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Resumen

Las células troncales poseen la capacidad de autorenovarse y de generar
diferentes tipos celulares (Donovan y Gearhart, 2001) dependiendo del linaje y/o grado en
el desarrollo del cual sean obtenidas. Las células troncales neurales (CTN), obtenidas
durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso son capaces de diferenciarse a
todos los tipos celulares de este linaje, principalmente neuronas y glia. Por otro lado,
células mas tempranas, como las células troncales embrionarias (CTE) pueden
diferenciarse no sé6lo a células de linaje neural si no al resto de los linajes embrionarios
(endodermo y mesodermo), por lo que se les llama pluripotentes. Se sabe que las CTE
expresan factores de transcripcion como Sox-2, Nanog y Oct-4, que son importantes en el
mantenimiento de la pluripotencia o la autorenovacion caracteristicas de estas células
(Niwa, 2001). Se ha visto que algunos de estos factores por si solos son capaces de
mantener estas capacidades en las CTE vy, por otro lado, la expresién ectdpica de estos
factores ha mostrado que se puede reprogramar a una célula ya diferenciada a un estado
pluripotente (Takahashi y Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007).

Por tal motivo en este trabajo iniciamos la busqueda de un modelo de estudio
basado en CTN en el que se expresara ectdpicamente a la proteina Oct-4, con el fin de
analizar si este factor es clave en el proceso de desdiferenciacion o reprogramacién de
estas células a un estadio pluripotente o con mejor capacidad de diferenciacién a tipos
celulares especificos. Para lo cual se utilizaron CTN de corteza de ratones de 14 dias de
gestacion Oct4-LoxP, que tienen insertado un transgén con B-galactosidasa y neomicina
flanqueado por sitios LoxP y la secuencia del gen de Oct-4, se buscd activar
ectopicamente la expresion de Oct-4 transduciéndolas con vectores retrovirales que
expresaban a la recombinaza de Cre fusionada a la proteina verde fluorescente. Se busco
mediante inmunocitoquimica la presencia de Oct-4 en las células transducidas bajo
diferentas condiciones de cultivo pero no fue detectada. El nivel de expresién de RNA
mensajero fue de aproximadamente 15% en comparacién con el nivel basal expresado por
CTE. Adicionalmente encontramos un incremento moderado en la muerte celular en las

células Cre-GFP+ que se incrementé conforme avanzaba el tiempo de cultivo. Finalmente



se concluyd que los ratones Oct4-LoxP no son un buen modelo para el estudio de la

expresion ectdpica de Oct-4 en CTN.

Introduccion

Células Troncales

Las células troncales (CT) poseen la capacidad de auto renovarse, es decir,
dividirse para generar mas CT con las mismas caracteristicas que la célula que le dio
origen, ademas de generar o diferenciarse en nuevos tipos celulares especializados
(Donovan y Gearhart, 2001). La mitosis de las CT puede darse tanto por division
simétrica como asimétrica, en el primer caso la célula se divide y da origen a dos
células hijas iguales entre si; en el segundo, la division genera dos células hijas
diferentes entre si, una de las cuales conserva las caracteristicas de CT.

De acuerdo al tipo de células a las que pueden dar lugar, existen diferentes
tipos de CT. Esto depende en gran medida de su localizacion y del estado del
desarrollo de los organismos de los que se aislan.

Una célula totipotente es aquella que es capaz de generar a todos los tipos
celulares embrionarios y extraembrionarios que constituyen a un organismo. El cigoto,
es decir la célula resultante de la unién de un 6vulo con un espermatozoide, es la
Unica célula que cumple con esta definicién.

Las CT aisladas de etapas mas tempranas en el desarrollo tienen un mayor
potencial de diferenciacién, es decir, pueden generar mas tipos celulares que las CT
aisladas de estadios mas tardios. Asi podemos clasificar a las CT como pluripotentes
o multipotentes (Fig. 1).

Las CT pluripotentes son capaces de generar todos los tipos celulares
constituyentes de un organismo, primordialmente células de las tres capas germinales

primarias: endodermo, mesodermo y ectodermo, pero no estructuras



extraembrionarias (como la placenta). Dentro de esta clasificaciéon, encontramos a las
células troncales embrionarias (CTE) que son derivadas de la masa celular interna del
blastocisto (Fig. 1), el cual es considerado como el Ultimo estadio del desarrollo
embrionario antes de la implantacion del embrién (Evans y Kaufman, 1981); también
estan las células troncales embrionarias germinales (CTEG), que se derivan de las
células germinales primordiales que son las células precursoras diploides de los
gametos durante el desarrollo embrionario (Matsui et al., 1992); el tercer tipo son las
células troncales de carcinoma embrionario (CTCE) aisladas de teratocarcinomas
(Andrews, 1998), que son tumores que se generan en ovarios a partir de ovocitos que
se activan partenogénicamente y en mayor medida en testiculos a partir de gonocitos
con caracteristicas anormales (Andrews, 2002). Las CT pluripotentes de raton, tienen
muchos atributos en comun, son cultivadas para su proliferaciéon sobre una monocapa
de fibroblastos mitéticamente inactivados, llamadas células alimentadoras, o en
presencia del Factor inhibidor de la leucemia (LIF). Las células pluripotentes son
morfolégicamente muy similares en estas condiciones y expresan varias moléculas en
comun como: la enzima fosfatasa alcalina, E-Caderina, el antigeno especifico de etapa
embrionaria 1 (SSEA1), los factores de transcripcion Oct-4 y Nanog, ademas de
presentar una alta actividad de telomerasa (Gardner y Brook, 1997; Donovan y

Gearhart, 2001).
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Fig. 1. Origen de las células troncales (CT) totipotentes y pluripotentes. El esquema representa
de izquierda a derecha los sitios de los cuales se pueden obtener los tres tipos de CT pluripotentes.
De la masa celular interna del blastocisto se obtienen las células troncales embrionarias (CTE), de las
células primordiales germinales de goénadas embrionarias, las células troncales embrionarias
germinales (CTEG) y por ultimo, de tumores gonadales de adulto se derivan las células troncales de
carcinoma embrionario (CTCE). Las CT pluripotentes presentan las mismas caracteristicas
bioquimicas y morfolégicas en cultivo. Estas células pueden diferenciarse a tipos celulares
pertenecientes a las 3 capas germinales, endodermo, mesodermo y ectodermo (Modificado de
Donovan y Gearhart, 2001).

Las CT multipotentes se encuentran mas restringidas en cuanto a la variedad
de tipos celulares que pueden generar. Son progenitores especificos de cada tejido
que pueden generar por lo menos un tipo celular diferenciado. Ejemplos de estas
células pueden ser las CT hematopoyéticas, que son capaces de generar todos los
tipos celulares constitutivos de la sangre, o las células troncales neurales (CTN) que

generan todas las estructuras del sistema nervioso (Fig. 2).
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Mantenimiento de la pluripotencia en CT

En mamiferos, desde el punto de vista del desarrollo embrionario, a la
formacion del cigoto prosigue la segmentacion, que consiste en una serie de divisiones
mitoticas rapidas y consecutivas que establecen la condicién pluricelular del nuevo
individuo. Durante esta etapa, se suprime la fase G1 del ciclo celular y disminuye la
duracién de G2 en las células en divisién. A consecuencia de estas divisiones se
forma la moérula, que es un grupo compacto de células, aproximadamente del mismo
tamano que el cigoto, del cual se originaron en primer lugar. La mérula se forma en el
estadio de 8 a 16 células y esta constituida por un pequefno grupo de células internas
rodeado de un grupo un tanto mayor de células externas (Barlow y Sherman, 1972).
La formacién de estos dos grupos celulares constituye justamente el primer proceso
de diferenciacion en el desarrollo en los mamiferos. Estos dos grupos celulares
generados por compactaciéon dan origen posteriormente al blastocisto, que posee una
cavidad interna llamada blastocele y constituye el dltimo estadio antes de la
implantacién. La mayor parte de las células que quedan al exterior de la mérula van a
constituir el trofoblasto o trofoectodermo y en la parte central o interior de la mérula a
la masa celular interna (CMI; Fig. 3). Las células del trofoblasto generan estructuras no
embrionarias como el corion, que es la parte no embrionaria de la placenta, encargada
de la nutricién y el transporte de oxigeno al embrién, y de formar una barrera contra el
sistema inmune de la madre. Mientras que a partir de las CMI se origina el embrién y
el amnios. En raton, las primeras células reconocidas como pluripotentes en la CMI del
blastocisto se aislan desde el dia embrionario 3.5 (E3.5) y hasta aproximadamente

E5.5 algunas células primitivas del ectodermo permanecen pluripotentes (Boiani y



Scholer, 2005). Una proteina clave en el mantenimiento de la pluripotencia de las CMI

es el factor de transcripcién Oct-4.

El factor de transcripcion Oct-4

Oct-4 es un factor transcripcional de 352 aminoacidos que fue identificado por
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Fig. 3. Desarrollo temprano en mamiferos. El cigoto se forma a partir de la fusiéon del 6évulo con el
espermatozoide. Posteriormente el cigoto se divide consecutivamente para generar una esfera
compacta de células llamada mérula. Més tarde se genera una cavidad en la masa celular (blastocele) y
se forma el blastocisto, Ultima estructura antes de la implantacion, en donde se distinguen dos grupos
celulares con caracteristicas particulares: las células de la masa celular interna, que van a generar
principalmente a los tipos celulares que constituyen al embridn, y las células del trofoectodermo que
generan estructuras extraembrionarias (Modificada de Gilbert, 2003).

primera vez como un factor de union a octdmeros en CTE y CTCE (Lenardo et al.,
1989; Scholer et al., 1989). Pertenece a la familia Pit-Oct-Unc (POU) y también es
conocido como factor de transcripcion clase 5 de dominio POU (POU5f1). Esta
proteina se expresa Unicamente en mamiferos. Inicialmente se encuentra en el évulo y
se mantiene presente en el cigoto como un factor de origen materno (Scholer et al.,
1989; Rosner et al., 1991), su expresion se mantiene durante todo el periodo de pre-
implantacién (Scholer et al., 1989; Okamoto et al., 1990; Rosner et al., 1990). En el
blastocisto, la expresion de Oct-4 desaparece del trofoectodermo y solo se detecta en
la CTl (Okamoto et al., 1990; Rosner et al, 1990; Palmieri et al., 1994). En el

endodermo primitivo, los niveles de la proteina se incrementan incluso por encima de



los niveles en las CMI cuando estas comienzan a diferenciarse y migran a lo largo de
la superficie interna del trofoectodermo. En el ectodermo, su expresion persiste hasta
E7.5 (Rosner et al., 1990), después de este estadio su expresion se restringe a las
células germinales primordiales (CGP). Esta proteina se expresa también en CT

pluripotentes en cultivo (Fig. 4)
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Fig. 4. Expresion de Oct-4 durante el desarrollo pre-implantacion del embrion y en células madre
embrionarias (CTE). Parte superior: Oct-4 se encuentra presente en el 6vulo y se expresa en el cigoto
como un factor de origen materno. La expresion cigética de Oct-4 comienza alrededor del estadio de 8
células y se mantiene en todas las células de la mérula. Cuando se forma el blastocisto, Oct-4 se reprime
en las células del trofoblasto, pero su expresion se mantiene en las células de la masa interna (CMI).
Parte inferior: a partir de las CMI se pueden generar CTE que expresan Oct-4 mientras se mantienen
indiferenciadas. Al diferenciarse las CTE, la expresion de esta proteina se suprime.

Dada su expresion en células totipotentes y CT pluripotentes, se asume que
Oct-4 esta implicada en la pluripotencia y el mantenimiento de un estado

indiferenciado muy primitivo (Rosner et al., 1990), ya que cuando estas células se



diferencian los niveles de la proteina disminuyen (Fig. 4). Adicionalmente, se ha
observado que embriones de ratones Oct-4” generan moérulas muy compactas que
fallan en diferenciarse a CMI y mueren durante el periodo de implantacion (Fig. 5), y
cuando estas células se cultivan adquieren morfologias parecidas a células del
trofoectodermo (Nichols et al., 1998). No obstante, otras observaciones sugieren que
se requiere una cantidad critica de Oct-4 para mantener la pluripotencia, pues al
incrementar en un 50% la expresién enddgena de la proteina en CTE de raton, éstas
se diferencian a células de endodermo o mesodermo, mientras que su represién por
debajo del 50% promueve la diferenciacion de las CTE hacia trofoectodermo (Fig. 6;
Niwa et al., 2000). Adicionalmente, se observd que la expresion mantenida de Oct-4
en CTE de ratdn cultivadas en ausencia de suero y LIF, promovia la diferenciacién de
éstas a células parecidas a ectodermo que posteriormente se diferenciaban hacia

neuronas (Shimozaki et al., 2003).

Fig. 5. Expresion de la proteina Oct-4 en embriones tempranos de ratén. A) Expresion
enddgena de Oct-4 en blastocistos de 3.5 dias de desarrollo embrionario (E3.5). La expresién de la
proteina se concentra en las células de la masa interna (Modificada de Ovitt y Schéler, 1998). B)
Embriones en estadio de peri-implantacién (E5.25) silvestres (+/+) y mutantes negativos para Oct-4
(-/-). Los embriones silvestres son capaces de formar células de la masa interna (CMI), mientras
que los mutantes conservan una morfologia de mérula y no generan CMI (Modificada de Nichols et
al., 1998)

La expresion del gen Oct-4 se reprime en CTE, CTEG y CTCE cultivadas en
presencia de acido retinéico o en ausencia de LIF, lo que provoca que las células se
diferencien (Palmieri et al., 1994). Al tratar CTE o CTCE con &cido retinéico, Oct-4

sufre una rapida inactivacion transcripcional al principio del proceso de diferenciacion.



Esta inactivacion es temporal y lleva a cambios epigenéticos que permiten un
silenciamiento irreversible debido a la heterocromatinizacién y la metilacién del ADN
en el promotor, controlada por la metilasa G9a (Feldman et al., 2006). Por otro lado, el
locus de Oct3/4 se encuentra en la regién eucromatica donde se encuentra el
complejo mayor de histocompatibilidad (Nordhoff et al., 2001; Horton et al., 2004), en
una region de alta densidad génica y con gran cantidad de genes activos que
mantienen su expresion hasta la diferenciacion terminal. Con base en esto, en otro
estudio se observo que el mecanismo de represion de Oct-4 era altamente selectivo y
estaba mediado no sélo por la metilacién de las islas CpG en el promotor, sino
también por la tri-metilaciéon del residuo de lisina 27 en la histona H3 debida a
proteinas del complejo Policomb que aparentemente son capaces de reprimir genes

selectivamente sin afectar las regiones gendémicas adyacentes (Aoto et al., 2006).
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Fig. 6. Relacion entre la expresion de Oct-4 y el destino de las células troncales. Para mantener
un fenotipo indiferenciado, el nivel de Oct-4 debe mantenerse dentro de los niveles normales de
expresion diploide * el 50%. Si la expresion de Oct-4 se incrementa por encima de este nivel, las
células madre se diferencian a endodermo o mesodermo primitivo, mientras que si sus niveles
disminuyen mas alla del 50% las células se diferencian hacia trofoectodérmicas. (Modificado de Niwa,
2001).



Oct-4 es capaz de mediar la activacion o represion de diversos genes durante
el desarrollo (Pesce y Scholer, 2001) uniéndose a las secuencias octaméricas
ATGCAAAT, ATTTGCAT; también puede unirse a secuencias alternativas ricas en A/T
(Okamoto et al, 1990; Saijoh et al, 1996) que se encuentran en las regiones
promotoras o potenciadoras de los genes que regula. El dominio que media esta
unién, POU contiene dos subdominios: el subdiminio especifico POU (POUs) vy el
homeodominio (POUy), adicionalmente presenta secuencias ricas en prolina y glicina
en el extremo N-terminal y en la parte C-terminal una regién rica en prolina, glicina y
serina/treonina. Las regiones ricas en prolina suelen estar involucradas en activacion
transcripcional (Rosner et al., 1990; Fig. 7).

Todos los miembros de la familia a la que pertenece el gen Oct-4 se expresan
durante el desarrollo embrionario temprano (Ovitt y Scholer, 1998). Este gen contiene
5 exones (Okazawa et al., 1991; Yeom et al, 1996). Oct-4 se encuentra en el
cromosoma 17 en ratones y en una regién homéloga a éste en el cromosoma 6 en
humanos (Takeda et al., 1992). Su regién promotora no contiene caja TATA (Okazawa
et al., 1991) y tiene por lo menos tres regiones reguladoras: un promotor proximal
ubicado dentro de los primeros 250 pares de bases (pb) después de la region del inicio
de la transcripcion, un potenciador proximal y un potenciador distal que se encuentran

1.2y 2 kb rio arriba del inicio de la transcripcion respectivamente (Fig. 7).
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Fig. 7. Estructura y regiones regulatorias del gen de Oct-4. A) Estructura genémica y regiones
regulatorias del gen Oct-4. PP: promotor proximal; PtP: potenciador proximal; PtD: potenciador distal.
Las cajas azules representan regiones no traducidas y las cafés los 5 exones que constituyen al gen,
separados por 4 intrones (lineas). B) Representacion esquematica del cDNA de Oct-4, con los
dominios presentes en la proteina. Pro-Gly: dominio N-terminal rico en prolina y glicina; POUs:
dominio POU especifico; POUn: homeodominio POU; Pro-Gly-Ser-Thy: dominio rico en prolina,
glicina, serina y treonina (Modificado de Rosner et al., 1990)




El promotor proximal contiene sitios superpuestos de unién para factores de
transcripcion de la familia de Sp1, que median la expresion de genes que carecen de
la caja TATA en sus promotores (Pugh y Tjian, 1991); esta actividad se encuentra
presente sobre todo en genes de células indiferenciadas, mientras que en células
diferenciadas se ha observado que la potenciacion de promotores requiere de la caja
TATA (Majumder y DePamphilis, 1994). Este promotor contiene ademas un elemento
de respuesta hormonal (HRE) parecido a un elemento de respuesta canonica para
acido retindico (RARE), que es reconocido por varias proteinas de la familia receptores
a hormonas esteroideas incluyendo al acido retinoico y los receptores retinoides X
(Okazawa et al., 1991; Schoorlemmer et al., 1994).

El potenciador proximal se encarga de controlar la represion de Oct-4 mediada
por AR (Okazawa et al., 1991), mientras que el potenciador distal conduce la
expresion del gen durante el periodo pre-implantacién y en las células germinales
primordiales (Yeom et al., 1996).

Oct-4 es capaz de autorregularse, adicionalmente se han identificado muchos
genes a los que es capaz de regular ya sea directa o indirectamente, algunos de ellos
son: Fgf4, que codifica para el factor de crecimiento fibroblastico 4 (Avilion et al., 2003)
y que se expresa en las CMI (Yuan et al., 1995), Rex1 que codifica para un factor
transcripcional con dominio de dedos de zinc que también se reprime después de la
implantacién (Ben-Shushan et al., 1998), Nanog, y Sox2 que codifican para factores
transcripcionales homénimos que también son reguladores esenciales en el
mantenimiento de las CMI y la autorenovacion en CT pluripotentes (Mitsui et al., 2003;
Rodda et al., 2005; Loh et al., 2006). En este ultimo caso, la relacion que existe entre
Oct-4 y Sox2 durante la determinacion de destinos celulares en la etapa de pre-
implantaciébn se encuentra muy bien estudiada, ambos factores se regulan

mutuamente (Catena et al., 2004; Okumura-Nakanishi et al., 2005) y ademas actian



sinérgicamente en la regulacion de otros genes, como por ejemplo en el caso de
Nanog (Rodda et al., 2005). También se sabe que Oct-4 reprime a genes como Pax®6,
Hox, Lhx y Engrailed-1 que se encuentran involucrados en la diferenciacién neuronal

(Boyer et al., 2005).

Desarrollo del sistema nervioso y células troncales neurales

En el presente trabajo, utilizamos CTN de mesencéfalo ventral de ratones, por
lo que a continuacién se explicara la formacion de SN y los factores involucrados en la
especificacién de esta regién del cerebro.

Durante la formacion del SN en vertebrados, a partir del ectodermo neural
(neuroectodermo) se forma la placa neural que esta constituida por células columnares
(; Keller et al., 1992), mediante la induccién embrionaria primaria del mesodermo de la
notocorda, el cual se encuentra localizado por debajo del ectodermo, en la regién que
va a dar origen a la cabeza (Fig. 8A). La placa neural se alarga por acciéon de la
notocorda y las células epidérmicas adyacentes se mueven hacia el centro de la placa
neural produciendo un plegamiento y elevacién de la placa para formar un surco (Fig.
8B). Las células dorsales adyacentes al surco neural posteriormente formaran la
cresta neural (Fig. 8C y D), éstas son multipotenciales y constituyen las CTN del
sistema nervioso periférico (Stemple y Anderson, 1992), ya que al diferenciarse in vivo
dan lugar a melanocitos, células de los ganglios de la raiz dorsal, neuronas
adrenomedulares y células de Schwann (Le Douarin y Teillet, 1974). Ademas, se ha
observado que en condiciones de cultivo estas células son capaces de diferenciarse a
células de musculo liso (Anderson et al., 1997).

De manera simultanea, el tubo neural se forma al cerrarse el surco neural, el
cual dara lugar al cerebro y la médula espinal, es decir al sistema nervioso central (Fig.
8E Gilbert, 2003). Durante todo este proceso, es posible apreciar que la naturaleza de
las células involucradas cambia: alrededor del 90% de las células presentes en el tubo

neural en el dia de desarrollo embrionario 11 (E11) expresan la proteina de filamentos



intermedios nestina, la cual es un marcador muy utilizado para la identificacién de CTN
(Lendahl et al.,, 1990). Estas CTN tienen el potencial de generar, in vitro, multiples
tipos de neuronas maduras que pueden sintetizar y responder a neurotransmisores
como dopamina, acetilcolina, GABA y glicina (Kalyani et al., 1998). A partir de estas
CTN, se generan en etapas posteriores los diferentes precursores celulares
caracteristicos de cada estructura del SNC, y a medida que el desarrollo va
avanzando, la proporcién de CTN va disminuyendo debido al aumento de progenitores
mas restringidos y a la presencia de células diferenciadas. Ademads, diferentes
reportes sefalan que durante el desarrollo del SNC es posible localizar a las CTN de
manera mas restringida en regiones como la corteza cerebral, el mesencéfalo ventral,
la regiéon basal del cerebro anterior, el hipocampo (Temple, 2001) y el cerebelo

(Laywell et al., 2000).
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Desarrollo del mesencéfalo y sus derivados:

Después de la formacién del tubo neural, comienzan a distinguirse estructuras
globulares llamadas vesiculas. Alrededor del dia E8.5 en ratéon pueden distinguirse 3
vesiculas que constituyen las 3 divisiones basicas del cerebro: cerebro anterior, medio
y posterior 6 prosencéfalo, mesencéfalo y romboencéfalo respectivamente (Ybot-
Gonzalez et al., 2007); Fig. 9A), conforme avanza el desarrollo embrionario estas
vesiculas se subdividen para dar origen a 5 regiones. El prosencéfalo se divide en
telencéfalo y diencéfalo, el mesencéfalo se conserva y el romboéncéfalo se subdivide
en metencéfalo y mielencéfalo (Fig. 9B).

Cada una de estds vesiculas va a conformar diferentes estructuras en el
cerebro adulto. En particular el mesencéfalo, da origen a diferentes nicleos que estan
relacionados con el control del movimiento ocular o del esqueleto y los musculos. El
cerebro medio también es una estacién de paso esencial de las sefales auditivas y

visuales (Kandel et al., 1995).

A B Fig. 9. Neurulacion secundaria.
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subdividen posteriormente en 5 zonas,
que constituiran finalmente a todas las
regiones del cerebro: telencéfalo,
diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo y
mielencéfalo.

Uno de los nucleos importantes que se generan en el cerebro medio es la

substancia nigra, que esta constituida principalmente por neuronas dopaminérgicas



(DA). Esta poblacién se genera alrededor de E12 en raton. En el presente trabajo, es
de nuestro interés la diferenciacion de neuronas DA ya que éstas son las células que
degeneran en padecimientos como la enfermedad de Parkinson.

Como una via de tratamiento a esta enfermedad se han disefiado terapias de
reemplazo celular, en donde se implantan en el cerebro de animales modelo, como
roedores o primates células DA obtenidas de tejido embrionario o diferenciadas a partir
CTE 6 CTN. Los protocolos existentes para la diferenciacion de neuronas DA no
tienen porcentajes de eficiencia de hasta 30% y se generan junto con estas neuronas
otras poblaciones neurales. En una blsqueda por mejorar los protocolos de
diferenciacién para incrementar la proporcién de neuronas DA es indispensable
comprender los procesos de diferenciacion de estas células durante el desarrollo.
Ademas de buscar nuevas estrategias para diferencias células troncales.

En el desarrollo, la induccion molecular del mesencéfalo comienza incluso
antes de que la estructura anatémica sea evidente y esta mediada por diferentes
factores transcripcionales cuya expresidon depende de sefnales organizadoras
provenientes principalmente del istmo (Nakamura et al., 2005; Nakamura y Watanabe,
2005). Algunos de los factores determinantes en esta inducciéon son: el factor de
crecimiento fibroblastico 8 (FGF8), FGF20 y Sonic hedgehog (SHH) (van der Walt et
al., 2004; Smidt y Burbach, 2007).

En el presente trabajo uno de los objetivos es analizar la diferenciacion de la
poblacién de neuronas dopaminérgicas presentes en la substancia nigra del
mesencéfalo ventral de ratones E12, que pueden ser identificadas por la presencia de
proteinas marcadoras como la Tirosina-hidroxilasa (TH) que es una enzima que

participa en la sintesis de dopamina y noradrenalina y adrenalina.



CTN adultas

Finalmente, no sélo durante el desarrollo embrionario existen CTN; también se
ha observado neurogénesis debida a diferenciacién de CT en la vida adulta en algunas
zonas restringidas del cerebro (Alvarez-Buylla et al., 2002).

La identificacion inicial de las CTN adultas se hizo en el SNC de aves, en un
nacleo de control vocal en canarios adultos (Goldman y Nottebohm, 1983). En
mamiferos, se han identificado dos regiones neurogénicas: la zona subventricular
adyacente a los ventriculos laterales (Doetsch et al., 1999) y la capa subgranular del

giro dentado en el hipocampo (Cameron et al., 1993).



Antecedentes

Con todo lo anterior queda en manifiesto que Oct-4 es un factor esencial
durante el desarrollo temprano y dado que su expresién coincide temporal y
espacialmente con la de las poblaciones pluripotentes no es extrafio que se le
considere como un factor esencial en el mantenimiento de la pluripontencia.
Adicionalmente, algunos grupos han reportado la presencia de Oct-4 en tejidos ya
diferenciados como sangre de corddn umbilical (Kucia et al., 2006), células estromales
mesenquimales y derivadas de médula espinal adulta (Jiang et al., 2002; D'lppolito et
al., 2004; Pochampally et al., 2004; Johnson et al., 2005), células del fluido amniético,
cardiomiocitos, pancreas (Ratajczak et al., 2007) y células capilares (Yu et al., 2006) .
En todos los casos dicha poblacion presentaba cierto grado de plasticidad, capacidad
proliferativa e incluso otros marcadores que normalmente se asocian a células
pluripotentes. Estos datos apoyan la idea de que Oct-4 puede desempefnar per se un
papel importante en la identidad pluripotente de las células, ademas de que su
expresion es permisible en contextos diferentes al que clasicamente se le asocian.

En este mismo sentido, también se ha observado que las células somaticas
pueden ser reprogramadas al transferir sus ndcleos al citoplasma de ovocitos (Wilmut
et al., 1997) o por fusiéon con CTE (Tada et al., 2001; Cowan et al., 2005), lo que indica
la existencia de factores que pueden conferir pluripotencia a las células somaticas
(Takahashi y Yamanaka, 2006). Algunos factores necesarios para el mantenimiento de
la pluripotencia y supervivencia de las células troncales pluripotentes en cultivo son
Nanog, Oct-4 y Sox2 (Niwa et al., 2002; Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006).

El grupo del Dr. Smith (Silva et al.,, 2006) publicé un trabajo en el que se
observa que la sobre-expresion de Nanog en células hibridas fusionadas de CTE y
CTN aumenta la cantidad de colonias con morfologia de CTE obtenidas. No obstante,
la sobre-expresion de Nanog en CTN no fue capaz de inducir en ellas un fenotipo

pluripotente. Con estos resultados, este grupo concluye que es posible sea necesaria
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una combinacién de factores para infundir pluripotencia a células mas comprometidas
y no un factor Unico. Sin embargo, como ya se menciond, se sabe que Nanog es
regulado transcripcionalmente por Oct-4 y Sox-2 (Rodda et al., 2005), lo que hace
posible que la activacién de esta regulacion en niveles anteriores de la senalizacion
sea mas eficiente en este sentido.

Otro antecedente es el estudio hecho por el grupo de Jaenisch (Hochedlinger
et al., 2005) en donde se generaron ratones transgénicos que expresaban Oct-4 bajo
un promotor inducible por doxiciclina. Para activar la expresion de Oct-4 se
administraba el antibiético a los ratones en el agua que bebian. En este sistema se
pudo observar un incremento en la proliferacién de células precursoras, inhibicion de
la diferenciacién y displasia en tejidos epiteliales como piel, intestino y estémago (Fig.

10), aunque no se observd ningun efecto en tejidos nerviosos, probablemente porque

_mntral +DOX _
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estomacal

Fig. 10. Displasia en ratones con Oct-4 inducible. A-C) La induccién de Oct-4 provoca crecimiento displasico en el
intestino delgado (B), las células anormales muestran displasia y células mitéticas (C, flechas) mientras que los
ratones control presentan una morfologia normal (A). D-F) El epitelio estomacal se encuentra engrosado (E) y
presenta células atipicas con nucleos alargados y nucleolos prominentes, ademas de la falta de diferenciacion y
muchas células en mitosis (F, flechas). G-I) En la piel se encontraron multiples tumores (G), que histolégicamente
recuerdan a los de cancer cutaneo con crecimiento invasivo aparente hacia el tejido subcutaneo (I, flechas). Barras
de escala 500 um (A, B D, E y H); 50 um (C y F); 100 pm (l). (Tomado de Hochedlinger et al., 2005)
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el antibiodtico no fue capaz de atravesar la barrera hematoencefalica.

Un trabajo en donde se analizé la actividad de Oct-4 fue el del grupo de la Dra.
Lomeli (Ramos-Mejia et al., 2005) que produjo ratones transgénicos que expresan

ubicuamente este gen, al integrar a su genoma una construccion que incluia al
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(B-geo) flanqueado por sitios loxP y posteriormente, la secuencia codificante de Oct-4

(ratones Oct4-loxP; Fig. 11).
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Fig. 11. Generacion de ratones que expresan Oct-4 de forma ubicua. ReEresentacién esquematica de los alelos
transgénicos de presentes en los ratones de las lineas Oct4-LoxP y TNAPCRE/ Oct4-LoxP. En la linea Oct4-LoxP, la
expresion del reportero B-geo se encuentra en todo el ratén. Después de la recombinaciéon con CRE, en los ratones
TNAPCRE/ Oct4-LoxP se remueve el caset B-geo y Oct-4 se expresa en la linea germinal. Machos TNAP®RE/ Oct4-
LoxP son cruzados con hembras CD1 y los gametos modificados de TNAPCRE/ Oct4-LoxP permiten la generacion de
embriones con expresion general de Oct-4 mostrados en rojo en la figura. (Modificado de Ramos-Mejia et al., 2005).

Al aparear a los ratones Oct4-LoxP con ratones TNAPCre que expresan a la
recombinasa Cre en células germinales (Lomeli et al, 2000), se logré retirar el
fragmento de DNA que se encontraba entre los sitios loxP, permitiendo la expresiéon
del Oct-4 transgénico en los gametos (TNAPCre/Oct4-loxP). Al aparear a estos
ratones con silvestres, se obtuvieron ratones a los que llamaron tgO7 que expresaban
Oct-4 de manera ubicua (Fig. 11). Estos animales mueren alrededor de E13-13.5 y
presentaban defectos significativos en su desarrollo embrionario, detectados a partir
de E9.5, como por ejemplo la presencia de una cabeza visiblemente mas pequena.
Para E12.5, se podian encontrar malformaciones craneofaciales y un engrosamiento
de la cola que se encontraba torcida dorsalmente y el tubo neural presentaba un
cerrado defectuoso que se notaba en la region de la cola o como una linea media
irregular en la regién del tronco. En E13.5, estas anormalidades fueron encontradas en
el tronco, donde se apreciaron alteraciones en la formacién vertebral y usualmente se

encontr6 una costilla extra (Ramos-Mejia et al., 2005).
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Otro dato interesante es que se encontraron alteraciones en la expresién de
genes importantes para la induccion del mesodermo en los embriones transgénicos
escindidos, como: disminucion de la expresion de otx y Gbx2 y un aumento en la
expresion fgf8. También se observé un aumento en la expresién de engrailed 2 (En2)
que es un gen involucrado en la diferenciacion de neuronas dopaminérgicas. Estos
datos nos sugieren que puede haber alteraciones en el desarrollo de esta poblacién
provocadas por la expresion del transgén de Oct-4.

A pesar de los reportes de la expresion de Oct-4 en tejidos adultos, este factor
parece estar directamente relacionado con la capacidad de proliferacion de algunos
tipos celulares, por lo que puede considerarse como uno de los factores clave en los
procesos de induccién de pluripotencia. Esto ha quedado en evidencia con algunos
trabajos recientes en donde se reprogramaron nucleos somaticos humanos para
generar células madre pluripotentes inducidas utilizando los factores Oct-4, Sox-2
Nanog y LIN28 (Yu et al, 2007) o en los que se realiz6 la induccién a células
pluripotentes de fibroblastos embrionarios (Fig.12) y adultos de ratén (Fig. 13) y de
humano al expresar en ellos los factores Oct-4, Sox-2, c-Myc y Klf4, bajo condiciones
de cultivo de CTE, aunque en este caso se encontr6 que la expresion de Nanog era
dispensable (Takahashi y Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007; Fig. 12A y B).
Estas lineas celulares presentaban caracteristicas fenotipicas similares a las de CTE y
adicionalmente presentaban la capacidad de diferenciarse a tipos celulares de las tres
capas embrionarias in vitro e in vivo (Figs. 12C-D y 13B); no obstante, estas células no
fueron idénticas a las CTE en cuanto a sus patrones de expresion y su estado de

metilacion.
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Fig. 12.

Células troncales
pluripotentes inducidas
(iPS) generadas a partir
de fibroblastos
embrionarios de ratéon y
humano (hiPS). A y B)
Las iPS y hiPS fueron
capaces de formar
cuerpos embrionarios con
una morfologia  muy
similar a la de los
formados a partir de CTE
que ademas eras
positivos al  marcaje
contra el antigeno
embrionario SSEA-1 vy
fosfatasa alcalina (A: iPS
de ratéon, B: hiPS
humanas). B y C) Estas
células tenian la
capacidad de
diferenciarse a  tipos
celulares de diferentes
capas embrionarias in
vitro (C, panel superior e
inferior, iPS ) y al ser
implantadas a ratones
generaban teratomas en
donde se observé la
morfologia de diferentes
tipos celulares (C,
paneles centrales iPS vy
D: hiPS). (Tomado
de(Takahashi y
Yamanaka, 2006;
Takahashi et al., 2007)

Fig, 13. Contribucion de
iPS generadas a partir
fibroblastos de raton
adulto al desarrollo
embrionario de ratén. A)
Las iPS de adulto
expresaban el gen reportero
de GFP y fueron

~microinyectadas en

blastocistos C57/BL6 y los
embriones fueron analizados
en E7.5 (figs. superiores) y
E13.5 (figs. inferiores).
Barras de escala: 200 pm
superior; 2 mm inferior. B)
Los embriones quiméricos
de 13,5 dias fueron
seccionados y  tenidos
contra GFP (café). Se
encontré aportacion de las
iPS en practicamente todos
los tejidos de los embriones.
(Takahashi y Yamanaka,
2006).
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Justificacion

Los procesos que intervienen en el mantenimiento y la capacidad proliferativa
de los diferentes tipos de CT estan comenzando comprenderse. Conocemos algunos
factores y vias de transduccion que funcionan como elementos clave bajo diferentes
contextos, tal es el caso de Oct-4 en CT pluripotentes. Se ha visto que la expresion
ectopica de Oct-4 en otros tejidos puede favorecer la proliferacion o la inhibicién de la
diferenciacién de precursores celulares. Por tanto resulta de gran interés analizar si
esta proteina puede ser capaz de conferir las mismas funciones en CTN, o aumentar
su capacidad para generar diferentes tipos celulares, pues es sabido que la capacidad
de proliferacion y generacion de tipos celulares disminuye en las CT conforme avanza
el estadio de desarrollo del que son obtenidas.

Por otro lado, ya que se han observado alteraciones en la expresion de los
factores clave en la diferenciacién del cerebro medio en ratones que expresan
ubicuamente Oct-4, nos interesa también analizar la capacidad de las CTN para

diferenciarse a neuronas DA al expresar ectépicamente Oct-4.
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Planteamiento del problema

A la proteina Oct-4 se le atribuye un papel primordial en el control de la
proliferacion y el estado indiferenciado durante el desarrollo temprano y en CT
pluripotentes (Scholer et al., 1989; Okamoto et al., 1990; Rosner et al., 1990; Palmieri
et al., 1994). La relaciéon entre Sox2 y Oct-4 en estas CT se encuentra bastante
estudiada (Tomioka et al., 2002; Okumura-Nakanishi et al., 2005); en este contexto
ambas proteinas se autorregulan y regulan a otros genes también implicados en la
determinacién del destino celular. Por otro lado, Sox2 se expresa también en CTN en
donde se encuentra implicado en el mantenimiento de éstas células (Miyagi et al.,
2004; Tanaka et al., 2004; Miyagi et al., 2006) y las regiones reguladoras que
promueven la expresion del gen Sox2 en CT pluripotentes y CTN son las mismas
(Miyagi et al, 2004). La expresion ectopica de Oct-4 en tejidos epiteliales ha
demostrado ser capaz de incrementar la capacidad proliferativa y de inhibir
diferenciacién celular en los progenitores de esos tejidos (Hochedlinger et al., 2005).

Dado que en CTN se encuentran presentes elementos que pueden ser
reconocidos por Oct-4, y que se cuenta con un modelo adecuado para su expresion en
estas células (Ramos-Mejia et al., 2005), resulta de gran interés analizar si al sobre-
expresar esta proteina en CTN es posible conferir a estas células una mayor

capacidad de proliferacién o de diferenciacion.
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Hipotesis
La sobre-expresion ectopica de Oct-4 en células troncales neurales fetales
brindara una mayor capacidad de proliferacion y/o modificara el potencial de

diferenciacion de éstas, ya sea manteniéndolas en un estado indiferenciado o

brindandoles la capacidad de producir tipos de un linaje diferente al neural.

Objetivo general

Establecer el efecto de la expresién ectopica de Oct-4 en los programas de
proliferacion y diferenciacion de CTN fetales del mesencéfalo ventral de 12.5 dias de

gestacion del ratén.

Objetivos particulares

e Activar la expresion de Oct-4 en cultivos primarios de mesencéfalo ventral de
12.5 de gestacién (E12.5) de ratones Oct4-LoxP mediante la transduccién con
retrovirus que expresan a la recombinasa de Cre fusionada con la proteina
verde fluorescente.

e Analizar los niveles de expresion de RNA mensajero y proteina Oct-4 después
de la transduccion retroviral.

e Estudiar los efectos en proliferacion y diferenciacion de las CTN del
mesencéfalo ventral de ratones E12.5 Oct4-LoxP, transducidas con los

retrovirus.
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Metodologia

Estudio de la proliferaciéon y diferenciaciéon de CMN extraidas del mesencéfalo
ventral de ratones Oct4-LoxP.

Se cruzaron hembras silvestres CD1 con machos Oct4-LoxP para obtener
embriones transgénicos de E12.5. Los ratones y la mayoria de las cruzas fueron
proporcionados por la Dra. Leda Torres del Laboratorio de la Dra. Lomeli (Instituto de
Biotecnologia, UNAM).

Las madres fueron sacrificadas por luxacién cervical y se extrajeron los
embriones que fueron mantenidos en solucién fisiolégica de Krebs fria en todo
momento. Se disecé la regién del mesencéfalo ventral (Fig. 14) y el tejido obtenido de
cada embrién se almacend por separado en solucién de Krebs para su posterior
genotipificacion por tincién con X-gal. Adicionalmente se tomé tejido no neural de cada

embrion

(miembro
anterior) para

genotipificacion

por PCR.

>~k
' Fig. 14. Diseccion

del mesencéfalo
ventral de ratones
de 12 dias de
gestacion. En la imagen se muestra de izquierda a derecha el proceso mediante el cual se obtuvo el
tejido del mesencéfalo en cada embridn, que fue utilizado en los cultivos primarios para expandir a las
CTN.

El siguiente procedimiento fue realizado en el tejido obtenido de cada embrién

por separado:
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El tejido fue centrifugado a 200 x g a 4°C durante 5 min y se removi6 la
solucién de Krebs. Se agregd entre 300 y 500 upl de medio N2 y se disgrego
mecanicamente el tejido de 6 a 8 veces con una punta P1000. Se dejé sedimentar el
tejido no disgregado durante 3 a 5 min y se pasé la suspension de células a un nuevo
tubo.

La suspension fue centrifugada a 200 x g a 4°C durante 5 min y se eliminé el
sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 500 ul de medio N2 fresco y sembrado en
un pozo de 3.5 cm de diametro en cajas de 6 multipozos previamente tratados con
poli-ornitina (PLO) [15 pg/ml] y fibronectina (Fn) [1 pg/ml] con un volumen final de
medio de 1.5 ml y 10 ng/ml de factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF). El
medio se cambi6 cada 2 dias y el bFGF se aplic6 diariamente.

Al identificar a las células transgénicas, éstas fueron agrupadas y sembradas a
una densidad de 10 000 a 20 000 células por pozo en cajas de 24 multipozos con
cubreobjetos de vidrio pre-tratados con PLO y Fn, en un volumen final de 400 a 500 pl

de N2 (cambiados cada 2 dias) con 10 ng/ml de bFGF aplicado diariamente.

Genotipificacidon de ratones Oct4-LoxP: tincién con X-gal

Los ratones Oct4-LoxP tienen insertado un transgén que contiene al gen de
resistencia a neomicina fusionado con el gen de B-galactosidasa de pollo (B-Geo)
flanqueado por sitios LoxP y seguido por el cDNA del gen Oct-4.

La proteina B-galactosidasa codificada por el gen LacZ, originario de E. coli es
un reportero histoquimico clasico (Beckwith, 1980) que puede ser detectado utilizando
una gran variedad de sustratos, los cuales tienen una galactosa ligada a alguna mitad
por un enlace B-D-glycosidico, cuyas propiedades cambian después de la liberacion
de la galactosa (Wallenfels et al, 1964). Muchos sustratos producen productos
coloridos o fluorescentes que son Utiles al medir la actividad de la B-galactosidasa o

visualizando células transducidas en vivo (Krasnow et al., 1991; Nirenberg y Cepko,
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1993). El sustrato mas comun el un derivado del indol: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranésido (X-gal).

Cuando B-gal rompe el enlace glucosidico en X-gal se produce galactosa y 5-
bromo-4-cloro-3-hidroxindol que se oxida no enximaticamente. El indigo halogenado
resultante es un compuesto azul muy estable e insoluble: 5,5-dibromo-4,4’-dicloro-
indigo (Holt y Sadler, 1958). Las reacciones de dimerizaciéon y oxidacién requieren la
transferencia de un electron que se facilita por aceptores de electrones del propio
potencial redox (Holt y Sadler, 1958), para esto se utilizan iones férricos y ferrosos en
las reacciones con X-gal.

Para genotipificar a los embriones Oct4-LoxP obtenidos mediante cruzas de
machos Oct4-LoxP en fondo CD1 con hembras silvestres de la misma cepa, se
sembrd una proporcion (1/4 a 1/5) de las células obtenidas por cada embrién en cajas
multipozos de 1.7 cm de didmetro por pozo, previamente tratadas con PLO y Fn. Uno
a 2 dias después las células fueron fijadas con la solucién de X-gal (paraformaldehido
1%, glutaraldehido 0.2%, MgCl,, 2 mM, EGTA 5 mM y NP 40 1% en PBS), por 20
minutos a 4°C. Se retird la solucion y se lavaron los pozos fijados 3 veces con 400 pl
de PBS x 5 min en cada caso. Después se colocaron 300 a 400 pl de la solucion de
tincion para X-gal (MgCl, 2 mM, ferricianuro de potasio 2%, X-gal 10 pg/pl, NP40 2%
en PBS) a cada pozo y se dejaron incubar a 37 °C toda la noche protegidos de la luz.

Al dia siguiente se retird la solucion y se lavaron los pozos con PBS y se
observaron al microscopio para detectar la formacién del precipitado azul en las
células provenientes de embriones transgénicos (Fig. 15B). Adicionalmente se realizd

genotipificacién por PCR para corroborar los datos de las tinciones con X-gal.

PCR: Genotipificacion de embriones Oct4-LoxP y control de la escision por Cre
Al momento de hacer las disecciones del mesencéfalo ventral se tom6 una

extremidad anterior de cada ratén la cual fue digerida en amortiguador de lisis EPB (50

mM KCI, 10 mM Tris pH=8.3, 2 mM MgCl, , 0.01% gelatina, 0.45% NP-40 , 0.45%

29



Tween 20 y 100 pg/ml de proteinasa K) a 50°C toda la noche, para obtener su ADN
genomico. Para inactivar a la proteinasa K se incub6 la solucién con ADN a 95°C
durante 15 min, se centrifugaron los tubos a 10 000 x g por 5 min y de cada muestra se
utilizaron 2 pl para correr una reaccion de PCR. Los primers utilizados en la reaccion,
BGPA y Oct4-3 amplifican un fragmento de 518 pb (Fig. 15A) localizado entre el ex6n
3 del gen B-galactosidasa de pollo y la secuencia de Oct-4. las secuancias de los

primer utilizados se muestran en la tabla 1.

Adicionalmente se comprobd mediante PCR que se hubiera escindido el caset
de B-geo en las células transgénicas, posterior al tratamiento con retrovirus que
expresan la recombinasa de Cre (ver mas adelante) con el par de primers CAGGS-1 y
Oct4-1, detallados en la tabla 1, que amplifican un fragmento de 372 pb Unicamente
cuando la secuencia ubicada entre los 2 sitios LoxP del transgén (el gen de B-

galactosidasa) no se encuentra presente.

Tabla 1. Lista de oligonucleétidos para genotipificacion

Nombre Secuencia Fragmento
Act1 GGG TCAGAAGGATTC CTATG 230 pb Actina
Act2 GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG
Oct4-3 CCT ACA GCA GAT CAC TCA 518 pb B-geo
BGPA CAG AAG TCAGAT GCT CAAG
Oct4-1 AGC CTG GTC CGATTC CAG .
372 pb Escision 3-geo
CAGGS-1 GCT CTA GAG CCT CTG CTA AC

Actl y 2 fueron utilizados para amplificar un fragmento del ex6n 4 de B-actina. Oct4-3 y BGPA
amplifican un fragmento del caset B-geo para la Genotipificacion de los ratones Oct4-LoxP. Oct4-1 y
CAGGS-1 amplifican Unicamente cuando el caset 3-geo ha sido escindido y por lo tanto se usan para la
escision con retrovirus en Oct4-LoxP
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Fig. 15. Genotipificacion de ratones Oct4-7.
A) La genotipificacion por PCR, amplifica de
un fragmento de 518 pb del caset 3-geo. En el
gel se muestra el resultado de Ila
genotipificacién de dos camadas de embriones
de raton E14, numerados del 1 al 27. B)
Genotipificacién por medio de la reaccién con
X-gal. En la imagen se muestra la
genotipificacion del embrién nimero trece que
se muestra en el gel de la parte A. Las células
que presentan el transgén de B-geo-Oct4 se
tifen de color azul.

Preparacion de vectores retrovirales

Los vectores retrovirales fueron construidos utilizando el sistema de expresion
retroviral pantrépica de Clontech, mediante co-transfeccion transitoria en células
empaquetadoras, de los vectores de expresion retroviral pGIA o pGCIP
(proporcionados por el Dr. Nicholas Gaiano; Fig. 16) y el vector pVSV-G, que permite

la expresion de la proteina VSV-G a partir del promotor de citomegalovirus (CMV).
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Fig. 16. Plasmidos utilizados para la construccion de vectores retrovirales. A) pGCIP expresa una
proteina de fusion de EGFP con CRE y a la fosfatasa alcalina placentaria (PLAP) bajo el promotor
constitutivo del factor de elongacion 1a (EF1a) de Xenopus. B) pGIA expresa Unicamente a la EGFP y a
PLAP bajo el promotor EF1a, y fue utilizado como vector control para as transfecciones.

Las células empaquetadoras de la linea celular GP2-293, derivada de la linea
celular HEK 293, incluida en el sistema de expresion retroviral pantrépica de Clontech,
expresan establemente a los genes necesarios para la formacion de vectores
retrovirales pantrépicos deficientes de replicacion, excepto las proteinas de la cubierta
(que se expresaron por la co-transfeccion con el plasmido pVSV-G).

Para la preparacién de los vectores retrovirales las células GP2-293 fueron
sembradas en platos de cultivo de 15 cm de diametro con 20 ml de medio DMEM (por
sus siglas en inglés “Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium”) con glutamina 2 mM, 10%
de suero fetal bovino (SFB) y 1% penicilina/estreptomicina (DMEM + SFB) a 37°C con
95% de aire y 5% de CO2. Al alcanzar una confluencia de 90% aproximadamente, los
cultivos fueron co-transfectados por el método de fosfato de calcio con el plasmido
pVSV-G vy el plasmido retroviral (pGIA o pGCIP). Las células transfectadas se dejaron
incubar de 6 a 10 horas bajo las mismas condiciones de cultivo y al cabo de este
tiempo se cambi6é el medio de cultivo por 13 ml de DMEM + SFB y las células se
dejaron incubar nuevamente. Se repitié este procedimiento a las 12, 24 y 48 horas,
recuperando el medio y almacenandolo a -70°C. Estos sobrenadantes fueron
concentrados por ultracentrifugacién y alicuotados para ser utilizados en la

transfeccion de las células troncales neurales.

Titulacion de los vectores retrovirales
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Para calcular la cantidad de particulas infectivas presentes en las alicuotas de
los vectores GIA y CGIP, se calcul6 su titulo utilizando una modificaciéon del método de
placa para la determinacion de infectividad viral, al transducir fibroblastos NIH 3T3 con
diluciones seriadas de éstos. De acuerdo con este método, la infectividad de los lotes
retrovirales se expresa como unidades formadoras de placas, 0 en este caso colonias
(u.f.c.) por unidad de volumen (Flint, 2000). El principio de este método es el siguiente:
debido a que ambos vectores expresan a la GFP como reportera, es posible distinguir
a las células transducidas al excitarlas con una lampara de mercurio y un filtro que
permita la excitacion a 475 nm y otro que permita detectar la fluorescencia emitida a
516 nm. En cultivos en monocapa, una célula transducida es capaz de dividirse y
generar nuevas células GFP+ de forma clonal, hasta formar colonias. Cada una de
estas colonias habra sido por tanto generada a partir de una sola unidad infectiva de
particulas retrovirales, que es entonces por definicion, la unidad de particulas virales
capaz de infectar a una célula y se expresa en este caso en u.f.c. Por tanto, al calcular
la cantidad de u.f.c. contenidas en una unidad definida de volumen (por ejemplo, ml),
es posible tener un valor estandar de comparacion para las transducciones de los

diferentes lotes retrovirales.

Inmunotinciones

Para realizar las inmunotinciones las células fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA) al 4% a 4°C durante 20 min. Posteriormente, las muestras se
bloquearon con 500 ul de solucién de bloqueo: PBS con 10% de suero normal de
cabra (NGS) y Triton X-100 al 0.3 % durante una hora a temperatura ambiente (TA),
con agitacion continua. Se retiro la solucion de bloqueo y las muestras fueron lavadas
con 300 ul de PBS 3 veces durante 5 minutos cada vez, con agitacién continua. Se
aplicaron los anticuerpos primarios disueltos en 20 yl de PBS con 10% de NGS para
cada pozo y se dejaron incubar 2 horas a TA o toda la noche a 4°C cubriendo cada
muestra con un circulo de Parafilm. Los anticuerpos primarios fueron recuperados y
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fueron recuperados hasta 2 veces mas. Las muestras fueron lavadas con 300 ul de
PBS 3 veces durante 5 minutos cada vez, con agitacion. Posteriormente, se aplicaron
los anticuerpos secundarios en 250 a 300 pl de PBS 10% NGS y se dejaron incubar
durante 2 horas a TA agitacién continua, protegiendo a las muestras de la luz. Se
recuperaron los anticuerpos (que también pueden ser reutilizados hasta 2 veces mas)
y se lavaron las muestras con 300 ul de PBS 3 veces durante 5 minutos cada vez, con
agitacion. Las muestras se almacenaron con PBS a 4°C hasta ser montados en
portaobjetos de vidrio con medio de montaje para fluorescencia a base de agua. Las
preparaciones montadas fueron etiquetadas y se dejaron secar durante toda la noche

protegidas de la luz.

Ensayos de incorporacion de BrdU

Para medir la proliferacién en las células durante la fase de tratamiento con
bFGF, las células fueron incubadas con 10 uM de Bromo-deoxiuridina (BrdU) durante
4 h Un dia después las células se fijaron con PFA 4% a 4°C por 20 min y al retirarse el
fijador se lavaron 3 veces con PBS durante 5 min en cada lavado. Después los pozos
se trataron con HCI 1N en PBS a 37°C durante 15 min con agitacién constante. Se
neutralizé el HCI con amortiguador de boratos (borato de sodio 0.1M) durante 10 min a
temperatura ambiente y se dieron 3 lavados mas con PBS durante 5 min cada uno.
Posteriormente se bloqued durante una hora a TA con agitacién continua (PBS 0.1%
BSA mas 10% NGS y 0.3% de Triton X-100) y se incubd con anti-BrdU (rata; 1:100) en
PBS 0.1 % BSA y 10% NGS toda la noche a 4°C. El anticuerpo se recupero6 y fue
usado hasta una vez mas. Las células se lavaron con PBS 0.1% BSA 3 veces por 5
min cada vez antes de colocar el anticuerpo secundario (Alexa 488 o 568 hecho en
cabra, anti-rata 1:500) durante 2 h a temperatura ambiente, después se recuperd y se
utiliz6 hasta 2 veces mas. Los pozos se lavaron 3 veces con PBS 0.1% BSA por 5 min
cada vez y se tifieron los nucleos con Hoechst (100 ug/ml) o Dapi (10 pug/ml) durante
10 min con agitacion constante. Las preparaciones se guardaron protegidas de la luz.
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TUNEL

El ensayo de TUNEL (Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling, por
sus siglas en inglés), es un método utilizado para detectar la degradacion de ADN
en células apoptéticas, porque una de las marcas de fase tardia de la apoptosis es
la fragmentacién del DNA que resulta en una multitud de extremos 3’-hidroxil
terminales. Esta propiedad puede ser utilizada para identificar células apoptéticas
marcando estos extremos con nucleétidos desoxiuridin-trifosfato fluorescentes (F-
dUTP). La enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) cataliza la adicién
independiente de templado de desoxiribonucleosido trifosfatos a los extremos 3’
hidroxi-terminales de ADN de cadena doble o simple. La adiciéon de F-dUTPs sirve
para marcar los sitios de ruptura, una vez incorporado al ADN. Las células no
apoptéticas no incorporan mucho del F-dUTP debido a la ausencia de extremos 3’-

idroxil libres en el ADN.

RT-PCR

Para extraer RNA de los cultivos celulares, se agregé 1 ml de TRIZOL a los
pozos de 1.5 cm de diametro, raspando el fondo del pozo para despegar a las células.
Se homogenizé y se recuper6 el homogenizado. Posteriormente, los homogenizados
se incubaron a 30°C por 15 min y se agregaron 200 pl de cloroformo por cada ml de
TRIZOL. Se mezclé todo utilizando vortex durante 15 seg y se incubd nuevamente a
30 °C por 3 min. Después de esto, se centrifugaron las muestras a 4000 rpm (800 g)
por 10 min a 4 °C. Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo nuevo y se agregaron 500 pl
de isopropanol. Se mezclé todo utilizando vortex durante 15 seg y se incubd a 30 °C
por 10 min. Después se centrifugd nuevamente a 800 g por 10 min a 4 °C y se elimin6
el sobrenadante con una pipeta pasteur. Se lavo el botén obtenido con etanol 75%

agitando con vortex por 15 min y se volvié a centrifugar a 800 g por 5 min a 4 °C. Se
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eliminé el etanol y se dejé secar el botén obtenido invirtiendo el tubo sobre una toalla
de papel. Una vez seco se resuspendio el botén en 20 ul de agua inyectable y se
incubd a 60°C por 10 min. Se resuspendié nuevamente la muestra y se tomé 1 ul para
separar en un gel de agarosa al 1% para comprobar el buen estado del RNA y 1 pl
para calcular la concentracién de RNA.

Se calculé la concentracion de RNA obtenido mediante la lectura de
absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro. Se utilizaron entre 500 ng y hasta 1
Mg de RNA.. para la reacciéon de transcripcion reversa.

Se incubaron las muestras a 65°C por 15 min y después 5 min en hielo, se
agregaron primers aleatorios (50 uM), dNTPs (10 mM de c/u) y se aforé la reaccion a
13 pl con agua inyectable. Se calentaron los tubos a 65 °C por 5 min y se enfriaron en
hielo por 1 min. Se centrifugaron las mezclas brevemente y se agregd DTT, inhibidor
de RNAsas (40 U) y transcriptasa reversa (200 U; Super Script Ill, ROCHE) en
amortiguador para la reaccién en un volumen total de 20 pl de reaccion. Se mezclé
suavemente la reaccién y se incubd a 25 °C por 5 min. Posteriormente se incubé a 50
°C por 1 hora y se inactivé la reaccion a 70 °C por 15 min. Se cuantifico el cDNA
obtenido mediante espectrofotébmetro y se utilizaron 500 ng para la reaccion de PCR.

La reaccién de PCR se prepar6 de la siguiente forma: Se puso el cDNA en
amortiguador Tris-HCI 200 mM (pH 8.4), KCI 500 mM, 1.5 mM de MgCl,, 10 mM de
cada dNTP, 20 pmol de cada oligonucléotido y 5 U/ul de Taq polimerasa, aforando a
25 pl. Se colocan las reacciones en la termocicladora con 95°C para desnaturalizacion
por 15 min. El nimero de ciclos, el tiempo y las temperaturas 6ptimas se
estandarizar6n de acuerdo a la Tm de los oligos utilizados y a las condiciones de
trabajo. Se realiz6 un periodo final de extensién a 74°C y las reacciones se pasaron a
hielo.

Posteriormente se realizé el andlisis de la amplificacién en geles de agarosa al

1.5% visualizando las bandas de ADN con bromuro de etidio.
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Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) y t de
Student-Newman-Keuls con un valor de confianza de 95%, para establecer diferencias

estadisticamente significativas entre nuestras diferentes condiciones.
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Resultados

Las estrategias que nos planteamos inicialmente, fueron modificAndose a
medida que se desarrollo el trabajo experimental. Al inicio del trabajo se exploraron
alternativas adicionales a las aqui presentadas. Primero nos planteamos la idea de
utilizar cultivos primarios de CTN en E12 de ratones tgO7 que expresan ubicuamente
Oct-4 (Ramos-Mejia et al., 2005) para probar el efecto de diferentes condiciones de
cultivo en la proliferacion y diferenciacion de estas células; no obstante estos ratones
no estuvieron disponibles para nosotros durante el primer afo del trabajo y fue por
esta razén que nos centramos en la activacion del transgén de Oct-4 en los ratones
Oct4-LoxP.

Para la escision de B-Geo in vitro se planteo inicialmente la posibilidad de
electroporar a las CMN con un plasmido que expresara Cre y un caset de seleccion,
por ejemplo la resistencia a algun antibiético. Sin embargo, ya que la electroporacién
de CTN es una técnica dificil y no muy eficiente decidimos explorar otra posibilidad: el
uso de vectores retrovirales que expresaran a Cre y algun reportero, como la proteina
verde fluorescente (GFP), para identificar a las células transducidas.

En un principio nos planteamos la posibilidad de utilizar adenovirus que
expresaran Cre y algun reportero para la escision del caset in vivo, no obstante los
vectores de este tipo son capaces de transducir no sélo a células en division si no
quiescentes también, por lo que el uso de estos vectores no resultaria muy selectivo
para activar Oct-4 Unicamente en CTN. En este caso, la opcién de utilizar vectores
retrovirales nos resulté mas conveniente ya que una particularidad de estos vectores,
en especifico los llamados oncovirales es que infectan Unicamente a células en
division.

Dado lo anterior y ya que contabamos con diversos plasmidos que podrian
sernos de utilidad para la construccion de los vectores retrovirales decidimos construir

un vector retroviral para expresar a Cre tanto in vivo como in vitro junto con un gen
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reportero. Durante el primer semestre del trabajo de Maestria se comenzé con la
construccion de dicho vector; no obstante, la construccidon no fue concluida pues
como estrategia adicional, el Dr. Nicholas Gaiano del NIH nos doné las construcciones
retrovirales que se utilizaron durante todo el trabajo y que se detallan en los métodos.

Por otro lado, en cuanto a los ratones que utilizamos, una ventaja que nos
brindaban fue que no presentan un fenotipo letal a diferencia de los ratones tgO7, por
lo que dentro de nuestros objetivos iniciales consideramos también establecer el
efecto de la activacion ectopica de Oct-4 en CTN adultas en estos ratones, en cultivos
primarios (in vitro) e in vivo. Los experimentos con CTN adultas tanto in vitro como in
vivo se realizaron paralelamente a los experimentos iniciales con CTN embrionarias.

Para el caso del analisis in vitro de las CTN, cultivos primarios de estas células
extraidas de la zona subventricular y el hipocampo de ratonas Oct4-LoxP. Pues son
estas las dos regiones bien identificadas de neurogénesis en el adulto. En estos
cultivos, crecidos inicialmente en neuroesferas, fueron mantenidos en las mismas
condiciones de diferenciacién y proliferacién que se detallan para los cultivos
embrionarios pero tampoco fue posible la inmuno-deteccion de Oct-4.

En cuanto a los experimentos in vivo, lo que pretendiamos era introducir el
vector de expresion de Cre mediante inyeccion estereotaxica unilateral en ventriculo
lateral y el giro dentado del hipocampo para activar la expresion de Oct-4 in situ en las
regiones neurogénicas del cerebro adulto. En este punto comenzamos por establecer el

nivel de expresion del transgén B3-Geo/Oct-4 mediante tinciones con X-gal en cortes de

10 um de espesor en ambas rgione Fig. 17).
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Fig. 17. Expresion del caset B-geo en células del hipocampo y zona subventricular de ratones
Oct4-LoxP adultos. A) Reconstruccion de secciones coronales tomadas a 20X del hipocampo de ratones
Oct4.7 adultos. Se observa una alta expresién del transgén en todas las capas del hipocampo y sobre
todo en el giro dentado (recuadro). B) En la imagen se muestra una ampliacién de la region del giro
dentado del hipocampo de ratones Oct4-7 adultos en donde se puede observar que la mayoria de las
células expresan el caset 3-geo. C) Seccion coronal de la region ventricular lateral. Se puede observar
una alta expresion del transgén en la zona subventricular.

Una vez identificada la presencia del transgén en ambas regiones,
comenzamos por establecer las coordenadas estereotéxicas con respecto a Bregma
para las inyecciones de los vectores de expresion de Cre realizando inyecciones con
colorante en machos adultos de aproximadamente 30g de peso utilizando las
coordenadas fijadas por Paxinos para las regiones de nuestro interés (Fig. 18). Las

coordenadas finales de nuestras inyecciones se muestran en la tabla 2.

Fig. 18. Secciones
A B coronales de cerebros
adultos de ratén que
} fueron inyectados con
- R | azul celestina. A y B)
! o Inyecciones en la zona
b » del ventriculo lateral. (A)
- coordenada 3 de la tabla
2. (B) coordenada 2 de
la tabla 2 C y D)
Inyecciones en
u hipocampo. (C)
coordenadas A de la
tabla 2. (D) corrdenadas
B de la tabla 2. Las
C D flechas indican el punto
de la inyeccion, en
donde se encontr6 el
colorante

Tabla 2. Coordenadas estereotaxicas probadas
para las inyecciones de ventriculo lateral e hipocampo

Ventriculo lateral | Hipocampo
1 2 3 A B
A-P 0 0.5 1 -1.8 | -2.3
L 1 1 1 1 1.5
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| pv | 25| 27| 23] 2 | 2 |

Se inyectaron ratas adultas de aproximadamente 30g
con 0.5 ul de colorate azul celestina, de manera bilateral.
A-P, anteroposterior; L, lateral; D-V, dorso ventral

Dado que no se pudo detectar a la proteina Oct-4 en las inmunotinciones con
CTN adultas no se continué con este protocolo, no obstante las coordenadas ya
fijadas pueden ser de utilidad en futuros trabajos. A continuacién se detallan
Unicamente los resultados obtenidos con los cultivos primarios de CTN de

mesencéfalo ventrla en E12.

Para evaluar la activacién del transgén de Oct-4 en CTN y sus efectos en la
proliferacion y diferenciacion de estas células, inicialmente nos centramos en analizar
la presencia de la proteina mediante inmunotinciones contra Oct-4 y marcadores de
precursores neurales (nestina) y neuronas diferenciadas (TH) bajo diferentes
condiciones de cultivo: condiciones estandar para cultivos de CTN y células neurales
diferenciadas o condiciones de cultivo que son normalmente utilizadas para cultivo de
CTE.

Las células (tanto transgénicas como no transgénicas en los primeros
experimentos) fueron transducidas con 400 unidades formadoras de colonias (u.f.c.)
de los virus con Cre, GCIP o el virus control GIA (Fig. 19) por pozo, en 400 ul de
medio, un dia después de ser sembradas en medio N2 + bFGF (10 ng/ml) como
mitégeno. El porcentaje de transduccion fue de 26 y 23% para los virus GCIP y GIA,
respectivamente. Posterior a la transduccién, las células fueron dejadas 4 dias mas
con N2 + bFGF en el caso de los controles, o bien fueron tratadas con diferentes

condiciones, que se listan a continuacion:
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e 4 dias de proliferacién con N2 + bFGF (10 ng/ml) y 4 dias de diferenciacién en
ausencia de bFGF y con 200 pM de &cido ascorbico, las cuales son
condiciones estandar para el cultivo de CTN.

e 4 dias de proliferacién con N2 + bFGF (10 ng/ml), FGF8, FGF20 (100 ng/ml)
cada uno y Sonic Hedgehog (SHH) y 4 dias de diferenciaciéon en ausencia de
dichos factores y con &cido ascorbico. Estas con condiciones para cultivo de
CTN en presencia de factores de crecimiento que durante el desarrollo se han
visto involucrados en la determinaciéon de las neuronas dopaminérgicas del
cerebro medio y que se sabe promueven también su diferenciacién a partir de
CTE.

e 4 dias de proliferacién con medio Knock Out (KO) en presencia de factor
inhibidor de la leucemia (LIF; 1000 U/ml) y 6 dias mas en ausencia de LIF.
Condiciones estandar para cultivo de CTE.

e 4 dias de proliferacion en medio KO con reemplazo de suero y LIF (1000 U/ml)
y 6 dias més en ausencia de LIF. Estas también son condiciones estandar para
cultivo de CTE pero sin suero, que se sabe promueve diferenciacién glial en
CTN.

Se analizaron las células tanto al finalizar la fase de proliferacion como la de
diferenciacién mediante inmunotinciones contra nestina y Oct-4 en el caso de la

proliferacion (Fig. 19) y TH/Oct-4 para la diferenciacion.
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Mestina Empalme

Oct4
J K

Fig. 19. Analisis de los marcadores presentes en CTN Oct4-LoxP de mesencéfalo ventral E12
transducidas con los vectores retrovirales GCIP y GIA durante la fase de proliferacion. A-C y G-I)
CTN transducidas con el vector GCIP que expresa a Cre fusionada con la GFP. D-F y J-L) CNM
transducidas con el vector control GIA que expresa GFP. Se realizaron inmunotinciones contra nestina
(marcador de CTN), Oct-4 y GFP para identificar a las células transducidas. Los resultados mostrados son
de células cultivadas en medio N2. En el resto de las condiciones tampoco se encontré presencia del
marcador Oct-4.

Octd4-7/GCIP

Durante la proliferacion la mayoria de las células se mantienen expresando
nestina (96.8% GCIP y 98.61 % GIA), que es un marcador de CTN; sin embargo, no

se observo la expresion de Oct-4 en ninguna de las condiciones transducidas con el
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retrovirus que expresa Cre (Fig. 19). En el caso de las células que se dejaron 6 dias
para diferenciacion tampoco observamos células que expresaran Oct-4, ni
diferenciacién hacia TH (datos no mostrados).

Para comprobar si nuestro vector retroviral expresaba eficientemente a Cre o
bien Cre no era capaz de escindir el caset de B-geo, o algo le estaba ocurriendo a las
células que eran escindidas, realizamos amplificaciones por PCR utilizando el par de
oligonucleétidos Oct4-1 y CAGGS-1 (Tabla 1), que amplifican un fragmento de 372 pb
Unicamente si el caset de 3-geo no se encuentra. Para tal motivo transdujimos células
Oct4-LoxP con GFP-Cre y GFP y extrajimos ADN total para realizar la amplificacién
por PCR tanto con el par de oligos Oct4-3 y BGPA, que amplifican en la regién del
caset 3-geo, como con los oligos para detectar la escisién (Tabla 1; Fig. 20A). Lo
mismo se hizo, con otro grupo de células en las mismas condiciones que fueron
separadas en un citometro de flujo para separar a la poblacion GFP* de la que no era

fluorescente (Fig. 20B y 21).

A Octd-LoxP Fig. 20 Determinacion de la escision
GCIP GlA del caset B-geo en células Octd-7. A)
BRCHC. . MAYAACEL, [ERch.: Mo Rach Anélisis por PCR de la escisién del caset

B-Geo en CTN Oct4-7 transducidas con
los vectores retrovirales GCIP (GFP-Cre)
y GIA (GFP). En las células transducidas
con el vector que expresa Cre se amplifica
un fragmento de casi 400 pb con los
oligos de escisiéon, mientras que en el
caso del virus control sélo hay
amplificacion con el par para el caset no
escindido. B) Amplificacion por PCR de
CTN Oct4-7 transducidas con los vectores
retrovirales y separadas por citometria de
flujo. Los carriles corresponden a lo
B Escindidos No escindidos siguiente: 5: Oct4-7/GIA/GFP*; 6: Oct4-
Octa-7 OctdT 7/GIA/GFP’; 7: _0ct4-7/GCIP/GFP"; 8:
et Oct4-7/GCIP/GFP".
8 7T 6 5 B T 6 5

0.5 kb
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Para separar la poblacién transducida (fluorescente) de la no transducida en
cada caso utilizamos una ventana con 2 x 10° veces mayor fluorescencia que la basal,
aunque cabe senalar que las dos poblaciones se veian claramente delimitadas en
cuanto a su fluorescencia y la distribucién por tamano de ambas poblaciones fue muy

similar en todos los casos.

Hoechst Oct-4 Empalme

Fig. 21. Poblaciones GFP* de Oct4-7 de MV E12 obtenidas por separacion con citometria de flujo.
Las células transgénicas fueron transducidas ya sea con el virus GCIP (GFP-Cre) o con el virus control
GIA (GFP). Las poblaciones transducidas recuperadas corresponden al 7.6% del total de las células
separadas para las células transducidas con GCIP y 10.6% para el caso de las control, de las cuales 83.3
% Yy 62.5 % de las células positivas a GFP, respectivamente al sembrarse en cajas de cultivo.

Oct4-7/GCIP

Oct4-7/GIA

En el analisis por PCR de las células Oct4-LoxP transducidas con el vector
control (GIA) sélo obtuvimos amplificacion con el par de oligonucleétidos para el caset
B-geo, mientras que en las células transducidas con el vector que expresa Cre sélo se
amplificé un fragmento de cerca de 400 pb con los oligos que denotan escision y que
concuerda con lo esperado. Resultados similares se observan en las células que
fueron separadas por citometria, la fraccion GFP+ transducida con el virus que
expresa Cre fue la Unica que presentd el fragmento amplificado con los oligos para
escision (Fig. 20B) y la fraccién no fluorescente de esta misma condicién amplifico el
fragmento no escindido.

Sélo se encontré el fragmento amplificado con los oligonucleétidos que denotan

escision del caset B-geo en las células transgénicas transducidas con el virus que
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expresa Cre, lo que sugiere que el transgén con Oct-4 puede ser expresado, no
obstante, no se prueba que se traduzca la proteina, pues no fue posible detectarla
mediante inmunofluorescencia.

Propusimos dos posibles escenarios para explicar lo ocurrido:
1) Nuestro anticuerpo no estaba funcionando correctamente.
2) El nivel de expresion del transgén es muy bajo y el anticuerpo no es capaz de
detectarlo por inmunofluorescencia

Descartamos la primera opcién utilizando un control positivo para el anticuerpo
contra Oct-4, realizando inmunotinciones en células troncales embrionarias de raton
de la linea R1, las cuales expresan Oct-4 (Fig. 22). Por otro lado, probamos si habia
produccion de mensajero en primer lugar mediante RT-PCR con células de las
diferentes condiciones (Fig. 23). En este caso observamos un nivel muy bajo de
expresion del mensajero en las células transducidas con GCIP (GFP-Cre), equivalente
a aproximadamente el 14.3 % y 18% (N2 y KORS respectivamente) en comparacién
con el nivel de expresiéon de Oct-4 en CTE de ratén (R1) que fueron usadas como
nuestro control positivo (Fig. 23). Todos los niveles fueron normalizados contra el nivel

endogeno de GAPDH en cada caso.

Fig. 22. Tincion contra Oct-4 en células troncales
embrionarias. Para probar si el anticuerpo que utilizamos
estaba funcionando correctamente, probamos un control
positivo con células troncales embrionarias de la linea R1.Se
puede observar marca para Oct-4 en todas las células.

Expresion RNAm de Oct-4 en
células Oct4-LoxP

n
o
1

-
o
1

-
o
|

el de expresion
ativo a GAPDH
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Fig. 23. Expresion relativa del RNAm de Oct-4 en células Oct4-LoxP transducidas con los vectores
que expresan Cre. El nivel de expresion del mensajero de las células cultivadas en medio N2+bFGF y
medio KO con reemplazo de suero + LIF es 14 y 18% respectivamente con respecto a la expresion del
RNAm Oct-4 en células ES de raton. Los niveles de mensajero se normalizaron con respecto al nivel de
GAPDH expresado en cada condicién. n= 3.

En los primeros experimentos con células transducidas que fueron dejadas 4
dias en proliferacién y 6 en diferenciacién en medio N2 notamos que la cantidad de
células transgénicas en las que se expresaba Cre se reducia con el tiempo, en
comparacion al resto de las condiciones y en comparacion a su cantidad inicial. Por lo
tanto realizamos pruebas de TUNEL para medir la cantidad de muerte presente en
nuestros cultivos.

Después de 4 dias de transduccién y en condiciones de proliferacion celular
pudimos observar un aumento en la cantidad de células positivas a Tunel en las
células Oct4-LoxP transducidas con el vector CGIP: 13.26% la poblacion total y 11.35
de las células GFP+ (Fig. 24), en comparaciéon con las condiciones que fueron
transducidas con el virus control: 6.20% de las células totales y 5.57% de las células
GFP+. Adicionalmente se cuantifico el total de muerte en cultivos de CTN no
transgénicas transducidas con ambos virus, encontrando cantidades muy similares a
las observadas en las células transgénicas transducidas con el vector control GIA, es
decir que el vector GCIP no ocasion6 un aumenté significativo en la muerte celular en

células no transgénicas
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Fig. 24. Cuantificacion de la muerte celular en CTN
Oct4-LoxP A y B) Imagenes representativas del ensayo
de TUNEL en células Oct4-LoxP transducidas con el
vector GCIP (GFP-Cre) y GIA (GFP). B) Resultados del
ensayo de TUNEL en CTN Oct4-LoxP transducidas con
los vectores GCIP o GIA, después de 4 dias de
proliferacion. Se analizaron también las célulaFP- (no
transducidas) como un control en cada cultivo. Se
observa un aumento en la cantidad de células
apoptoticas en general en el cultivo transducido con
GCIP, comparado son el transducido con GIA. N=2.

Octd-LoxP/GIA Octd4-LoxP/GCIP

30+

5 20

=

=

-

S

10
GFP+  GFP- GFP+  GFP-
GCIP GIA

También observamos que después de 6 dias de diferenciacién la muerte
aumentaba alun mas en las células Oct4-LoxP transducidas con los vectores GCIP en
donde el 96.52% de las células en las condiciones transducidas con GCIP
presentaban marca positiva para TUNEL. En contraste, la cantidad de células
apoptéticas en las condiciones transducidas con el virus control y en cultivos sin virus
se mantuvo sin cambio. Lo mismo ocurrié en el caso de células no transgénicas a las

que se transdujo con ambos vectores, lo cual podria descartar que la muerte celular se
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Oct4-7/GIA

Oct4-7/GCIP

deba a la introduccién del vector en si 0 a la expresion de la proteina de fusién GFP-

Cre en estas CTN (Fig 25).

Hoechst

Empalme

100.00

Diferenciacion - 6 Dias

80.00

60.00 -
40.00

% Tunel +

20.00 -

— —

——

0.00

Oct4-7-GIA  Oct4-7-GCIP  MVE12-GIA

MVE12-GCIP

Adicionalmente se analizo,

Fig. 25. Cuantificacion
de la muerte celular en
CTN Oct4-LoxP y no
transgénicas después
de la diferenciacion. A)
Imégenes representativas
del ensayo de TUNEL en
células Oct4-7
transducidas con el
vector GCIP (GFP-Cre) y
GIA (GFP) después de 6
dias de diferenciacién. B)
Resultados del ensayo de
TUNEL. Oct4-7
corresponde a las células
Oct4-LoxP y MVE12 a
células del mismo estadio
no transgénicas, GIA:
células transducidas con
el virus control, GCIP:
células transducidas con
el virus que expresa Cre,
Ctl: células sin transducir

mediante ensayos con BrdU, el nivel de

proliferacion en los cultivos transducidos con ambos virus y en este caso no

encontramos ninguna diferencia significativa en el porcentaje de células positivas a

este marcador en la poblacién general ni en las células GFP+ transducidas con ambos

virus (Fig. 26).
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Octd-LoxP-GCIP

2 € Octd-LoxP-GIA

GFP+

GFP-

mm GCIP
- GIA

Fig. 26. Analisis de la proliferacion en CTN
Oct4-LoxP. Ay B) Imagenes representativas
de los cultivos transducidos con virus GCIP
(GFP-Cre) y GIA (GFP) y marcados contra
BrdU. C) Cuantificacion del porcentaje de
células BrdU+ que expresan GFP (GFP+) o
no (GFP-) en los cultivos de CTN
transducidas. No se observd ninguna
diferencia significativa entre los cuatro
grupos analizados. N=3 T-student Neuman-
Keuls, Significancia 95%.
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Discusion

La induccién de la expresion Oct-4 en cultivos primarios de CTN de
mesencéfalo ventral, mediante vectores retrovirales que expresan a la recombinasa de
Cre fusionada con GFP no fue eficiente en ratones Oct4-LoxP de 12 dias de
gestacion. Los analisis iniciales con inmunofluorescencia para detectar a la proteina no
revelaron la presencia de ésta en ninguna de las condiciones probadas. Se realizaron
varias pruebas con diferentes condiciones: con medio estandar para el crecimiento de
CTN y condiciones mas parecidas a las usadas para crecer CTE pues se ha mostrado
en otros trabajos que la reprogramacion de células en estadios mas avanzados de
diferenciacién es posible bajo una combinacion de induccién de expresién génica
(entre ellos oct-4) y condiciones de cultivo para células pluripotentes (Takahashi y
Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007).

La inmunofluorescencia es una técnica muy sensible para la deteccién de
proteinas; por lo tanto, al no observar una tincién positiva contra Oct-4 lo primero que
se hizo fue descartar si esto se debia mas bien a que nuestro transgén no se estuviera
expresando adecuadamente y la recombinasa de Cre no fuera capaz de escindir el
caset B-geo para activar la expresion de Oct-4 en nuestras células Oct4-LoxP. En este
caso comprobamos mediante PCR que las células transducidas con el virus GCIP
estaban escindiendo el caset B-geo de forma exitosa, ademas de que observamos una
expresién diferencial de GFP en las células transducidas con ambos virus; las células
GlA+ (GFP) presentaron una expresién de GFP mas o menos homogénea en todo el
soma y prolongaciones de las células transducidas, mientras que en las CGIP+ (Cre-
GFP) las GFP se encontraban preferentemente en el ndcleo de las células
transducidas. La recombinasa de Cre puede difundir por toda la célula junto con la
GFP, no obstante su actividad favorece su localizaciéon nuclear, dado que es aqui

donde reconoce las secuencias LoxP para la recombinacién o escisiéon de fragmentos
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de DNA. Tanto los datos de PCR como la localizacion de la proteina verde
fluorescente en las células transducidas nos sugieren que la expresién del transgen
retroviral Cre-GFP fue correcta y que la enzima era funcional.

Dado lo anterior, las siguientes posibilidades a analizar eran, si Cre estaba
eliminando correctamente a B-geo, ¢qué ocasionaba que no se encontrara la proteina
en la célula? Por lo que nos planteamos las siguientes posibilidades:

1) El nivel de expresiéon del transgén es muy bajo y el anticuerpo no es capaz de
detectarlo en inmunofluorescencia

2) El gen se expresa pero no se traduce la proteina

3) Existe algun otro factor que inhiba la expresion del transgén.

Al analizar el nivel de expresion del RNAm en cultivos transducidos con GCIP,
tanto en condiciones de cultivo que favorecen el crecimiento de CTN (medio N2
+bFGF) como en condiciones permisivas para CTE (medio KOSR + LIF), encontramos
que en ambos casos las células transgénicas presentan un nivel de expresién del
mensajero menor al 20% con respecto al nivel basal de Oct-4 expresado por CTE de
raton. Como ya se mencioné durante la introduccién de este trabajo, el nivel de
expresién de Oct-4 en células troncales pluripotentes es determinante para el
mantenimiento de estas células, y tanto niveles mas altos como menores al 50% de
los niveles basales hacen que las CTE pierdan su capacidad de autorenovacion (Niwa,
2001; Fig. 7).

Todo esto puede resumirse de la siguiente manera: por un lado, el vector
retroviral expresa una Cre funcional que es capaz de escindir el fragmento de 3-geo,
que impide la expresion de Oct-4 en los embriones Oct4-LoxP. Los resultados de PCR
nos confirman que después de la escision el mensajero de Oct-4 comienza a
transcribirse, pero el nivel de transcripcidon es muy bajo en comparacion a los niveles
normales que expresan las CTE, y aunque el nivel de mRNA no se correlaciona
directamente con el nivel de proteina en todos los casos, es una buena medida para
asegurar que la proteina que se genera a partir de esta cantidad de mensajero (si es
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que realmente se genera), es realmente escasa y por esa razén no se detecta en las
inmunotinciones y por ende o ejerce ningun efecto en las CTN que la expresan.

Otra opcién es que el mensajero se degrade antes de poder producir a la
proteina, no obstante, en los datos publicados por el grupo de la Dra. Lomeli, en
donde se utilizdé esta misma linea de transgénicos escindiendo [3-geo desde el cigoto al
cruzar con ratones que expresaban Cre en la linea germinal, pudo detectarse la
presencia de la proteina en niveles comparables con los de CME desde el dia 9 de
gestacion (Ramos-Mejia et al., 2005). Adicionalmente, en datos de nuestro laboratorio
trabajando con cultivos primarios de mesencéfalo ventral E12 de estos mismos
embriones también se ha podido detectar inmunoreactividad contra Oct-4 después de
4 dias de cultivo tanto con medio N2 + bFGF como KORS + LIF.

Por lo tanto, se sugiere que el transgén puede ser transcrito y el mensajero
tiene la capacidad de traducirse, aunque el nivel inicial de expresién es muy bajo, por
lo que podria requerirse de un tiempo mayor al que nosotros analizamos para
conseguir que la proteina se acumule; no obstante no fue una opcion en nuestro
trabajo pues al cabo de 10 dias de cultivo (4 en proliferacién y 6 en diferenciacion) la
mayoria de las células mueren. Aunque allgo que no probamos fue prolongar el tiempo
de proliferacion de las células pues si bien la muerte es mayor en los cultivos tratados
con el virus que expresan Cre incluso después de cuatro dias de proliferacion, el
porcentaje (10 a 15%) no era extremadamente alto como en el caso de las células
después de la diferenciacion.

Otro aspecto interesante que se pudo observar en las células transducidas con
GCIP fue una disminucién en la proporcién de células GFP+ con respecto a las
transducidas con el virus control GIA usando la misma cantidad de u.f.c en ambos
casos. Al comparar el porcentaje de células en proliferacion de ambos grupos no
encontramos ninguna diferencia significativa, no obstante se observ6 un aumento en el
namero de células apoptoéticas en las células GCIP+ en comparacion con las
transducidas con GIA.
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Algo interesante es que este aumento en la apoptosis no se ve Unicamente en
las células GFP+ de los cultivos transducidos con GCIP, sino en la poblacién general.
Este efecto de aumento en la muerte se exacerba al analizar los cultivos después de 6
dias de diferenciacion de las células. Esto podria sugerir que el virus per se tiene un
efecto toxico en las células, sin embargo, células no transgénicas de mesencéfalo
ventral del mismo estadio transducidas con el virus GCIP presentaron niveles de
muerte celular similares a los de células no transducidas y células Oct4-LoxP
transducidas con GIA.

Hay reportes que indican que una expresion elevada de Cre en células de
mamifero puede ser téxica, provocando una elevada apoptosis durante el desarrollo
(Baba et al., 2005; Naiche y Papaioannou, 2007). No obstante, esto no explica el
hecho de que el virus no haya tenido el mismo efecto apoptético en células no
trasngénicas. Podria ser que la apoptosis sea ocasionada por la activacion del
transgén. En el trabajo del grupo de Lomeli se reporté6 también un incremento en la
apoptosis en el cerebro anterior de embriones de estadio de 21 a 22 somitas (Ramos-
Mejia et al., 2005), ademas de que estos embriones no sobreviven mas de 13 dias de
gestacion, aunque no se ha investigado si su muerte se deba a un incremento mas
generalizado de la apoptosis. Aun queda por dilucidar el motivo que desencadena la
apoptosis masiva en las células Oct4-LoxP transducidas con los virus que expresan
Cre-GFP.

Finalmente, si la expresion del transgen es muy baja y no se consiguid la
acumulacién suficiente de Oct-4 para tener niveles detectables por inmunocitoquimica,
y mas aun para poder observar un efecto debido a su expresion en CTN, el aumento
progresivo en la muerte celular de las células Oct4-LoxP escindidas pone en duda si al
aumentar el tiempo de cultivo se conseguiria una poblacién con suficiente proteina
como para analizar un efecto de reprogramacion en las CTN.

Estas células transducidas con los retrovirus que expresan Cre no resultaron
ser un buen modelo para analizar el efecto de una expresion similar a la CTE de la
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proteina Oct-4 en CTN, y dados los antecedentes no se descarta que esta proteina
pueda tener un efecto importante en el programa de diferenciacién de las células, pero
se requiere de un nuevo enfoque para intentar cumplir los objetivos inicialmente

planteados.
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