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Resumen

Las células troncales embrionarias (ESC) son derivadas de embriones en etapa pre-implantacién —
llamados blastocistos— que se mantienen indiferenciadas in vitro y conservan su potencial para
generar elementos de las tres capas germinales embrionarias, lo que se conoce como
pluripotencialidad. Diversos protocolos se han desarrollado para diferenciar ESC en una gran
variedad de linajes celulares, incluyendo neuronas. Estudios en modelos animales han mostrado
que el trasplante de neuronas diferenciadas de ESC puede tratar satisfactoriamente las deficiencias
de la enfermedad de Parkinson. En 2006, se reporté la reprogramacién de células somaticas
diferenciadas a un estado pluripotencial mediante la expresion de factores transcripcionales; a estas
células se les denomind células troncales pluripotenciales inducidas (iPSC). Las iPSC son una fuente
prometedora para utilizar en terapia regenerativa, pues evitan problemas de rechazo inmune al
poder originarse de células del propio paciente. En el presente trabajo se realizé la reprogramacion
de fibroblastos dermales humanos a un estado pluripotencial, por medio de la electroporacién de
pldsmidos episomales que permiten la expresién transitoria de factores de pluripotencia. Las
caracteristicas morfolégicas de las células obtenidas, pruebas de deteccién de marcadores de
pluripotencia, resultados de RT-PCR y la inyeccidon de células en ratones inmunodeprimidos para la
formacidon de teratomas, proveen evidencia para aseverar que las células obtenidas son
pluripotenciales. Las iPSC obtenidas fueron inducidas a diferenciarse hacia neuronas
dopaminérgicas mesencefdlicas por medio de un protocolo de induccién neural. Los resultados de
RT-PCR y de inmunocitofluorescencia indican que las células obtenidas presentan caracteristicas de
neuronas dopaminérgicas. Como conclusién se puede afirmar que la reprogramacion con vectores
episomales permite la diferenciacidn neuronal por inhibicién dual de las proteinas SMAD para

producir neuronas dopaminérgicas.
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1. Introduccion

1.1 Células troncales

Las células troncales se caracterizan por su autorrenovacién en estado indiferenciado y su
capacidad de diferenciar a uno o varios tipos celulares especializados. El término “célula troncal” se
deriva del inglés stem cell, que fue acufiado en 1868 por el biélogo aleman Ernst Haeckel, con el cual
nombra dos conceptos: describe el organismo unicelular ancestral del que consideraba
evolucionaron todos los organismos multicelulares, ademads de la célula primordial de la que se

derivan todas las demas células del organismo [1].

Para finales del siglo XIX, el término stem cell se empezd a utilizar en el contexto de
preguntas fundamentales en el campo de la Embriologia: la continuidad de la linea germinal y en el
origen del sistema sanguineo. En este ultimo, se debatia la existencia de un solo antecesor comun
para todo el linaje hematopoyético, lo que fue demostrado hasta 1961 con el descubrimiento de
células formadoras de colonias provenientes de la médula ésea, que daban lugar a todos los tipos
celulares de dicho linaje [2]. Estas células se llamaron células troncales hematopoyéticas, y fueron
el primer grupo de células en las que se establecieron las caracteristicas ya mencionadas de las
células troncales: su autorrenovacion y su capacidad para dar lugar a una o varias clases de células
diferenciadas [1,3]. Con el paso de los afios, se han encontrado células troncales en muchos otros
tipos de tejidos embrionarios, como el musculo, el cerebro, la piel, el intestino, etc. Incluso en el
organismo adulto se han encontrado algunas células troncales, en el cual son las encargadas de Ia

renovacién de las células que mueren y de regeneracién en heridas y tejidos dafiados [4].

A partir del potencial que tenga cada célula troncal para diferenciarse en uno o varios linajes
celulares especificos a lo largo del desarrollo de un ser vivo, se pueden clasificar en diferentes
niveles. Se les llama totipotentes, si son capaces de formar un individuo completo, produciendo
tanto tejido embrionario como extra-embrionario [5]; pluripotentes, si pueden dar origen a todos
los distintos fenotipos celulares que componen a un organismo adulto, ya sean células germinales
o0 somaticas [6] y multipotentes, si pueden generar las distintas células dentro de un linaje
determinado [7]. Sin embargo, en los Ultimos afios, una gran cantidad de estudios in vivo
(principalmente en ratones) han generado evidencias que indican que las células troncales
multipotentes poseen una plasticidad de diferenciacidn que excede a su tejido de origen [8]. El
término plasticidad se refiere a la capacidad de una célula troncal de un tejido especifico para dar

origen a células de otros tejidos.
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1.2 Células troncales embrionarias

Posteriores investigaciones con carcinoma embrionario (Embryonal Carcinoma, o EC) de ratén,
llevaron a la obtencion de células troncales embrionarias (Embryonic Stem Cells, o ESC)
directamente de la Masa Celular Interna (Inner Cell Mass, o ICM) de blastocistos de ratones por
Martin Evans en 1981 [9,10], y finalmente de blastocistos humanos por James Thomson en 1998
[11,12].

Las ESC, que son capaces de dar origen a todos los distintos fenotipos celulares que componen
a un organismo adulto, presentan tres caracteristicas principales: 1) Se derivan de embriones en
etapa de pre-implantacion; 2) proliferan por tiempo indefinido manteniéndose indiferenciadas; y 3)
conservan en forma estable su potencial para generar elementos de las tres capas germinales
embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo) aun después de cultivos prolongados (ver
Figura 1). Entre sus principales caracteristicas se incluyen poseer un nucleo celular grande con un
citoplasma pequeiio, crecer rapidamente en colonias compactas, poseer una alta actividad de

telomerasa y presentar un cariotipo normal [7].
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Figura 1. Origen de las Células Troncales Embrionarias (ESC) y ejemplos de su diferenciacion a distintos tipos
celulares. Modificado de [13].
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El entendimiento de los circuitos regulatorios transcripcionales responsables de la
pluripotencia y autorrenovacion de las ESC es fundamental para comprender el desarrollo
embrionario temprano y el potencial terapéutico de estas células. Se han identificado reguladores
muy importantes de la pluripotencialidad, entre los que destacan Oct4, Nanog (dos factores de
transcripcion homeodominio) y Sox2, los cuales forman un circulo de retroalimentacién positiva

entre ellos, ademds que comparten muchos de los genes a los que regulan.

Estas proteinas desempefian un papel central en la regulacidn transcripcional que especifica
la identidad de las ESC, debido a sus patrones de expresidn y sus roles esenciales durante el
desarrollo temprano [14] (ver Figura 2). Uno de estos reguladores, Oct4 (llamado también Oct3/4y
POUS5F1), es un factor de transcripcion de la familia POU en mamiferos, indispensable para el
mantenimiento de la pluripotencialidad en las células internas del blastocisto y ademas para la
sefializacion de un factor paracrino de crecimiento (FGF-4) que es necesario para la proliferaciéon de
las células del trofectodermo [15]. También juegan un papel importante en este circuito

transcripcional los genes conocidos por su contribucion a la carcinogénesis, tales como c-Myc y KIf4

[7].

;o -' Remodelado de cromatina

. W Acetilacidn de histonas )
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. . — —— | MEWRODI
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— e
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Y e ]
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-—|W —t-I HMF & I Mesodermo
r— %
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000
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Figura 2. Red regulatoria transcripcional en ESC humanas. En las columnas A y B se muestran genes que son
regulados positiva- y negativamente, respectivamente. Editado de [14].
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La red de genes puesta en marcha por estas proteinas de unidén a ADN permite la expresion
de genes asociados con la proliferacion y la pluripotencialidad, e impide la expresion de genes que
pueden causar diferenciacién. Diversas vias de sefializacién estan también involucradas en estos
procesos: las vias de transduccion de senales de TGFB y WNT convergen en la induccion de los

eventos moleculares que subyacen al estado indiferenciado [14].

La activacion de SMAD2/3 (de la rama TGFB/Activina/Nodal de la superfamilia de las
Transforming Growth Factor B) y la inhibicién de SMAD1/5 (de la rama de las BMP de la misma
superfamilia), son sucesos necesarios para la adqusicién de la pluripotencia [16]. La via candnica de
Wnt contribuye ademas al mantenimiento de la pluripotencia, ya que el receptor Frizzled al
activarse transduce una sefal que inhibe a la glucdgeno sintasa cinasa 3B (GSK3B), lo que permite
la translocacién al nucleo de B-Catenina y activa a diversos genes rio abajo que colaboran con la red

de pluripotencia de los factores Oct4, Sox2 y Nanog [17].

Para que las células troncales embrionarias puedan crecer indefinidamente y mantener su
estado indiferenciado in vitro, se utiliza en los cultivos una monocapa “alimentadora” formada por
fibroblastos de ratén extraidos de embriones postimplantacion de 14 dias de gestacion. Los
fibroblastos producen factores solubles que promueven el mantenimiento de las células de la ICM
en estado pluripotencial y con proliferacién ilimitada [7,18]. Cuando se descubrié que el factor
inhibidor de leucemia (Leukemia Inhibitory Factor, o LIF) era el principal componente segregado por
los fibroblastos para mantener el estado indiferenciado de las ESC, se logré el mantenimiento de
ESC de ratdn sin el uso de la monocapa alimentadora [19]. LIF, un miembro de la familia de
Interlecuina-6 (IL6) se une al receptor de LIF (LIFR) y promueve la fosforilacion de Stat3 (Signal
transducer and activator of transcription 3), el cual dimeriza y se transloca al nucleo para activar una

serie de genes rio abajo que reprimen diferenciacién [17].

Una prueba directa de pluripotencia requiere que las células expresen proteinas —llamadas
marcadores— asociadas a la autorrenovacidn y a mantener el estado indiferenciado. Estas proteinas
incluyen a los factores ya antes mencionados como Oct4, Nanog y Sox2, a otros como la fosfatasa
alcalina citoplasmica y marcadores de superficie como los antigenos embrionarios de etapa-
especifica (Stage-Specific Embryonic Antigen, o SSEA) SSEA-3 y SSEA-4, asi como los antigenos de
reconocimiento de tumores (Tumor Recognition Antigen, o TRA) TRA-1-60 y TRA-1-81. La expresion
de estos marcadores de superficie de pluripotencia es analizada por inmunocitoquimica y/o

citometria de flujo [20].
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En el caso de las ESC humanas, el factor LIF no tiene el efecto de lograr la supervivencia de
las células; en su lugar, se ha encontrado que el Factor de crecimiento de fibroblastos 2 (Fibroblast
Growth Factor-2, 6 FGF-2) cumple esta funcion. FGF-2 es también un factor critico en la proliferaciéon
celular en la retina, telencéfalo, hipocampo, mesencéfalo y médula espinal del embrién [21].
Ademas, ya se han reportado métodos para la supervivencia y propagacién de ESC humanas libres
de capa alimentadora de fibroblastos, en los que se utilizan proteinas de la matriz extracelular (como

Matrigel ©) como sustrato adherente [22].

Teratoma

Figura 3. Formas de evaluacién de la pluripotencia. A Imagen de campo claro de una colonia de ESC
humanas, con su morfologia tipica, sembrada sobre una capa de fibroblastos. B Marcaje de
inmunocitofluorescencia que muestra la expresion nuclear de Oct4 en una colonia de ESC. Escala: 100 um. C
Ensayo de formacién de teratomas en ratones “desnudos” (con deficiencias en el sistema inmunoldgico); al
trasplantar ESC subcutdneamente en estos ratones se forma un teratoma después de 1-2 semanas. Cartilago
(C), epitelio (Ep) y tejido conectivo (TC). D Ratones quiméricos obtenidos por inyeccion de ESC de una cepa
de ratones con pelaje obscuro en blastocistos de otra cepa de ratdn que tiene pelaje blanco. A, B,Cy D
fueron obtenidos de [18, 22, 7 y 23], respectivamente.
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Pruebas mas estrictas para determinar si una célula es pluripotente consisten en probar si la
célula y su progenie contribuyen en la formacién de un organismo. ESC murinas son transferidas a
un embrién de ratén en etapa pre-implantacion, en el que las ESC se incorporan a la ICM del
blastocisto y generan ratones quiméricos tanto en células somaticas como germinales [24]. En el
caso de las ESC humanas no se puede realizar esta técnica por razones éticas y practicas. El estandar
utilizado para evaluar la pluripotencia de células humanas es su capacidad de generar teratomas
con tejidos diferenciados de las tres capas germinales tras ser inyectadas en ratones
inmunodeprimidos. Las células pluripotenciales deben, ademds, poder responder a una
diferenciacion dirigida in vitro a algun tejido o linaje celular especifico [25] (ver Figura 3). Por lo
tanto, las ESC proveen de un sistema in vitro invaluable para la identificacion experimental y
caracterizacion de los factores que controlan el crecimiento embrionario temprano y la

diferenciacién celular.

1.3 iPSC

Una gran controversia se ha generado en la comunidad por la derivacién y el uso de células
embrionarias humanas, pues para ello se interrumpe el desarrollo de un embridn que tiene la
potencialidad de convertirse en un individuo. En 1952 se demostrd que las células somaticas de
vertebrados pueden ser reprogramadas a un estado embrionario por la transferencia de su
contenido nuclear a ovocitos a los que previamente se les ha retirado el nucleo. Este suceso
promovio la busqueda de los factores que participan en el proceso de reprogramacion, con miras al
desarrollo de una metodologia que permitiera obtener células con las caracteristicas de las

embrionarias pero sin la necesidad de utilizar un évulo ni de formar un embriéon humano [7].

En 2006, los cientificos japoneses Yamanaka y Takahashi reportaron un procedimiento para
reprogramar células somdaticas a un estado pluripotencial mediante la expresién de factores
transcripcionales. Dichas células, que presentaban caracteristicas similares a las células troncales
embrionarias, se les denomind induced Pluripotent Stem Cells, o iPSC [26]. Para generar iPSC se
utilizaron fibroblastos de ratdn (tanto embrionarios como de adultos) en los que se indujo la
expresion de solamente cuatro genes exdgenos: Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc (OSKM) para
reprogramarlos a un estado pluripotencial. Este procedimiento se realizé por transduccién mediada
por retrovirus (ver Figura 4), tras la cual se obtuvieron lineas celulares con el potencial de

diferenciarse en distintos linajes celulares.
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Poco después de haber logrado la reprogramacién de células de ratén, un procedimiento
similar para reprogramar fibroblastos humanos a iPSC fue reportado por el mismo grupo de
investigacion [27]. En dicho procedimiento se utilizaron los mismos 4 factores exdgenos para inducir
la pluripotencia, aunque se realizaron algunos cambios con respecto a la reprogramacion de células
de ratén. Uno de estos cambios es el uso de FGF-2 en lugar de LIF para promover y mantener el

estado indiferenciado.

Se ha reportado también la reprogramacién de fibroblastos humanos con los factores Nanog
y Lin28, en vez de KIf4 y c-Myc (este ultimo factor es un oncogen que esta asociado a carcinogénesis
en posteriores aplicaciones terapéuticas) [28]. Ademds, en este Ultimo procedimiento de
reprogramacion se utilizaron lentivirus, que son un tipo de retrovirus capaces de infectar células
mitéticamente inactivas. Los lentivirus pueden infectar una mayor variedad de tipos celulares que
el resto de las categorias de retrovirus, que sélo pueden infectar células que se encuentren en

divisién celular.
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Figura 4. Representacion del método de reprogramacion de Yamanaka. Modificado de [29].

Analisis genéticos de las iPSC obtenidas por el grupo de Yamanaka mostraron que estas
células presentaban muchas similitudes con las ESC, incluyendo un patron de expresidon genética
bastante parecido. Sin embargo, una firma recurrente de expresion genética aparece en las iPSC, la

cual parece provenir del estado previo de la célula somatica que fue usada para la reprogramacion
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(Hlamada “memoria epigenética”) y sin importar el método que se utilice para ello [30]. Esta

memoria epigenética se ha observado en los patrones de metilacion de ADN.

Las ESC presentan como caracteristica distintiva una baja proporcién de metilacién en los
residuos de citosina de nucledtidos CpG en la region promotora de genes (una alta metilacion se
correlaciona usualmente con represion transcripcional). Si el nivel de metilacion de ADN en una
regidon de un gen es significativamente diferente entre dos genomas que se estdan comparando, se
le conoce a esta zona como region diferencialmente metilada (DMR, por sus siglas en inglés). Un
analisis a escala global de genoma encontré 71 DMR entre tres lineas de iPSC y tres lineas de ESC.
Casi la mitad de las DMR muestran una reprogramacion epigenética incompleta del genoma de la

célula diferenciada de origen [31].

Otras caracteristicas epigenéticas que poseen las ESC son una cromatina permisiva, bajos
niveles de heterocromatina y alta frecuencia de dominios bivalentes [32]. Estos dominios bivalentes
se encuentran en genes involucrados en la diferenciacidén, los cuales permanecen silenciados. Sin
embargo, al tener dichos genes una estructura permisiva de cromatina, son sensibles a sefiales
inductoras de diferenciacién, lo que los convierte en areas reguladoras de las células
pluripotenciales. Diferencias en el estado de metilacion de ADN de estos dominios bivalentes entre
iPSC y ESC, que se relacionan con la memoria epigenética descrita anteriormente, sugieren la
existencia de importantes barreras epigenéticas impuestas durante la diferenciacion. Presentes
probablemente para preservar la identidad de la célula, estas barreras necesitan ser superadas para

lograr una reprogramacion completa de vuelta al estado pluripotencial [33].
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Figura 5. Eventos criticos durante la reprogramacion. Los procesos 1, 2 y 3 son explicados debajo de este
texto. Modificado de [33].

Los eventos criticos para la reprogramacion se resumen a continuacién (ver Figura 5):

1. - Las células transducidas que sobreviven al estrés, apoptosis y senescencia replicativa
causadas por el método de reprogramacién muestran marcaje para fosfatasa alcalina y SSEA-1 (en
ratones, o SSEA-3 y -4 en humanos). En esta etapa, de 5 a 7 dias post-transduccién, las células

pueden autorrenovarse pero dependen de la expresion de los transgenes.

2. - Una segunda etapa de reprogramacion se caracteriza por la activacién de los genes
enddgenos de pluripotencia (Oct4, Sox2, Nanog). La célula mantiene su autorrenovacién de manera

independiente de los transgenes. Esta etapa se alcanza a los 10-12 dias tras la transduccion.

3. - Tras la reactivacion de la red de pluripotencia, varias divisiones celulares pueden
necesitarse para borrar la memoria epigenética de la célula, lo que se caracteriza por la desaparicién
de metilacion de ADN en los dominios bivalentes. El restablecimiento correcto de estos dominios es

un determinante critico de la calidad de las células reprogramadas [33].

El método de reprogramacidon con retrovirus presenta un importante problema: la

integraciéon del vector viral y de los transgenes al genoma de la célula, lo que puede producir
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mutaciones insercionales que interfieran con su funcionalidad. De igual manera, una expresion
residual de los transgenes puede influir en la diferenciacion hacia un linaje especifico (o por el

contrario, impedir la diferenciacion) [34] o resultar en la formacion de tumores [35].

Se han desarrollado diversos métodos para la generacidon de iPSC libres de integracion
gendmica, entre los que se encuentran el uso de adenovirus, virus Sendai, introduccién directa de
proteinas, mRNA sintético y vectores episomales [36,37,38,39,40]. Sin embargo, la utilizacién de
estos métodos suele rendir una eficiencia muy baja (<0.01% para adenovirus e introduccién directa
de proteinas en fibroblastos dermales), aun menor que con la utilizacion de retrovirus (alrededor
de 0.1%). Algunos de estos métodos, como la introduccidn de mRNA y la modificacion de virus
Sendai, han resultado en eficiencias de reprogramacién mayores (que llegan hasta el 1%).
Desgracidamente, estos procedimientos son técnicamente demandantes y requieren de mucho mas
tiempo de trabajo [35,41,42]. En la Tabla 1 se muestra una comparacidon entre las diversas

caracteristicas antes mencionadas de los principales métodos de reprogramacion.

Tipo de
F,) Integrativo Removible No integrativo Libre de ADN exdgeno
método
Tipo de ] Adeno- . )
Retroviral Lentiviral Transposon ) Plasmidos Proteina ARN
vector virus
Fib, Quer,
Tipos NSC, Hep, ) . . . . )
Fib, Quer Fib Fib, Quer Fib, DP Fib Fib
celulares Sang, DP,
entre otros
0.01-0.05
Eficiencia | 0.02-0.5% 0.1-1% 0.01% <0.001 % o 0.002 % 05-4%
(]
Buena Sin Sin integra- | Sin integra-
. Buena Buena L . Sin integra- o »
Ventajas o o eficiencia, sin | integra- y cién, sin cién, buena
eficiencia eficiencia , ) cion
integracion cion ADN eficiencia
Pueden Rondas
Integra- Integra- .,
Desven- ) ) quedar Baja Baja Baja multiples
ciones ciones
tajas , ’ restos de eficiencia | eficiencia eficiencia de trans-
multiples multiples . By
secuencias feccién

Tabla 1. Comparacion entre diversos métodos usados para la reprogramacion de células somaticas a un
estado pluripotencial. Fib: Fibroblastos, Quer: Queratinocitos, NSC: Célula Troncal Neural, Hep: Hepatocitos.
Sang: Células sanguineas, DP: Células de la Pulpa Dental. Editado de [35,42].
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Una manera de mejorar sustancialmente la eficiencia de la reprogramacion es la inhibicion
de la via del conocido gen supresor de tumores p53 [43]. Tanto el uso de fibroblastos de ratdn
knockout para p53, asi como el incluir un ARN interferente para dicho gen en el coctel de
reprogramacion retroviral (OSKM), han logrado elevar la eficiencia de este procedimiento hasta en
un 20%, o en un 10% utilizando sélo los factores Oct4, Sox2 y KIf4. Incluso se han reprogramado
células T de ratdn (las cuales son células terminalmente diferenciadas que presentan una mayor
dificultad para transformar a iPSC) utilizando un short hairpin RNA (shRNA) para p53 [44].

Los hallazgos anteriores, junto con el hecho que el uso del factor c-Myc promueve
notablemente la generacién de iPSC, seifalan una probable relacién entre los mecanismos
involucrados en la pluripotencia y en el cancer [43]. Ademas, el uso de c-Myc entre los factores de
reprogramacién incrementa la formacion de tumores en los ratones quiméricos derivados de iPSC.
En contraste con ello, el grupo de Yamanaka ha encontrado que otro miembro de la familia de genes
Myc que tiene casi nula actividad transformante —en especifico L-Myc— promueve con mayor
eficiencia la produccion de iPSC sin la indeseada formacién de tumores que produce c-Myc [45]. En
este hallazgo se atribuye el efecto de las proteinas Myc en la formacién de iPSC principalmente a la
supresion de genes de diferenciacion expresados en fibroblastos y no en células pluripotentes. El
efecto tumorigénico esta asociado a la activacion de genes enriquecidos en células proliferativas,
por lo que la accidon de mejorar la eficiencia de reprogramacion y la accién tumorigénica son

probablemente procesos independientes.

Recientemente se han reportado mayores avances en los métodos de reprogramacién no
integrativos, entre los que destaca el uso de plasmidos episomales. Estos métodos tienen la ventaja
de no requerir una manipulacién excesiva como la que conllevan los métodos que utilizan proteinas
o ARN. Para incrementar la eficiencia de reprogramacién, se han utilizado los hallazgos ya
mencionados de silenciar p53 y utilizar L-Myc en vez de c-Myc. Otra estrategia que ha logrado
incrementar dicha eficiencia es el uso de vectores virales derivados del virus Epstein-Barr (EBV). El
EBV es uno de los replicones extracromosdmicos mas eficientes que infectan a células de mamiferos
[46]. Al nointegrarse a la célula hospedera, el promotor viral EBNA-1 (Epstein-Barr Nuclear Antigen)
se va silenciando con el paso de las rondas de division celular. La pérdida de los episomas derivados
de vector viral —a una tasa de ~5% por ciclo celular debido a defectos en la sintesis vectorial y en la
particion— permite que se vayan removiendo los vectores episomales de las iPSC asi obtenidas sin

la necesidad de manipulacidn adicional [39].
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Se ha reportado el uso del método de electroporacidn para la transfeccion transitoria y
estable de diversos tipos celulares, tanto en células de ratén como humanas. Diversos métodos
comerciales basados en liposomas, con Lipofectamine siendo el mas utilizado, también se han
descrito. Recientemente, un método basado en electroporacion llamado Nucleofection (o
nucleofeccién) en el que una combinacién de una solucién especifica y parametros eléctricos
especificos logran la introduccién de ADN plasmidico en el nucleo de la célula, resulta en una mds
eficiente expresién genética [47]. Este método de nucleofeccién obtiene un incremento de 10 a 20
veces en la eficiencia de transfeccidn transitoria comparado con otros métodos de electroporacion

y de lipofeccidn [48].

Las células troncales pluripotenciales inducidas humanas (hiPSC, por sus siglas en inglés) han
sido generadas a partir de diferentes tejidos, con la edad del donante, la fuente de tejido y el tipo
celular especifico como factores que influyen en el proceso de reprogramacion. Se obtiene una
mayor eficiencia de reprogramacién entre menos diferenciado sea el tipo celular de origen [34]. Las
hiPSC son una fuente prometedora de células que se pueden utilizar en terapia regenerativa, pues
al poder originarse de células somaticas del propio paciente, se evitan los problemas de rechazo que
se presentan al transplantar células o tejidos provenientes de organismos distintos al paciente.
Dichas células se pueden utilizar para el estudio de enfermedades humanas y también como
modelos in vitro para desarrollar medicamentos especificos, y en el largo plazo como posible

tratamiento individualizado de diversas enfermedades.

1.4 Aplicaciéon de iPSC: Diferenciacion a neuronas dopaminérgicas

El establecimiento de las hESC ha provocado un gran interés tanto en la comunidad cientifica
como en la sociedad en general, con respecto a su potencial en terapias regenerativas. Estudios en
modelos animales han mostrado que el transplante de ESC puede tratar satisfactoriamente los
sintomas de diversas enfermedades crdnicas, como la enfermedad de Parkinson, diabetes, lesion

traumatica de la médula espinal, fallo cardiaco o hepatico, y osteogénesis imperfecta [17].

Diversos protocolos se han desarrollado para diferenciar ESC en una variedad de linajes
celulares como neuronas, adipocitos, miocitos esqueléticos, células hematopoyéticas vy
cardiomiocitos. Una de estas enfermedades crénicas descritas, la enfermedad de Parkinson
(Parkinson’s Disease, o PD) es un transtorno neurodegenerativo progresivo, causado principalmente

por la muerte de neuronas dopaminérgicas (DA) de la via nigroestriatal del mesencéfalo ventral
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(VM). Se ha demostrado que estudios de trasplantes de neuronas humanas diferenciadas tanto de
ESC como de iPSC pueden tratar satisfactoriamente las deficiencias en modelos animales de la
enfermedad de Parkinson [7,49,50]. Existen ademads indicios que la terapia de reemplazo celular

con neuronas VM DA fetales puede ser benéfica para pacientes con PD [51].

Se han descrito varios métodos para diferenciar células troncales pluripotenciales a
neuronas dopaminérgicas [20,52]. En general, los protocolos de diferenciacién buscan imitar
(aunque sea de una forma limitada o mas simple) los procesos moleculares que suceden durante el
desarrollo embrionario. La induccién neural de células pluripotenciales in vitro da origen al
neuroepitelio a través de dos categorias de métodos: 1) Co-cultivar hESC (o iPSC; se referird ahora
a cualquiera de ellas como Pluripotent Stem Cells, o PSC) con células estromales, como HepG2, MS5

y PA6, lo que ayuda a promover la diferenciacion hacia progenitores neurales [20,53].

2) La otra categoria de métodos involucra la separaciéon de las PSC de las células
alimentadoras y posterior agregacién en condiciones no adherentes para formar cuerpos
embrioides [54]. Para promover la diferenciacidén neural e inhibir las otras capas germinales, los
cuerpos embrioides son transferidos a un medio neural, en el cual crecen en suspensién formando
neuroesferas. Tras al menos 7 dias de diferenciacidn, se observa la aparicidn de células organizadas
en columna, llamadas rosetas neurales. Las rosetas neurales son células neuroepiteliales primitivas
(asemejan al tubo neural en el desarrollo embrionario) que maduran después de otros 4-7 dias [55].
Estas células son positivas para los marcadores de precursores neurales PAX-6, Sox1, Sox2 y Nestina.

En la Figura 8 se muestran las principales etapas de estos dos tipos de métodos.

Células de rosetas neurales maduras son aisladas, se siembran en platos de cultivo
recubiertos con laminina y pueden diferenciarse posteriormente en neuronas, astrocitos u
oligodentrocitos, dependiendo de los factores de crecimiento que le sean agregados [54]. En Ila
Figura 6 se representa el proceso de diferenciaciéon del linaje neural que sucede durante el

desarrollo embrionario, que es el modelo a partir del cual se basan los métodos aqui descritos.
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Figura 6. Derivacion del linaje neural a partir de una célula troncal neural (Neural Stem Cell, o NSC), asi como
los marcadores mas representativos para cada poblacién. PAT: Progenitor de Amplificacién Transitoria.
Obtenido de [7].

En afos recientes se ha desarrollado un tercer método para la diferenciaciéon neuronal de
PSC, mediante la accion de dos inhibidores de la via de sefializacion SMAD (Noggin y SB431542). En
este método varios mecanismos contribuyen en la induccion de las células pluripotenciales hacia un
destino neural. El compuesto SB431542, el cual es un inhibidor de la via TGFB/Activina/Nodal (por
medio del bloqueo de la fosforilacion de los receptores ALK4, ALK5 y ALK7), desestabiliza la via de
pluripotencia mediada por Nanog y Activina mencionada anteriormente [16]. Ademas, la inhibicién
de la via de Activina suprime también la induccién de destino mesendodermal, por lo que al evitar
que las células dirijan su diferenciacién a linajes de mesodermo o endodermo, las induce hacia el

linaje ectodermal.

La proteina Noggin bloquea la via de BMP dentro de la superfamilia de las TGFB, ya que
interfiere con la activacidn de los receptores ALK2 y ALK3. La accidn en esta via es sinérgica con la
accion recién descrita para SB431542, pues una vez dirigido el destino de las células hacia el linaje
del ectodermo, promueve la neuralizacién dentro de dicho linaje. Por otra parte, la pérdida de la
pluripotencia mediada por SB431542 estda asociada a diferenciacidn hacia linaje trofoblastico, efecto

gue es suprimido por la represidn de los niveles enddégenos de BMP que ejerce la accion de Noggin

24



[53]. La molécula LDN193189, que tiene la misma actividad inhibitoria de BMP que la proteina
Noggin, se ha usado en afios mas recientes para producir el mismo efecto [56]. En resumen, la
induccién neural por inhibiciéon dual de la via de las SMAD se da en multiples etapas durante la

diferenciacién, como se esquematiza en la Figura 7.
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Figura 7. Mecanismos por los que SB431542 y Noggin (o LDN193189) contribuyen a la induccidn neural de
PSC (células troncales pluripotenciales). SNC: Sistema Nervioso Central, son células en cultivo que asemejan
a células neuroectodermales. Editado de [53].

Durante el desarrollo embrionario, las células neuroectodermales se van posicionando en
los ejes rostro-caudal y dorso-ventral del tubo neural, a la vez que se van diferenciando a sus
respectivos linajes neuronales, dependiendo de los morfégenos que actian en cada zona especifica.
El factor de crecimiento de fibroblastos 8 (Fibroblast Growth Factor 8, o FGF8) y la proteina Sonic
Hedgehog (SHH) son dos moléculas importantes requeridas para la induccién de neuronas VM DA
(dopaminérgicas del mescencéfalo ventral) [55]. SHH es una proteina expresada a lo largo de la
parte ventral del tubo neural, mientras que FGF8 se expresa en el organizador del istmo (que es la
frontera entre el mescencéfalo y el romboencéfalo). La accidn conjunta de estas dos moléculas

difundibles es crucial para la induccién de un fenotipo VM DA [57].

Otra molécula, la glicoproteina Wntl (expresada en el organizador del istmo y en el
mescencéfalo en desarrollo), es también un regulador clave en la induccidon de neuronas DA. Wnt1
estd implicada en la regulacion de la proliferacion, supervivencia y posterior diferenciacion de los
precursores neurales dopaminérgicos. Se ha descrito que SHH, FGF8 y Wntl son importantes y
suficientes para la diferenciacién de neuronas VM DA [50]. La activacién de Wnt1 se puede lograr
con la supresion de GSK3B, un conocido inhibidor de la via candnica de Wnt. Se ha reportado el uso
de CHIR99021 como un potente inhibidor de GSK3B [56]. Una vez que las células han recibido todas
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estas sefales que las inducen a adquirir un compromiso neuronal VM DA, se requiere la presencia
de factores que promuevan la maduracidn y supervivencia de las neuronas, como BDNF, GDNF y
cAMP. El uso de otros factores como TGFB3 (proteina que favorece la formacién del mescencéfalo)
y DAPT (inhibidor de la via de Notch, el cual estd involucrado en diferenciacidn glial) robustecen la

supervivencia neuronal y su identidad dopaminérgica [52].

Protocolos que realizan la inhibicién dual de SMAD logran una conversién neural rapida y
eficiente de hESC y hiPSC bajo condiciones adherentes de cultivo, en donde hasta el 70% (en el caso
de las ESC) del total de las células en dicho cultivo son neuronas dopaminérgicas [56]. Una correcta
induccion a neuronas DA puede ser evaluada por la expresion de Tirosina Hidroxilasa (TH), la enzima
limitante en la sintesis de dopamina [57]. La Figura 8 compara el esquema del protocolo de
inhibicién dual de SMAD con el de los dos principales métodos de diferenciacién neuronal

anteriormente mencionados (co-cultivo con células estromales y cultivo no adherente).

Co-cultivo con células

1) estromales \
T Precursores Morfégenos: SHHy FGF% Neuronas

PSC Medio neural > P
neurales  Factores de crecimiento: dopaminérgicas
Cuerpos Neuro- (BDNF, GDNF)

embrioides esferas

3) Método por inhibicién dual de proteinas Smad

Figura 8. Clases principales de protocolos de diferenciacién de células pluripotenciales a neuronas
dopaminérgicas.
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2. Justificacion

La diferenciacidon a neuronas dopaminérgicas por medio de la inhibicidon dual de SMAD se
ha usado en distintas lineas de hESC y hiPSC. Sin embargo, no se ha reportado el uso de este
protocolo en iPSC reprogramadas por el método de plasmidos episomales que contienen, ademas
de factores claves para inducir pluripotencia, un ARN interferente para p53. Por lo tanto, no se
conoce con seguridad si lineas de iPSC obtenidas por el método de reprogramacion ya mencionado
son capaces de diferenciar a neuronas dopaminérgicas por medio del protocolo de inhibicién dual

de SMAD.
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3. Hipdtesis

La reprogramacién de fibroblastos humanos con vectores episomales producira células iPS
gue responderan al protocolo de diferenciacion neuronal dopaminérgica que utiliza la inhibicion
dual de las proteinas SMAD.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

El objetivo de este proyecto es la obtencién de nuevas lineas celulares hiPSC a partir de
fibroblastos humanos utilizando un conjunto de plasmidos episomales que expresen diversos
factores de reprogramacion (Oct-4, Sox2, Lin28, KIf4, L-Myc y un short hairpin RNA de p53), asi como
la diferenciacion in vitro de estas lineas de hiPSC a neuronas dopaminérgicas a través de un

protocolo de induccidn neuronal que conlleva una inhibicidn dual de la via de las proteinas SMAD.

4.2 Objetivos particulares

- Producir medio condicionado al incubar con fibroblastos embrionarios de ratén

inactivados por radiacion.

- Realizar la transfeccién de fibroblastos de prepucio humano con los tres plasmidos que

contienen los factores de reprogramacion por nucleofeccién para generar celulas iPSC.

- Realizar la caracterizacion de las iPSC obtenidas (inmunocitofluorescencia y RT-PCR para
marcadores de pluripotencia, formacidn de teratomas en ratones inmunodeprimidos y cariotipo de

las células obtenidas).

- Diferenciacién de iPSC a neuronas dopaminérgicas por un método de inhibicion dual de la
via de las SMAD.

- Evaluacidn de la expresién de marcadores de neuronas dopaminérgicas en las células

diferenciadas obtenidas (inmunocitofluorescencia y RT-PCR).
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5. Materiales y métodos

Obtencién de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF)

Los fibroblastos se obtienen de embriones de rata Winstar con 13.5 dias de gestacion. Para
obtener los embriones, se sacrifica la rata prefiada mediante dislocacion cervical. Se desinfecta el
abdomen con etanol 70%, se abre la pared abdominal y se extrae el Utero, que se introduce en una
caja de Petri con 50 ml de solucidn de Krebs. Se disecciona el Utero con pinzas para sacar los
embriones y se elimina la placenta con otras pinzas de diseccion. Se elimina la cabeza, el higado y
las visceras de cada embridn para Unicamente quedarse con la cavidad torécica. Esta se pasa a otra
placa con una solucién de amortiguador de fosfatos (PBS) 1x donde se trocea lo mas posible con las

pinzas.

Los agregados celulares se disocian mecdnicamente con una jeringa y se colocan en cajas de
Petri de 100 mm previamente tratadas con gelatina al 0.1% (Sigma-Aldrich, USA). Los fibroblastos
son mantenidos en estas cajas con medio DMEM alto en glucosa (Gibco, Carlsbad, CA)
suplementado con 10% de Suero fetal bovino inactivado (SFB, Wisent, Quebec, Canada) y 0.5% de
Penicilina/estreptomicina (Gibco, Carlsbad, CA). Los fibroblastos obtenidos directamente de los
embriones se denominan fibroblastos pasaje 0 6 MEFs pO (por sus siglas en inglés: Mouse Embryonic
Fibroblast).

Pasaje celular de fibroblastos

Cuando los fibroblastos hayan alcanzado una confluencia cercana al 100% de la superficie
donde estan sembrados, se realiza su pasaje celular. Se lavan las cajas con PBS para quitar todas las
células que no se hayan adherido. Se aspira el PBS, se coloca Tripsina al 0.05% (Gibco, Carlsbad, CA)
y se incuba durante 5-8 minutos a 37 °C. La reaccion de la Tripsina se detiene con medio con suero
y se centrifuga la suspensién a 1200 rpm por 5 minutos. Se decanta el sobrenadante, el pelet se
resuspende en 5 ml de medio y se realiza un conteo celular con azul de tripano en un

hematocitdmetro (Camara de Neubauer).

Se distribuye el medio con las células en frascos T25 previamente tratados con gelatina al
0.5% y se mantienen con medio DMEM/SFB/antibiédtico. Los fibroblastos subcultivados aumentan

su numero de pasaje, siendo este el pasaje 1 o MEF’s p1. Se siembran de acuerdo a la Tabla 2:
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Superficie de cultivo Densidad Volumen de medio
Placas de 6 pozos 3.75 x 10° células/pozo 3-4 ml
T25 9.3 x 10° células/frasco 7 ml
T75 1.8 x 108 células/frasco 15 ml
T150 3.6 x 10° células/frasco 30 ml
T225 7.2 x108 células/frasco 45 ml

Tabla 2. Densidad celular y volumen de medio a utilizar dependiendo del tamafio de caja en la que se
siembren los fibroblastos.

Congelacion de fibroblastos

El almacenamiento de los fibroblastos que no son utilizados se realiza en una solucién de
suero fetal bovino mas 10% de dimetilsulfoxido (DMSO). Se coloca esta solucién y los fibroblastos
en un criovial de 1 ml (2-3 x 108 fibroblastos por vial) y se guardan en un contenedor Mr. Frosty™
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA) con isopropanol, a -80 °C en un Congelador REVCO (Delca
Cientifica, México, D.F.) el primer dia de congelacion para posteriormente almacenarlos en tanques

de nitrégeno liquido a una temperatura de -196 °C.

Descongelacion de fibroblastos

Los fibroblastos se descongelan en un bafo himedo a 37 °C. Antes de estar descongelados
del todo, se pasan a un tubo de centrifuga de 15 ml, con 9 ml de medio DMEM, afiadiendo las células
lentamente. Se centrifuga a 1200 rpm durante 5 minutos y se retira el sobrenadante. El pelet se
resuspende en 5 ml de medio, se cuentan las células, y se siembran con medio
DMEM/SFB/antibidtico en la superficie adecuada de acuerdo con la cantidad de fibroblastos que se

descongelen.

Inactivacion de fibroblastos por irradiacion

Para inactivar las células, éstas son irradiadas con un irradiador GAMMA CELL 3000 Elan
(Nordian, Canadad), que contiene un lapiz de Cesio 137. Los parametros utilizados para irradiar las
células son: 15 minutos, 12 segundos a 4000 rads. Una vez irradiadas las células, se decanta el

sobrenadante y se resuspenden normalmente en 5 ml de medio nuevo para iniciar el recuento
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celular que se realiza con la cdmara de Neubauer. Las células irradiadas se congelan o se cultivan en

cajas adherentes.

Preparacion de medio condicionado

Se irradian fibroblastos humanos BJ1 (ATCC® CRL-2522™) con el mismo procedimiento
descrito anteriormente. Estos fibroblastos se utilizan para producir medio condicionado, el cual es
fundamental para mantener las células troncales embrionarias humanas en Matrigel. Se siembran
éstos en matraces T225 previamente tratados con gelatina al 0.5% y se deben mantener segun el

protocolo previamente descrito.

48 horas después de haber sembrado los fibroblastos, se sustituye el medio DMEM por
medio Knockout-DMEM (KO-DMEM, Gibco) suplementado con 20% de remplazo de suero Knockout
(KSR Gibco, por sus siglas en inglés: Knockout Serum Replacement), 0.2% de B-mercaptoetanol 50
mM (Gibco), 1% de L-glutamina 100x (Gibco) y 1% de aminoacidos no esenciales 100x (ANE Gibco).
Se agrega diariamente 4 ng/ml de factor de crecimiento fibroblastico basico humano (bFGF humano
recombinante, Peprotech, Rocky Hill NJ) por 7 dias, durante los cuales se recupera el medio también

diariamente vy se filtra (0.22 um) antes de almacenarlo a -80 °C.

Expansidn de los plasmidos episomales.

Se utilizan los plasmidos pCXLE-hOCT3/4-shp53-F (Addgene Plasmid 27077), pCXLE-hSK
(Addgene Plasmid 27078) y pCXLE-hUL (Addgene Plasmid 27080), ademas del plasmido que tiene el
gen reportero GFP (pCXLE-EGFP, Addgene Plasmid 27082) (ver Figura 9). Estos plasmidos fueron
donados por el Dr. Rodrigo Lépez. Con dichos plasmidos se realiza la transformacién de bacterias
DH5a por medio de choque térmico (42°C por 30 seg, seguidos de 2 min en bafo de hielo). Se les
agrega medio SOC y se incuban por 1 hora (37°C y 225 rpm), tras lo cual se plaquean en cajas de

agar con Ampicilina y se incuban de 12 a 16 horas (37°C sin agitacion).

El pldsmido se expande y se purifica por medio de QIAfilter™ Plasmid Maxi Kit (purificacion
de plasmido de ADN basada en intercambio anidnico con clarificaciéon de lisado bacteriano por
filtracion). Se cuantifica la concentracién y pureza del plasmido por el espectrofotémetro UV-Vis
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA).
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Figura 9. Vectores de expresion episomal utilizados. De izquierda a derecha son los plamidos pCXLE-
hOCT3/4-shp53-F, pCXLE-hSK y pCXLE-hUL. Resaltadas en negro se muestran las zonas del cDNA que
codifican para los factores de pluripotencia. CAG: promotor hibrido formado por el enhancer de
Citomegalovirus (CMV) y el promotor de la B-actina de pollo. OriP: origen de replicacion. EBNA-1: Antigeno
nuclear de Epstein-Barr. WPRE: Elemento Regulatorio Post-transcripcional del virus de hepatitis Woodchuck,
usado para incrementar la expresion de los genes asociados. 2A: Secuencia que permite la traduccion
independiente de dos secuencias consecutivas. Obtenido de [35].

Generacion de iPSC.

4 x 10° fibroblastos de prepucio de neonatos BJ1 (ATCC® CRL-2522™) en cultivo adherente
son tripsinizados y resuspendidos en PBS 1x con 100 pl de solucién Nucleofector: Amaxa® Human
Dermal Fibroblast Nucleofector® Kit (Lonza, Basel, Switzerland) previamente suplementada. Se
agregan 1-3 pg de cada plasmido a la suspensidn, tras lo cual se transfiere a una cubeta del Kit, se
inserta ésta en el electroporador y se selecciona el programa U-023 para alta eficiencia de
transfeccion. Se retira la cubeta al finalizar el programa, se agregan 500 ul de medio para
fibroblastos (DMEM/SFB/antibidtico, que debe estar a 37°C) y gentilmente (utilizando las pipetas

del Kit) se transfiere la muestra a una placa de 6 pozos.

Cada dos dias se cambia el medio, y al dia 6 post-transfeccidn se levantan las células de la
superficie adherente con TrypLE™ 1x (Thermo Scientific) y se resiembran sobre una capa
alimentadora de MEF’s irradiados. Un dia después se cambia el medio a Knockout DMEM
suplementado con KSR, B-mercaptoetanol, L-glutamina, y ANE (descrito anteriormente en la
obtencién de medio condicionado) y bFGF humano. Se cambia el medio cada 2-3 dias (dependiendo

de la confluencia de las células).

Pasaje celular de las iPSC

Una vez que las células alcanzan una confluencia del 80-90%, o las colonias han alcanzado
un tamafo relativamente grande y antes que empiecen a fracturarse y presentar huecos (o se

comiencen a diferenciar las células), se realiza el pasaje celular. Se aspira el medio de cultivo del
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frasco y se coloca en el matraz 1-2 ml de solucién de Colagenasa IV (Invitrogen™, USA) 0.7 mg/ml
previamente calentada a 37 °C. Se incuba de 8-10 minutos a 37 °C, 5% CO,. Se aspira la colagenasa

y se afiaden 5 ml de medio de cultivo nuevo para detener la reaccién de esta enzima.

Se levantan las colonias del cultivo adherente con ayuda de un Cell Scraper (Corning),
realizando movimientos horizontales y verticales. El medio es recolectado con una pipeta y se
disocia mecanicamente. El medio se distribuye en matraces T25 (en una proporcidon 1:3)
previamente sembrados con MEFs irradiados (descongelados 48 horas antes), al cual se le aspir6 el
medio y se le agregd medio Knockout-DMEM suplementado; se agita el frasco suavemente para

distribuir las células. Las células son incubadas a 37 °Cy 5% CO,.

Congelacion de iPSC

Se levantan las colonias de la superficie adherente usando el protocolo de pasaje celular.
Las células se centrifugan a 1000 rpm durante 5 minutos, se retira el medio y se resuspenden las
colonias en 500 ul de medio de congelacién 1 (50% de SFB/50% KSR). Se afiaden lentamente 500 pl
de medio de congelacién 2 (20% de DMSO y 80% de mezcla de congelacidn 1). Se coloca 1 ml de
solucidén por criovial, que contiene las células provenientes de 1 T-25. Los crioviales se colocan en
un contenedor Mr. Frosty™ con isopropanol. Las células se congelan a -80 °C y a las 24 horas se

cambian los viales a un contenedor de nitrégeno liquido a -196 °C.

Descongelacién de iPSC

Se coloca el crioval que contiene las células en un bafio humedo a 37 °C para descongelarlas.
Antes de estar descongeladas del todo, se pasan gota a gota a un tubo Falcon de 15 ml con 9 ml de
medio KO-DMEM. Se centrifugan a 800 rpm durante 3 minutos y se retira el sobrenadante. Se
resuspenden en 5 ml de medio KO-DMEM suplementado (como se describié anteriormente). Se
distribuye el medio con las células en un matraz T25 y se etiqueta el frasco con el nombre de la linea,
numero de pasaje y fecha. Se realiza cambio de medio cada 2 dias o diario si el medio se ve muy

consumido.

Preparacion de Matrigel

Se descongela el Matrigel (BD Biosciences, USA) a 4 °C durante toda la noche para evitar la

formacion de un gel. Se afiaden 10 ml de medio KO-DMEM al frasco de 10 ml de matrigel y se mezcla
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bien con una pipeta previamente enfriada. Se realizan alicuotas en tubos de 15 ml prerefrigerados,

afiadiendo 1 ml por cada tubo. Las alicuotas se almacenan a -20 °C.

Pasaje celular de iPSC a Matrigel

Una alicuota de Matrigel se descongelar durante toda la noche a 4 °C. Se realiza una dilucion
1:10 de la alicuota de Matrigel con medio KO-DMEM. De esta dilucidn, se colocan 2 ml en un matraz
T25 un dia antes de realizar el pasaje celular, se sella el matraz y se almacena a 4 °C durante toda la
noche. Antes de hacer el pasaje celular, se incuba el frasco o matraz durante una hora a temperatura
ambiente, se retira el exceso de matrigel y se lavan los frascos con 2 ml de medio KO-DMEM. Para
sembrar las células, se usa el protocolo de pasaje celular, modificando Unicamente el medio que se
usa para mantener las células, que en este caso es medio condicionado. Las células se incuban a 37
°Cy 5% CO;.

Prueba de la Fosfatasa Alcalina

Se aspira el medio donde se encuentran las células y se lavan con PBS 1x. Se fijan las células
con PFA (para-formaldehido) al 4 % por 20 minutos; posteriormente se retira el PFA, se lavan con
PBS 1x y se incuban con Buffer 100 mM Tris por 10 minutos a temperatura ambiente. Después se
retira el Buffer y se vuelven a incubar por 30 minutos con Buffer nuevo que contenga ademas los
sustratos de la reaccidon: 5 mg/ml en H,O de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato, Thermo
Scientific), 7.5 mg/ml en dimetilformamida de NBT (Nitro blue tetrazolium, Sigma-Aldrich) y 10

mg/ml en H,0 de Levamisol. Se retira el medio de la reaccién y se lava con PBS.

Generacion y extraccion de teratoma

Para la formacion de teratomas las células se mantuvieron en cultivo sobre un matraz 725
con Matrigel hasta que observé una confluencia del 90%. Las células se despegaron utilizando el
protocolo de pasaje celular descrito anteriormente. Las células se lavaron en PBS 1x y se
resuspendieron en PBS suplementado con 30% de una alicuota de Matrigel para un volumen final
de 200 pl. Se inyectaron 1 x 10° células en la parte dorso-lateral dentro del espacio subcutaneo de

un raton desnudo inmunosuprimido (nu/nu; CINVESTAV, MEX).

Perfusidn, cortes histolégicos de los teratomas y tincién con hematoxilina/eosina
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Entre 6 a 8 semanas después de la inyeccion de las iPSC en el costado de los ratones
desnudos, estos animales fueron sacrificados mediante una sobredosis anestésica (3 mililitros por
2.5 Kg de peso) de Pentobarbital sddico (Pfizer, MEX) y posteriormente se perfundieron con PBS 1x
a 37 °C por via intracardiaca con la ayuda de una bomba de perfusion (Cole-Palmer Instrument
Company, Masterflex, USA). Una vez realizado este procedimiento los animales fueron fijados con

para-formaldehido (PFA) al 4% disuelto en amortiguador de fosfatos 0.1 M a un pH de 7,4.

El teratoma se extrajo, se depositd en un frasco con PFA durante 24 horas y después se
mantuvo en gradientes de sacarosa (10, 20, 30%, 24 horas en cada uno) para posteriormente
realizar tinciones. Se embebid el teratoma en Tissue-Tek® (VWR®, Radnor PA, USA) para poder
realizar cortes histoldgicos de 20 um en un criostato (Leica, USA). Estos cortes se fijaron en laminillas
y se mandaron al Laboratorio de Histologia del IFC (Divisién de Neurociencias, IFC UNAM) donde se

tifleron utilizando la técnica de tincidn con hematoxilina/eosina. Posteriormente se guardan a 4 °C.

Diferenciacién de iPSC a neuronas dopaminérgicas

Para realizar la induccién neural, se realiza primero el pasaje celular de iPSC a matraces T25
con Matrigel usando el método previamente descrito. La diferenciacién se inicia cuando las células
estén a una confluencia del 80-90%; en este momento se cambia el medio condicionado por medio
KO-DMEM suplementado, y se cuenta como dia 0O de diferenciacién. Se exponen a las células a
diferentes compuestos: LDN193189 (LDN), SB431542 (SB), Purmorphamine mas SAG (agonistas
ambos de la via de SHH), FGF8 y CHIR99021 (activador de la via candnica de Wnt) de acuerdo a la
Figura 10.

Se va cambiando gradualmente el medio KO a DMEM-F12 suplementado con N2 desde el
dia 5. Al dia 11 se cambia el medio a Neurobasal/B27 (medio especializado para la supervivencia de
células neuronales) suplementado con CHIR99021 (o simplemente CHIR) (hasta el dia 13) y con las
siguientes moléculas: BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), GDNF (Glial cell line-Derived
Neurotrophic Factor), TGFB3 (Transforming Growth Factor Beta 3), dibutiril cAMP, acido ascérbico
y DAPT. Al medio asi preparado se le llama medio de diferenciacidn. Al dia 20, se resiembran las
células con medio de diferenciacidon en una caja de 6 pozos, previamente tratada con poli-ornitina

(Sigma, USA) y fibronectina/laminina (Sigma, USA).
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Calulas humanas pluripotentes sobre Matrigel en medio KSR Medio Neurobasal + B27
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Figura 10. Protocolo de induccién neural, que en los primeros dias combina la inhibicién dual de SMAD (por
SB431542 y LDN) y el uso de moléculas que inducen a un fenotipo VM DA (dopaminérgico del mescencéfalo
ventral). Estas moléculas son: FGF8, dos agonistas de la proteina Smoothened (SAG y Purmorphamine) de la
via de SHH, y CHIR99021 (activador de la via candnica de Wnt). Se va cambiando gradualmente el medio KO
a DMEM-F12 suplementado con N2, (25 % al dia 5, 50% al dia 7 y 75 % al dia 9). A partir del dia 11, se les
pone a las células medio de diferenciacion, que consiste en medio Neurobasal suplementado con B27.
Ademas, este medio de diferenciacidn contiene los siguientes factores: BDNF, GDNF, db-cAMP y 4cido
ascorbico, que promueven supervivencia y maduracion neuronal. DAPT inhibe diferenciacion glial. TGFB3
promueve una identidad dopaminérgica. Basado en [56].

Ensayos de inmunocitofluorescencia.

Las células que van a ser utilizadas para los ensayos de inmunofluorescencia deben ser
sembradas sobre cubreobjetos en los pozos donde se pone el Matrigel antes que sean cultivadas.
Una vez que se ha llegado al dia especifico de diferenciacion en el que se va a realizar este ensayo,
se aspira el medio y se lava con PBS 1x durante 5 minutos, tras lo cual se fijan las células utilizando
PFA al 4% durante 20 minutos. Las células son lavadas con PBS 1x y 0.1% de Albumina de Suero
Bovina (BSA, por sus siglas en inglés: Bovine Serum Albumin) para eliminar el PFA en exceso. Las
células fueron incubadas por 1 hora en una solucion de PBS con suero de cabra (Gibco, Invitrogen)
al 10% y tritén (Sigma-Aldrich) al 0.3%. Posteriormente, se lavaron con PBS y 0.1% de BSA y se

incubaron con anticuerpos primarios de acuerdo a la Tabla 3.

Los anticuerpos fueron incubados en una solucién de PBS-suero de cabra al 1% por 24 horas
a 4 °C. Después de la incubacidn, se retird el anticuerpo primario y se realizaron tres lavados en una
solucién de PBS con BSA al 0.1% para después ser incubadas con sus respectivos anticuerpos
secundarios: anti-ratéon (dilucion 1:1000 en PBS-suero de cabra al 10%) acoplado a Alexa 488

(Invitrogen) y anti-conejo (dilucion 1:1000 en PBS-suero de cabra al 10%) acoplado a Alexa 568
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(Invitrogen). Se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente y protegidos de la luz. Las células
son lavadas con PBS 1x y 0.1% de BSA y se incuban con colorante Hoechst (1 ng/ml; Sigma) por 5

minutos, se lavaron nuevamente con PBS 1x y se montaron en laminillas.

Anticuerpo primario Especie Dilucion Marca
Anti-Oct4 Raton 1:250 BD Bioscience
Anti-SSEA4 Ratén 1:400 Abcam
Anti-Sox2 Conejo 1:500 Abcam
Anti-Nanog Conejo 1:1000 Peprotech
Anti-Nestina Ratén 1:800 Millipore
Anti-Vimentina Conejo 1:100 Thermo
Anti-Tujl Ratdn 1:1000 Covance
Anti-TH Conejo 1:1000 Pel-Freez

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para los ensayos de inmunocitofluorescencia.

RT-PCR punto final y cuantitativa

Para la técnica de Transcripcion Reversa - Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR, por
sus siglas en inglés) se extrae primero el ARN total de las células por medio el método de TRIzol®
(Thermo Inc.), en el que las células son tratadas con este reactivo, seguido por adicion de
cloroformo, para separar el ARN del ADN vy las proteinas. Después se realiza la reaccién de la
Transcriptasa Reversa, en la cual al ARN extraido anteriormente se le agrega una mezcla de dNTPs
(desoxinucleotil-trifosfatos), primers aleatorios, un inhibidor de RNasas y la enzima con actividad

transcriptasa reversa, para obtener el cDNA correspondiente.

Se realizd este procedimiento para obtener el cDNA de las iPSCy de las células diferenciadas
a neuronas dopaminérgicas a los dias 7, 14, 22 y 28 de diferenciacién. Las secuencias que se
utilizaron para la deteccidon de cada transcrito de interés se describen en la Tabla 4. Todos los
oligonucledtidos se colocaron en una concentracién 10 uM, afiadiendo a cada reaccién 100 ng de

ADN molde, en un volumen final de 25 pl.
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El programa que se utilizé para los todos los oligos en la PCR punto final fue el siguiente: un
ciclo de desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos con una
temperatura de desnaturalizacion de 95 °C durante 1 minuto, una temperatura de emparejamiento
de los oligos de 66 °C (excepto para los oligos de TH, que fue de 62 °C) durante 1 minuto, y una
temperatura de alargamiento a 72 °C durante 1 minuto, con un alargamiento final a 72 °C durante

10 minutos y un posterior mantenimiento de los tubos de reaccion a 4 °C.

Las condiciones de amplificacién para la PCR cuantitativa (qPCR), o PCR en tiempo real,
fueron las siguientes: un ciclo de desnaturalizacidn a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos
con una temperatura de desnaturalizacion de 95 °C por 10 segundos y una temperatura de
emparejamiento de los oligos a 60 °C durante 30 segundos. Para la qPCR se utilizé el equipo
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life Technologies, Thermo Scientific) y para analizar los datos

se utilizé el software StepOnePlus Software v2.3.

Oligos Secuencia Fragmento

Fwd: CCCCAGGGCCCCATTTTGGTACC
Oct4 (end) 142 pb
Rev: ACCTCAGTTTGAATGCATGGGAGAGC

Fwd: CATTCAAACTGAGGTAAGGG
Oct4 (pla) 123 pb
Rev: TAGCGTAAAAGGAGCAACATAG

Fwd: ACCCATCCTTCCTGCCCGATCAGA
KIf4 (end) 55 pb
Rev: TTGGTAATGGAGCGGCGGGACTTG

Fwd: CCACCTCGCCTTACACATGAAGA
KIf4 (pla) 155 pb
Rev: TAGCGTAAAAGGAGCAACATAG

Fwd: TTCACATGTCCCAGCACTACCAGA
Sox2 (end) 79 pb
Rev: TCACATGTGTGAGAGGGGCAGTGTGC

Fwd: TTCACATGTCCCAGCACTACCAGA
Sox2 (pla) 110 pb
Rev: TTTGTTTGACAGGAGCGACAAT

Fwd: GCGAACCCAAGACCCAGGCCTGCTCC
L-Myc (end) 142 pb
Rev: CAGGGGGTCTGCTCGCACCGTGATG

Fwd: GGCTGAGAAGAGGATGGCTAC
L-Myc (pla) 121 pb
Rev: TTTGTTTGACAGGAGCGACAAT

Fwd: AGCCATATGGTAGCCTCATGTCCGC
LIN28 (end) 128 pb
Rev: TCAATTCTGTGCCTCCGGGAGCAGGGTAGG

Fwd: AGCCATATGGTAGCCTCATGTCCGC
LIN28 (pla) 250 pb
Rev: TAGCGTAAAAGGAGCAACATAG
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Fwd: ACCACAGTCCATGCCATCAC
GAPDH 448 pb
Rev: TCCACCACCCTGTTGCTGTA
Fwd: GTCCCCTGGTTCCCAAGAAAAGT
TH 332 pb
Rev: TCCAGCTGGGGGATATTGTCTTC
Fwd: TGAGGTAGTCAGTCAGGTCC
B-Actina 165 pb
Rev: GCTATCCAGGCTGTGCTATC

Tabla 4. Secuencias de los oligonucledtidos para las reacciones de PCR. End: transcrito enddgeno, pla:

transcrito proveniente del plasmido episomal.
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6. Resultados

Cultivo de fibroblastos embrionarios de ratdn e inactivacién para producir medio condicionado y

para usarlos como capa alimentadora.

Con la intencién de obtener una capa adherente que soportara el mantenimiento vy
crecimiento de las células troncales pluripotenciales, se realizé el cultivo y posterior inactivacién
(por radiacion) de fibroblastos embrionarios de ratén. A partir de éstos se obtuvo también medio
condicionado para cultivar hiPSC en condiciones libre de capa alimentadora. La Figura 13 muestra

la morfologia de los fibroblastos cultivados e inactivados.

Figura 11 .Imagen de microscopia en campo claro de fibroblastos embrionarios de ratén irradiados, que
muestra su morfologia caracteristica. Aumento: 10x.

Expansidn de los 3 plasmidos que contienen los factores de reprogramacion asi como del plasmido

con la proteina GFP como reportero en bacterias competentes

Los plasmidos episomales fueron expandidos por transformacién de bacterias competentes.
Posteriormente fueron purificados y cuantificados por espectrofotometria. Se realiz6 una
amplificacidon por PCR de los plasmidos expandidos, en la que se utilizaron oligonucleétidos que
incluyen un fragmento del plasmido junto a un fragmento de los genes de reprogramacion.
Posteriormente se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa para visualizar el resultado de
la PCR y asi poder comprobar la presencia de los transgenes de reprogramacion en los vectores

episomales expandidos (ver Figura 12).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa (3%) tras la PCR de los plasmidos expandidos, que muestra la
amplificacién de secuencias de ADN contenidas en los transgenes. Pla: transcrito proveniente del plasmido.
Se usé GAPDH como control positivo. Los numeros debajo de cada columna indican el tamafio (en pares de
bases) del fragmento amplificado esperado para cada par de oligonucleétidos. En el carril de la derecha se

muestra la escalera molecular de 100 pb como comparacion, donde los nimeros indican la cantidad de

pares de bases pertenecientes a algunos fragmentos de dicha escalera.

Transfeccion de fibroblastos de prepucio humano con los plasmidos por nucleofeccion para lograr
la reprogramacion celular a iPSC.

Fibroblastos humanos BJ1 fueron reprogramados utilizando plasmidos episomales segun el
método de Okita et al. [35]. Durante los primeros dias después de la transfeccidn, se observa una
alta proporcion de células que no sobreviven al procedimiento. Después de 6 dias de iniciado el
experimento, se observa la aparicidon de algunos cumulos cuyas células tienen un aspecto mas
redondo y de menor tamafio que el que tienen los fibroblastos. Con el paso de los dias, los cimulos
observados siguieron creciendo en el nimero de células que contenian. A partir de 12-14 dias post-
transfeccion, los cimulos celulares comienzan a parecer colonias con clara morfologia tipo hESC, las
cuales se siguieron cultivando por lo menos hasta el pasaje 25 sin que se viera afectada su

morfologia (ver Figura 13).
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Figura 13. Imagenes de microscopia en campo claro de diferentes dias del proceso de reprogramacion, en
donde se observa el cambio morfoldgico de los fibroblastos a células tipo pluripotentes que se agregan
formando colonias. Aumento: 10x.

Para comprobar la expresion transitoria de los plasmidos en los fibroblastos transfectados,
se observo la expresion del gen reportero GFP en un microscopio de fluorescencia a diferentes
tiempos después de la transfeccidon. A partir del Dia 1 post-transfeccidn se observa que la mayoria
de los fibroblastos que sobreviven a las condiciones del proceso de electroporacién muestran marca
de la expresion de GFP. La intensidad de la sefial de GFP se mantiene en los fibroblastos durante dos
semanas después de la transfeccion, aun cuando estos van cambiando su morfologia en este lapso.
Después de este tiempo (aproximadamente, a partir del dia 14 post-transfeccion) la intensidad de
la sefial de GFP comienza a disminuir, hasta que hacia el dia 21 post-transfeccién deja de ser

detectable (ver Figura 14).

La morfologia que han adoptado las colonias celulares formadas, asi como su expresién
transitoria del gen reportero GFP, indican que el proceso de reprogramacion ha iniciado en las
células transfectadas que sobrevivieron al proceso, que muestran ahora claros signos de ser células

con apariencia pluripotencial.

43
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Dia 6 post-
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Dia 22 post-
transfeccion

Figura 14. Expresion transitoria del gen reportero GFP en las células transfectadas con los plasmidos
episomales. Durante el primer par de semanas posteriores a la transfeccién (en la imagen se muestra el dia
6 post-transfeccidn) la marca de GFP es intensa en muchas de las células presentes. Esta intensidad
disminuye con el paso de los dias, hasta que después de la tercera semana (en la imagen se muestra el dia
22 post-transfeccion) no se observa ya la marca de GFP. Del lado izquierdo se observan las imagenes en
microscopia de campo claro, mientras que del lado derecho se observa el mismo campo pero utilizando
microscopia de fluorescencia, donde la sefial verde observada corresponde a la sefial de GFP. Aumento de
todas las imagenes: 10x.

Pruebas de pluripotencia de las iPSC obtenidas (inmunocitofluorescencia de marcadores de
pluripotencia, RT-PCR, formacion de teratomas en ratones inmunodeprimidos, cariotipo de las

células obtenidas).

Se realizd una prueba para marcaje de Fosfatasa Alcalina, un indicador temprano de
pluripotencia [58], en las células reprogramadas a 28 dias post-transfeccién. En la Figura 15 se puede
observar la superficie de cultivo donde se realizd la reprogramacion, y las colonias celulares que
dieron un marcaje positivo para la prueba. Para estimar la eficiencia de reprogramacién se realiz
un calculo considerando el numero inicial de fibroblastos humanos electroporados y el nimero de
colonias positivas a fosfatasa alcalina resultante después de 28 dias. Se ha reportado que cada
colonia se forma por un evento de reprogramacion, es decir, las colonias tienen un origen clonal. El

resultado de este analisis fue que el 0.04% de células fueron reprogramadas al estado pluripotencial.
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Figura 15. Colonias de células que resultaron positivas para la prueba de Fosfatasa Alcalina, un marcador
temprano de pluripotencia, a 28 dias post-transfeccidn. La escala se observa en la imagen (20mm).

Se aislaron 58 clonas que se siguieron cultivando en MEF y algunas sufrieron diferenciacién
espontanea o se perdieron. Con 4 de ellas se realizaron mas pruebas para corroborar la
pluripotencia. A estas clonas las nombramos clona 1, clona 2, clona 3 y clona 4. Se llevaron a cabo
inmunotinciones de estas células con anticuerpos para los siguientes marcadores de pluripotencia:
Oct4, Sox2, Nanog y SSEA4. Estas células (las cuatro clonas) presentaron marca positiva para dichas

proteinas, como se observa en la Figura 16 (la cuales se analizaron a un pasaje 4).

A. Células reprogramadas B. MEF
Hoechst Sox2 Oct4 Hoechst

Hoechst

Nanog SSEA4
450um

Figura 16. Ensayos de inmunocitofluorescencia que muestran marcaje positivo para proteinas asociadas a
pluripotencia (Sox2, Oct4, Nanog y SSEA4) en las células reprogramadas. A: Las células obtenidas por la
técnica de reprogramacion presentan marca positiva desde pasajes tempranos (pasaje 4). B: Los fibroblastos
embrionarios de raton (MEF), que se utilizaron como capa alimentadora sobre la que se cultivaron las
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células reprogramadas, no muestran marcaje para dichas proteinas (en esta imagen, se muestra para Sox2).
Se utilizd colorante Hoechst para marcar los nucleos celulares. El aumento es el mismo para todas las
imagenes y la escala se muestra en ellas (450 um).

Para determinar la presencia o ausencia de los transcritos de los factores de pluripotencia
en las células reprogramadas, se realizé la Reaccion en Cadena de la Polimerasa tras la Transcripcién
Reversa (RT-PCR) de extractos de ARN de dichas células. Para poder apreciar la diferencia en la
expresion de los genes externos de la expresiéon de los genes enddgenos se utilizaron sets de primers
(oligonucledtidos) diferentes para cada uno de ellos. En las cuatro clonas analizadas se observo la
expresion de la totalidad de los genes enddgenos. Sin embargo, varios de los transgenes
introducidos por la reprogramacién todavia aparecian expresados en un pasaje temprano (pasaje
4), como se aprecia después de hacer una electroforesis en gel de agarosa tras la RT-PCR. En el gel
de agarosa se observan las bandas provenientes de la amplificacién de las secuencias

pertenecientes a los transgenes para Sox2, L-Myc y LIN28, tal como se aprecia en la Figura 17.

Oct4 Kif4 Sox2 L-Myc LIN28
end pla end pla end pla end pla end pla GAPDH

142 123 55 155 79 110 142 121 128 250 448

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa (3%) tras la RT-PCR por punto final del extracto de ARN de las
células reprogramadas de la clona 3, en la cual se observa la expresion de todos los genes enddgenos
asociados a pluripotencia y la expresién de algunos transgenes (Sox2, L-Myc y LIN 28) en el pasaje 4. End:
transcrito enddgeno, pla: transcrito proveniente del pldsmido introducido. Los numeros debajo de cada
columna indican el tamafio (en pares de bases) del fragmento amplificado esperado para cada par de
oligonucledtidos. En la parte derecha de la figura se muestran los marcadores de peso molecular en pares de
bases. Se us6 GAPDH como control.

Con el propdsito de verificar si los transgenes dejan de ser expresados en las células

reprogramadas a pasajes mas tardios, se realizé el andlisis de RT-PCR por punto final de estas células
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al pasaje 17. Se observa que estas células conservan su morfologia tipo-ESC; ademas, siguen
expresando los factores enddgenos asociados a pluripotencia. Estas células ya no expresan los

transgenes plasmidicos, como se puede apreciar en la Figura 18.

Octd 3 Sox2 Kif4 LIN28
-cDNA iPSC ctrl+ -cDNA iPSC ctrl+ -cDNA iPSC ctrl+ -<DNA iPSC ctrl+ §

Figura 18. Electroforesis en gel tras la RT-PCR por punto final del extracto de ARN de las células
reprogramadas de la clona 1 al pasaje 17, donde se observa que las células ya no expresan factores
exdgenos provenientes de los plasmidos de reprogramacién. Los nimeros debajo de cada columna indican
el tamano (en pares de bases) del fragmento amplificado esperado para cada par de oligonucledtidos. Se
uso ADN de los diversos plasmidos episomales como controles positivos. En el carril de la derecha se
muestran los marcadores de peso molecular con una escalera molecular de 100 pb.

Se realizaron estudios de cariotipo de las células obtenidas por reprogramacién en el
Laboratorio de Genética, Hospital Angeles del Pedregal por la Dra. Maribel Cerrillo (como se puede
apreciar en la Figura 19). Se encontré que en promedio, entre el 57.5% y el 100% de las clonas
analizadas presentaban un cariotipo normal. El resto de las células, presentaban algunas
alteraciones cromosdmicas (aneuploidia, poliploidia o rompimientos cromosdmicos). Se analizaron
también los fibroblastos BJ1 que fueron las células que se reprogramaron, y del total de células

analizadas un 95.2% presenté un cariotipo normal (observar Tabla 5).
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Figura 19. Imagen del cariotipo normal de células reprogramadas de la clona 1 obtenida en el pasaje 8. Se

analizaron 71 células, de las cuales 57 (80.2 %) presentaron un cariotipo normal.

Fibroblastos

Células analizadas ClonaiPSC 1 Clona iPSC 2 Clona iPSC 3 Clona iPSC 4 BI1
Numero de pasaje 8 7 7 8 9
Numero de células 71 23 20 50 87

analizadas por clona

Células con cariotipo
normal (Porcentaje)

57 (80.3%)

15 (65.2%)

23 (57.5%)

50 (100%)

83 (95.4%)

Aberraciones
presentadas
(niimero de células)

Poli (12), div
(1), romp (1)

Poli (5), div (2),

gap (1)

Aneu (10), poli
(4), romp (3)

Sin
alteraciones

Aneu (1), poli
(1), romp (2)

Tabla 5. Caracteristicas del andlisis de cariotipo de diversas clonas de iPSC obtenidas, asi como de las células
de las que se partio para la reprogramacion (fibroblastos). Poli: poliploidia, aneu: aneuplodia, div: divisién
alterada, romp: rompimientos cromosdmicos, gap: brechas o gaps.

Para comprobar la pluripotencialidad de las células reprogramadas, se realizaron ensayos

de formacién de teratomas. Las células de solamente una de las clonas (clona 3) generaron un

teratoma al ser inyectadas subdérmicamente en un ratdon inmunocomprometido. El ratén fue

sacrificado y perfundido, tras lo cual se retird el teratoma y se fijé con p-formaldehido (ver Figura

20A). Se le hicieron cortes al teratoma (tras ser congelado a -20 °C) de 20 um en un criostato, los

cuales se montaron en laminillas y fueron posteriormente tefiidos con Hematoxilina y Eosina. Estos

cortes fueron observados al microscopio y se encontraron tejidos derivados de ectodermo (pseudo-

rosetas neurales), mesodermo (musculo esquelético y adipocitos) y probablemente endodermo

(zonas que parecen ser tejido glandular) (ver Figura 20B).
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A)

B) Capas germinales:
Endodermo Mesodermo Ectodermo

Aumento 10w

3 .\,_x i
Aumento 10x Aumento 10x

Figura 20. Formacion de un teratoma por inyeccion de iPSC en ratones inmunocomprometidos. A) Células de
la clona 3 inyectadas subdérmicamente en un ratdn de la cepa nu/nu formaron un teratoma. Después de 11
semanas se sacrificé al ratdon y se extrajo el tumor. B) Analisis histoldgico del teratoma, tefiido con
hematoxilina-eosina. Se observan tejidos derivados de las 3 capas embrionarias: células que asemejan
rosetas neurales indican tejido ectodermal. Se observan células de musculo esquelético y adipocitos, que
provienen del mesodermo. Zonas de células que parecen ser tejido glandular indican diferenciacion hacia
tejido endodermal. El aumento para cada imagen se indica debajo de cada una.

Diferenciacion de iPSC a neuronas dopaminérgicas por un método de inhibicidn dual de la via de
las SMAD.

Se realizé el protocolo de diferenciacion neural descrito anteriormente (ver Figura 10), en
el que las células pluripotentes fueron sembradas en recipientes cubiertos con la solucion Matrigel®

(consistente en proteinas de matriz extracelular), y posteriormente fueron inducidas a diferenciarse
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hacia neuronas dopaminérgicas. Durante el paso de los dias, se observa el cambio en la morfologia
de las células, que pasaron de tener una forma redonda y agruparse en colonias, a tener una
morfologia mas alargada, formando estructuras llamadas rosetas neurales (aproximadamente entre
los dias 12 y 14), y posteriormente formando proyecciones que asemejan neuritas, a partir de los
dias 16-17 (ver Figura 21).

Dia 4 Dia 12 Dia 17

Aumento 10x Aumento 10x Aumento 20x

Dia 19 Dia21 Dia 23

Aumento 20x Aumento 20x Aumento 10x

Figura 21. Cambio de la morfologia de las iPSC diferenciadas con el protocolo de induccién neuronal. Las
células van adquiriendo morfologia de neuronas conforme avanzan los dias de diferenciacion. Alrededor del
dia 12 se observan células con forma de precursores neurales. Entre los dias 17 y 21 se observa la aparicién

de proyecciones neuronales. El aumento correspondiente a cada imagen se indica debajo de cada una.

Evaluacion de la expresion de diversos marcadores en las células en proceso de diferenciacion por
inmunocitofluorescencia: marcadores asociados a pluripotencia, a progenitores neurales y de

neuronas con identidad dopaminérgica.

Para corroborar que dejaran de expresarse marcadores asociados a células pluripotenciales
y se adquirieran marcaje asociado a neuronas dopaminérgicas, se evalud la expresién de diversas
proteinas por medio de inmunocitofluorescencia durante el proceso de diferenciacion de las células.
Al dia 7 de diferenciacién, se observa que algunas células ya expresan los marcadores de precursores

neurales Vimentina y Nestina, aunque también se observd la persistencia de la marca de Oct4 en
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este estadio (ver Figura 22A). Al dia 14 de diferenciacién, el marcaje de Vimentina y Nestina es mas

claro, y el correspondiente a Oct4 es practicamente nulo, tal como se aprecia en la Figura 22B.

Dia 7 de diferenciacion

A) Hoescht Nestina Vimentina

100um

Hoescht Oct4 Sox2

100um 100um

Dia 14 de diferenciacion

B) Hoescht Nestina Vimentina
N - -
Hoescht Oct4 Sox2
(20x)

Figura 22. Ensayos de inmunocitofluorescencia de las células iPSC en diferenciacion neuronal, que muestran
un paulatino descenso en la marca de proteinas asociadas a pluripotencia, y un aumento en la marca de
proteinas de precursores neurales. A) Marcadores al dia 7 de diferenciacidn, en donde se observa que
aunque hay células ya positivas para los marcadores de precursores neurales Nestina y Vimentina, todavia
se encuentran células positivas para los marcadores de pluripotencia (Oct4 y Sox2). La escala (100 um) se
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observa en cada imagen. B) Marcadores al dia 14 de diferenciacion, donde ya no se observa practicamente
la marca de los factores de pluripotencia. El aumento de las tres imagenes superiores es 40x, mientras en las
tres imagenes inferiores tienen un aumento de 20x.

Hacia el dia 21 de diferenciacidn, se sigue observando la expresidon de los marcadores
asociados a precursores neurales (Vimentina y Nestina) en algunas células, mientras que en otras
se observa ya la expresion del marcador Tujl, asociado a neuronas en proceso de maduracién, y de
TH, enzima limitante en la sintesis de dopamina y por lo tanto un importante marcador de neuronas
dopaminérgicas, tal como se aprecia en la Figura 23A [57]. De igual forma, al dia 28 de diferenciacion

se observan las marcas de Tujl y TH con una intensidad similar al dia 21 (ver Figura 23B).

A: Dia 21 de diferenciacion
Hoescht Vimentina MNestina
Hoescht Tujl TH
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B: Dia 28 de diferenciacion
Tujl

Figura 23. Expresidn de diversas proteinas en las células en los dias 21 y 28 de diferenciacién, en los cuales
se observa marcaje positivo para proteinas asociadas a neuronas dopaminérgicas. A: Al dia 21 de
diferenciacidn, se sigue observando un marcaje positivo de precursores neurales (Vimentina y Nestina) en
algunas células, mientras que en otras ya se observa marca de neuronas inmaduras (Tujl) y de neuronas
dopaminérgicas (TH). La escala se indica en cada imagen (50 um para las tres imagenes superiores, y 100 um
para las tres imagenes inferiores). B: Al dia 28 de diferenciacidn se mantiene el marcaje positivo de Tujly
TH, que parece ser de una intensidad similar al del dia 21 (aumento 40x).

Pruebas de RT-PCR por punto final de marcadores de pluripotencia y de neuronas dopaminérgicas,

asi como de RT-PCR en tiempo real del marcador TH para neuronas dopaminérgicas.

Con el objetivo de comprobar el resultado obtenido por la prueba de inmucitofluorescencia,
en la cual se observd una disminucién paulatina de la marca del factor de pluripotencia Oct4, se
realizaron experimentos de RT-PCR a partir de extractos de las células en diferenciacién. La
expresion de Oct4 disminuyd hacia el dia 7, y es practicamente nula para el dia 14, lo que coincide
con lo observado en la inmunocitofluorescencia (ver Figura 24A). Por otra parte, el marcador para
neuronas dopaminérgicas TH se expresa sélo en dias mas tardios de diferenciacién, especificamente
aldia 22y al dia 28, como se observa en la PCR en punto final (ver Figura 24B). Para poder cuantificar
si la expresidn de este marcador de neuronas con identidad dopaminérgica se incrementé entre
estos dias, se realizd una qPCR, o PCR en tiempo real. En esta prueba se observaron niveles similares

de la expresidon de TH para los dias 22 y 28 de diferenciacion (ver Figura 24C).
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Figura 24. RT-PCR de un marcador de pluripotencia (Oct4) y de un marcador de neuronas dopaminérgicas
(TH) en las células en diferenciacidn, que corrobora la desaparicion paulatina de la marca de pluripotencia 'y
la aparicidn de la marca de neuronas dopaminérgicas a partir de la tercera semana de diferenciacién. A) PCR

por punto final del marcador de pluripotencia Oct4 a los dias 0, 7 y 14. En el carril de la izquierda se
muestran los marcadores de peso molecular con una escalera molecular de 100 pb. B) PCR punto final del
marcador de neuronas dopaminérgicas TH a los dias 0, 7, 14, 22 y 28 de diferenciacion. En el carril de la
derecha se muestran los marcadores de peso molecular con una escalera molecular de 100 pb. C) Expresidn
de TH por gPCR, la cual muestra niveles similares de expresion de este marcador en los dias 22 y 28 de
diferenciacién.
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7. Discusion

En el presente trabajo se realizo la reprogramacion de fibroblastos humanos dermales hacia
células troncales pluripotentes, por medio de la electroporacién con plasmidos episomales que
contienen factores claves de pluripotencia (Oct4, Sox2, KIf4, L-Myc, LIN28 y shp53) siguiendo el
método de Okita et al. [35]. La utilizacidn de plasmidos episomales sobre el método original de
reprogramacién [27] (y mas utilizado) de transduccidén con retrovirus provee la ventaja que los
transgenes no son integrados al genoma de la célula hospedera. Esto disminuye el riesgo de la
formacion de tumores al ser utilizadas estas células en medicina regenerativa. La eficiencia de
reprogramacion obtenida fue de un 0.04%, la cual es comparable con los resultados reportados en
otros trabajos que utilizan el mismo método de reprogramacién (plasmidos episomales), cuyas
eficiencias varian entre 0.01 y 0.05% [35,41].

La pluripotencia de las células obtenidas fue evaluada por diversos métodos: primero por
su morfologia, la cual cambid de células elongadas y aplanadas, tipica de células mesenquimales, a
células mas pequefias, con forma redondeada que se agrupan en colonias compactas, tipicas de las
células embrionarias pluripotentes. Este cambio en la morfologia y agrupacién de las células
asemeja a una transicién inversa de lo que ocurre durante la etapa embrionaria de la gastrulacion.
Durante el desarrollo embrionario sucede un cambio en las células en la etapa de gastrula, el cual
se conoce como Transicion Epitelio-Mesénquima (o EMT, por sus siglas en inglés). La transicidn
inversa, llamada Transicion Mesénquima-Epitelio (MET) es caracteristica del proceso de
reprogramacion de fibroblastos humanos a células pluripotentes, las cuales alrededor del dia 6
comienzan a formar pequefios agregados compactos, que mas tarde (a partir del dia 12) formaran

las primeras colonias con una clara morfologia epitelial [59].

El inmunomarcaje de las células con proteinas asociadas a pluripotencia es otra forma de
evaluar dicha caracteristica de troncalidad. Por medio de la técnica de inmunocitofluorescencia se
determind que las células obtenidas eran positivas para las marcas de Oct4, Sox2, Nanog (factores
de transcripcién claves en el mantenimiento de la pluripotencia) y SSE4, un antigeno de superficie
expresado por células pluripotentes humanas. Dichas células presentan proteinas asociadas a la
pluripotencia tanto a nivel nuclear como a nivel de su membrana plasmatica —por los factores que
dieron marca positiva—, lo cual es una fuerte evidencia de que cumplen con caracteristicas de células

pluripotentes.
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Para evitar que las células reprogramadas no respondan a estimulos que las lleven a
diferenciacion dirigida posteriormente, se requiere que los factores de reprogramacion dejen de
expresarse. Se analizé la presencia de los transcritos de los genes de pluripotencia Oct4, Sox2, KlIf4,
L-Myc, LIN28 (tanto enddgenos como los provenientes de los plasmidos) y del ARN de interferencia
para el gen supresor de tumores p53 (que también se introdujo en un plasmido) por medio de la
técnica de RT-PCR. A un pasaje temprano analizado (4to pasaje), se observa ya la presencia de los
transcritos derivados de los genes propios (enddgenos) del genoma de las células, lo cual se muestra
con las bandas que se amplificaron con los oligonucleétidos hechos para genes enddégenos. Por lo
tanto, estas células se encuentran en una etapa de reprogramacion en la que ya se ha superado la
barrera epigenética asociada a una organizacién de la cromatina compacta. Esto quiere decir que la
cromatina se encuentra en un estado mds abierto que permite la unién de los anteriores factores
de transcripcion a sus blancos y que activan la red de pluripotencia propia de las células [33]. Se
observd asimismo la expresion de los transcritos derivados de los pldsmidos en este pasaje
temprano, lo que conlleva a inferir que el mantenimiento de estas caracteristicas pluripotenciales
es debido todavia en parte a los transgenes provenientes de los pldsmidos. A pasajes mads tardios
(del pase 10 en adelante) se ha reportado que las células iPSC reprogramadas por plasmidos
episomales ya no expresan los trasgenes, o bien los han integrado en su genoma [35,40,41]. En este
trabajo se analizé si las células seguian expresando estos vectores episomales en el pasaje 17, y se
encontré que ya no habia dicha expresién. Aunque no se puede excluir formalmente la presencia
de fragmentos plasmidicos, estos resultados muestran que las iPSC obtenidas estan probablemente

libres de integracion de los plasmidos en su genoma.

Los analisis de cariotipo de diversas clonas de iPSC obtenidas muestran aberraciones
cromosémicas entre el 0% y el 42% de las células, con una media del 21% de células con alteraciones.
Este porcentaje es mayor al 11.5% reportado en un extensivo estudio que utiliza el mismo método
de reprogramacion [41]. La explicacién para una mayor proporcion de células con aberraciones en

su genoma no es sencilla, ya que las variaciones genéticas pueden tener diversos origenes:

A) Podrian ser heredadas de las células somaticas de partida e inducidas o seleccionadas

durante el proceso de reprogramacion.

B) Pueden derivarse durante el proceso de reprogramacion, en donde una elevada
expresion de genes involucrados en la proliferacion y la divisién celular durante el establecimiento

del estado pluripotente puede inducir mutaciones en las células.

c) Cultivos prolongados podrian introducir o seleccionar alteraciones que faciliten la
propagacion celular (cuya probabilidad es casi nula en este caso pues las aberraciones se observan

desde pasajes tempranos) [60]. Por otro lado, la inhibicién temporal de la via antitumoral de p53
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durante la reprogramacioén interfiere con el proceso de dicha via en la reparacién del dafio del ADN,
por lo que células con un genoma no integro escapan el punto de verificacion (check point) que
implica esta via y podrian explicar el incremento en la proporcién de células no euploides que
terminan siendo reprogramadas [43]; sin embargo, hasta el dia de hoy no hay evidencia suficiente
de que la inhibicién de p53 promueva una mayor carga mutagénica ni sobre la contribucién de p53

a las variaciones genéticas detectadas en las iPSC [60].

La prueba mas estricta para evaluar la pluripotencia de una linea celular es un ensayo
funcional, puesto que al encontrarse las células en un ambiente in vivo responden a diferente
informacién de todos los tejidos circundantes para inducir su diferenciacidén. Solamente si las células
son pluripotenciales contribuirdn a tejidos derivados de las 3 capas embrionarias que conforman a
un organismo [7]. Las células de solamente una de las cuatro clonas evaluadas generaron un
teratoma al ser inyectadas en el costado de un ratén inmunosuprimido. El teratoma genero tejidos

derivados de las 3 capas embrionarias, lo cual es una prueba fehaciente de la pluripotencialidad de

estas células. Las células provenientes de esta clona (clona 3) fueron las que contenian un menor
porcentaje de células con cariotipo normal: 57.5%, en comparacién con las otras 3 clonas celulares
analizadas: 80.3%, 65.2% y 100%, respectivamente. Este resultado podria explicar el por qué las
células de esta clona lograron generar un teratoma y no las demas, pues al tener mayores
aberraciones cromosémicas, pueden encontrarse sobreexpresados genes involucrados en la
proliferacién y la division celular. En general, estos resultados parecen sugerir que el estado
pluripotente no se ha establecido con la calidad esperada para que las células pudieran ser utilizadas
posteriormente en aplicaciones terapéuticas, sobre todo por el alto porcentaje de aberraciones
cromosémicas. Mayores experimentos de reprogramacidon son necesarios en este espacio de
trabajo para lograr una mayor uniformidad en las caracteristicas de las células obtenidas; en especial

se necesita que las células obtenidas presenten un menor porcentaje de errores en su genoma.

Las iPSC obtenidas fueron dirigidas a diferenciarse hacia neuronas dopaminérgicas
siguiendo un protocolo de induccién neural. En dicho protocolo se realizd una inhibicidn dual de la
via de las SMAD para dirigir la diferenciacidn de las células pluripotentes a precursores neurales que
parecen asemejar en forma a pseudo-rosetas neurales, cuya morfologia caracteristica se observa
alrededor de los dias 12-14 del protocolo. Lo anterior concuerda con lo reportado en los estudios
que estandarizaron este protocolo de diferenciacién, en donde se empiezan a observar estas
estructuras a partir del dia 11 de diferenciacién [53,56]. Los ensayos de inmunocitofluorescencia
muestran que conforme avanzan los dias de diferenciacién, se incrementa el marcaje de proteinas

expresadas en precursores neurales. Ademads, ensayos con RT-PCR confirman junto con la anterior
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técnica que la expresion de genes asociados a pluripotencia va disminuyendo con el avance de la
diferenciacion, y que a partir de etapas mas avanzadas (dia 21 de diferenciacidn) se expresan genes

asociados a neuronas con caracteristicas dopaminérgicas.

Este resultado confirma la hipdtesis planteada en este trabajo, pues las células
reprogramadas tuvieron la capacidad de diferenciarse a neuronas con identidad dopaminérgica, a
pesar de que las células tenian una mayor proporcién de aberraciones cromosdmicas de lo
esperado. Desafortunadamente, no se alcanzd a evaluar la supervivencia de estas células en un
tiempo mayor, lo cual podria mostrar si las aberraciones gendmicas que presentan pueden afectar
a las neuronas dopaminérgicas en estadios mas maduros. Cabe destacar que no se habia reportado
a la fecha la diferenciacién de fibroblastos reprogramados por el método no integrativo de Okita et
al. [35] siguiendo el protocolo de diferenciacién dopaminérgica por medio de la inhibicién dual de
la via de las SMAD [56]. Los resultados obtenidos sugieren que el uso de ambas técnicas puede
resultar en la obtencién de neuronas dopaminérgicas a partir de fibroblastos humanos. Sin
embargo, para que estas células puedan ser utilizadas de forma segura en aplicaciones clinicas, se
necesita mejorar el resultado de la reprogramacién en el aspecto de la proporcién de aberraciones

cromosomicas de las células asi obtenidas.

Para caracterizar mejor las células que surgen durante el proceso de diferenciacion, se
podrian analizar otros marcadores que son expresados en los precursores neurales, como PAX6, o
marcadores mas especificos para células provenientes del mescencéfalo ventral, que son las que
dan lugar a las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra, como Lmxla o FOXA2. Para
caracterizar a estas neuronas dopaminérgicas en etapas postmitdticas, con mayor grado de
maduracién, se pueden utilizar anticuerpos para las proteinas Pitx3, el transportador vesicular de
monoaminas VMAT2, el canal de potasio GIRK2, o la descarboxilasa de aminodcidos aromaticos
AADC [52].
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8. Conclusiones

Se realizé la reprogramacién de fibroblastos humanos a un estado pluripotencial, por medio de la
transfeccion por electroporacion de plasmidos episomales que permiten la expresion transitoria de
factores de pluripotencia. Las caracteristicas morfoldgicas de las células obtenidas, pruebas de
deteccién de marcadores de pluripotencia, resultados de RT-PCR y la inyeccidn de células en ratones
inmunodeprimidos para la formacion de teratomas, proveen evidencia para aseverar que las células
obtenidas son pluripotenciales. Los resultados de RT-PCR y de inmunocitofluorescencia indican que
las células obtenidas por el protocolo de diferenciacién neuronal presentan caracteristicas de

neuronas dopaminérgicas.
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