 y contribuyen a la prevencion de la enfermedad (Marroqui et al., 2015). Esto ha
abierto las puertas a la investigacion de nuevos inhibidores con alta potencia y especificidad frente

a este gen.

Como alternativa, han surgido nuevos inhibidores que son especificos para la diana TYK2, que en
lugar de unirse aldominio catalitico lo hacen en eldominio pseudoquinasa de la proteina (Zhou et al.,
2025). Deucravacitinib es una de las moléculas que ha demostrado resultados positivos en célula
humana, previniendo la sobreexpresion de genes inducidos por interferény protegiendo de la muerte
celular, ambos inducidos por IFNa, por lo que se ha presentado como un farmaco con gran potencial
para interferir con la patogénesis de la enfermedad (Dos Santos et al., 2023). Estudios posteriores
también han demostrado la efectividad de este inhibidor en modelos de ratén RIP-LCMV-GP y NOD,
trasladando a in vivo los resultados de la inhibicién de TYK2 que habian sido obtenidos in vitro (Syed
et al., 2025). Se observé que la inhibicion de TYK2, como bien se hipotetizaba, resultaba protectora
para las células B pancreaticas y reducia la activaciéon del sistema inmunitario en casos de DT1 (Syed

et al., 2025).
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Antecedentes y Objetivos

Este trabajo surge de la necesidad de desarrollar nuevas terapias preventivas para la DT1, dada la
falta de alternativas comercializadas que existe en la actualidad. Concretamente, se centra en la
inhibicion de TYK2, una proteina diana crucial en la cascada activada por IFN-l y cuyo silenciamiento
ha demostrado previamente resultados optimistas en relacién a la supervivencia de la célula B
pancreatica (Syed et al., 2025). Ya que muchos de los inhibidores dirigidos al dominio psedoquinasa
JH2 de TYK2 han funcionado en otras enfermedades inflamatorias y autoinmunes, su uso tiene gran

interés para evitar que patologias como la DT1 se desarrollen hasta las manifestaciones clinicas.

El objetivo de este trabajo es probar la capacidad de zasocitinib, un inhibidor especifico de TYK2 que
ha entrado recientemente en fase Il del desarrollo clinico para el tratamiento de pacientes con
psoriasis (Elbuluk et al., 2026), para inhibir en célula B pancreatica la cascada de sefnalizacién
inducida por IFNa. Se busca estudiar la eficacia de zasocitinib para interrumpir la via de senalizacién
de IFN-I, evaluando su actividad protectora en las células B pancreaticas y capacidad para prevenir
la inflamacién y ataque autoinmune en diabetes de tipo 1. Para ello se tendran en cuenta los

siguientes subobjetivos:

1. Evaluar el efecto protector de zasocitinib ante estimulos proapoptéticos observados en las
etapas iniciales de la DT1 mediante un ensayo de viabilidad celular.

2. Determinar el efecto delinhibidor sobre la fosforilacion de STAT1 inducida por IFNa mediante
western blot.

3. Estudiar los efectos de zasocitinib sobre la expresién de genes implicados en los tres
marcadores principales de DT1 temprana: sobreexpresion de HLA, estrés de reticulo

endoplasmico e inflamacion e inflamacion.
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Materiales y Métodos

Todos los experimentos realizados en este trabajo estan aprobados por el comité ético de la UMH

con el codigo TFG.GBI.LME.DJS.260415.

Cultivo celular linea EndoC-BH1

Para larealizacion de este trabajo se ha empleado la linea de célula B pancreatica EndoC-BH1(RRID:
CVCL_L909, Univercell-Biosolutions), derivada de yemas pancreaticas embrionarias humanas
(Ravassard et al., 2011) cuyo mantenimiento utilizd un medio propio con la composicidon que se
describe en las Tablas 2y 3. Se sembraron células en placas de 24 pocillos para los experimentos de
activacion proteica (western blot) y en placas de 96 para experimentos de viabilidad y expresién
génica (RT-gPCR), en las cantidades que se muestran en la Tabla 1. Para ambos tipos de experimento

se mantuvo las células de forma estable a 37 °C, una humedad relativa del 95 %y con un 5 % CO..

Western blot (células/cm?) 1,1-10°
RT-qPCR (células/cm?) 1,4-10°
Viabilidad (células/cm?) 1,4-10°

Tabla 1. Se muestra la densidad celular con la que se sembraron las células de la linea EndoC-BH1 para los distintos
experimentos.

Compuesto Concentracion

Transferrina humana (Sigma) 5,5 uyg/mL

Selenito de sodio (Sigma) 6,7 ng/mL

BSA, libre de FFA (Roche Diagnostics) 2 % (w/v)
Nicotinamida 10 mM
B-mercaptoetanol (Sigma) 50 uM

Penicilina 100 U/mL

Estreptomicina 100 pg/mL

DMEM (1X) Low Glucose, 5,56 mM (Life Technology) -

Tabla 2. Composicién medio EndoC-BH1

Compuesto Concentracién
Matriz extracelular (Sigma) 1% (v/v)
Fibronectina de plasma bovino (Sigma) 2 pg/mL
Penicilina-Estreptomicina 100 U/mL (ambos)

DMEM (1X) High Glucose, 25 mM (Life Technology) -

Tabla 3. Composicion del recubrimiento de placas de EndoC-BH1
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Tratamientos celulares

Ya que buscamos observar el efecto protector del inhibidor especifico de TYK2 las células fueron
expuestas al IFN-1 IFNa a 1000 U/mL en presencia o en ausencia de la citoquina proinflamatoria IL-
1B a 50 U/mL, concentraciones previamente establecidas para la induccién de apoptosis en células

B pancreaticas humanas (Marroqui et al., 2017).

Las células utilizadas en los ensayos de expresion génica y viabilidad se trataron con ambas
citoquinas proinflamatorias para inducir muerte celular y estudiar el efecto protector de zasocitinib.
Sin embargo, las células destinadas a analisis mediante western blot fueron tratadas Unicamente
con IFNa humano para medir la expresion de las proteinas implicadas en la ruta de senalizacién de

IFNa, concretamente, la forma fosforilada de STAT1 (P-STAT1)

Se utilizaron dos concentraciones distintas de inhibidor (10 nM y 1000 nM) elaboradas a partir de un
stock preparado en DMSO (el cual es utilizado como vehiculo) y mediante diluciones en medio de
cultivo suplementado con 2 % FBS inactivado. Dichas concentraciones se basan en la eficacia

observada con otros inhibidores de la familia JAK de la literatura previa (Dos Santos et al., 2023).

O\ Figura 5. Estructura quimica del inhibidor
\ 0/ zasocitinib utilizado en este trabajo.
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El procedimiento realizado fue el siguiente: Primero se hizo un pretratamiento durante 1 hora
cambiando el medio de las células por medio EndoC con 2 % FBS inactivado con el vehiculo o el
inhibidor a las concentraciones indicadas (Figura 6). Posteriormente, este fue sustituido por nuevo
medio de EndoC con 2 % FBS inactivado (para los no tratados) junto con el vehiculo o zasocitinib a
las concentraciones correspondientes en presencia o ausencia de citoquinas. Las células
destinadas para western blot fueron tratadas con IFNa durante 1 hora y las células para ensayos de

viabilidad y RT-gqPCR fueron tratadas con IFNa + IL-18 durante 24 horas.
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Vehiculo Zasocitinib 1 uM Zasocitinib 10 nM

NT

IFNa NT IFNa NT IFNa

Figura 6. Esquema representativo de los tratamientos que se realizaron. Las células recibieron un pretratamiento de 1 hora
con elvehiculo o inhibidor a las concentraciones mostradas (1 UMy 10 nM). Posteriormente, las células no se trataron (NT),
fueron tratadas 1 h con IFNa (1000 U/mL), en caso de las células destinadas a western blot, o bien, aquellas que se
utilizarian para ensayos de viabilidad y RT-gPCR, se incubaron durante 24 h con IFNa (1000 U/mL) e IL-1B (50 U/mL) en
presencia o ausencia de las distintas concentraciones del inhibidor.

Ensayo de Viabilidad celular

El porcentaje de apoptosis se midi6 mediante microscopia de fluorescencia con Hoechst 33342 y
yoduro de propidio, dos agentes intercalantes de ADN con los que se realizo la tincion de las células.
La tincion se prepard a una concentracion final de 10 pg/mL para ambos reactivos en medio base de

EndoC, incubandolas durante 15 minutos.

En cada condicion dos investigadores independientes llevaron a cabo un contaje de al menos 500

células.

Western Blot

Para la identificacion de proteinas que participan en la ruta de activacion de IFNa se recurrié al
western blot, técnica que permite marcar proteinas de interés presentes en una mezcla de lisado
celular. Se estudio la expresién de la proteina STAT1 fosforilada (p-STAT1, 91 kDa), comparandola con
la tubulina (55 kDa) la cual se expresa de forma constitutiva en el modelo estudiado. Estos lisados
celulares se obtuvieron con el buffer Laemmli (Tabla 4) después de realizar los tratamientos y se

congelaron a -20 °C.

Compuesto Concentracion
Glicerol 2%
DTT (ApliChem) 20 mM
Tris pH 8.0 12,5 mM
SDS (Panreac) 0,4 % (w/v)
Azul de Bromofenol (Biorad) 0,04 mg/mL
B-mercaptoetanol (Gibco) 2 % (v/v)
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Agua destilada -

Tabla 4. Composicion tampon Laemmli

Para cargar las muestras en la electroforesis se descongelaron y se dejaron durante 7 minutos en el
termobloque a 98 °C para desnaturalizar las proteinas. Seguidamente, se efectué una electroforesis
en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, con gel concentrador de 4 % y gel separador al 10 % segun el

procedimiento indicado a continuacion.

Preparacion de geles acrilamida
Los cristales de 1,5 mm de separacion se colocaron en el soporte y se comprobd que no tenian fugas

y estaban colocados de manera correcta. Se prepararon 20 mL de la mezcla del gel separador, ya que
se utilizarian cerca de 8 mL para cada gel. Cada componente de la mezcla y la cantidad afadida se

muestra en la tabla siguiente:

Compuesto Volumen (mL)
30 % Acrilamida/Bis (BioRad) 6,6
1,5 M Tris-HCl pH 8.8 5
10 % SDS 0,2
Agua destilada 8,1
APS 0,1
Temed 0,02

Tabla 5. Composicion del gel separador

Tras echar los 8 mL de mezcla en cada cristal se anadié encima una pequena capa de agua destilada
(unos 200 pL) para facilitar la polimerizacion del gel. El gel habia polimerizado transcurridos 20
minutos, momento en el que se retird el agua y se afadié la mezcla preparada para el gel

concentrador (4 % acrilamida), con los componentes y cantidades que se muestran a continuacion:

Compuesto Volumen (mL)
30 % Acrilamida/Bis (BioRad) 0,65
0,5M Tris-HClLpH 6.8 1,25
10 % SDS 0,05
Agua destilada 3
APS 0,025
Temed 0,025

Tabla 6. Composicion del gel concentrador
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Se calcularon unos 2,5 mL para cada gel por lo que se prepararon 5 mL de mezcla. En cada cristal se
anadi6 la mezcla hasta llenar el volumen de este y se puso un peine de 15 pocillos. Una vez la mezcla

habia polimerizado en ambos se reservé hasta realizar la electroforesis.

La electroforesis se realizd con los geles sumergidos en tampodn de electroforesis y se programé
primero a 90 V durante unos 20 minutos (hasta que el frente llegé al final del gel concentrador) para

luego aumentar el voltaje a 110 V hasta llegar al punto deseado (alrededor de 80 - 90 minutos).

Tras la electroforesis, con un método de transferencia humeda a 90 V durante 90 minutos y
sumergidos en tampoén de transferencia frio (Tabla 8), se transfirié cada gel a una membrana de

transferencia de PVDF (Amersham™, Cytiva) que habia sido activada con metanol (CARLO ERBA

Reagents).
Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
Tris pH 8,6 (Sigma) 2,5mM Tris 25mM
Glicina (Panreac) 19 mM Glicina 190 mM
SDS (Panreac) 0,01 % (w/v) Metanol 20 % (v/v)
Agua destilada - Agua destilada -
Tabla 7. Composicién tampdn de electroforesis Tabla 8. Composicion tampdn de transferencia

Para bloquear la membrana se preparé una disolucién de leche en polvo (Hacendado, Mercadona)
en TBS-T (Tabla 11 con una concentracion del 5 % (w/v). Se dejo durante 1 hora en agitacién a
temperatura ambiente y se hizo un lavado rapido con TBS-T para luego incubarla durante toda la

noche en una solucién del 5% w/v de BSA en TBS-T con los siguientes anticuerpos primarios:

Diana Especie Referencia Dilucion
p-STAT1 Conejo #7649 1:1000
a-Tubulina Ratén 75168 1:5000

Tabla 9. Anticuerpos primarios utilizados en Western Blot

Tras esta incubacién se realizaron 3 lavados de la membrana de 10 minutos cada uno con TBS-T.
Posteriormente se volvié a incubar durante 1 hora con agitacién y a temperatura ambiente, con una
solucion (5 % w/v de leche en TBS-T) con anticuerpos secundarios capaces de unirse al extremo del

anticuerpo primario. Estos anticuerpos estan conjugados con la peroxidasa de rabano (HRP) en

dilucién 1:5000.
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Diana Especie Referencia Dilucion

Conejo Cabra #170-6515 1:5000

Ratén Cabra #170-6516 1:5000

Tabla 10. Anticuerpos secundarios utilizados en Western Blot

Compuesto Concentracion

NaCl (Sigma) 150 mM

Tris (Sigma) 10 mM
Tween 20 (Sigma) 0,05 % (v/v)

Agua destilada -

Tabla 11. Composicion tampdn TBS-T

Para finalmente detectar cada banda de forma especifica se anadio el sustrato quimioluminiscente
(SuperSignal West Femto, Thermo Scientificde™) la peroxidasa de rabano y se detectd la senal
producida en un transiluminador (Chemi Doc MP, Bio-Rad). El mismo transiluminador también sirvio
para tomar las fotografias de las membranas, que fueron editadas para su visualizacién con el

programa Image Lab.

Extraccion ARNm, retrotranscripciony qPCR
Con las muestras de ARN se buscaba comprobar la expresion de los genes que estaban siendo

activados por la via de IFNa, cuantificando los niveles de ARNm con RT-qPCR.

A partir de las células utilizadas para el ensayo de viabilidad se recogieron los lisados celulares con
buffer RA1 (NucleoSpin RNA, Macherey-Nagel™) + 1 % B-mercaptoetanol (Gibco) (100 uL de buffer de
lisis para cada uno). Posteriormente se congelaron las muestras a -80°C para después realizar la

extraccion del ARN mensajero mediante el kit NucleoSpin RNA:

Protocolo de extraccién de ARNm con NucleoSpin RNA kit
Dado que las muestras recogidas habian sido congeladas a -80 °C, se dejan descongelando en hielo

mientras se prepara el kit para la extraccién. Con las muestras preparadas se procedi6 de la siguiente

manera.

- Se anadieron 100 pL de etanol 70 % a cada muestra (volumen de etanol en una proporcién
1:1). Una vez afiadido, se homogeneiza hasta que la muestra deje de ser turbia y quede
transparente.

- Cada una de las muestras homogeneizadas se transfiere a una de las columnas para

retencién de ARN que van incluidas en el kit.
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- Lascolumnas se centrifugaron a 11000 g (Eppendorf Centrifuge 5415 R) durante 30 segundos
y se descartd el sobrenadante que queda en el tubo colector de la parte inferior de la
columna, poniendo cada uno con su respectiva columna una vez limpios.

- Para la eliminacién de sales se afiadieron 350 pL del tampdén MDB en cada columna, en el
centro de la membrana. Una vez hecho esto se centrifugaron las columnas a 11000 g durante
1 minuto, y de nuevo se descart6 el sobrenadante recogido en el tubo inferior.

- Paraeliminar el contenido de ADN gendmico que haya en las muestras se prepararon 95 pL
de una solucién de DNAsa (90 % buffer y 10 % DNasa) para cada una. Tras afiadirlo a cada
una de las columnas, se dejaron durante 15 minutos a temperatura ambiente.

- Cuando transcurrieron los 15 minutos se realizaron tres lavados de las columnas:

- Primero se anadieron 200 yL del tampdén RAW2 y se centrifugaron las columnas durante 1
minuto a 11000 g.

- Después de descartar el sobrenadante del tubo recolector se hizo el segundo lavado,
anadiendo 600 pL deltampdn RA3y se centrifugd a 11000 g durante 1 minuto.

- Untercer lavado se realizo tras limpiar los tubos recolectores con 250 pL del mismo tampén
RA3 vy centrifugando a 11000 g durante 2 minutos.

- Cuando se completaron los lavados se hizo un secado extra repitiendo la misma
centrifugacion a 11000 g durante 2 minutos, cambiando los tubos recolectores por tubos
eppendorf libres de RNAsas.

- Finalmente, para la elucién del ARN se afiadieron 20 yL de agua libre de RNAsas en cada una
para después centrifugar en cruz a 11000 g durante 2 minutos. Se descartaron las columnas

y se congelaron las muestras de ARN purificado a -80 °C para la retrotranscripcion.

Seguidamente, se llevo a cabo la retrotranscripcion del ARNm a cDNA, mezclando las muestras con
los componentes de la reaccién en tubos eppendorf de 200 L libres de RNAsas (Tabla 13). En un

termociclador se realizé la reaccion con los siguientes ciclos de temperatura y tiempo:

Temperatura Tiempo
Paso 1 25°C 10 min
Paso 2 37°C 120 min
Paso 3 85°C 5min
Paso 4 4°C 0

Tabla 12. Ciclos seguidos en el termociclador
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Compuesto Volumen (L)

Tampdn RT 10X (High-Capacitiy cDNA Reverse Transcription Kit,

Applied Biosystems™) 2
dNTPs 25X (100 mM) (High-Capacitiy cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems™) 08
Hexameros aleatorios 10X (High-Capacitiy cDNA Reverse Transcription
Kit, Applied Biosystems™) 2
MultiScribe™RT (High-Capacitiy cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems™) 1
Inhibidor de RNAsa (Ambion™ RNase Inhibidor, cloned, Applied
Biosystems™) 05
Muestra (ARNm) 13,7

Tabla 13. Composicion de mezcla de RT por muestra

Cuando la retrotranscripcién habia finalizado, se almacenaron las muestras de cDNA a -20 °C hasta

que se utilizaron en la gPCR.

Para realizar la qPCR se preparé en una placa de 96 pocillos (HSP9601, BioRad) con una mezcla
comercial (iQ™ SYBR® Green supermix, BioRad) con los elementos necesarios para llevar a cabo la
técnica (Tabla 14), a la cual se le afadieron los cebadores especificos de los ARNmM que se querian

estudiar en cada reaccion (Tabla 15) y las muestras correspondientes de ADNc.

Compuesto Volumen (pL)
iQ™ SYBR® Green supermix 2X 5
H,O libre de RNAsas 3,6
Cebador Forward (100 puM) 0,2
Cebador Reverse (100 uM) 0,2
Muestra (ADNCc) 1

Tabla 14. Composicidn de la mezcla de gPCR por pocillo

Cebador Secuencia
B-actina Foward 5’-CTGTACGCCAACACAGTGCT-3’
B-actina Reverse 5’-GCTCAGGAGGAGCAATGATC-3’
MX1 Forward 5’-AGACAGGACCATCGGAATCT-3’
MX1 Reverse 5’-GTAACCCTTCTTCAGGTGGAAC-3’
CXCL10 Forward 5’-GTGGCATTCAAGGAGTACCTC-3’
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CXCL10 Reverse 5’-GCCTTCGATTCTGGAATTCAG-3’

HLA Forward 5’-GAGAACGGGAAGGAGACGC-3’
HLA Reverse 5’-CATCTCAGGGTGAGGGGCT-3’
CHOP Forward 5’-AACGGAAACAGAGTGGTCATT-3’

CHOP Reverse 5’-GCTTGAGCCGTTCATTCTCT-3’

Tabla 15. Secuencias de los cebadores de la gPCR

La gPCR se realiz6 en un termociclador (C1000 Touch™ Thermal Cycler, BioRad) acoplado a un lector

de fluorescencia (CFX95™ Real-Time System, BioRad) el cual se programo con los siguientes ciclos:

Temperatura Tiempo
Paso 1 95°C 3 min
Paso 2 95°C 15s
Paso 3 60°C 1 min
Paso 4 Pasos 2y 3 repetidos 45 veces
Paso 5 Aumento de 55 °C a 95 °C con intervalos de 0,5°C cada 5 s.

Tabla 16. Ciclos de temperatura de la gPCR

Gracias al agente intercalante que contiene la mezcla comercial, se pudo seguir la amplificacion del
material genético por la emisién de fluorescencia. Una vez terminado el proceso, se recopilaron los

datos y fueron analizados.

Analisis estadisticos

Para el analisis estadistico se usd el programa GraphPad Prism 8.0, comparando grupos entre si
mediante two-way ANOVA, considerando los resultados estadisticamente significativos siempre que
p < 0,05. Cada conjunto de datos se muestra como media = SEM y cada uno corresponde con un
experimento independiente. Ademas, se incluyeron en graficos de barras que muestran con

simbolos los datos individuales de cada experimento.
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Resultados

Zasocitinib protege de la apoptosis inducida por IFNa e IL-18 en EndoC-BH1

El primer objetivo fue evaluar el efecto del inhibidor sobre la supervivencia de las células. En las
células pretratadas durante 1 hora con zasocitinib y expuestas a IFNa e IL-13, se observa una
disminucion de la apoptosis de forma dependiente de la dosis (Figura 7) al compararlo con las
células con vehiculo tratadas con citoquinas proinflamatorias. En su concentraciéon mas baja (10
nM), zasocitinib reduce ~3 % la apoptosis celular, mientras que la concentracion mas alta (1000 nM)

ofrece un efecto protector mayor al reducirla en un ~5 %.

Figura 7. Elinhibidor aumenta la supervivencia
HHHH de las células tratadas con IFNa + IL-1B en
EndoC-BH1. Las células no se trataron (Veh) o
se pretrataron con el inhibidor a las
concentraciones indicadas (10 o 1000 nM,

V*—‘ 3 Veh Zaso [zasocitinib]) durante 1 h. Seguidamente,

N
(3]
]

3 Zaso 10 nM las células permanecieron sin tratar (NT) o

fueron tratadas durante 24 h con las

v W Zaso 1000 nM citoquinas IFNa (1000 U/mL) + IL-18 (50 U/mL)

junto con el inhibidor a la misma

e concentracion que en su respectivo

pretratamiento. Se calculé el porcentaje de

apoptosis celular mediante HO/PI. Los

resultados se representan como medias + SEM

de cuatro experimentos independientes.

0 **p<0,01 y ***p<0,001 vs respectivo NT;

#p<0,05y ###p<0,001 vs Veh IFNa+IL-1B (Two-
way ANOVA)
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Zasocitinib inhibe la fosforilacion de STAT1 mediada por IFNa en EndoC-BH1

Con el fin de confirmar el efecto de zasocitinib sobre la ruta de sefalizacién inducida por IFNa, se
analizaron los niveles de P-STAT1 tanto en células tratadas con IFNa como aquellas sin tratar. La
incubacion con IFNa induce la fosforilacion de STAT1 (Figura 8), efecto que se revierte cuando las
células se tratan con el inhibidor, reduciendo los niveles de P-STAT1 con ambas concentraciones. En
su concentracién mas baja (10 nM) la inhibicién de la fosforilaciéon es de ~34 %. No obstante, con la
concentraciéon mas elevada de zasocitinib (1000 nM) se observa el efecto mayor, alcanzando niveles

casi nulos de P-STAT1 (Figura 8).
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Figura 8. Zasocitinib previene la fosforilacién y activacién de STAT1 en EndoC-BH1 inducida por IFNa. Las células no se
trataron (Veh) o se pretrataron con el inhibidor a las concentraciones indicadas (Zaso [zasocitinib], 10 o0 1000 nM) durante
1 h. Seguidamente, las células permanecieron sin tratar (NT) o fueron tratadas durante 1 h con IFNa (1000 U/mL) junto con
el inhibidor a la misma concentracion que en su respectivo pretratamiento. En (A) se muestran las iméagenes
representativas de la expresion de proteinas identificada mediante western blot, de 3 experimentos independientes.
Ademas, se cuantifico la fosforilacion de STAT1 (B) en cada condicién, normalizando por a-Tubulina. También los valores
se normalizaron con respecto al vehiculo tratado con IFNa, el cual fue tomado como 1. ***p<0,001 vs respectivo NT;
###p<0,001 vs Veh IFNa (Two-way ANOVA).

Zasocitinib previene la sobreexpresion de MX1y HLA-ABC en EndoC-BH1

Como parte de la respuesta antiviral, la expresion de ISGs es una de las acciones que se dan al final
de estavia de senalizacion. Se analizé la transcripcién del ARNm de MX7y HLA-ABC para comprobar
gue zasocitinib era capaz de atenuar la sobreexpresion de estos. En el caso de MX1 (Figura 9A), se
observé que la concentracidon 10 nM delinhibidor reducia en un ~35 % la expresidn, mientras que la
concentracién mas alta lo hacia en un ~90 % (Figura 9A). Respecto a la expresion de HLA-ABC, con
la concentracidon mayor de inhibidor se observa una reduccién de un ~75 %, estableciendo niveles
de expresion ligeramente por encima de las células no tratadas, mientras que la concentracién

menor causaba una disminucién del ~25 % (Figura 9B).
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Figura 9. El inhibidor previene la sobreexpresion de MX1 en EndoC-BH1. Las células no se trataron (Veh) o se pretrataron
con elinhibidor a las concentraciones indicadas (10 o 1000 nM, Zaso [zasocitinib]) durante 1 h. Seguidamente, las células
permanecieron sin tratar (NT) o fueron tratadas durante 24 h con las citoquinas IFNa (1000 U/mL) + IL-1B (50 U/mL) junto
con el inhibidor a la misma concentracién que en su respectivo pretratamiento. Se midieron los niveles del ARNm de MX17
(A) y HLA-ABC (B) mediante RT-gPCR y se normalizaron por B-actina. Los valores fueron normalizados por el valor de Veh
con IFNa+IL-1B, el cual se tomé como 1. Los resultados se representan como medias * SEM de cuatro experimentos
independientes. *p<0,05, **p<0,01y ***p<0,001 vs respectivo NT; #p<0,05, ##p<0,01 y ###p<0,001 vs Veh IFNa+IL-1B (Two-
way ANOVA)

Zasocitinib previene la inflamacion en EndoC-BH1

CXCL10es una quimiocina producida en la diabetes temprana al final de la cascada de senalizacién
de IFNa y como resultado de la inflamacion ocasionada. Para comprobar que zasocitinib puede
prevenir la inflamacién provocada por IFNa, se midieron los niveles de expresién del ARNm de
CXCL10, obteniendo una inhibiciéon cercana al 85 % con las concentraciones mas altas del inhibidor
(Figura 10). A pesar de que la concentracidn mas baja de zasocitinib no proyecta un resultado
estadisticamente significativo, si resulta significativo a nivel bioldgico, ya que se observa una clara
tendencia hacia una reduccion de un ~30 % con respecto al vehiculo tratado con citoquinas. Pese a
que elresultado general evidencie el efecto protector en las células, la desviaciéon generada por uno
de los valores de uno de los experimentos puede haber causado variaciones en el anélisis

estadistico.
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Figura 10. El inhibidor previene la sobreexpresion
de CXCL10 en EndoC-BH1. Las células no se
trataron (Veh) o se pretrataron con elinhibidor a las
concentraciones indicadas (10 o 1000 nM, Zaso
1.59 | 3 Veh [zasocitinib]) durante 1 h. Seguidamente, las
. |3 Zaso 10 nM células permanecieron sin tratar (NT) o fueron
ek tratadas durante 24 h con las citoquinas IFNa (1000
1.0 posy B3 Zaso 1000 nM U/mL) + IL-1B (50 U/mL) junto con el inhibidor a la
misma concentracion que en su respectivo
pretratamiento. Se midieron los niveles del ARNm
de CXCL10 mediante RT-gPCR y se normalizaron
. por B-actina. Los valores fueron normalizados con
* el valor de Veh con IFNa + IL-1B, el cual se tomd
m como 1. Los resultados se representan como
0.0 -t —otes—seee medias = SEM de cuatro experimentos
NT IFNg + IL-1p independientes. *p<0,05 y *** p<0,001 vs
respectivo NT; ###p<0,001 vs Veh IFNa+IL-1B (Two-

wav ANOVA)

0.5

ARNm CXCL10/ACTB

Zasocitinib no previene el estrés de reticulo en EndoC-BH1

CHOP es uno de los genes que se analiza como marcador de estrés de reticulo, concretamente como
parte de la via de senalizacion PERK. Para probar un posible efecto protector del inhibidor mediando
sobre el estrés de reticulo, se midio la expresion de CHORP tras el tratamiento con IFNa e IL-1B y
comparado con sus niveles en células sin tratar. Como se puede observar (Figura 11), ninguna de las
dos concentraciones de Zasocitinib consigue reducir los niveles de CHOP de forma significativa, por

lo que no parece bloquear la sobreexpresién de marcadores de ER stress, inducida por IFNa + IL-18.

Figura 11. Zasocitinib no previene la sobreexpresion

de CHOP en EndoC-BH1 inducida por IFNa + IL-1B.

Las células no se trataron (Veh) o se pretrataron con

1.5- O Veh el inhibidor a las concentraciones indicadas (10 o

1000 nM, Zaso [zasocitinib]) durante 1 h.

Seguidamente, las células permanecieron sin tratar

b = Zaso 1000 nM  (NT) o fueron tratadas durante 24 h con las

1.0 o 11 e B citoquinas IFNa (1000 U/mL) + IL-1B (50 U/mL) junto

con elinhibidor a la misma concentraciéon que en su

respectivo pretratamiento. Se midié el nivel de

0.5- ARNm de CHOP como marcador de estrés de

reticulo endoplasmico mediante RT-gPCR y se

normalizaron por B-actina. Los valores fueron

normalizados con el valor de Veh tratado con IFNa +

IL-1B, el cual se tomé como 1. Los resultados se

NT IFNa +IL-1p representan como medias + SEM de entre tres y
cuatro experimentos independientes.

3 Zaso 10 nM

ARNm CHOP /ACTB

0.0
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Discusion

El mecanismo de accidén por el que actla zasocitinib es muy similar al de otros inhibidores de la
familia JAKinhibis probados anteriormente, mediante una inhibicion alostérica por la unién al
dominio pseudoquinasa JH2 de TYK2 (Mehrotra et al., 2026). Su accidn por tanto recae sobre la ruta
de senalizacién de interferones de tipo |, impidiendo la fosforilacidn de las proteinas STAT. Es por esto
que algunos de los resultados obtenidos se comparten con los observados en estudios anteriores

(Dos Santos et al., 2023; Works et al., 2014).

En primer lugar, los resultados con el tratamiento de las células durante 24 horas con IFNa e IL-13
son los esperados. La inhibiciéon de TYK2 con zasocitinib impide la fosforilacion de STAT1 (y
posiblemente STAT2), reduciendo la expresion de los ISGs y evitando una respuesta inflamatoria
exacerbada. Esto se traduce a un efecto protector en las células cuando estas son tratadas con las
citoquinas mencionadas, ya que el nivel de apoptosis se reduce siempre que se traten con
zasocitinib (Figura 7). No se ha considerado necesario medir los niveles de STAT1 total ya que en este
tipo celulary 1 hora de tratamiento no se han demostrado cambios que afecten al nivel de proteina
(Dos Santos et al., 2023). Ademas, no se observa toxicidad inducida por dicho inhibidor, porque la
mera presencia de este sin tratar con ningun tipo de sefial de inflamacion no altera la supervivencia
de las células. Finalmente, zasocitinib tampoco produce una inhibicién desmesurada que pudiera
resultar téxica o estresante para las células, ya que la concentracién mas elevada utilizada
practicamente recupera los niveles de supervivencia de los controles sin tratar (Figura 7), indicando
gue no parece haber ningun efecto inespecifico, mas alla de la prevencion de una sobreestimulacion

por IFN-I.

Al comprobar el nivel de STAT1 fosforilada se demuestra que zasocitinib inhibe de forma efectiva
TYK2, ya que la presencia del inhibidor reduce los niveles de p-STAT1. Esto evidencia cémo se
interrumpe la via de sefializacién iniciada por el tratamiento con IFNa, que disminuye drasticamente
con las concentraciones mas elevadas de zasocitinib, impidiendo respuestas posteriores de genes

inducidos por interferén.

Seguidamente, el andlisis del ARNm de varios genes cruciales en el desarrollo de la DT1 apoy¢ la
hipotesis del efecto protector de zasocitinib. Al igual que otros inhibidores de la familia JAKinhibs
como baricitinib, ruxolitinib (de Brachéne et al., 2020) o deucravacitinib (Dos Santos et al., 2023;

Syed et al., 2025), zasocitinib es capaz de bloquear la sobreexpresion de los genes inducidos por
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interferon como se ve con MX17, frenando la respuesta antiviral que desencadena la via de
senalizacion (Figura 9A). En cuanto a la sobreexpresién de HLA, también se observa la misma
tendencia que con el resto de inhibidores (Figura 9B), aunque zasocitinib parece tener un efecto
menos severo que, por ejemplo, deucravacitinib, a pesar de ser ambos inhibidores del dominio
pseudoquinasa de TYK2. Esto podria deberse a sus diferencias estructurales, las cuales definen la
afinidad y el potencial de cada uno. La afinidad de estos dos inhibidores por TYK2 es similar y muy
elevada, sin embargo, zasocitinib ha demostrado no tener afinidad por JAK1/3 o JAK2, mientras que
deucravacitinib si posee algo de afinidad por estas dianas y podria estar sumandose su actividad off-
target a la inhibicion normal de TYK2 (Mehrotra et al., 2026). Lo mismo ocurre con las quimiocinas
CXCL10 (Figura 10), aunque zasocitinib previene la inflamacién inducida por IFNq, el efecto no es tan
elevado como el que tiene deucravacitinib, el cual parece funcionar mejor a concentraciones
menores (Dos Santos et al., 2023). Este efecto disminuido puede ser beneficioso para modular la via
de senalizacidon de una forma mas precisa, ya que permite un mejor control de las concentraciones
de inhibidor utilizadas, asi como el efecto que estas provocan sobre la célula B. Ademas, evita una
inhibicion completa de TYK2, la cual puede acarrear efectos negativos en la respuesta antiviral
normaldel organismo (de Beeck & Eizirik, 2016). Por ello, la accidon de zasocitinib resulta muy notoria
y previene la sobreexpresion de ciertos genes que contribuyen a la muerte de la célula B en la

respuesta antiviral exacerbada.

Respecto a los marcadores de estrés de reticulo, articulos anteriores demostraban que la actividad
de ruxolitinib o baricitinib si disminuia la expresiéon de varios marcadores de ER stress como ATF3 o
CHOP (de Brachene etal., 2020, 2018). No obstante, estos resultados no se comparten con
zasocitinib, ya que al estudiar el gen CHOP, uno de los marcadores clasicos analizados para el estrés
de reticulo, este mantiene sus niveles elevados en condiciones estresantes sin importar el
tratamiento con el inhibidor (Figura 11). Esto es algo que se repite con deucravacitinib (Dos Santos
et al., 2023), lo que podria sugerir que el estrés inducido por IFNa se pueda estar dando por vias no
cldsicas como ya se habia teorizado en anteriores ocasiones (Mazewski et al., 2020). Aun asi, el
presente trabajo no recopila la suficiente informacién para demostrar los mecanismos causantes de
la incapacidad de zasocitinib de ejercer un efecto protector frente al estrés de reticulo, por lo que su

estudio puede ser de interés para futuras investigaciones.
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Conclusionesy proyeccion futura

La diabetes de tipo 1 supone alrededor de un 10% de los casos de diabetes totales, y se prevé que la
cifra de personas con esta enfermedad continue aumentando en los proximos afios. Para mejorar el
bienestar de los pacientes, ha surgido la necesidad por tener alternativas a terapias preventivas del
desarrollo de DT1 como teplizumab, provocando que se pongan en el centro de atencidn genes 'y
otras dianas relacionadas con el inicio de la respuesta autoinmune. La via de sefializacion de IFNa
es una de las principales responsables del proceso de inflamacion y pérdida de masa de célula B.
Una de terapias preventivas mas prometedoras esta estrechamente relacionada con la inhibicion de
estavia, y se trata de la inhibicién de TYK2, una proteina encargada de la transduccién de la senal de
IFN de tipo I. En este trabajo, se pone a prueba el efecto de zasocitinib como inhibidor especifico de
TYK2 perteneciente a la familia de los JAKinhibs el cual esta en fase clinica Il en su uso frente otra

enfermedad autoinmune como es la psoriasis.
Conrelacion a los resultados obtenidos es posible concluir que:

1- Zasocitinib ejerce un efecto protector sobre la célula B pancreatica frente a los estimulos
proapoptéticos inducidos por IFNa, aumentando la viabilidad celular y reduciendo la
apoptosis asociada a esta citoquina.

2- El tratamiento con zasocitinib inhibe eficazmente la via de sefializacién clasica de IFNa
mediante la reduccién de la fosforilacion de STAT1, confirmando su capacidad para bloquear
la actividad de TYK2.

3- Zasocitinib disminuye la expresion de genes estimulados por interferén relacionados con la
sobreexpresion de HLA, como HLA-ABC y MX1, reduciendo asi uno de los procesos
caracteristicos de las etapas iniciales de la DT1.

4- La inhibicién de la via IFNa/TYK2 por zasocitinib atenda la respuesta inflamatoria inducida
por esta citoquina en la célula B pancreatica.

5- Zasocitinib no modifica de forma significativa los marcadores de estrés de reticulo
endoplasmico evaluados, lo que indica que este proceso no depende exclusivamente de la

senalizacion mediada por TYK2.

En conjunto, zasocitinib actia sobre dos de los principales marcadores de la diabetes tipo 1
temprana, la sobreexpresion de HLA y la apoptosis, contribuyendo a la proteccion de la célula B

frente a la agresién inflamatoria.
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A pesar de estos efectos beneficiosos, la eficacia observada parece inferior a la descrita para otros
inhibidores de TYK2, como deucravacitinib, que muestran un impacto mas amplio sobre los

marcadores caracteristicos de la diabetes tipo 1 temprana.

Estos resultados sugieren que zasocitinib posee potencial terapéutico para modular mecanismos
implicados en las fases iniciales de la DT1, aunque serian necesarios estudios adicionales para
determinar su utilidad clinica y comparar directamente su eficacia con la de otros inhibidores de

TYK2.

Su uso puede ser interesante en casos donde no se busque una inhibicion total de TYK2 o sea
necesaria una alternativa al resto de inhibidores. Ademas, puede ser de gran valor identificar en
estudios futuros las razones por las que zasocitinib no afecta al estrés de reticulo y tiene efectos
reducidos sobre los marcadores, para abrir nuevas ideas sobre la posible complementacién con
otros farmacos u otros campos que podrian potenciar el retraso del debut de DT1 o incluso revertir

el desarrollo y los efectos de la enfermedad.
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