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RESUMEN

En la medicina regenerativa se han buscado alternativas terapéuticas que
permitan obtener poblaciones neurogénicas, a partir de células de tejidos
diferenciados distintos al cerebro. Actualmente existen diferentes estrategias para
lograr este objetivo, como la reprogramacion celular mediante factores de
transcripcion en células humanas. Sin embargo, también se han obtenido células
neurales empleando unicamente medios de cultivo libres de suero, con factor de
crecimiento epidermal (EGF) y factor de crecimiento fibroblastico basico (FGF2).
Bajo esta perspectiva, el presente trabajo busca conocer la posible obtencion de
células con fenotipo neural, partiendo de queratinocitos humanos, utilizando un
medio de induccion neural in vitro con factores de crecimiento. Al crecer a los
queratinocitos en suspension en un medio neural, observamos un cambio
morfolégico, produciéndose células de menor tamafio y con morfologia de
precursor neural. Sin embargo, estas células no presentaron expresion de
marcadores neurales. Adicionalmente, evaluamos la capacidad de diferenciacion
de estas células in vivo, mediante su inyeccion en el Sistema Nervioso Central de
embriones de rata de 12 dias de gestacion. Los embriones se dejaron desarrollar
cuatro dias mas, y posteriormente fueron recuperados para la caracterizacién de
las células trasplantadas, las cuales fueron previamente transducidas con la
proteina verde fluorescente (GFP). El resultado de este ensayo fue la deteccion de
células GFP”, que ademas fueron positivas al anticuerpo Tuj1, el cual reconoce
neuronas. Con base en estos resultados podemos concluir que las células
epidermales humanas si poseen un potencial de diferenciacion hacia linaje neural,
pero que las condiciones empleadas in vitro no tienen los requerimientos

necesarios para dicha conversion de fenotipo.
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I. INTRODUCCION
I.I Enfermedades neurolégicas

Segun lo reportado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los
trastornos neuroldgicos afectan a millones de personas en todo el mundo. Entre
estos desordenes neuroldgicos figuran la demencia, epilepsia, trastornos del dolor
de cabeza, neuroinfecciones, Parkinson, golpes y dafos traumaticos en el
cerebro. La muerte por enfermedades neuroldgicas representa un 12 % del total
de casos de muerte a nivel global. Dentro de este porcentaje en primer lugar se
encuentran las enfermedades cerebro vasculares con un 85 % y en segundo lugar

los desdrdenes neurodegenerativos con 7-8 % [1].

Las enfermedades neurodegenerativas son aquellas en las que se presenta
una afectacion de la estructura y/o funcion de ceélulas del sistema nervioso (SN),
este deterioro se manifiesta con un inicio tardio y de caracter progresivo, teniendo
un aumento de prevalencia con el envejecimiento. Dentro de estas enfermedades
se encuentran el Alzheimer, con afectacion principal en la corteza cerebral; la
enfermedad de Parkinson y el Huntington con alteraciones en los ganglios
basales, mientras que las ataxias del cerebelo y la Esclerosis Lateral Amiotréfica
(ELA) presentan deterioro en motoneuronas cerebrales o espinales [2]. Todos
estos desdérdenes neurodegenerativos eventualmente llevan a una atrofia de
regiones particulares del sistema nervioso, ocasionando la pérdida de funciones
cognitivas y/o motoras [3].

En el caso de enfermedades cerebro vasculares, éstas ocurren cuando
existe una obstruccion arterial que ocasiona una interrupcién o pérdida repentina
del flujo sanguineo cerebral, o bien debido a la ruptura de un vaso, dando lugar a
un derrame; provocando efectos como paralisis, problemas de raciocinio o habla,

problemas en la vision y en la coordinacion motora [4].
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Las estrategias que se han desarrollado para el tratamiento de las
enfermedades neuroldgicas que presentan una pérdida en la poblacion neuronal,
0 una alteracion de su funcién, implican el uso de medicamentos que ayudan
principalmente en revertir la sintomatologia de la enfermedad. La farmacologia
busca encontrar nuevos principios activos que interfieran con el proceso
degenerativo, a partir de dos lineas de investigacién. La primera tiene como
objetivo retardar o paliar los sintomas ocasionados por alteraciones en los niveles
de neurotransmisores, mientras que la segunda se enfoca en los procesos de
muerte celular [5]. Puesto que estos tratamientos actuan principalmente sobre la
sintomatologia, y no sobre la enfermedad como tal, en la actualidad se estan
buscando alternativas terapéuticas para su tratamiento. Ya que el papel de estos
farmacos consiste en retrasar la enfermedad, sin evitar la presencia de efectos
secundarios, terminan siendo una alternativa de alto costo. Es aqui cuando la
medicina basada en la terapia celular tiene un mayor impacto a comparacion del

uso a largo plazo de farmacos moleculares para estas condiciones crénicas.
LIl Terapia celular

La terapia celular es un area de la medicina regenerativa que se define
como un procedimiento terapéutico que involucra la transferencia de poblaciones
celulares a un hospedero, con la finalidad de corregir algun defecto funcional o
introducir nuevas funciones en éste [6]. Desde hace algunas décadas, ya existen
en la clinica diferentes procedimientos que hacen uso de poblaciones celulares,
entre los cuales destacan las transfusiones sanguineas para el tratamiento de
anemias [7] y el trasplante de médula 6sea para el caso de leucemias [8]. Lo
novedoso de la terapia celular desarrollada en los ultimos afios se ve reflejado en
el hecho de que las células introducidas pueden ser manipuladas ex vivo, tanto a
nivel celular como molecular, en caso de que se requiera hacerlas mas
eficientes [9]. En la actualidad, una fuente alternativa para la obtencion de
diferentes estirpes celulares, es el uso de células troncales debido a su potencial
de diferenciacién y alta capacidad proliferativa [10].
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LIl Células troncales

Las células troncales (CT) son células indiferenciadas capaces de generar
distintas estirpes celulares, y presentan dos caracteristicas principales, a) la
capacidad de autorrenovarse, y b) la capacidad de diferenciacion [11] (Fig. 1).

La autorrenovacion es el proceso que lleva a cabo la célula para renovarse
a si misma mediante la mitosis. Esta division celular puede suceder de manera
simétrica y/o asimétrica. En el primer caso la CT se divide para formar dos células
troncales, y esto ocurre principalmente en circunstancias donde se tiende a
expandir esta poblacidon, como lo es durante el desarrollo y tras haber ocurrido una
lesion; mientras que en la divisidn asimétrica se genera una célula troncal y una
célula progenitora con linaje restringido, lo que permite mantener un balance entre

la poblacion de CT y la generacion de estirpes celulares diferenciadas [12].

Figura 1. Caracteristicas principales de las células troncales. La autorrenovaciéon sucede cuando
una CT presenta una divisiéon celular de tipo simétrica (esquina superior derecha), y su capacidad
de diferenciacién comienza con una divisién asimétrica (esquina superior izquierda) que da lugar a
un progenitor que ya no es capaz de autorrenovarse y cuenta con un linaje restringido.
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La definicion de célula troncal toma en consideracion tanto criterios
funcionales, como algunas caracteristicas morfolégicas o biomarcadores
especificos, que puedan distinguirlas con certeza del resto de las células del tejido
en que se encuentran [11]. En la actualidad la manera en que se identifica a la CT,
implica el uso de analisis por inmunofenotipo, el cual consiste en un analisis de la
expresion de diversos genes que pueden actuar como marcadores [13]. Sin
embargo, los ensayos funcionales tanto in vivo como in vitro, son los que
determinan la identidad de toda CT. Dentro de estos ensayos se encuentran los
ensayos de diferenciacion por la formacion de cuerpos embrioides in vitro y la
generacion de teratomas in vivo, para el caso de CT pluripotentes, seguidos de un
analisis por RT-PCR e inmunocitoquimica, para medir la expresion de genes y
proteinas asociados a las tres capas germinales. De esta manera se logra evaluar
el potencial diferenciativo, la segunda caracteristica importante de una CT. Un
analisis de la generacién de clonas en cultivo celular permite evaluar tanto el

potencial de diferenciacion como la capacidad de autorrenovacion [14].

La viabilidad, proliferacién, autorrenovacion y diferenciacion de las células
troncales son procesos celulares de alta complejidad que dependen de diversos
factores, tanto intrinsecos como extrinsecos. Los factores intrinsecos involucran
una gran variedad de moléculas reguladoras, que se encuentran presentes en la
célula dependiendo del tejido o linaje al que ésta pertenece. Por otro lado, los
factores extrinsecos incluyen a las diferentes estirpes celulares, asi como sus
productos, que forman parte del microambiente en el que la célula se desarrolla,
es decir, su nicho. De esta manera podemos decir, que la funcion de las CT
depende de factores reguladores intrinsecos que a su vez pueden ser modulados
por sefiales extrinsecas [12].
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El nicho de la CT es considerado como un subconjunto de células
residentes de los tejidos y sustratos extracelulares, que pueden albergar de forma
indefinida una o0 mas células troncales, participando en controlar su
autorrenovacion y produccion de progenie in vivo [15]. Se piensa que si las CT son
removidas del nicho, éstas pierden su identidad de célula troncal, la capacidad de
autorrenovacion y comienzan su diferenciacion. Por lo tanto, el nicho de la célula
troncal no se define sélo como el sitio donde se encuentran las CT, sino también

por su capacidad para regular el comportamiento de estas células [16].

Existen diferentes tipos de células, si las clasificamos de acuerdo a su
potencial de diferenciacion es posible tener células totipotentes, CT
pluripotenciales y CT multipotentes [17].

» Las células totipotentes son aquellas capaces de generar cualquier
linaje celular presente en el organismo, es decir, aquellas células que
pertenecen a tejidos propios del embridon, asi como aquellas del
tejido extraembrionario.

» Las CT pluripotentes dan lugar a los distintos tipos celulares que se
generan de las tres capas germinales, el ectodermo, endodermo y
mesodermo.

» Las CT multipotentes sélo pueden diferenciarse a fenotipos propios
del tejido o sitio en donde se encuentran.

Las células troncales embrionarias (CTE) son aquellas que se derivan de la
masa celular interna (MCI), la cual se genera en la etapa de blastocisto durante el
desarrollo temprano embrionario, y que por lo tanto son de caracter pluripotente
[18, 19]. Estas células presentan una autorrenovacién indefinida y su plasticidad
les permite generar todos los tipos celulares intraembrionarios. Sin embargo, se ha
reportado que este tipo de CT presentan el riesgo de formar teratomas si no se
diferencian antes de ser utilizadas in vivo, ademas de que el uso de las mismas se
ve restringido por cuestiones bioéticas al utilizar embriones humanos para su

derivacion [20].
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Por lo tanto, es necesaria la busqueda de nuevas fuentes que proporcionen
células que puedan emplearse en terapia celular, con la finalidad de utilizarlas en

la medicina regenerativa del sistema nervioso de manera exitosa.

Cabe mencionar que también existen CT que han sido aisladas a partir de
tejidos de un organismo post-natal o adulto. El primer tejido donde se describio la
presencia de células troncales fue el sistema hematopoyético [21], posteriormente
se identificaron también en tejidos como la epidermis [22], musculo [23], higado
[24] e inclusive en el sistema nervioso [25]. Al poder contar con la capacidad de
aislar poblaciones indiferenciadas, amplificarlas in vitro y dirigirlas hacia fenotipos
terminales, se abri6 un nuevo campo de investigacion. Mediante un proceso
conocido como plasticidad, estos tipos de CT multipotentes son capaces de
generar una estirpe celular especializada diferente a la de su origen [26]. Esto
sucede principalmente cuando estas células son colocadas en un tejido diferente o

sometidas a condiciones experimentales particulares.
L.IV Plasticidad celular

La plasticidad celular se define como la capacidad que posee una célula
dentro de un linaje especifico, para generar células de otro linaje de origen
embrionario distinto. Algunas CT pueden presentar un mayor potencial de
diferenciacion, por lo que dan lugar a células de linajes diferentes si son
transferidas a otro ambiente. En estas nuevas condiciones, la CT puede responder
a las senales presentes, generando la progenie idénea o necesaria en este
ambiente distinto. Se han establecido algunos modelos para explicar los eventos
responsables de redireccionar el destino de una célula [26] (Fig. 2):

» Transdiferenciacion.- Consiste en favorecer la diferenciacion de un
tipo celular terminalmente diferenciado a otro con origen diferente, es
decir de otra estirpe celular [27, 28].

» Transdeterminacion.- Sucede cuando un precursor ya comprometido
hacia determinado linaje, pueda convertirse en un progenitor de otra

estirpe, al ser reubicado en un sitio diferente al de su origen [29].
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» Desdiferenciacion.- Ocurre cuando un progenitor celular vya
comprometido puede revertir su condicion, y convertirse en una
célula con un estado mas indiferenciado, generando un progenitor
que dara origen a fenotipos terminales distintos [30-32].

» Fusién celular.- Implica que dos células se unen generando una
célula tetraploide, adquiriendo las caracteristicas de ambas
poblaciones [33, 34].

e & & o—@®
o o
X 3

Modelo Clasico Transdiferenciacién

. ‘ . : & .
®o—@® ® & ® @&
\ ‘ :
%
Transdeterminacién Desdiferenciaciéon Fusién Celular

Figura 2. Modelos de plasticidad celular. El modelo clasico es el proceso normal en que una célula
troncal origina precursores comprometidos hacia un fenotipo terminal. Los modelos de plasticidad
son la transdiferenciacion (de un fenotipo terminal a otro), la transdeterminacion (de un progenitor
determinado a un progenitor de otra estirpe), la desdiferenciacion (un progenitor regresa a un
estado mas indiferenciado generando otro progenitor) y la fusion celular (dos células se fusionan).
[26].

Esta capacidad permite a una célula de cierto linaje especifico cambiar su
destino de diferenciacion hacia otra estirpe celular diferente, respondiendo a
sefales de un nuevo microambiente que propicie uno de estos cuatro modelos
alternos de diferenciacion. Para este proyecto el modelo de desdiferenciacion es
de gran importancia, ya que puede permitir la generacion de células de linaje

neural a partir de células epidermales cultivadas en condiciones neuralizantes.
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L.V Piel, epidermis y la célula troncal epidermal

La piel, al igual que el sistema nervioso central (SNC) se origina del
ectodermo, lo que podria ser considerado como una ventaja para la obtencion de
precursores neurales a partir de células epidermales, ya que parten de un mismo
origen. También es una fuente celular importante para la obtencién de CT, ya que
su obtencion es relativamente facil y puede ser del mismo paciente, lo que evita el
rechazo inmune, ademas de que ya se ha demostrado su potencial diferenciativo
hacia el linaje neural [35, 36].

La piel es el rgano que recubre al cuerpo en su totalidad, siendo éste el
mas grande en cuanto a peso y superficie. Principalmente esta compuesta por dos
tejidos diferentes: la epidermis y la dermis. La dermis es el estrato compuesto
principalmente por fibroblastos que brinda soporte a la epidermis, ademas de
producir los elementos estructurales de la piel como el colageno y la elastina,
combinandose con otras proteinas como los glicosaminoglicanos, para formar la
matriz extracelular que da soporte a la membrana basal [37]. En cuanto a la
epidermis, esta es la capa mas externa de la piel y principalmente esta compuesta
por queratinocitos. La epidermis presenta una estructura estratificada, partiendo
de la parte mas profunda se encuentra el estrato basal, el estrato espinoso, el
estrato granuloso y el estrato cérneo (Fig. 3A).

Los queratinocitos son producidos en el estrato basal, donde proliferan para
posteriormente migrar hacia la superficie, proceso conocido como diferenciacion
epidérmica [38]. Las células proliferantes de la capa basal, se encuentran en
contacto con la dermis por medio de integrinas de adhesidon, hemidesmosomas,
desmosomas, lamininas y anclaje fibrilar. Por otro lado, el contacto célula-célula
presente entre las células de la misma capa o entre células de los diferentes
estratos se da mediante uniones adherentes, uniones tipo GAP, uniones estrechas
y desmosomas (Fig. 3B).
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El grado de distribucion de componentes especificos de citoesqueleto y de
las uniones, incluyendo desmogleinas, cadherinas y citoqueratinas, es crucial para
conducir la morfogénesis epidérmica. Las queratinas son proteinas especificas de
citoesqueleto que caracterizan los distintos estratos de la piel. En el estrato basal
los queratinocitos proliferativos que se encuentran unidos a la membrana basal,
expresan la queratina 5 (K5) y la queratina 14 (K14). Estos queratinocitos maduran
y se transforman en queratinocitos suprabasales. Esta transicion se distingue por
pérdida de contacto con la membrana basal, interrupcion de la proliferacion, y la
ausencia de expresion de las queratinas K5 y K14, para finalmente ganar la
expresion de queratinas K1y K10 [39] (Fig. 3B).
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Figura 3. Estructura celular de la epidermis. A) Tincion de hematoxilina-eosina en una muestra de
piel humana, donde se muestran los estratos de la piel. B) Esquema de células estratificadas que
conforman la epidermis, donde se muestran las diferentes uniones célula-célula en los diferentes
estratos, asi como la distribucién gradual de citoqueratinas [37].
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A lo largo de la vida, la epidermis presenta regeneracion, proceso que se
lleva a cabo por una poblacion bien definida y especializada de células de la capa
basal, en donde se ubican las células troncales epidermales. Estas células se
generan de otras CT ubicadas en la region del foliculo conocida como
protuberancia, regidon que es reconocida por el sitio en donde se inserta el
musculo piloerector [40]. La conversion que existe entre célula troncal epidermal y
folicular, puede ser bidireccional durante la cicatrizacion de heridas, de esta
manera pueden originarse foliculos pilosos de novo desde la capa basal de la
epidermis afectada (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema del linaje de células troncales epiteliales. Las CT multipotentes que se
encuentran en la protuberancia contribuyen a la formacién del foliculo piloso, glandula sebacea y la
epidermis (lineas rojas). Los progenitores de amplificacion transitoria generados de las CTs de la
protuberancia en cada una de estas regiones, diferencia hacia los linajes indicados (lineas verdes)
[41].

20



La diferenciacion de células epidermales hacia linaje neural puede llevarse
a cabo mediante ensayos in vitro o in vivo. En el caso de ensayos in vitro se
cuenta con la formacién de agregados tipo neuroesferas, obtenidos mediante el
uso de ciertos inductores, como lo son factores de crecimiento especificos [42].
Mientras que para la diferenciacion in vivo podria realizarse el trasplante de los
agregados disociados en regiones del SNC de embriones de rata, que cuenten
con los requerimientos necesarios para su conversion de fenotipo, siendo asi un

nicho neurogénico para estas células epiteliales.

De esta manera, la piel puede ser utilizada como una fuente celular
alternativa exitosa en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, al
poder ser sometidas a un tratamiento de diferenciacion con la finalidad de generar

precursores neurales o neuronas maduras.
l.VI Desarrollo del sistema nervioso central de mamiferos

Durante el desarrollo embrionario la fuente primaria de células especificas
del sistema nervioso es una lamina germinal proliferativa conocida como
neuroepitelio, el cual posterior a la gastrulacion, se diferencia a una lamina de
células proliferativas en la superficie dorsal del embridn, denominada placa neural.
La formacion del sistema nervioso y la piel a partir del ectodermo, inician con el
proceso de neurulacién primaria, el cual consiste en el plegamiento de la placa
neural para generar a tres grupos de células: 1) el ectodermo superficial, del que
se deriva la epidermis; 2) la cresta neural que da lugar al sistema nervioso

periférico y 3) el tubo neural que formara el cerebro y la médula espinal [43].

El tubo neural temprano de mamiferos presenta una estructura laminar, sin
embargo antes de que se forme la porcidn posterior del tubo, la porcibn mas
anterior sufre de cambios estructurales que llevan a la generacion de tres
vesiculas primarias: el cerebro anterior (prosencéfalo), el cerebro medio

(mesencéfalo) y el cerebro posterior (romboencéfalo).
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Conforme avanza el desarrollo estas tres vesiculas primarias dan lugar a
cinco vesiculas secundarias. El prosencéfalo se divide en telencéfalo y diencéfalo,
el mesencéfalo se mantiene, mientras que el romboencéfalo da lugar al
metencéfalo y mielencéfalo. A partir del telencéfalo se desarrollan los I6bulos
olfatorios, el hipocampo y la corteza cerebral. En el caso del diencéfalo, éste da
lugar a la retina, el epitdlamo, talamo e hipotalamo. Por otro lado, el mesencéfalo
corresponde al cerebro medio, el cual conecta mediante fibras lo que es el cerebro
anterior con el cerebro posterior. Y finalmente del metencéfalo se desarrolla el
cerebelo y del mielencéfalo el bulbo raquideo [43].

Las células que se diferencian en el neuroepitelio pueden tener tres
destinos diferentes: 1) convertirse en células postmitéticas diferenciadas, como las
neuronas; 2) células gliales o precursores gliales, y 3) células que retienen su
capacidad proliferativa para formar laminas germinales secundarias, como la capa
germinal externa del cerebelo o la zona subventricular de la corteza cerebral [44].
Estas células conforman lo que conocemos como el linaje neural, y se ha descrito
que las Células Troncales Neurales (CTN) son la primera poblacion del linaje. A
partir de esta CTN se genera una célula precursora que posee el mismo potencial
que la célula troncal, ya que también genera a todos los constituyentes celulares
del tejido neural, pero no posee la capacidad de autorrenovacion, ésta poblacion
recibe el nombre de progenitor de amplificacién transitoria (PAT) multipotente.
Estas células presentan la mayor parte de los marcadores de la CTN, sin
embargo, cuentan con una alta tasa de proliferacion, por lo que son importantes
para la expansion celular que se lleva a cabo durante el desarrollo o bajo
situaciones de dafno. Posteriormente, son generados progenitores que adquieren
el compromiso de diferenciar a solo algunos o un fenotipo especifico, como lo es
el neuroblasto y el glioblasto, a partir de los cuales se generan los fenotipos
terminales, como las neuronas y las células gliales, respectivamente (Fig. 5).
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En ratas el inicio del desarrollo del cerebro prenatal, comienza con la
expansion del neuroepitelio. La primera fase comienza en el dia embrionario 11
(E11) y termina durante el dia 14 (E14). Para E14 ya existen regiones cerebrales
diferenciadas, con la presencia de neuronas postmitéticas presentes en la region
caudal y ventral. El estadio intermedio comienza en E15 hasta E18, donde el
neuroepitelio se mantiene pero comienza la expansion de laminas germinales
secundarias. Y finalmente en el estadio tres que va de E20 a E22, se aprecia la
disolucién del neuroepitelio y el rapido crecimiento del parénquima cerebral. Para
el final de esta etapa la mayoria de las estructuras cerebrales son identificables en
sus posiciones finales. Sin embargo, la neurogénesis en la rata continua después
del nacimiento, como resultado de la generacion de neuroblastos en laminas
secundarias germinales de regiones especificas del cerebro como la corteza
cerebelar y el giro dentado del hipocampo [45].
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Figura 5. Esquema del linaje de la célula troncal neural. Las células que conforman al linaje neural
se derivan de la célula troncal neural (CTN), a partir de la cual se generan los progenitores de
amplificacion transitoria (PAT), los cuales comparten algunos marcadores con la CTN pero ya no
cuentan con la misma capacidad proliferativa. A partir del PAT, en el desarrollo neural primero se
generan los neuroblastos, células capaces de dar lugar a neuronas. Mas tarde surgen los
glioblastos, células de las que deriva el linaje glial, las cuales pueden diferenciar a astrocitos u
oligodendrocitos. Cada una de estas poblaciones se encuentra definida por los marcadores que se
presentan en el esquema [46].
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Il. ANTECEDENTES

Il.I Diferenciacion hacia linaje neural

En ratdén ha sido posible generar células de linaje neural a partir de células
precursoras de la piel [47-49]. También se ha logrado obtener células neurales a
partir de células epidermales de humano, sin embargo en bajas proporciones [50].
Estas células precursoras derivadas de la piel (SKPs) pueden diferenciarse en
células de Schwann in vivo, cuando se inyectan en tejido periférico dafnado [35] o
en la médula espinal [47].

Si bien ya se han obtenido células de linaje neural a partir de células de la
piel, cabe mencionar que los trabajos realizados hasta el momento se han
enfocado en generar células neurales terminalmente diferenciadas [35, 36, 50],
ademas de que estas células neurales obtenidas en estudios previos han sido
generadas a partir de células epidermales recién aisladas [36, 50].

El antecedente mas relevante para este proyecto, proviene del trabajo
realizado previamente en la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, que
constituyd mi tesis de licenciatura [51]. Se llevd a cabo la generacidén de esferas
flotantes a partir de células epidermales, las cuales dejaron de expresar proteinas
de citoesqueleto propias de queratinocitos humanos (K5, K10 y K14) vy
comenzaron a expresar Nestina, un marcador de células precursoras neurales. Sin
embargo, para poder conocer el potencial neural con el que cuentan estas células,
es necesario evaluar su capacidad para diferenciar a neuronas tanto in vitro como

in vivo.
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ll. HIPOTESIS

Los agregados celulares derivados de células epidermales, con fenotipo
Nestina®/Vimentina®, poseen el potencial para generar células de linaje neural en

condiciones in vitro e in vivo.
IV. OBJETIVOS

El objetivo general de este proyecto es la evaluacion del potencial
diferenciativo de células epidermales humanas para generar fenotipos neurales,

tanto in vitro, como in vivo.
Objetivos particulares:

= Utilizar diferentes condiciones de cultivo para inducir la diferenciacién
de queratinocitos humanos a células neurales.

= Realizar la evaluacion in vitro de la diferenciacion neural utilizando
marcadores moleculares.

= Transducir los queratinocitos con la proteina verde fluorescente
(GFP, del inglés Green Fluorescent Protein) para su identificacion en
el SNC de la rata en desarrollo, al ser trasplantados para su
diferenciacion in vivo.

= Caracterizar los fenotipos resultantes en las células trasplantadas
marcadas con GFP en los embriones de rata.
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V. MATERIALES Y METODOS
1. Cultivo celular de queratinocitos humanos

Las células empleadas en este trabajo provienen de muestras de prepucio
humano donadas por pacientes del Hospital del Nifio y el Adolescente Morelense,
mediante consentimiento informado. Las células son cultivadas en medio
epidermal (EPI), constituido por DMEM-F12 sin Hepes (Gibco), suplementado con
Suero Fetal de Bovino (SFB) al 10 % (Multicell), antibidtico-antimicotico
[Penicilina,100 U/ul; Estreptomicina, 100 pg/pl; Fungizona, 0.25 pg/ml] (Gibco),
Hepes [7.92 mM] (Sigma), adenina [0.18 mM] (Sigma), hidrocortisona [0.1 pg/mi]
(Sigma), glutamax [0.4 mM] (Gibco), Factor de Crecimiento Epidermal [20 ng/mi]
(Peprotech) e Insulina [4 pg/ml] (Gibco). Se siembran a una densidad de
1x10° células en 55 cm? alcanzando un 80-90 % de confluencia en

aproximadamente 4 dias de cultivo.
2. Transduccion lentiviral de GFP en queratinocitos humanos
2.1 Plasmidos utilizados para la produccion de particulas virales

Se empledé el plasmido pLL3.7, el cual contiene la proteina verde
fluorescente (GFP). Ademas, se realizaron co-transfecciones con el plasmido
pMD2.G, que contiene la proteina de la capside viral env, el pRSV-Rev, que
contiene el elemento regulatorio Rev y finalmente el plasmido pMDLg/pRRE, el
cual contiene las proteinas estructurales Gag y Pol, ademas de RRE un sitio de
unién a Rev. Todos los plasmidos fueron obtenidos de Addgene.
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2.2 Transfeccion de células HEK293T para producir lentivirus

Las células HEK293T son cultivadas en medio DMEM suplementado con
10 % de SFB y 1 % de antibidtico (penicilina [100 mg/ml]), incubadas a 37 °C y
5% de CO,. Se siembra una densidad de 5x10° células en una caja petri de
55 cm?, tratadas previamente con poli-ornitina (PLO) [10 ul/ml] para incrementar
su adhesion a la superficie de cultivo. Se dejan 24 horas para alcanzar una
confluencia de 80-100 %, teniendo una monocapa homogénea en toda la
superficie.

La transfeccidn se lleva a cabo mediante una mezcla de CaCl, 0.3 M, y 5 ug
de los plasmidos pMD2.G, pRSV-Rev, pMDLg/pRRE, ademas de 10 ug del
plasmido pLL3.7, el cual tiene la secuencia para la expresion de GFP.

Las células con esta solucion se dejan 7 horas a 37 °C con 5 % COy y
transcurrido el tiempo de incubacion se lavan las células 2 veces con PBS 1X
estéril. Finalmente se agregan 10 ml de medio DMEM y se incuban hasta 72 horas
a 37 °C/5 % CO.. La cosecha de los lentivirus se realiza a las 48 y 72 horas.

2.3 Cosecha del lentivirus

Se recupera el sobrenadante a las 48 horas y se almacena a 4°C, se
anaden de nuevo 10 ml de medio DMEM para realizar la segunda colecta de virus
a las 72 horas. Se junta el sobrenadante de las 48 y 72 horas para que se
centrifugue a 27000 rpm durante 90 minutos a 4 °C para concentrar el virus.
Después se reconstituye la pastilla viral en 200 pl de PBS 1X estéril, se realizan
alicuotas y se almacena el concentrado viral a -70 °C.

2.4 Titulacion viral en queratinocitos humanos

Se siembra una densidad de 2.5x10* queratinocitos en 1.9 cm? en medio
EPI, para alcanzar una confluencia del 80-90 % al momento de la transduccion
lentiviral. En cuanto se alcanza la confluencia se realizan las siguientes diluciones
seriadas de 1:1, 1:5, 1:25, 1:125 y 1:625.
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Para estas diluciones se prepara medio EPI con polibreno al [1X], y se
incuban las células a 37 °C/5% CO; durante 24 horas. Se hace cambio de medio a
las 24 horas y se coloca medio EPI fresco, incubando las células por 1 dia mas
para realizar la cuantificacion de células GFP positivas a las 48 horas de ser

transducidas mediante analisis por microscopia de epifluorescencia.
2.5 Transduccion lentiviral en queratinocitos humanos

Una vez determinado el titulo viral se siembran queratinocitos humanos a
una densidad de 4x10° células en 55 cm? los cuales se incuban sélo 12 horas para
permitir su adherencia a la superficie de cultivo previamente tratada con PLO
(Sigma). Una vez que las células conforman una monocapa en la caja de cultivo
se lleva a cabo la transduccion lentiviral, empleando una concentracion de

4200 virus/ pl por 24 horas en medio EPI con polibreno.

Se realiza cambio de medio a las 48 horas de haber iniciado la transduccion
lentiviral. Pasadas 72 horas de haber iniciado la transduccién, las células son
llevadas al citdmetro de flujo para realizar separacion celular mediante FACS (Del
inglés, Fluorescence Activated Cell Sorting).

2.6 Enriquecimiento celular mediante FACS

A las 48 horas de haber realizado la transduccién lentiviral de GFP en
queratinocitos humanos, las células son colectadas y resuspendidas en PBS 1X
con 2 % de SFB. Se llevan al citobmetro para realizar la separacion unicamente de
aquellas células positivas para GFP que presenten una mayor intensidad de
fluorescencia (>10%). Las células se recuperan en medio EPl con 1 % de
antibidtico (Sigma).
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3. Induccién neural

Se realizo el cultivo de queratinocitos humanos en tres diferentes medios
empleados para la formacion de agregados: 1) Medio N2F (Torres, 2010) el cual
contiene DMEM-F12 sin Hepes, suplemento N2 [1X] (Gibco), EGF [20 ng/ml] y
bFGF [40 ng/ml] (Peprotech); 2) Medio MIN (Guo, et al., 2009) compuesto por
DMEM-F12 sin Hepes, EGF [20 ng/ml], bFGF [40 ng/ml] y suplemento B27 [1%]
(Gibco); 3) Medio NBF el cual mezcla los componentes de los dos medios
anteriores, con DMEM-F12 sin Hepes, suplemento N2 [1X], EGF [20 ng/ml], bFGF
[40 ng/ml] y suplemento B27 [1%].

Se emplearon ademas tres diferentes cajas de cultivo: 1) cajas de cultivo
celular (Corning); 2) cajas de crecimiento bacteriano (Phoenix Biomedical) y cajas
de ultra baja adherencia (Corning). Se siembran las células a una densidad de
2.65x10° células/cm?. Se deja incubar a 37 °C en una atmosfera de CO; al 5 %
durante 5 dias. Cada dos dias se realiza un registro fotografico y cambio de

medio.
4. Diferenciacion neural in vitro

Los agregados obtenidos tras la induccion neural son disgregados con
tripsina al 2.5 %, incubandolos 5 minutos a 37 °C. Para el caso de los agregados
generados en medio NBF, después de ser disgregados, las células provenientes
de estas esferas se cultivan en el medio NB, el cual es una version modificada del
medio de induccion neural NBF, donde se mantiene el suplemento B27 pero se
retiran los factores de crecimiento EGF y bFGF. Para el caso de los agregados
generados en medio epidermal, las células provenientes de estas esferas se
cultivan en medio EPI. Ambas condiciones son sembradas sobre una superficie
adherente tratada 24 horas antes con PLO, y 2 horas antes con laminina [1 pg/ml]
(Sigma) y fibronectina [5 pg/ml] (Sigma) en PBS 1X.
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5. Diferenciacion neural in vivo

Se utilizan ratas gestantes Wistar, con embriones de 12 dias de edad
gestacional (E12) a los cuales se les realiza micro-inyecciones guiadas por una
sonda de ultrasonido, utilizando un sistema de ultrasonido MHF-1 Ultraview
(E-Technologies). Las ratas son anestesiadas en una camara de induccion y se
mantienen con una mascara facial para la administracion inhalada de Sevoflurano
(5 % para la induccién y 1 % durante el procedimiento). Una vez anestesiadas las
ratas, son rasuradas en la region donde se hara la incision, se limpia la piel con
antiséptico para evitar infecciones y finalmente se realiza una laparotomia
abdominal media, para exponer de manera cuidadosa los cuernos uterinos y

registrar el numero de embriones.

La micro-inyeccion para depositar las células GFP* provenientes de
agregados disociados, se realiza en el lumen de las vesiculas telencéfalicas, a
través de la pared uterina mediante el uso de micro capilares hechos de
borosilicato, los cuales son pulidos para obtener un menor diametro en la punta.
Se inyectan células provenientes de agregados en medio EPl y en medio NBF
resuspendidas en DMEM, en diferentes embriones de la misma rata gestante,
introduciendo una cantidad de 4.5x10° células en un volumen total de 3
mediante un inyector automatico (Quintessential, Stoelting). Como control se
inyectan embriones unicamente con DMEM, ya que es el medio vehiculo de las
células. Las inyecciones se realizan por duplicado o triplicado en diferentes
embriones para cada una de las condiciones (EPIl, NBF y DMEM), y en la misma
rata gestante, con una repeticion de 3 ratas gestantes diferentes. Una vez que se
termina de inyectar el numero de embriones deseado para cada experimento, el
utero se regresa a su posicion anatomica usual y se procede a suturar las
incisiones realizadas en musculo y piel con suturas independientes. Al finalizar se
administra una dosis de 0.1 mg/kg de Buprenorfina como analgésico (Pisa) y los

animales son monitoreados mientras se recuperan de la cirugia.
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Cuatro dias después de la inyeccion, las ratas gestantes son sacrificadas
por una sobredosis intracardiaca de Pentobarbital sodico (Pfizer), y los embriones
son identificados y recuperados para su posterior analisis mediante

inmunohistofluorescencia.
6. Inmunofluorescencia

Para el caso de inmunofluorescencia en células, las células disociadas son
fijadas con metanol por 20 minutos a -20°C. Las esferas completas y los
embriones recuperados que seran cortados mediante criostato son fijjados con
paraformaldehido al 4% durante 24 horas a 4°C. Las células fijadas se
permeabilizan con Tritdn X-100 al 0.1% en PBS con 10% de suero normal de
cabra. Los anticuerpos primarios se adicionan e PBS con 10% de suero normal de

cabra durante una noche.

Para el linaje epidermal se utilizaron las citoqueratinas K5, K10 y K14
(Abcam). Para los linajes neurales se usaron Nestina (Covance) y Sox2 (Abcam)
para precursores neurales, Tuj1 para neuronas (Covance) y GFAP para astrocitos
(Invitrogen). Ademas, se detecto la proteina de citoesqueleto Vimentina (Thermo y
Dako), presente en precursores ectodérmicos. Los anticuerpos secundarios
acoplados a fluorescencia que se emplean fueron Alexa 488 (ratdon) y Alexa 568
(conejo), ambos de Covance.

7. RT-PCR y q-PCR

Se lleva a cabo la extraccion de RNA de las células mediante el uso de
TRIzol. A partir del RNA total que se ha purificado, se toman de 1 a 5 ug para
realizar la sintesis de cDNA utilizando la enzima Transcriptasa Reversa. Se
emplean secuencias especificas para los oligonucledtidos de la queratina 5 (K5),
Vimentina, Nestina, Sox2, Beta-actina y GAPDH como control de carga (Tabla 1).
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Los oligonucledtidos iniciadores se colocaron en una concentracion 10 uM,
afadiendo a cada reaccion 100 ng aproximadamente de cDNA, todo en un
volumen final de 25 pyL. La enzima utilizada para la reaccion fue Tac DNA

polimerasa (Invitrogen).

El programa que se utilizé para los todos los oligonucleétido iniciadores en
la PCR punto final fue el siguiente: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 5 minutos; seguido de 30 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion
de 95 °C durante 1 minuto, una temperatura de alineamiento de 66 °C durante
1 minuto y una temperatura de sintesis a 72 °C durante 1 minuto; con una etapa
de sintesis final a 72 °C durante 10 minutos y un posterior mantenimiento de las
reaccion a 4 °C.

Las condiciones de amplificacion para la g-PCR fueron las siguientes: para
el caso de los oligonucledtidos iniciadores Nes, Sox2 y B-actina: un ciclo de
desnaturalizacion a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos con una
temperatura de desnaturalizacién de 95 °C por 10 segundos, una temperatura de
alineamiento a 60 °C durante 30 segundos, y una temperatura de sintesis a 95 °C
durante 15 segundos. Se utilizé6 Syber Green como revelador de reaccion y se
utilizé el equipo StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Life Technologies,
Thermo Scientific) y para analizar los datos se utilizd el software StepOnePlus
Software v2.3.

Oligonucledétido Sentido Oligonucledétido Antisentido

F: 5-TCTGACACCTCAGTGGTCCT-3' R: 5-CTGCTGCTGGAGTAGTAGCTT-3'
VALY F: 5'-CAGGCAAAGCAGGAGTCCAC-3' R: 5-GCAGCTTCAACGGCAAAGTTC-3'
NESTINA F: 5-AGCCCTGACCACTCCAGTTTAG-3' R: 5-CCCTCTATGGCTGTTTCTTTCTCT-3'

F: 5-TCAGGAGTTGTCAAGGCAGAGAAG-3' R:5-CTCAGTCCTAGTCTTAAAGAGGCAGC-3

F: 5-TGAGGTAGTCAGTCAGGTCC-3' R: 5-GCTATCCAGGCTGTGCTATC-3'

F: 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3' R: 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para PCR.
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VI. RESULTADOS
VI.I Cultivo celular

En un inicio se descongelaron diferentes lotes de células, con la finalidad de
evaluar contaminacion con micoplasma en los queratinocitos humanos. Los
micoplasmas son bacterias carentes de pared celular, ocasionando que éstas
sean resistentes a los antibidticos de tipo betalactdmicos. Ademas son parasitos
gue presentan un tamafio menor a 1 ym, dificultando su deteccion al microscopio.
La presencia de estas bacterias en los cultivos celulares puede llevar a un cambio

en el crecimiento y metabolismo de las células.

Para la deteccién de este microorganismo se utilizé el Kit Venor™GeM, el
cual hace uso de la técnica de PCR para la deteccion de la region codificante de la
subunidad 16S del RNA ribosomal en el genoma de micoplasma. Las muestras a
analizar fueron viales de queratinocitos propagados en la Unidad de Diagnostico y
Medicina Molecular (UDMM) en Cuernavaca, asi como viales de los mismos lotes
sin ser propagados, es decir, células que fueron aisladas del tejido y congeladas
inmediatamente, las cuales fueron descongeladas en el Instituto de Fisiologia
Celular (IFC) en la Cd. de México (Fig.6).

Se pudo observar que las muestras provenientes de la UDMM presentaron
positividad para micoplasma. Por otro lado las células provenientes del mismo
lote, pero sin ser propagadas no presentaron contaminaciéon de este
microorganismo, lo que significa que estas células por si mismas no son
portadoras de micoplasma, sino que adquirieron esta contaminacién al ser
propagadas. A partir de este resultado, se decidio propagar Unicamente el lote JJ7
para ser utilizado en experimentos posteriores, ya que se contaba con una mayor

cantidad de viales de este lote.
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Figura 6. Presencia de micoplasma en queratinocitos humanos tras su propagacion. En la primera
columna se observa el marcador de peso molecular (MPM) que va de 100 a 500 pares de bases
(pb). Se analizan tres diferentes lotes de queratinocitos el JJ5, JJ7 y JJ8. Las tres primeras
columnas corresponden a células pase 1 (P1) que ya fueron cultivadas en la UDMM, mientras que
las siguientes tres columnas son los mismos lotes pero desde el cultivo primario (CP), propagados
por primera vez en el IFC.

Durante la propagacion de los queratinocitos JJ7 se realizé un monitoreo de
los cultivos celulares mediante registro fotogréafico, observando que la morfologia
tipica de queratinocitos se mantuviera a lo largo del pasaje celular (Fig. 7). Como
podemos observar, la morfologia normal de los queratinocitos se mantuvo durante
la propagacion. Sin embargo, mientras se avanza en el pasaje celular, las células
comienzan a presentar una morfologia mas alargada, con finas prolongaciones y

un mayor tamario.

De manera adicional, antes de realizar la induccion neural se llevé a cabo
un analisis de los marcadores presentes en queratinocitos, para conocer que
fenotipo presentan las células antes de realizar la formacién de agregados. Estas
células cultivadas en medio EPI fueron positivas exclusivamente para la
citoqueratina 5 (K5) y Vimentina (Vim), marcadores de células precursoras
epidermales. Mientras que no mostraron la expresion de la queratina presente en
gueratinocitos terminalmente diferenciados, la citoqueratina 10 (K10), ni de
marcadores de células precursoras neurales Nestina 'y Sox2 (Fig. 8).
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Figura 7. Cambio morfolégico de queratinocitos humanos durante su propagacién. Se realizaron
registros fotograficos de queratinocitos JJ7 provenientes de diferentes pases celulares en medio
EPI al dia 4 de cultivo.
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Figura 8. Los cultivos de queratinocitos expresan exclusivamente marcadores de células
precursoras epidermales. Las células fueron cultivadas en medio EPI previo a la induccién neural.
En la parte inferior de la imagen se muestran los controles negativos, correspondiente a células
Unicamente tratadas con la combinacion de anticuerpos secundarios (Alexa 488 y Alexa 568) sin
anticuerpos primarios.
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VI.Il Induccién neural

En un inicio se presentaron algunos problemas de reproducibilidad con la
generacion de agregados utilizando el medio MIN, el cual habia sido el medio
utiizado en mi trabajo previo de licenciatura que se realizé en la Cd. de
Cuernavaca. Por lo tanto, se decidié hacer una prueba con tres diferentes medios
(N2F, MIN y NBF) empleados para la formacion de agregados a partir de células
epidermales (Tabla 2), y también se comparo el uso de estos tres medios en
condiciones de adherencia y de no-adherencia.

Medio N2F

Medio MIN

Medio NBF

DMEM-F12
N2

EGF (20 ng/ml)

bFGF (40 ng/ml)

DMEM-F12

EGF (20 ng/ml)

bFGF (40 ng/ml)

B27 (1 %)

DMEM-F12
N2

EGF (20 ng/ml)

bFGF (40 ng/ml)

B27 (1 %)

Tabla 2. Composicién de los tres diferentes medios utilizados para la induccién neural.

Bajo la condicion de adherencia, en los tres distintos medios se observé
gue las células mantenian una morfologia de tipo queratinocitos, y que a pesar de
mantenerse durante 6 dias en este medio inductivo, no se llevaba a cabo la
formacion de agregados celulares. Sin embargo, cuando se cultivaron las células
en la condicion sin adherencia, pudo observarse que las células en el medio NBF
presentaban una mayor tendencia a formar agregados o cumulos de células en
suspension, en comparacion con las células en medio N2F o en medio MIN, ya
gue estas células aun presentaron adhesion a la caja de cultivo (Fig. 9).
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Sin embargo tras seis dias de cultivo en el medio de induccién neural, y ain
en condiciones sin adherencia, no se logré una formacién de agregados eficiente,
comparando la eficiencia obtenida con los medios N2F y MIN en los estudios
anteriormente realizados, ya que al utilizar estos medios se habia logrado obtener
la formacion de agregados desde las primeras 24 horas de induccién neural. Por
lo tanto, se decidié que el medio NBF funcionaba como la condicién que promueve
la formacién de agregados celulares, bajo condiciones sin adherencia, pero que
aun en estas condiciones no se lograba obtener una eficiencia igual a la obtenida

en estudios previos.

Figura 9. EI medio NBF promueve la formacion de agregados celulares. Se realizo la comparacion
de los tres diferentes medios inductivos tanto en condiciones de adherencia (fila superior), como de
no adherencia (fila inferior).

Al ver que la condicion carente de adhesion favorece la formacion de
agregados en el medio NBF, pero no de manera eficiente, se decidi6 realizar una
prueba para la generacion de agregados en cajas de cultivo de ultra baja
adherencia, cajas utilizadas rutinariamente en la formacion de los cuerpos
embrioides.

38



En estas condiciones de ultra baja adherencia se observo la formacién de
los agregados celulares desde el dia 1 en un 100 %, es decir todas las células
presentes en el cultivo formaban esferas sin presentar adhesion a la caja, hasta el
dia 6, en el cual se observé una menor cantidad de agregados junto con la
presencia de debris celular (Fig. 10).

De esta manera, se decidié que la mejor condicién para la formacion de los
agregados celulares, es el cultivo de queratinocitos humanos en medio NBF sobre
cajas con ultra baja adherencia, dejando este medio inductivo Unicamente por 5

dias para evitar una disminucion en el numero de agregados generados.

Una vez decididas las condiciones necesarias para la formacion de
agregados, se realizo el registro fotogréafico de los agregados obtenidos a partir de
distintos pases celulares de queratinocitos humanos JJ7, con el fin de corroborar
gue las condiciones seleccionadas como las mejores para la formacion de
agregados, presentaban el mismo efecto en células de distinto pasaje. Ademas,
como condicion control se decidid evaluar el comportamiento de queratinocitos
crecidos en medio EPI sobre cajas de ultra baja adherencia, ademas de los
crecidos en medio NBF, ya que existe la posibilidad de que estas esferas celulares
se estén formando sélo por efecto de agregacion a falta de adherencia y no por el
medio de induccién neural NBF, el cual al contener los factores de crecimiento
promueve una alta proliferacion celular de las células precursoras presentes en el

cultivo de queratinocitos.
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Figura 10. El medio NBF en condiciones de ultra baja adherencia promueve la formacién de
agregados celulares de manera més eficiente. Se realizé registro fotogréfico de la morfologia de
los agregados obtenidos desde el dia 2 de induccidn hasta el dia 6.

Lo que logramos observar fue que tanto en medio NBF como en medio EPI
se llevé a cabo la formaciéon de agregados celulares, sin embargo cabe resaltar,
gue los agregados generados en medio NBF presentaron una morfologia esférica
y delimitada, mientras que los agregados formados en medio EPI mostraron un
mayor tamafio y una morfologia menos delimitada en comparaciéon a los

agregados en medio NBF (Fig. 11).

En vista de que tanto en medio EPlI como en medio NBF se observo la
formacion de agregados celulares, aunque presentando ciertas diferencias
morfolégicas que ya se mencionaron previamente, nos dimos cuenta que era
necesario realizar la caracterizacion de las células presentes en estos dos tipos de
agregados, para determinar si las células que los conforman presentan un fenotipo
igual al de los queratinocitos antes de la induccién neural o si han adquirido la

expresion de marcadores de linaje neural temprano.
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Figura 11. La formacién de agregados celulares en medio EPIl y en medio NBF permanece en
queratinocitos de distintos pases. En la fila superior se observan los agregados obtenidos a partir
del medio EPI utilizando queratinocitos pase 6 (P6), hasta pase 9 (P9). La fila inferior muestra los
agregados generados en el medio NBF, de igual manera desde P6 hasta P9. Las fotografias
fueron tomadas al dia 4 de la induccién neural (10X).

VLIII Caracterizacién de agregados celulares

En un primer intento se realizé la deteccién de marcadores de precursores
neurales y epidermales en células provenientes de las esferas obtenidas tanto en
medio NBF como en medio EPI, tras ser disgregadas con tripsina. Sin embargo,
fue dificil la identificacién de células positivas para estos marcadores debido a que
estas células se desprendian con facilidad, y tras los diferentes lavados que se
realizan en el procedimiento de la inmunofluorescencia, muchas células se
perdian. Para tratar de resolver este inconveniente, se decidié llevar a cabo la
deteccién de los marcadores epidermales y neurales en cortes histologicos de las
esferas generadas, en lugar de disgregarlas.

En total se realizaron tres experimentos independientes (E1, E2 y E3) para
la caracterizacion de los agregados obtenidos tanto en medio EPI como en el
medio NBF. En un primer experimento (E1), la formacion de esferas en ambas
condiciones se llevo a cabo de manera secuencial, partiendo de queratinocitos
pase 3 hasta queratinocitos pase 7.
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En cada una de estas rondas de esferas generadas de distinto pase celular,
se llevé a cabo la caracterizacion mediante inmunofluorescencia evaluandose los
marcadores K5 junto con Vimentina para precursores epidermales, y por otro lado
Nestina y Sox2 para precursores neurales.

Tras la caracterizacion de este primer experimento E1, observamos que la
expresion de K5 se mantiene a lo largo de los diferentes pases, pero delimitada
sé6lo en la periferia de los cortes tanto en medio EPI como en medio NBF. Mientras
tanto, Vimentina presentd una fuerte sefial en todas las esferas desde P3 hasta
P7, en ambas condiciones, siendo la sefial homogénea en toda el area del corte.
Con respecto a los marcadores neurales, Nestina se logro detectar desde P3
hasta P7 en la condicion neural, siendo mas fuerte la sefial en esferas P4y P5, y
en la condicion epidermal sélo las esferas de estos dos pases mostraron sefial
pero localizandose las células positivas Unicamente en la periferia. Para el caso de
Sox2, la condicion epidermal no mostré sefial de este marcador en ningun pase
celular, mientras que en la condicion neural parecia haber sefial, pero no se

encontrd localizada en el nucleo, sino en el citoplasma.

En vista de los resultados obtenidos en este primer experimento E1, se
decidié utilizar anicamente queratinocitos de P4 y P5, debido a que las esferas
obtenidas a partir de los queratinocitos de estos pases presentaron una mayor
sefial de Nestina. Por lo tanto se realizaron dos réplicas més (E2 y E3), y en vista
de que no hubo diferencia entre aquellas de P4 y P5, se muestra Unicamente la
caracterizacion de agregados obtenidos a partir de queratinocitos P5, siendo una
imagen representativa de lo que se encontré en los tres experimentos

independientes.

Lo que observamos tras la larga caracterizaciéon de estos agregados fue
gue solo aquellos que se obtuvieron en el medio NBF, adquirieron la expresion de
Nestina y mantuvieron el fenotipo de queratinocitos siendo positivos para K5 y
Vimentina (K5'Vim*Nes®). Por su parte, los agregados obtenidos en el medio EPI
mantuvieron también el fenotipo de queratinocitos K5'Vim" sin la expresion de
Nestina (Fig. 12).
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Figura 12. Deteccién de Nestina en esferas generadas a partir de queratinocitos pase 5 en medio
NBF. Se llevo a cabo la inmunodeteccién de K5, Vimentina, Nestina y Sox2. Las fotografias fueron
tomadas con un objetivo de 60X mediante microscopia confocal en una reconstruccion 3D (n=3).

Ademas de la inmunofluorescencia en cortes, decidimos disociar las esferas
obtenidas en ambas condiciones, para poder observar si existe un cambio
morfolégico en las células que conforman estos agregados. Lo que observamos
cuando se disocian las esferas generadas en medio EPI, y se colocan en una
superficie adherente en el mismo medio, fue que las células que conformaban los

agregados vuelven a presentar una morfologia de tipo queratinocito (Fig.13A).
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Sin embargo, las células procedentes de los agregados en medio NBF al
ser disociadas presentan un cambio en su morfologia, siendo ahora de menor
tamafio, mas ovaladas y con menor capacidad de adhesion a la superficie de
cultivo (Fig. 13C).

Los resultados arrojados por las inmunotinciones y el cambio morfoldgico
gue se observa en los queratinocitos tratados con el medio NBF, sugieren que si
se esta llevando a cabo un cambio en la identidad de las células, sin embargo no
se esta pasando de un fenotipo epidermal a uno neural de manera completa ya

gue siguen presentes los marcadores epidermales tras la induccion neural.

VI.IV Diferenciacion y caracterizacion de agregados celulares in vitro

Después de realizar la formacion de esferas con el medio NBF y el medio
EPI, una porcion de los agregados obtenidos son puestos a diferenciar en
condiciones adherentes durante 4 dias. Para el caso de la condicion neural, las
células se colocan en un medio libre de factores de crecimiento, el cual sélo
contiene el medio N2 junto con el suplemento B27 (medio NB), y en la condicién
epidermal las células fueron igualmente disgregadas y sembradas en adherencia,
pero mantenidas en el medio EPI. Antes de realizar la caracterizacion por
inmunofluorescencia de estas células diferenciadas, decidimos verificar la
morfologia, para determinar si existia algin cambio como ocurrié con los

agregados al ser solamente disociados y sembrados en adhesion.

Lo que observamos fue que al disgregar las esferas con ayuda de tripsina, y
sembrar las células en una superficie adherente con el medio NB, hubo un cambio
notable en la morfologia de las células, estas son mas pequefias, ovaladas,
algunas con pequefias prolongaciones apicales y con una distribucién de tipo
ramificada (Fig. 13D). Sin embargo en las células provenientes de agregados en
medio EPI no se observé cambio en la morfologia celular, de hecho las células
presentan la misma morfologia de queratinocitos cultivados en monocapa con
medio EPI (Fig.13 B).
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Figura 13. El cultivo en medio NBF y NB promueve un cambio morfolégico en células P5
procedentes de agregados celulares. En la columna de la izquierda se observan células
provenientes de agregados disociados, sembradas en el mismo medio en que se generaron, y en
superficie de adhesion. En medio EPI (A) y en medio NBF (C). En la columna derecha se
encuentran células de agregados disociados, sembradas en medio de diferenciacién: medio EPI
para la condicion epidermal (control) y medio NB para la condicion neural (sin factores de
crecimiento) que ademas fueron colocadas en superficie de adhesion durante 4 dias. Condicion
epidermal de diferenciacion (B), condicién neural de diferenciacion (D). Las fotografias fueron
tomadas al dia 4 de diferenciacién (objetivo 10X, n=3).

Previo al analisis de los marcadores moleculares por inmunofluorescencia
se determind la funcionalidad de los anticuerpos que seran utilizados para la
caracterizacion de estas células, asi como de los agregados, con el objetivo de
descartar la posibilidad de una sefal inespecifica. Para ello, se realiz6 un andlisis
de todos los anticuerpos a utilizar, cada uno en células o tejido que previamente
se ha reportado que expresan estas proteinas (Fig.14 y 15).
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Figura 14. Los anticuerpos epidermales utilizados para la caracterizacién por inmunofluorescencia
son funcionales. Deteccion de marcadores de linaje epidermal: K5 y K14 en células de
adenocarcinoma de cérvix humano (HelLa); Vimentina en células de adenocarcinoma pulmonar
humano (A549) y K10 en tejido epidermal humano.
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Figura 15. Los anticuerpos neurales utilizados para la caracterizacion por inmunofluorescencia son
funcionales. Deteccién de marcadores de linaje neural: Nestina, Sox2 y Tujl en células troncales
embrionarias humanas H9 (hESC, del inglés Human Embryonic Stem Cells) sometidas a un
protocolo de diferenciacidon hacia linaje neural dopaminérgico; mientras que GFAP se observa en
un cultivo primario de precursores neurales de rata (rNPC).

Como podemos observar todos los anticuerpos utilizados reconocen de
manera especifica su antigeno. Teniendo ya la certeza de que los anticuerpos son
funcionales, se pudo continuar con la caracterizacion mediante

inmunofluorescencia.

47



Al realizar la caracterizacion por inmunofluorescencia de las células
provenientes de estos agregados disociados en el medio de diferenciacion NB,
observamos que no se detectd la expresion de ninguno de los marcadores de
células diferenciadas de linaje neural, GFAP para astrocitos y Tujl para neuronas.
Auln cuando se observd un cambio morfolégico en las células provenientes de los
agregados en la condicion neural. Ademas, se evallo la presencia de marcadores
de células epidermales terminalmente diferenciadas, esto mediante la deteccién

de K10, sin embargo tampoco hubo células positivas para este marcador.

Lo que si se observé fue que se mantuvo la expresion de K5 y Vimentina
tras el protocolo de diferenciacion (Fig. 16). Por su parte la condicion epidermal de
diferenciacion tampoco mostré expresion de ninguno de los marcadores de linaje
neural, y de igual manera se mantuvo la expresion de K5 y Vimentina, marcadores

gue presentan los queratinocitos desde un inicio.

Por lo tanto, las células diferenciadas en ambas condiciones mantienen el
fenotipo K5'Vim®, al igual que los queratinocitos cultivados en condiciones
normales de propagacion. Con esto podemos decir que no se esta obteniendo un
fenotipo neural maduro tras la diferenciacion in vitro, a pesar de la ganancia de
expresion de Nestina en los agregados en medio NBF, y que la expresiéon de K5 y
Vimentina es constante durante la propagacion de queratinocitos, la induccion

neural en suspensioén de los mismos y al final de la diferenciacion neural in vitro.

En cuanto a los marcadores de precursores neurales, podemos ver que los
gueratinocitos humanos ganan la expresion de Nestina tras la induccién neural
segun lo observado en la caracterizacibn de las esferas generadas de
gueratinocitos P5 en los tres experimentos independientes (Fig. 12). Sin embargo,
se esperaria que al adquirir la expresidbn de Nestina, marcador de células
precursoras neurales, las células obtuvieran marcadores de células neurales o
gliales maduras tras el protocolo de diferenciacion, y lo que en realidad ocurre es
gue mantienen el fenotipo inicial de los queratinocitos (Fig. 16).
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Figura 16. No hay deteccion de marcadores de linaje neural en células diferenciadas (medio NB)
provenientes de esferas generadas en medio NBF. Se llev6 a cabo la deteccién de de K5, K10,
K14, Vimentina, Nestina, Sox2, Tujl y GFAP. En el panel inferior central, se observan A-488 y A-
568, controles negativos sin anticuerpo primario para Alexa 488 y Alexa 568, respectivamente,
para cada condicién (Objetivo 20X, n=3).

Debido a la falta de claridad en estos resultados, necesitamos conocer de
manera mas certera los niveles de expresidon de Nestina en el proceso de
induccion neural, asi como después de la diferenciacion, por lo que se recurre el

analisis de expresion génica mediante PCR.
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VI.V Deteccién cuali y cuantitativa de marcadores epidermales y neurales

En primer lugar se realiz6 la deteccidbn de dos diferentes marcadores
constitutivos, GAPDH y B-actina, utilizando como control positivo dos muestras
obtenidas de la diferenciacién de células troncales embrionarias humanas (CTE)
hacia linaje dopaminérgico, las cuales pertenecian a diferente etapa de
diferenciacion, una era de 14 dias (D14) y la otra de 38 dias (D38). Ademas, se
realizé la deteccion en una muestra de queratinocitos pase 5 (Q-P5).

Podemos observar que se amplificé el producto esperado de GAPDH en las
dos muestras control D14 y D38, aunque no se observa banda en la muestra de
Q-P5, lo cual es muy probable que se deba a una falla en el pipeteo del cDNA de
esta muestra al momento de hacer la mezcla, ya que este gen control se expresa
de manera constitutiva en todas las células de mamifero (Fig.17). Para el caso de
la deteccion de B -actina, ocurrié lo mismo que en GAPDH pero esta vez la
ausencia de banda se dio en la muestra D38, y al ser también un gen constitutivo,
la explicacion mas probable es un error al momento de poner el cDNA de la

muestra.

Figura 17. Estandarizacibon de GAPDH y 3 -actina. Se detectaron estos marcadores en tres
diferentes muestras, D14, D38 y queratinocitos pase 5 (Q-P5), todas provenientes de humano. La
condicion de amplificacion fue con una Tm= 66°C, por 30 ciclos.
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También se realiz6 la deteccion de marcadores neurales y epidermales en
muestras utilizadas como control positivo. Para el caso de los marcadores
neurales Nestina y Sox2, se utilizaron las muestras D14. Mientras que para los
marcadores epidermales K5 y Vimentina, su utilizaron muestras de diferentes
lineas celulares como HelLa, MCF-7 y A549, las cuales ya se ha reportado que
expresan estos marcadores, ademas de la muestra de queratinocitos pase 5

(Q-P5).

Nestina no pudo ser amplificada en la muestra D14, por lo que se buscé en
dias méas tempranos de la diferenciacion. Sox2 si se amplifico en la muestra D14,
por lo que de aqui en adelante se utiliza esta muestra como el control positivo para
este marcador. K5 presentd varios productos de amplificacion en todas las
muestras utilizadas, aunque sélo en las lineas celulares HeLa y MCF-7 se observé
el fragmento esperado de 656 pb. Vimentina pudo ser detectada en todas las
muestras, tanto en las lineas control como en los queratinocitos. Y finalmente
GAPDH se logr6 amplificar en todas las lineas control para marcadores
epidermales con el producto esperado de 452 pb (Fig. 18).

Figura 18. Deteccién de marcadores neurales y epidermales en muestras control. Deteccién de
GAPDH como control de carga. La condicion de amplificacion fue con una Tm= 66°C, por 30 ciclos.
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Con base a esta estandarizacion se decidié que la muestra D14 fuese el
control positivo para Sox2, y la muestra de A549 fuera el control positivo de
Vimentina. Ademas, se requiere buscar Nestina en muestras mas tempranas del
protocolo de diferenciacion y se necesita realizar una curva de temperatura y

concentracion de MgCl, para la detecciéon de Kb5.

Ya que Nestina no se observo en la muestra D14, se realiz6 otra PCR
utilizando muestras de tres dias diferentes, dia 7 (D7), D14 y D38. En esta ocasion
si se amplific6 Nestina en la muestra D14. Sin embargo también se obtuvo el
producto esperado en muestras D7 y D38 (Fig. 19). Por lo tanto se decidi6 utilizar
la muestra D7 como control positivo para Nestina.

Figura 19. Deteccién de Nestina. Se llev6 a cabo la amplificacibn de Nestina en muestras de
diferentes dias, provenientes del protocolo de diferenciacién dopaminérgico en la linea de CTE H9.
La condicién de amplificacion fue con una Tm= 66°C, por 30 ciclos.

En vista de que no se obtuvo la deteccion de K5 en las muestras control
gue debian ser positivas a este marcador (con base a lo observado en
inmunotinciones), se realiz6 la curva de temperatura y [MgCly], con el fin de

encontrar las condiciones dptimas de amplificacion de este gen.
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Se evaluaron 6 concentraciones de MgCl,, las cuales fueron 0.5 mM, 1 mM,
1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM y 3mM. Estas concentraciones fueron probadas en 12
temperaturas diferentes, que van desde los 55 °C hasta los 65.5 °C, ya que la Tm
de los oligos son 57.6 y 56.8 °C (Fig. 20). Lo que observamos fue que no se
obtuvo la amplificaciéon del producto esperado en ninguna de las condiciones, ni de
temperatura ni de [MgCl,]. Por lo tanto es necesario buscar otro par de oligos para
esta citoqueratina, sin embargo en la literatura no se ha logrado encontrar
reportadas las secuencias de oligos utilizadas para K5 que si funcionen de manera
apropiada para amplificar este gen.

Finalmente se realiz6 la deteccion Unicamente de Vimentina, Nestina y
Sox2, los cuales se pudieron estandarizar exitosamente en sus células control, por
lo que se contindio con la deteccion de estos genes en muestras del experimento
El, E2 y E3 para el pase 5. Previo a la deteccion de estos marcadores en las
muestras de P5 de los tres diferentes experimentos, se realizé un tratamiento con
DNasa, en todas las muestras experimentales que seran analizadas
(E=Esferas epidermales, N=Esferas neurales, ED=Células diferenciadas de
esferas epidermales, ND= Células diferenciadas de esferas neurales,
Q-1=Queratinocitos del E1, Q-2=Queratinocitos del E2, Q-3=Queratinocitos del
E3), y en las muestras control de cada gen. Tras el tratamiento con DNasa se
realizé un PCR para la amplificacion de GAPDH, con el fin de corroborar que no
hubiera contaminacion con DNA gendmico. Esto se hizo tanto en muestras con
retro transcripcion (RT) y sin RT, de todas las condiciones experimentales que se
evaluaron, asi como de las muestras usadas como control positivo para los
diferentes marcadores. Una vez que ya corroboramos que no existe
contaminacion con DNA gendmico en las muestras experimentales, se realizo el
PCR para la deteccion de Vimentina, Nestina y Sox2 en los tres experimentos
independientes.
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Figura 20. Curva de concentracion de MgCl, para la deteccion de K5. La deteccion de la
citoqueratina 5 se realiz6 utilizando cDNA de células MCF-7.
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Lo que se observé para la amplificacion de Vimentina en el E1, fue que se
amplifico este cDNA en esferas de medio neural y epidermal. Se detecté también
en células diferenciadas de esferas en medio EPI, pero no en células
diferenciadas de esferas en medio NB. Los queratinocitos si expresaron Vimentina
pero aparentemente en menor nivel. En cuanto a Vimentina en los experimentos
E2 y E3, se observo la expresion del gen en todas las condiciones, es decir, en
esferas de medio EPI y medio NBF, en células diferenciadas de esferas EPI y de
esferas NB, asi como en los distintos pases de queratinocitos (Fig. 21).

Para el caso de Sox2, no se logré la amplificacibn en ninguna de las
condiciones, en tres experimentos independientes (Fig. 22). Y finalmente Nestina,
en lo que respecta al E1, se observdé un nivel bajo de expresion en esferas
epidermales y neurales (E1 y N1). Se detectd también en células diferenciadas de
esferas epidermales (ED1) pero no en las células diferenciadas de la condicién
neural (ND1), lo cual es de esperarse si las células estan diferenciando. Sin
embargo, los queratinocitos mostraron expresion de Nestina, marcador de linaje

neural, que no se habia detectado en estas células mediante inmunofluorescencia.

Se observo la expresion de Nestina en E2 y E3 en todas las condiciones:
esferas en medio EPI y en medio NBF; en células diferenciadas de esferas en
medio EPIl y en medio NBF e incluso en queratinocitos (Fig. 23).

Figura 21. Vimentina se expresa en E1-P5, E2-P5, E3-P5. En el primer carril se observa el control
positivo, el cual es la linea celular A549. El segundo carril, contiene la muestra blanco del PCR.
E=Esferas epidermales, N=Esferas neurales, ED=Células diferenciadas de esferas epidermales,
ND= Células diferenciadas de esferas neurales, Q=Queratinocitos antes de la induccién; Q1-, Q2-
y Q3- =Queratinocitos de cada experimento sin RT. 1, 2 y 3 hacen referencia a experimentos
independientes.
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Figura 22. Sox2 no presenta expresion en E1-P5, E2-P5, E3-P5. En el primer carril se observa el
control positivo, el cual es la muestra D14. El segundo carril, contiene la muestra blanco del PCR.
E=Esferas epidermales, N=Esferas neurales, ED=Células diferenciadas de esferas epidermales,
ND= Células diferenciadas de esferas neurales, Q=Queratinocitos antes de la induccién; Q1-, Q2-
y Q3- =Queratinocitos de cada experimento sin RT. 1, 2 y 3 hacen referencia a experimentos
independientes.

Figura 23. Nestina se expresa en E1-P5, E2-P5, E3-P5. En el primer carril se observa el control
positivo, el cual es la muestra D7. El segundo carril, contiene la muestra blanco del PCR.
E=Esferas epidermales, N=Esferas neurales, ED=Células diferenciadas de esferas epidermales,
ND= Células diferenciadas de esferas neurales, Q=Queratinocitos antes de la induccién; Q1-, Q2-
y Q3- =Queratinocitos de cada experimento sin RT. 1, 2 y 3 hacen referencia a experimentos
independientes.

Dados los resultados anteriores, es necesario realizar la deteccion de
Nestina mediante PCR en tiempo real, para detectar de manera concreta un
aumento o disminucién en los niveles de expresion de este marcador, entre las
condiciones neurales y epidermales. Para ello, se realiz6 un analisis cuantitativo
de los niveles de expresion de Nestina en las diferentes condiciones
experimentales, mediante g-PCR, incluyendo los queratinocitos cultivados en
monocapa y en medio epidermal antes de someterse a la induccién neural. Los
niveles de expresién de Nestina fueron normalizados con la expresion del gen

B-actina, el cual es un gen constitutivo de células de mamifero.
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Figura 24. Andlisis cuantitativo de los niveles de expresién de Nestina. Control +, muestra D7 del
protocolo de diferenciacién de CTE H9. Queratinocitos, células cultivadas en condiciones de
propagacién antes de la induccién neural. EPI, esferas obtenidas en medio epidermal. NBF,
esferas obtenidas en medio de induccién neural NBF. EPI Diferenciado, células procedentes de
agregados en medio EPI, puestas en condiciones de diferenciacion. NBF Diferenciado, células
procedentes de agregados en medio NBF, puestas en condiciones de diferenciacion en medio NB.
Los niveles de expresién del gen Nestina fueron normalizados con la expresién del gen constitutivo

-Actina. Andlisis estadistico mediante ANOVA de una via, con el test de Newman-Keuls.
**p<0.001, ***p<0.0001.

Observamos de manera inesperada que los queratinocitos expresan
Nestina en condiciones de propagacion, lo cual no se habia observado en los
analisis de inmunofluorescencia. Por otro lado, la expresién de este gen en las
diferentes condiciones evaluadas se mantuvo sin un aumento significativo
comparado con el valor obtenido en los queratinocitos, aun cuando previamente la
expresion de Nestina solo se habia logrado detectar en esferas de medio NBF por
medio de inmunotinciones (Fig. 24).

Finalmente tras la caracterizacion realizada mediante inmunofluorescencia,
RT-PCR y g-PCR podemos concluir de la parte experimental in vitro, que las
condiciones empleadas para la diferenciacion neural no propician la maduracién

hacia linajes neurales terminalmente diferenciados.
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Ademas, la induccidon neural que pareciera lograr una ganancia de la
expresion de Nestina en las células epidermales humanas, en realidad no es
significativa, ya que se descubridé que los queratinocitos expresan este gen antes
de ser sometidas al cultivo en suspension en el medio NBF. Es por ello que se
decidié analizar la capacidad de diferenciar a linaje neural de estas células en un
nicho neurogénico, que permita llevar a cabo una desdiferenciacién de células
epidermales hacia células neurales al presentarse las sefales neurales necesarias

para este cambio de identidad.

VI.VI Células epidermales son capaces de expresar marcadores neurales tras
su trasplante en el cerebro en desarrollo

El hecho de que los queratinocitos humanos no pudieron diferenciarse de
manera in vitro hacia linaje neural, sugiere que estas condiciones no contaban con
las sefales celulares adecuadas para la induccion neural. Por lo tanto, se decidié
probar la diferenciacién hacia células neurales de manera in vivo, esto mediante la
el implante de células epidermales en el sistema nervioso de rata, justo en el

momento del desarrollo embrionario donde se lleva a cabo la neurogénesis.

Para poder llevar a cabo la deteccion de las células trasplantadas en el
SNC de los embriones de rata, fue necesario marcar previamente con un gen
reportero las células que se inyectarian en el cerebro de estos embriones. Para
ello se decidié efectuar una transduccion lentiviral de la proteina GFP en los

gueratinocitos humanos.

Lo primero que se realizé para la transduccion de los queratinocitos fue la
produccion de los lentivirus en células HEK 931 mediante la transfeccion de éstos.
La eficiencia de la transfeccion fue de aproximadamente 80 % de células GFP”
(Fig. 25).
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Figura 25. Transfeccién de células HEK293+ para la expresion de GFP. En el panel de la izquierda
se muestra una micrografia en campo claro de las células HEK293r en monocapa, mientras que en
la micrografia de la derecha se observa el mismo campo celular pero con fluorescencia para
detectar la GFP expresada en las células que incorporaron los pldsmidos para generar las
particulas lentivirales a las 72 horas post-transfeccion.

Una vez que se llevé a cabo la recoleccién de los virus, se procedié a
realizar la determinacidén del titulo viral sobre los queratinocitos humanos. En
términos de porcentaje obtuvimos un 26.8 % de células transducidas con la
dilucién inicial 1:1, 9.1 % en la dilucion 1:5 y un 2.2 % con la dilucion 1:25
(Fig. 26).

Figura 26. Titulacion viral en queratinocitos humanos. Se muestran diferentes diluciones seriadas.
Obijetivo 20X.
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Este lote de virus se utilizd para llevar a cabo la transduccién de
gueratinocitos humanos, los cuales posterior a su transduccién fueron cultivados
en condiciones neuralizantes para luego ser trasplantados en el SN de embriones
de rata, y asi lograr evaluar si en condiciones in vivo estas células son capaces de
diferenciar a fenotipos neurales. Antes de someter las células epidermales a las
condiciones neurales se analiz6 su morfologia después del proceso de
transduccion lentiviral, y observamos que las células presentaron una morfologia
mas alargada y filamentosa a comparacion de queratinocitos sin transducir, y el

porcentaje de células GFP* fue de aproximadamente el 30 % (Fig. 27A).

En vista de que el porcentaje de células GFP" resulté por debajo del 50 %
se decidio llevar a cabo un enriquecimiento celular mediante citometria de flujo
utilizando la separacién celular activada por fluorescencia (FACS, del inglés
Fluorescence Activated Cell Sorting). De esta manera primero se separaron las
células individuales (P1l) para asi descartar dobletes y cumulos celulares
(Fig. 27 B). Después se grafica esta poblacion P1 en términos de complejidad y
tamafo (SSC-A vs FSC-A) para seleccionar los eventos que corresponden a los
gueratinocitos (P2), excluyendo la debris celular (Fig. 27 C). Finalmente, dentro de
la poblacién de queratinocitos P2 Unicamente se recolectan las células que son
GFP" y que presentaron una intensidad de fluorescencia con valores arriba de 10*
(Fig. 27D).

Como se observa en la figura 27E, la porcién de células recuperadas de la
separaciéon por FACS nos dio una poblacién de queratinocitos humanos 100 %
positivos para GFP, aunque se observa una heterogeneidad en la intensidad de

fluorescencia presente en las células.
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Figura 27. Enriquecimiento de queratinocitos GFP" mediante FACS. A, queratinocitos transducidos
con GFP mediante lentivirus antes de ser sometidos a separacién celular por FACS. B, exclusion
de dobletes y cumulos celulares en un plot de tamafio (FSC-H vs FSC-A), para aislar células
individuales. C, exclusion de debris celular en un plot de complejidad vs tamafio (SSC-A vs FSC-
A). D, seleccion de células GFP" con valores arriba de 10* para la intensidad de fluorescencia. E,
queratinocitos transducidos con GFP mediante lentivirus a las 24 horas después de ser sometidos
a separacion celular por FACS.

Una vez que se logré enriquecer la poblacion de queratinocitos positivos a
GFP, pasando de un 30 % (Fig. 27A) a un 90 % de células GFP" (Fig. 28A), se
realizé la induccion neural de estas células en suspension, de la misma manera
gue ya se habia hecho en los experimentos anteriores. De igual manera que en
los experimentos E1, E2 y E3, se realiz6 el cultivo de los queratinocitos GFP* tanto
en medio EPI como en medio NBF (Fig. 28B).
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Figura 28. La expresiébn de GFP en queratinocitos no altera la formaciéon de agregados tras la
induccion neural. A, cultivo en monocapa de queratinocitos GFP+ (sometidos a FACS) al 90 % de
confluencia, previo a la induccién neural en suspensién. B, se observan agregados obtenidos de
queratinocitos GFP* en medio EPI (condicién control) en el panel superior, y agregados en medio
NBF en el panel inferior.

Podemos notar que la diferencia de tamafio, siendo mayores las esferas en
medio EPI que aquellas en medio NBF, asi como la morfologia de los agregados
en estas dos condiciones se mantiene aun después de la transduccion de GFP en

los queratinocitos.

Después de 4 dias en el cultivo en suspension, estos agregados celulares
son disociados mecanicamente con tripsina para obtener una suspension celular
gue fue trasplantada en el SN de embriones de edad gestacional E12. A cada
embrién se le inyectaron 4.5x10° células, y como vehiculo control se utiliza medio
DMEM-F12.
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Se realizaron un total de 3 cirugias, en cada rata gestante se realizé el
trasplante en 2 a 3 embriones por condicién, las cuales son: 1) Epidermal (medio
EPI), 2) neural (medio NBF) y 3) vehiculo (medio DMEM-F12). Se dej6 que
continuara su desarrollo gestacional 4 dias mas, para después recuperar los
embriones y poder llevar a cabo la deteccion por inmunofluorescencia de

marcadores neurales presentes en las células GFP" trasplantadas.

Lo que observamos en los cortes del SN de embriones de rata E16, fue que
tanto en las condiciones epidermales (Fig. 29) como en las condiciones
neuralizantes (Fig. 30) se logré detectar células positivas para GFP, que ademas
expresaron al mismo tiempo el marcador de linaje neural Tujl, el cual detecta

neuronas tempranas.
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Figura 29. Células GFP" de la condicién epidermal, son capaces de integrarse en el SN de ratas y
expresar el marcador neural Tujl. Caracterizacién de células obtenida de agregados en medio EPI
tras la diferenciacion in vivo en el SN de embriones de rata.

A pesar de que en ambas condiciones se detectaron células positivas tanto
para GFP como para Tujl, existen diferencias en las dos condiciones. Para
empezar la condicibn epidermal, mostré prevalentemente estas células
GFP*/Tuj1* ubicadas en la region mas anterior del cerebro, es decir tanto en
telencéfalo como en mesencéfalo, mientras que en la condicién neural las células

con este fenotipo se encontraron principalmente en regiones del rombencéfalo.
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Otra diferencia que encontramos entre las dos condiciones, epidermal y
neural, fue que Uunicamente las células provenientes de agregados en la condicion
de medio NBF presentaron una morfologia de tipo neuronal, la cual consiste en un
soma redondeado con prolongaciones de tipo axonal, ademas de tener el fenotipo
GFP*/Tuj1" (Fig. 30, region del rombencéfalo).

Figura 30. Células GFP" de la condicién neuralizante, son capaces de integrarse en el SN de ratas
expresando el marcador Tujl y ademéas con una morfologia de tipo neural. Caracterizacién de
células obtenida de agregados en medio NBF tras la diferenciacion in vivo en el SN de embriones

de rata.
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VII.- DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial de diferenciacion hacia
linaje neural que poseen las células epidermales obtenidas de muestras de
prepucio humano, las cuales son sometidas a condiciones neuralizantes. Estas
condiciones consistieron en el cultivo celular en suspension con un medio
proliferante, cuyos componentes principales son el factor de crecimiento epidermal
(EGF) y el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF). Otros grupos de
trabajo, previamente han reportado el uso de medios de cultivo con estos dos
factores de crecimiento para la propagacion de precursores neurales [52-54]. Sin
embargo hay que mencionar que en el trabajo realizado por nosotros
anteriormente, ya habiamos encontrado que ademas de la presencia de estos dos
mitdgenos, es necesaria la adicion del suplemento B27 para poder lograr una
induccion a la formacidn de agregados celulares [49].

A pesar de utilizar un medio que contiene B27, EGF y bFGF, en este trabajo
estas condiciones no fueron suficientes para la formacion de agregados, por lo
que se tuvo que modificar el protocolo para la formacion de estas esferas
celulares. La condicion que logro la formacion eficiente de estos agregados fue el
cultivar las células en este medio denominado NBF, pero esta vez empleando

cajas que permitieran el cultivo en suspension de las células.

Observamos que las condiciones de suspension ayudan a la formacion de
agregados de manera mas eficiente que un cultivo en monocapa, ya que permiten
un mayor contacto célula-célula, lo cual lleva a una sefnalizacion paracrina entre
las células presentes en el cultivo, las cuales pueden encontrarse en distintos
niveles de diferenciacion o poseer diferentes capacidades de respuesta a los
factores de crecimiento. De esta manera, células que no son tan responsivas a los
factores de crecimiento, pueden ser inducidas a una mayor proliferacion por

células vecinas que si respondan a ese estimulo [42, 55].
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Algo que observamos tras el cultivo en suspensidon de los queratinocitos
humanos, fue que unicamente en las células provenientes de agregados obtenidos
en el medio de induccion neural NBF, se llevé a cabo un cambio morfolégico en
las células que los conformaban, el cual consistiéo en una disminucién de tamafo y

un parecido a células precursoras neurales.

Este cambio de fenotipo se evalué mediante inmunofluorescencia en cortes
de las esferas obtenidas, y lo que observamos fue que unicamente aquellas que
se encontraban en medio NBF lograron expresar el marcador de precursores
neurales Nestina. Las esferas del medio EPI no expresaron Nestina y
mantuvieron la expresion de la citoqueratina 5 y Vimentina, lo cual correlaciona
con el hecho de que aquellas células provenientes de agregados en medio EPI

mantienen la morfologia de los queratinocitos iniciales.

A pesar de que pareciera estarse dando un cambio de identidad celular tras
el cultivo en suspension de los queratinocitos en medio NBF, reflejado en la
ganancia de expresion de Nestina en los agregados y en el cambio morfoldgico al
disociarlos, cuando estas células disociadas se someten a condiciones de
diferenciacion, no cambia su fenotipo mas alla del cambio morfolégico y de
manera inesperada pierden la expresion del marcador de Nestina que ya se habia
detectado en los cortes de las esferas. Esto lo corroboramos al evaluar la
presencia de marcadores de linaje neural temprano y tardio, y lo que obtuvimos
fue que no hubo células que expresaran ninguno de los marcadores neurales

tempranos ni maduros, en las células disociadas.

Estos resultados hacen pensar que el simple hecho de crecer las células de
los agregados en condiciones de adhesién lleva a la perdida de expresion de
Nestina, marcador de precursores neurales. Esto puede ser una prueba de que
ciertamente solo en la condicién de cultivo en suspension, la activacién de vias de
sefalizacion que se da entre las células que los conforman permite activar la
expresion de ciertos genes, y al perderse ese contacto célula-célula que se tiene
en ese microambiente generado en la estructura tridimensional del agregado, las

células ya no son capaces de llevar a cabo esta expresion [56].
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Sin embargo, al realizar el analisis de expresion de Nestina, observamos
que los queratinocitos humanos antes de ser sometidos a la induccion neural
cuentan con la expresion de este gen, lo cual no se habia detectado mediante
inmunofluorescencia. De igual manera, tanto en las esferas de medio NBF como
en las de medio EPI, asi como en las células diferenciadas de ambas condiciones,
también se encontrd la expresion de Nestina. Aunque Nestina comunmente se
considera marcador de ceélulas progenitoras del SNC [57], algunos otros autores
consideran a este gen como marcador de células indiferenciadas (CT y PAT) de
otros linajes especificos [58-60].

En cuanto al tejido de la piel, ya se ha reportado la existencia de células
epidermales positivas a Nestina, sin embargo la poblacidon que presenta este
marcador se encuentra en la vaina reticular externa del foliculo piloso [61]. Estas
células Nes® son consideradas como CT epidermales del foliculo piloso que
presentan un fenotipo CD34 Nestina’K15", lo que sugiere que se encuentran en
un estado indiferenciado y pluripotente, siendo capaces de generar células de
diferentes linajes, incluyendo células neurales, tanto in vitro como in vivo [62].
Algunos autores mencionan que las CT epidermales del foliculo piloso son
CD34"Nestina’K15", mientras que aquellas que se encuentran en la membrana
basal de la epidermis son K15"CD34 Nestina™ [63]. Sin embargo, por otro lado se
ha demostrado que en la capa basal de la epidermis se cuenta con dos tipos de
CT epidermales Nes®, unas presentan una sefial de tipo granular y son K14,
mientras que las otras son K14  y la expresién de Nestina es de tipo fibrilar [64].
Este grupo de trabajo menciona que es posible que durante el proceso de
diferenciacion celular, todas aquellas células progenitoras de diferentes tejidos
disminuyan de manera gradual la expresién de Nestina para ser sustituida por
aquellos filamentos intermedios especificos de cada tejido, ademas de que el
cultivo celular puede estar cambiando el fenotipo de las células.
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Una manera de tratar de explicar los resultados obtenidos in vitro es que a
pesar de que se realiza la separacion de la epidermis y la dermis para la obtencion
de los queratinocitos humanos, quizas en un inicio se cuenta con una poblacion en
su mayoria de queratinocitos con un fenotipo K5'Vim* pero que a su vez también
exista un numero menor de CT Epidermales derivadas del foliculo piloso, que son
capaces de expresar Nestina. Sin embargo las condiciones de propagacion in vitro
que empleamos para los queratinocitos no son propicias para llevar a cabo la
sintesis de dicha proteina y solo se encuentra el RNA mensajero. De esta manera,
al momento de realizar la induccion neural en el medio NBF y en suspension, se
dan las condiciones necesarias para que la comunicacién célula-célula presente
en este microambiente permita no solo la expresion del gen de Nestina, sino
también la sintesis de la proteina. Y asi, cuando los agregados son disociados y
sembrados en un medio sin los factores de crecimiento, que ademas también
carece de senales neurogénicas, las células no son capaces de mantener ese
‘estado neural transitorio” obtenido por la expresion de Nestina en un cultivo en
suspension y al mismo tiempo tampoco son capaces de madurar a fenotipos

neurales terminalmente diferenciados.

Por lo tanto, las condiciones de diferenciacién in vitro carecen de los
requerimientos necesarios no soélo para alcanzar un fenotipo neural maduro, sino
también para retener la expresion de marcadores de precursores neurales a nivel
de proteina que se logra adquirir al cultivar estos queratinocitos en suspension y
en un medio con EGF y bFGF. El hecho de que sodlo tras la induccion neural se
obtenga la sintesis de Nestina, puede explicar el cambio morfolégico que se
presenta en las células derivadas de estos agregados en medio neural, ya que la
presencia de esta proteina de citoesqueleto puede ser la responsable de que

ahora las células presenten un menor tamaino.

69



Por otro lado, en vista de que se parte de una poblacion capaz de expresar
Nestina a nivel de mensajero, no era de extranarse que al momento de trasplantar
en el SN en desarrollo de un embrién de rata, las células derivadas de ambas
condiciones tanto neural como epidermal, lograran su integracion en el tejido
neural, asi como la expresion de un marcador de linaje neural maduro, como lo fue
Tuj1. Esto se debe a que las células que son trasplantadas parecen poseer esta
capacidad de cambiar de un fenotipo epidermal a un fenotipo neural siempre y
cuando cuenten con las sefales inductoras especificas hacia este linaje, las
cuales en este ensayo, son obtenidas del nicho en el que son depositadas al
momento de ser trasplantadas, pues justo en esa etapa gestacional del embridn
de rata es cuando se esta llevando a cabo la neurogénesis [45]. Sin embargo,
seria interesante evaluar la capacidad de diferenciacion a linaje neural in vivo de
los queratinocitos cultivados en monocapa en el medio epidermal que se usa para
Su propagacion, ya que como vimos por g-PCR, estas células poseen la expresion
génica de Nestina desde un inicio, lo que pudiera reflejar que son una poblacion
de células progenitoras epidermales, y cabria la posibilidad de que no se requiera
del cultivo en condiciones neuralizantes para poder lograr la expresion de Tuj1 en

estas células epidermales antes de ser trasplantadas.

Finalmente podemos decir que los queratinocitos presentan un potencial
neural que sdélo se logra apreciar cuando se encuentran presentes en un nicho
neurogénico que promueve la activacién de vias de sefalizacion implicadas en la
expresion de genes de linaje neural. Estas condiciones in vivo las hace capaces
de comenzar a expresar marcadores de neuronas, pero es necesario realizar una
caracterizacion mas completa de estas células epidermales GFP* que cuentan con
la expresion de Tuj1, para poder decir que ademas de presentar un cambio de

fenotipo, también son células neurales funcionales.
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VIIl.- CONCLUSIONES

 La condicion ideal para la formacion de agregados es el cultivo en
suspension en medio NBF.

« Las esferas obtenidas en medio NBF son K5'Vim"Nes*en cualquier pasaje

celular.

* Los queratinocitos humanos presentan un cambio morfolégico tras la

induccion en medio NBF, y tras la diferenciacion in vitro.

« Las condiciones de diferenciacion empleadas in vitro no promovieron la

presencia de fenotipos neurales maduros.

« En el trasplante de agregados disociados se obtuvieron células GFP*Tuj"

tanto en condicion epidermal como en condicion neural.

» Las condiciones in vitro no cuentan con los requerimientos necesarios para
lograr un fenotipo neural maduro, mientras que en condiciones in vivo se
logra la integracion de células provenientes de piel humana en el SN de

rata, junto con la expresion de al menos un marcador neural.
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IX.- PERSPECTIVAS

* Realizar una caracterizacion mediante PCR de los marcadores
epidermales en queratinocitos humanos a lo largo de su propagacion in
vitro, con la finalidad de conocer si la expresion de Nestina se encuentra

desde la poblacion inicial o se adquiere en las condiciones de propagacion.

* Llevar a cabo ensayos de proliferacidén y analisis clonales en queratinocitos
cultivados en suspension en el medio neuralizante, para corroborar que la
agregacion es un efecto del medio proliferante y no de una simple adhesion
célula-célula causada por la falta de una superficie adherente.

» Realizar trasplantes de queratinocitos humanos cultivados en monocapa,
para dilucidar si son las condiciones de cultivo en suspensién o las células
por si mismas, lo que las hace capaces de expresar marcadores de linaje

neural.

« Realizar una mayor caracterizacion de las células GFP'Tuj1" para
determinar si se ha dado un cambio de fenotipo completo o parcial, ademas

de evaluar caracteristicas funcionales tipicas de células neurales.
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