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. RESUMEN

El higado es un 6rgano encargado de funciones vitales para el organismo como el procesamiento
de nutrientes, produccion de proteinas, desintoxicacion, entre otras. Debido a la gran variedad
de procesos en los que esta involucrado y la importancia de éstos, las enfermedades hepaticas
resultan en gran morbilidad y mortalidad. Las funciones que lleva a cabo el higado son
realizadas por la unidad funcional que son los hepatocitos, células epiteliales con caracteristicas
particulares que las hacen altamente especializadas y que dificilmente proliferan en condiciones

normales.

El estudio del higado puede hacerse mediante modelos de hepatocitos in vitro, sin embargo, la
baja disponibilidad y variabilidad observada en cultivos primarios supone un gran obstaculo
para la investigacion. Con la finalidad de superar las limitaciones de utilizar cultivos primarios
se han desarrollado lineas celulares provenientes de tumores o mediante la transfeccion de genes
transformantes, dichas lineas celulares conservan diferentes caracteristicas especificas de
hepatocitos. Sin embargo, en las lineas reportadas actualmente no se ha encontrado la actividad

de la enzima catalasa y el peroxisoma.

En el presente trabajo se propuso establecer un sistema que permita inmortalizar células
hepaticas de raton, precursoras o diferenciadas, con el uso de un transposoén que contiene los
genes E6/E7 del virus del papiloma humano usando un sistema inducible que permite regular
los niveles de los genes, por tanto, la proliferacion, de esta manera una vez amplificada la
poblacion se puedan diferenciar hepatocitos que conserven caracteristicas especificas de sus

contrapartes in vivo.



II. INTRODUCCION

El higado es considerado un centro regulador que se encarga del procesamiento de nutrientes,
entre los que destacan las grasas, la produccion de proteinas, la homeostasis energética y la
desintoxicacion. Todas estas funciones son esenciales para la homeostasis del organismo, por
tanto, ante la falla de alguna de ellas, se ocasionan enfermedades hepaticas que a menudo

resultan en una gran morbilidad y mortalidad (Miyajima et al., 2014).

Dentro de las enfermedades hepéticas, las mas prevalentes son hepatitis viral B, hepatitis viral
C y hepatopatias alcoholicas, las cuales son extremadamente costosas en términos de
sufrimiento humano, visitas al médico/hospital y pérdida prematura de productividad
(HEPAMAP). Por ejemplo, la cirrosis como resultado de hepatopatia alcoholica en 2010 fue
responsable de 493, 300 muertes a nivel mundial (Rhem et al., 2013). Por otro lado, la hepatitis
viral mata alrededor de 1.4 millones de personas en el mundo cada afio (World Health

Organization, 2016-2021).

2.1. Generalidades del higado
El higado de raton abarca la region subdiafragmatica entera, a diferencia de la localizacion en
los humanos que so6lo abarca el lado derecho de la cavidad abdominal. Los cuatro l6bulos que
lo conforman en ambas especies son denominados como derecho, medio, izquierdo y caudado.
A diferencia de los humanos, en el raton los ligamentos que atraviesan y delinean los lobulos

no son evidentes (Figura lay 1b; Rogers et al., 2012).



Figura 1. Anatomia del higado. El higado de raton (a) tiene cuatro 16bulos: izquierdo, derecho,
medio y caudado. La vesicula biliar se localiza debajo del istmo central del 16bulo medio. El
higado humano (b) también esta formado por cuatro l6bulos: derecho, izquierdo, cuadrado, y
caudado. Ademas, se pueden distinguir varios ligamentos asociados a la superficie (Modificado

de Rogers et al., 2012).

El higado tiene una estructura tridimensional compleja formada de varios tipos celulares. En
general, pueden clasificarse como células parenquimales y células no parenquimales. Los
hepatocitos son las células parenquimales que forman la parte estructural del higado y componen
la mayoria de la masa celular del higado. Las células no parenquimales incluyen otros tipos
celulares como las células Kupffer, células endoteliales, sinusoidales, células estrelladas,

fibroblastos periportales y células dendriticas hepaticas (Figura 2a; Tsung et al., 2011).

La unidad funcional que compone al higado se conoce como lobulillo hepatico. Un lobulillo
tiene forma hexagonal y estd formado por placas de hepatocitos, las cuales irradian de la vena
central en el centro del hexagono. Los hepatocitos que se encuentran adyacentes estan unidos
por uniones estrechas. Ademas, las uniones estrechas delimitan el canaliculo biliar. Los

hepatocitos en una placa estan expuestos en ambos lados a capilares, llamados sinusoides. En



cada vértice del lobulillo esta la triada portal, compuesta de una arteria, una vena y un ducto

biliar rodeado de tejido conectivo (Figura 2b; Godoy et al., 2013).

Figura 2. Esquema del lobulillo hepético. Estructura tridimensional del lobulillo hepatico. El
lobulillo hepatico estd centrado alrededor de una ramificacion de la vena centrilobular, y esta
limitado por triadas portales formadas de una ramificacion de la vena porta, la arteria hepatica,
y el ducto biliar (a) (Modificado de Colnot y Perret, 2011). La triada portal formada de la vena
hepatica, arteria hepatica, y el ducto biliar. El flujo sanguineo de la vena porta y la arteria
hepatica se dirige hacia la vena central a través de los sinusoides que se encuentran entre las
placas de hepatocitos, los sinusoides se forman de células endoteliales sinusoidales fenestradas.
La bilis producida por los hepatocitos es colectada en los ductos biliares a través de los
canaliculos biliares. Las células Kupffer se localizan en el lado luminal de los sinusoides,
mientras las células estrelladas se encuentran cercanas a las células endoteliales (b) (Modificado

de Miyajima et al., 2014).

La direccion del flujo sanguineo en cada lobulillo se da de la periferia al centro. En el lobulillo
pueden distinguirse tres zonas, de acuerdo con el suministro de oxigeno y nutrientes que recibe
cada una. La zona 1 es el 4rea periportal donde la sangre de las arterias hepaticas y las venas

portales entra, la zona 3 es el 4rea central del lobulillo localizada alrededor de la vena central,



donde la oxigenacion es pobre, y la zona 2 estd localizada entre la zona 1 y 3 (Tsung et al.,

2011).

Los hepatocitos son las células que llevan a cabo las funciones metabolicas del higado, por lo
que éstas se especializan en funcion de su posicion a lo largo del eje porto-central del lobulillo

hepético (Colnot at al., 2011).
2.2. Caracteristicas de los hepatocitos

Los hepatocitos tienen una topologia unica: su dominio apical (membrana plasmatica
canalicular) forma un sistema tubular por la conexidon de dos hepatocitos mediante uniones
estrechas, este sistema es llamado canaliculo y representa las ramificaciones de los canales

biliares (Godoy et al., 2013).

El dominio basolateral de los hepatocitos esta formado por la membrana plasmatica sinusoidal
y lateral. En el lado sinusoidal, los hepatocitos estan en contacto directo con el plasma sanguineo
pues los capilares sinusoidales son fenestrados y rodeados por una lamina basal discontinua. En
la membrana lateral, los hepatocitos estan en contacto con hepatocitos vecinos a través de
desmosomas y uniones comunicantes. Esta arquitectura permite que la membrana basolateral

participe en un intenso intercambio de solutos con el plasma sanguineo (Godoy et al., 2013).

En el higado de una rata la poliploidizacion inicia después del destete. En ratas adultas, alrededor
del 10% de los hepatocitos son diploides, 70% son tetraploides, y 20% son octaploides. De la

porcidn poliploide de hepatocitos, entre el 20-30% son binucleados (ya sea 2x2n o 2x4n).

La poliploidizacion es una estrategia general de crecimiento celular que permite un incremento
en el rendimiento metabdlico, masa celular, y tamafio de la célula, siendo una alternativa a la

division celular.

Se ha sugerido que un genoma poliploide puede dar proteccion contra la expresion dominante
de oncogenes mutados, como una medida de seguridad que puede ser Util para un 6rgano
involucrado en la desintoxicacién de drogas como lo es el higado (Guidotti et al., 2013).
Ademas, la presencia de poliploidia avanzada es generalmente considerada un indicativo de

diferenciacion terminal con una disminucion proliferativa (Celton-Morizur et al., 2010).



2.3.  Modelos de cultivo de hepatocitos in vitro

Los modelos de cultivo de hepatocitos in vitro son sistemas de gran utilidad en la investigacion
fundamental y en varias areas de aplicacion. En particular los hepatocitos primarios aparecen
como el modelo mas cercano al del higado in vivo. Los hepatocitos recién aislados exhiben la
estructura tipica y la mayoria de las funciones de sus contrapartes in vivo, sin embargo, pierden
sus dominios membranales especializados, asi como las uniones intercelulares y sus canaliculos
biliares, cuando se encuentran en suspension, llevando a su muerte al paso de algunas horas.
Cuando son sembrados en condiciones convencionales de cultivo, éstos forman agregados y
reconstituyen estructuras similares a los canaliculos biliares, pero exhiben alteraciones
fenotipicas y sobreviven solamente algunos dias. Ademads, para el caso del humano, su
disponibilidad es escasa e impredecible y se acompatfia de variabilidad entre cultivos (Guguen-

Guillouzo y Guillouzo,2010).

Para superar las limitaciones de los cultivos de hepatocitos primarios, se han usado lineas
celulares en ensayos de hepatotoxicidad. Las lineas celulares se caracterizan por su tiempo de

vida ilimitado, fenotipo estable, alta disponibilidad y facil manejo (Godoy et al., 2013).

Algunas lineas provenientes de hepatomas retienen en parte un fenotipo diferenciado, lo cual
las hace potencialmente apropiadas para la investigacion. Por ejemplo, las lineas BC2 y HepaRG
poseen la capacidad de diferenciar de manera reversible in vitro cuando han llegado a
confluencia, en este estado “diferenciado” las células poseen caracteristicas comparables con

los hepatocitos primarios (Castell et al., 2006).

Desafortunadamente, incluso las células de hepatoma diferenciadas mas prometedoras no
constituyen un sistema ideal para el estudio de hepatoxicidad, ademés de otros procesos llevados
en el higado, por lo que se han explorado enfoques alternativos para la obtencion de hepatocitos

inmortalizados que no provengan de hepatocarcinomas (Godoy et al., 2013).
2.4. Inmortalizacidon de hepatocitos

Dado que los hepatocitos normalmente poseen un potencial de crecimiento limitado cuando son
cultivados in vitro, se han desarrollado estrategias de inmortalizacion incluyendo la

transformacion celular con genes virales u oncogenes, células hibridas obtenidas por la fusion
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de hepatocitos con lineas celulares inmortalizadas o la generacion de lineas celulares hepaticas

a partir de animales transgénicos (Godoy et al., 2013).

Widman y colaboradores (1979) obtuvieron hibridos con la fusion de hepatocitos de rata
normales y células de hepatoma de rata, algunos de estos hibridos adquirieron funciones
especificas de higado, no presentes en las células provenientes de hepatoma, como la expresion

de la enzima ornitina carbamil transferasa.

En cuanto a la generacion de lineas celulares hepaticas obtenidas a partir de animales
transgénicos Bulera y colaboradores (1997) generaron varias lineas celulares hepaticas
provenientes de ratas transgénicas producidas por microinyeccion de 6vulos fertilizados con el
gen antigeno T grande del virus del simio 40 (SV40 Tag, por sus siglas en inglés) bajo el control
del promotor del gen de albumina. Las lineas celulares obtenidas muestran morfologia similar
a la de los hepatocitos in vivo, sin embargo, ya que la linea transgénica fue desarrollada con la
finalidad de estudiar el desarrollo de carcinomas hepatocelulares presenta caracteristicas de

células transformadas.

Oncogenes codificados en genomas virales como los genes adenovirales EIA/E1B (Woodworth
et al., 1987), el SV40 Tag (Watanabe et al., 2004; Li et al., 2005) y los genes E6/E7 del virus
del papiloma humano tipo 16 han sido utilizados para establecer lineas celulares derivadas de

hepatocitos tanto humanos, como murinos (Clayton et al., 2005).

En general, la mayoria de las lineas celulares derivadas de hepatocitos no son tumorigénicas,

pero muestran funcionalidad especifica del higado limitada o reducida (Ramboer et al., 2014).
2.5. Oncogenes E6/E7

Los oncogenes E6 y E7 se encuentran codificados en el genoma de varios tipos del virus del
papiloma humano (HPV, por sus siglas en inglés “human papilloma virus”). El virus del
papiloma humano es un grupo de virus de DNA de doble cadena, que carece de envoltura,
poseen una capside icosaédrica, infectan células epiteliales y son altamente prevalentes en
poblaciones humanas. Los miembros de este grupo de virus cuentan con ocho o nueve marcos

de lectura abierta, que codifican genes necesarios para la replicacion del virus dentro de la



célula. E6 y E7 son oncogenes conocidos por su actividad en el bloqueo de la division normal

de la célula hospedera.

La proteina E7, es crucial en la desregulacion del ciclo celular, debido a que tiene como blanco
a miembros de la familia de proteinas retinoblastoma (Rb), causando su degradacion, lo que
resulta en la liberacion y activacion del factor de transcripcion E2F que dirige la expresion de

genes de la fase S, permitiendo la proliferacion de las células.

Mientras que la proteina E6 inhibe a p53 mediante su degradacion por la via de ubiquitinacion.
E6 se une a la proteina celular ubiquitina ligasa E6AP y forma un complejo trimérico con p53,
llevando a la ubiquitinacion y degradacion proteosomal de p53. Este fendmeno evita la

inhibicion del crecimiento celular (Sano et al., 2016).

Debido a las caracteristicas antes mencionadas, E6 y E7 han sido utilizados para la generacion
de lineas celulares provenientes de distintos linajes celulares. Observando que la transfeccion
de los genes E6 y E7 provenientes de HPV tipo 16 en varios tipos celulares, permite tener lineas
celulares establecidas que retienen la mayoria de los patrones de diferenciacion vistos en sus

tejidos de origen.
2.6. Meétodos de transfeccion

La transfeccion es un procedimiento mediante el cual se introduce un acido nucleico ajeno a las
células, con el fin de producir células modificadas genéticamente. El material genético puede

residir en la célula de manera estable o transitoria.

La transfeccion estable, se da cuando el material genético introducido se integra al genoma de
la célula hospedera y la expresion del transgén se mantiene incluso después de la replicacion
celular. Por el contrario, los genes transfectados transitoriamente permiten la expresion de los
transgenes por un periodo de tiempo limitado. Los métodos de transfeccion pueden ser

clasificados en bioldgicos, quimicos y fisicos.

El método bioldgico més usado es la transfeccion mediada por virus, también conocida como
transduccion. Este método es altamente eficiente y permite alcanzar facilmente una expresion

sostenible del transgén. Sin embargo, puede resultar poco ventajoso debido a Ia



inmunogenicidad y citotoxicidad que puede causar, ademas del tamafio limitado de cargo que

puede transfectarse.

Entre los métodos de transfeccion quimicos mas usados se encuentran los polimeros cationicos,
el fosfato de calcio, los lipidos y los aminoacidos catidonicos. Todos estos métodos tienen un
principio similar, ya que la sustancia cargada positivamente forma un complejo con el acido
nucleico, este complejo que tiene una carga positiva neta puede unirse a la membrana celular
para posteriormente introducirse en la célula. La eficiencia de estos métodos se ve afectada por
multiples factores como, por ejemplo, el pH de la solucion o las condiciones de la membrana

celular, por lo que generalmente la eficiencia es baja.

Los métodos fisicos incluyen microinyeccion, biolistica, electroporacion y transfeccion basada

en laser. Siendo la electroporacion el método fisico usado mas ampliamente (Kim et al., 2010).
2.7. Liberacion hidrodinamica de genes

La liberacion hidrodinamica de genes es un método fisico que combina el uso de DNA desnudo
y la presion hidrodindmica generada por la inyeccion rapida de un volumen grande de fluido en

los vasos sanguineos con la finalidad de liberar material genético en células parenquimales.

La aplicacion mas exitosa del principio de liberacion hidrodindmica se ha visto en la
transfeccion de hepatocitos murinos. El procedimiento estandar involucra una inyeccion en la
vena lateral de la cola con un volumen de solucion fisiologica equivalente al 8-10% del peso del

roedor en un tiempo de entre 5-7 segundos.

Mecénicamente, una inyeccion con un gran volumen de solucion con DNA que entra
directamente en la vena cava inferior estira las fibras del miocardio mas alld de la longitud
Optima para la contraccion, lo cual induce una congestion cardiaca, y dirige la solucion inyectada
al higado de manera retrograda. Se ha visto en estudios microscopicos que las células
impactadas por este método son principalmente las que se localizan en la region cercana a la

vena central del lobulillo hepéatico (Suda et al., 2007).
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2.8. Transposones

Los elementos transponibles son secuencias de DNA capaces de moverse de una localizacion a
otra dentro de un genoma (Mufioz-Lopez et al., 2010). Un transposon que se inserta en un gen

funcional puede causar una mutacion o mal funcionamiento de dicho gen (Zhao et al., 2016).

Se han identificado transposones en todos los organismos, procariotas o eucariotas. Se clasifican
en dos clases: retrotransposones y transposones de DNA, de acuerdo con su mecanismo de

transposicion (Zhao et al., 2016).

Los retrotrasposones (clase I), se copian a si mismos, primero de DNA a ARN por medio de
transcripcion, después por medio de transcripcion reversa de ARN a DNA otra vez, y la copia
de DNA es insertada en el genoma en una nueva posicion a través de un mecanismo de “copiar

y pegar” (Zhao et al., 2016).

Por otro lado, los transposones de DNA se mueven mediante un mecanismo de “cortar y pegar”
mediante el cual el transposon es cortado de una posicion y reintegrado en otro sitio. Los
transposones de DNA estan formados por un gen de transposasa que estd flanqueado por dos
repeticiones terminales invertidas (TIRs, por sus siglas en inglés). La transposasa reconoce las
TIRs para llevar a cabo la escision del transposén de DNA, el cual es insertado en una nueva
localizacion gendmica. Una vez que se insertd el transposon, el sitio blanco de DNA puede ser
duplicado, resultando en Duplicaciones del Sitio Blanco (TSDs, por sus siglas en inglés), estas

duplicaciones son caracteristicas de los transposones de DNA (Muioz-Lopez et al., 2010).

Los transposones de DNA se encuentran agrupados en familias por sus diferentes secuencias
TIRs y TSDs. Un ejemplo, es la superfamilia Tcl/mariner con una amplia distribucion en la
naturaleza. Los elementos Tcl/mariner tienen un largo de entre 1 y 5 kb, y codifican una
transposasa de 282 a 345 aminodacidos flanqueados por dos TIRs con una longitud de entre 17

y 1100 pb (Muioz-Lopez et al., 2010).

Por otro lado, se encuentra la superfamilia piggyBac, una familia de transposones con
caracteristicas biologicas similares a los elementos Tc1/mariner. Los elementos piggyBac tienen

una longitud de 2.4 kb, contienen TIRs de 13 pb y repeticiones invertidas internas localizadas
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asimétricamente con respecto a las terminales. Su sitio blanco de insercion son secuencias

TTAA (Muiioz-Lopez et al., 2010).

Los transposones pueden ser usados para integrar transgenes en cromosomas de la célula
hospedera, o para caracterizar la funcion especifica de genes mediante la disrupcion de la
funcién génica. Ademads, una de las caracteristicas de los transposones es que la secuencia de la
transposasa puede ser separada del transposon a través de ingenieria genética. Generando un

sistema de transposicion binario (Zhao et al., 2016)

Los elementos como Sleeping Beauty (SB) pertenecientes a la familia Tc1/mariner son usados
como herramientas genéticas gracias al sistema de transposicion binario (Mufioz-Lopez et al,
2010). También el elemento piggyBac es usado como herramienta genética, teniendo ciertas
ventajas sobre el sistema SB, ya que tiene una actividad de transposicion mas alta, mayor
capacidad de cargo (aproximadamente 9.1-14.3 kb) y al ser cortado del sitio de insercion no

deja huellas genéticas (Zhao et al., 2016).
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I11. ANTECEDENTES

3.1. Inmortalizacion de hepatocitos humanos con E6/E7

En estudios previos, se han descrito lineas celulares obtenidas de hepatocitos primarios
humanos. Tsuruga y cols. (2008) obtuvieron dos lineas -HHE6E7T-1 y HHE6E7T-2- de células
transducidas con los genes E6/E7 y el gen de la telomerasa transcriptasa inversa de humanos
(hTERT, por sus siglas en inglés), dichas lineas proliferaron por mas de 200 duplicaciones de
poblacioén sin arresto del crecimiento. La linea HHE6E7T-1 duplico su poblacion cada 38.4

horas y la linea HHE6E7T-2 cada 39.6 horas.

Se analiz6 la expresion de genes enriquecidos en hepatocitos maduros. La expresion de
albumina y el factor nuclear de hepatocito 4 (HNF4, por sus siglas en inglés) fueron detectados
hasta la duplicacion 100 en las células HHE6E7-1 y hasta el 50 en las células HHE6E7T-2. La
expresion de citoqueratina 18 (CK18) fue detectada en todo el tiempo de cultivo, mientras que
la expresion de a-fetoproteina (AFP), un marcador de cultivos indiferenciados no fue detectada.
Ademas, se prob6 su capacidad de secrecion de albumina, siendo mayor en las lineas HHE6E7T
en comparacion a la encontrada en la linea celular de carcinoma humano, HepG2. Sin embargo,
en la duplicacion 200 de ambas lineas la secrecion de albumina no fue detectada. Esta evidencia
sugiere que es posible inmortalizar exitosamente hepatocitos humanos que conservan ciertas

caracteristicas de hepatocitos maduros.

Mas tarde, Burkard y colaboradores (2012) a través de la tecnologia upcyte®, inmortalizaron
hepatocitos de humano, obteniendo la primera generacion de células Upcyte, caracterizadas por

presentar expresion constitutiva de E6/E7.

Estas células presentaron un crecimiento linear, alcanzando entre 25 y 35 duplicaciones de

poblacion en alrededor de 65 dias, con un tiempo aproximado de 48h entre cada duplicacion.

Se probo la expresion de marcadores especificos de hepatocitos diferenciados en las células
upcyte® en diferentes etapas del cultivo y se comprobd que éstos mostraron sefial positiva para
CK8, CK18, y o-1-antitripsina. Ademads, se probo su capacidad para sintetizar y almacenar

glucogeno. Por otro lado, se caracterizo la actividad de enzimas citocromo P450 (CYP450) basal
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e inducible, teniendo actividad comparable con la observada en hepatocitos primarios de
humano. Burkard y colaboradores (2012) destacan que con su metodologia pueden generarse

11x 10° hepatocitos upcyte® a partir de un solo vial con 5 millones de hepatocitos.

Finalmente, en 2015, Levy y colaboradores, encontraron que la expresion de E6 y E7 en
hepatocitos primarios de humano inducen la expresion del receptor de oncostatina M (OSM),
gp130 (codificado por IL6ST). El tratamiento de las células con OSM permite la seleccion de
colonias proliferantes que expresan E6 y E7 a bajos niveles y requieren de la activacion de
STAT3 para proliferar. Sin embargo, esta via promueve transicion epitelio-mesénquima y puede
bloquearse con el inhibidor de MEK1 y MEK2, U0126. Después de retirar OSM, los hepatocitos
con capacidad proliferativa diferencian en células con perfiles transcripcionales, metabolicos y
de toxicidad similares a los hepatocitos primarios. Los autores concluyen que con este enfoque
se lograron expandir hepatocitos humanos funcionales, generando 10'3-10'¢ células de cada

aislado; destacando la efectividad de un enfoque de inmortalizacion inducible.
3.2. Transfeccion in vivo con transposones PiggyBac

Saridey y colaboradores (2009) utilizaron transposones PiggyBac para tener un sistema de
expresion inducible con tetraciclina tanto in vivo como in vitro. Para ello usaron diferentes
transposones que permitieron evaluar si una misma cé€lula puede integrar multiples
transposones, obteniendo un resultado positivo. Posteriormente, probaron si este sistema

permite la expresion inducible de genes, después de una transfeccion multiple.

Ademas, mediante inyeccion hidrodinamica de la vena lateral de la cola, probaron la integracion
y expresion constitutiva de luciferasa posterior a la integracion multiple de transposones.
Finalmente probaron que la expresion inducible de luciferasa in vivo puede mantenerse por hasta
120 dias cuando las células logran retener los transposones pT-TetOn y pT-tight-Luc, esto

gracias a la actividad de la transposasa.
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IV. JUSTIFICACION

El higado es el principal 6rgano regulador del metabolismo, donde los hepatocitos constituyen
el mayor componente celular. Hasta ahora el entendimiento de su funcionamiento se ha limitado
por la dificultad de los estudios tanto in vivo, como in vitro dada la pobre disponibilidad de
hepatocitos que mantengan plenamente sus funciones. En este trabajo se propuso establecer un
sistema que permita inmortalizar células hepaticas de raton, precursoras o diferenciadas, con el
uso de un transposon que contiene los genes E6/E7 usando un sistema inducible. Este sistema
permite regular los niveles de los oncogenes, por tanto, la proliferacion y, una vez amplificada
la poblacidn, los hepatocitos podran continuar su diferenciacion, después de reducir la expresion
de los oncogenes en un medio adecuado. La expectativa es que estos hepatocitos diferenciados

mantengan sus funciones metabolicas fundamentales.
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V. HIPOTESIS

La expresion inducible por transposicion de los oncogenes E6 y E7 del virus del papiloma
humano en hepatocitos de ratdbn promovera su inmortalizacién, ademas de ser fuente de

hepatocitos funcionales.
VI. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Implementar un sistema de transferencia de genes in vivo usando transposones PiggyBac que
permita obtener una poblacion de hepatocitos de raton inmortalizados metabolicamente

funcionales.
6.2. Objetivos particulares

1. Transfectar el higado de ratones C57 BL/6N con los oncogenes E6/E7 del virus del
papiloma humano y la transposasa Hyper mediante inyeccion hidrodindmica de la vena
lateral de la cola.

— Determinar la eficiencia de transfeccion de células hepaticas al realizar la inyeccion
hidrodinamica y la localizacion de éstas en el tejido.

— Establecer la cantidad de transposasa requerida para que se dé la integracion de los
transposones PiggyBac en el genoma de las células hepaticas in vivo, sin generar
efectos toxicos.

— Determinar la cantidad minima de DNA necesaria para transfectar células hepaticas in
vivo.

2. Establecer un cultivo primario de hepatocitos convencional o a partir de ductos biliares de

ratones transfectados y evaluar su inmortalizacion.
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VII. MATERIALES Y METODOS

7.1. Transposonesy plasmidos

Transposén PB-E6/E7: Brevemente, los oncogenes E6/E7 del virus del papiloma humano tipo

16 se encuentran dentro del transposon Piggybac denominado PB-E6/E7 (generado por el M.
en C. Sergio Eliezer Lopez) que contiene 7905 pb. El transposon PiggyBac esta constituido de
la siguiente manera: ITR-TRE-E6/E7-PGK-Venus-IRES-rtTA-ITR y tiene dos modalidades de
expresion: una basal y una inducible. Cuando el vector se introduce en las células, el reportero
Venus y el transactivador reverso de tetraciclina (rtTA) se expresan de forma basal dirigidos por
el promotor PGK, permitiendo que el rtTA pueda ser activado por la doxiciclina, un analogo de
la tetraciclina (modalidad inducible). Una vez activada la transcripcion de rtTA este se une al
promotor TRE, que dirige la expresion de E6/E7. Ademas, la activacion del promotor TRE

produce mas rtTA.

Transposones reporteros: Ademas del plasmido que contiene al transposéon PB-E6/E7, se

utilizaron dos plasmidos que contienen genes reporteros distintos. El primer plasmido contiene
los genes que codifican para dos proteinas, la luciferasa de luciérnaga Photinus pyralis (Luc2)
que en presencia del sustrato luciferina emite bioluminiscencia, y una fluorescente, mCherry.
Dicho transposén estd conformado por las secuencias: ITR-CAG-Luc2-IRES-mCherry-ITR
(PB-CAG-Luc2mCherry; generado por el Dr. Alvaro Marin). Notese que en este caso la
expresion de los genes reporteros esta dirigida por el promotor CAG. El segundo plasmido
codifica para la proteina fluorescente Venus fusionada a la proteina Luc2, y para la proteina
mCherry bajo el control del promotor CAG, teniendo las secuencias: ITR-CAG-VenusLuc2-
IRES-mCherry-ITR (PB-CAG-ffLuc; generado por la LG. Mayra Luisa Ruiz).

Plasmido Hyper: Para que los genes de interés (E6/E7, Luc2, mCherry o VenusLuc2) puedan

incorporarse al genoma de las células hepaticas, utilizamos un plasmido que contiene el gen de
la transposasa Hyperactive (pCAG-HyPBase, generado por el M en C. José Angel Martinez).

En este plasmido la expresion de la transposasa es dirigida por el promotor CAG.
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7.2. Ratones

Se utilizaron ratones macho de la cepa C57 BL/6N de 2 a 4 meses de edad, los cuales fueron
obtenidos de la Unidad de Bioterio del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Los ratones se

mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas cada uno, con acceso libre a comida y

agua.

Nota: Todos los protocolos utilizados fueron aprobados por el Comité de Bioética del Instituto

de Biotecnologia de la UNAM.
7.3. Inyeccion hidrodinamica

La transfeccion de las células hepaticas de raton in vivo se hizo mediante la inyeccion
hidrodindmica de la vena lateral de la cola -derecha o izquierda-, inyectando de 1-15ug de
plasmido contenido en 2ml de solucion salina 0.9% (ver Anexo 1). Para ello, los ratones fueron
inmovilizados fisicamente introduciéndolos en un tubo de 50 ml de la marca CORNING con
agujeros en el fondo y en la tapa. Por el lado de la tapa se sujeto la cola, se expuso a una lampara
con luz incandescente para dilatar las venas, se limpid con etanol al 70% y se procedi6 a inyectar
los 2 ml de solucion utilizando una jeringa de 3 ml de con aguja 27 G en un tiempo aproximado

de 5-7 segundos. Al terminar se hizo presion sobre el sitio de inyeccion para detener el sangrado.
7.4.  Eficiencia de transfeccion in vivo

Para corroborar la eficiencia de transfeccion del higado in vivo, utilizamos los plasmidos
reporteros PB-CAG-Luc2mCherry o PB-CAG-ffLuc como referencia. La determinacion de la
actividad de luciferasa (Luc2) o la emision de las proteinas fluorescentes se hizo en el equipo
In-Vivo Xtreme de Bruker el cual estd ubicado en el Laboratorio Nacional de Microscopia
Avanzada del Instituto de Biotecnologia, UNAM. 72 horas después de la inyeccion de los
plasmidos, los ratones fueron inyectados via intraperitoneal con D-luciferina (150 mg/kg)
(marca, GOLDBIO) y anestesiados con Isoflurano al 1% (Sofloran Vet PiISA Agropecuaria), 10
minutos después de haberlos inyectado, se capturaron dos imagenes: la primera de reflectancia
con un tiempo de exposicion de 17 s, y la segunda de luminiscencia con un tiempo de exposicion
de 3 minutos, en 12 cm de campo de vision, usando un ‘binning factor’ de 4, ‘f/stop’ de 1.1 y el

filtro abierto.
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Con el mismo equipo también se observo la actividad de proteinas fluorescentes in vivo, para
ello se configurd en el software Bruker Molecular Imaging la longitud de onda de excitacion
maxima y la longitud de onda de emision, en el caso de mCherry estan longitudes son 587 nm

y 610 nm, y para el caso de Venus 515nm y 528nm, respectivamente.

Los casos en los que el raton muestra sefial bioluminiscente o fluorescente en la region

subdiafragmatica fueron considerados exitosos, es decir, la inyeccion/transfeccion fue correcta.
7.5. Determinacion de bioluminiscencia en diferentes 6rganos

Se inyect6 al raton a través de la vena lateral de la cola como previamente se describio y 72
horas después de la inyeccion se analizé la bioluminiscencia en el raton vivo, una vez que se
confirm¢ la sefial bioluminiscente el raton fue sacrificado por dislocacion cervical, se abrio la
cavidad abdominal y se extrajeron el higado, el bazo, los rifiones, los pulmones y el corazon.
Todos los 6rganos fueron lavados con PBS 1X (ver Anexo 1) y puestos de forma individual en

una placa de 6 pozos en 1ml de PBS 1X en presencia de luciferina 1mM.

La placa de 6 pozos que contiene los tejidos se introdujo en el equipo In-Vivo Xtreme de Bruker
y se capturan dos imagenes: la primera de reflectancia con un tiempo de exposicion de 17 s, y
la segunda de luminiscencia con un tiempo de exposicion de 3 minutos, en 12 cm de campo de

vision, usando un ‘binning factor’ de 4, ‘f/stop’ de 1.1 y el filtro abierto.
7.6. Cortes histologicos de higado

Una vez corroborada la transfeccion del higado mediante el analisis de la bioluminiscencia in
vivo, el raton fue sacrificado por dislocacion cervical, una vez hecho esto se abrid la cavidad
abdominal, se extrajo el higado completo, se separaron los 16bulos (derecho, izquierdo, caudado
y medio) y estos se cortaron en secciones de aproximadamente 3 mm?® para ponerlos en tubos
para microcentrifuga que contenian paraformaldehido (PFA) 4%, mismos que fueron puestos
en agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente, una vez pasado este tiempo se lavaron con
PBS 1X, 5 veces durante 10 minutos. Al terminar, el tejido se puso en sacarosa al 30% y se dejo

en agitacion toda la noche, posteriormente se incubaron a 4°C hasta que éste fue cortado.
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Una vez fijado el tejido se realizaron los cortes histologicos de cada l6bulo con el uso de un
criostato (modelo CM1850, Leica), para ello los tejidos se pusieron sobre un porta espécimen,
embebidos en Tissue tek y congelados en hielo seco, una vez que el tejido se congeld fue
introducido en el criostato y se realizaron cortes de 10 um de espesor, estos fueron puestos en

portaobjetos tratados gelatina de piel de porcino (G1890, SIGMA) al 0.7% (ver Anexo 1).

Para la observacion de los cortes histologicos en campo claro se realizd tincion con
hematoxilina-eosina, primero post-fijaron los cortes puestos en portaobjetos incubandolos con
PFA 4% durante 20 min a temperatura ambiente, se hicieron 3 lavados con PBS 1X de 10 min
cada uno, una vez lavados se inicid la tincion. Para ello se introdujeron los portaobjetos en agua
corriente durante 5 min, posteriormente se introdujeron en hematoxilina 5 min, se lavaron 5 min
en agua destilada y 5 min en agua corriente, para introducir los portaobjetos en eosina,
previamente se introdujeron en etanol 50% durante 3 minutos y en etanol 70% 3 min, después
de esto se introdujeron en eosina durante 1 min, se procedi6 a deshidratar los cortes,
introduciendo los portaobjetos en etanol 96% durante 5 min y en etanol absoluto durante 3 min,
se dejaron secar los portaobjetos y se introdujeron en xileno durante 5 min, una vez deshidratada

la muestra se montd un cubreobjetos utilizando una solucién 50% glicerol y 50% PBS 1X.
7.7.  Analisis de las proteinas reporteras en cortes de higado

Los cortes histologicos del higado se post-fijaron, incubando con PFA 4% durante 20 min a
temperatura ambiente, posteriormente se hicieron tres lavados con PBS 1X de 10 min cada uno,
después se incubaron con DAPI 1:2000 durante 5 min., se volvid a lavar con PBS 1X y se mont6

el cubreobjetos con una mezcla que contenia 50% de glicerol y 50% de PBS 1X.

Las muestras se observaron con el microscopio Zeiss Observer Z1, los filtros usados permiten
detectar las proteinas fluorescentes, Venus (Excitacion 515nm, emision 528), mCherry

(Excitacion 587nm, emision 610nm) y DAPI (Excitacion 345nm, emision 458nm).
7.8.  Aislamiento y cultivo de hepatocitos

Para aislar los hepatocitos del raton transfectado, éste se anestesid con una solucion de avertina
(45ng/gr de peso corporal). Una vez anestesiado, se abrio6 la pared del abdomen y el peritoneo

para colocar una sutura sin apretar alrededor de la vena cava inferior debajo del corazon y en la
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parte abdominal, en la vena cava inferior se introdujo un catéter (24G x 3/4) el cual se conectd
una bomba peristaltica (Masterflex C/L de Cole-Parmer) mediante la cual se perfundieron 40
ml de solucion HBSS 1X (ver Anexo 1) a 37°C a una tasa de 1.5ml/min, inmediatamente se
apretaron las suturas y se cortod la vena porta para drenar el liquido, ademas de la sangre que
circula dentro del higado. Posteriormente se perfundieron 40 ml de solucidon de colagenasa tipo
1 (Whorthington Biochemical Corporation) 0.1% (ver Anexo 1) a 37°C a una tasa de 1.5ml/min.
Al terminar de perfundir se removio el higado y se puso en un caja de Petri estéril a la cual se
agregaron 10 ml de medio de adhesion (ver Anexo 1), se disgregoé el tejido para enseguida
pasarlo por un filtro con tamafio de poro 100um (Falcon), luego la suspension celular se
centrifugd durante 5 minutos a 800 rpm y el sobrenadante se descartd, mientras que la pastilla
se resuspendié en 10 ml de medio de adhesion, a continuacion se transfirieron las células a un
tubo con 10 ml de solucion de Percoll isotonica (170891-01,GE/Healthcare) y se mezcld por
inversion, se volvid a centrifugar durante 7 minutos a 1200 rpm, el sobrenadante se descarto y
la pastilla se resuspendi6é nuevamente en 10 ml de medio de adhesion. De la suspension final se

tomaron 10ul para determinar la viabilidad con el uso de azul de tripano.

Una vez que se determin6 el nimero de células viables se procedid a sembrarlas en cajas de 12
pozos cubiertas con coldgena tipo 1 a una densidad celular de 1x10°células por pozo en 1ml de
medio de adhesion o medio modificado (ver Anexo 1). Una vez sembradas las células se

incubaron a 37°C con 5% de CO; durante 24 horas.

A las 24 horas se retiro el medio de cultivo y se afiadido medio fresco para retirar las células
muertas. Posteriormente se observaron en el microscopio de fluorescencia (Zeiss Observer Z1)
para determinar la eficiencia de transfeccion mediante la deteccion de las proteinas reporteras

(Venus y mCherry).

Ya que confirmamos la transfeccion de las células se afiadieron diferentes dosis de doxiciclina
(D9891, SIGMA) (15-1500 ng/ml de medio de cultivo) para promover la activacion de la
transcripcion de los oncogenes E6/E7. Ademas, el medio se cambi6 cada 2 dias por medio

fresco.
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7.9. Aislamiento y cultivo de células ductales biliares

El raton se sacrifico por dislocacion cervical, se abrid la cavidad abdominal y se extrajo el
higado completo, se cortd el tejido en pedazos de 0.5 mm?, los pedazos se transfirieron a un
tubo de 15 ml y se le adicionaron 10 ml de medio de lavado (ver Anexo 1) frio. Se pipeteo la
muestra con una pipeta de 10 ml con la finalidad de remover la sangre y grasa, una vez que el
tejido se sedimento se retiraron 7.5 ml de sobrenadante. Este proceso se repitié una vez mas, al
terminar se retir6 todo el medio de lavado para adicionar 10 ml de solucion de digestion (ver
Anexo 1) precalentada a 37°C. Se incubd durante 90 minutos en agitacion a 37°C. Al pasar este
tiempo el sobrenadante se transfiri6 a un tubo, donde se agregé medio de lavado frio hasta tener
15 ml de volumen, se centrifugé a 500 rpm durante 5 minutos, posteriormente se descartd el
sobrenadante y se repitio el proceso. La pastilla de células obtenida se resuspendid en 5 ml de
medio de lavado frio y se transfirié a una caja de Petri de 100 mm. Usando un microscopio de
campo claro se identificaron y colectaron ductos biliares usando una pipeta de 200 pl, que se
transfirieron a un tubo con 10 ml de medio de adhesiéon. Una vez obtenidos los ductos se

sembraron (50 ductos por 1.9cm?) (Broutier et al., 2016).
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VIII.RESULTADOS

8.1. Eficiencia de transfeccion del higado in vivo

Iniciamos este estudio determinando la eficiencia de transfeccion del higado en ratones vivos;
para lo cual inyectamos 10 ug del plasmido reportero PB-CAG-Luc2mCherry en 2 ml de
solucion salina 0.9% mediante inyeccion hidrodinamica en la vena de la cola. 72 h después de
la inyeccion, analizamos la bioluminiscencia emitida por la enzima luciferasa (en presencia de
luciferina) en ratones anestesiados en el equipo In-Vivo Xtreme de Bruker. Consideramos como
casos exitosos de transfeccion hepatica, aquellos en los que se observo sefial bioluminiscente en
la region subdiafragmatica del raton. En la Figura 3a se puede apreciar la sobreposicion de dos
fotografias, una de reflectancia y otra de bioluminiscencia de un ratén transfectado
correctamente, pues la bioluminiscencia en la region subdiafragmatica es coincidente con la
zona en donde se localiza el higado. Por otro lado, en la Figura 3b se muestra un caso donde
no se logro la transfeccion, pues la sefial bioluminiscente se localiza en la cola, esto puede
deberse a que el plasmido no lleg6 al higado, ya sea porque no se inyect6 el volumen completo

o porque la inyeccion no se hizo con la rapidez necesaria (5-7 segundos).

De 10 ratones inyectados, en 8 tuvimos sefial bioluminiscente en la zona subdiafragmatica del

raton. Por lo tanto, la eficiencia de transfeccion hepética que logramos fue del 80%.

Ademas, dado que nuestro plasmido reportero también contiene la secuencia para la proteina
fluorescente mCherry, decidimos explorar la presencia de dicha sefal en los casos de
transfeccion hepética correcta. Desafortunadamente, la senal de la proteina fluorescente
mCherry, no se detect6 (datos no mostrados). Creemos que la nula deteccion de la sefial se debe
a que la intensidad de emision de mCherry no es muy alta, y a que, tejidos como la grasa, la piel

y el pelo del ratén no permiten que sea detectada por el equipo In-Vivo Xtreme.
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Figura 3. Analisis de la eficiencia de transfeccion hepatica en ratones vivos mediante la
actividad de la enzima luciferasa. Sobreposicion de imagenes de reflectancia y
bioluminiscencia en ratones anestesiados, obtenidas 72 h después de la inyeccion con el
transposon reportero PB-CAG-Luc2mCherry. (a) La sefial bioluminiscente se observa en la
zona subdiafragmatica del cuerpo del raton, coincidente con la localizacion del higado,
considerada esta seflal como un caso exitoso de transfeccion hepatica. (b) La sefial
bioluminiscente se muestra en la cola y no en la zona subdiafragmatica, consideramos éste como

un caso fallido de transfeccion hepatica.

Para confirmar que la sefial bioluminiscente observada en la zona subdiafragmatica del raton,
realmente proviene del higado y no de otros 6rganos localizados en la cavidad abdominal o
toracica, sacrificamos el raton y disecamos el higado, el bazo, los rifiones, los pulmones y el
corazdn. Analizamos la sefial bioluminiscente en todos los 6rganos y confirmamos que el tinico
organo que emite sefial es el higado (Figura 4). Ademas, encontramos que, pese a que todo el
organo presenta sefial bioluminiscente, esta es mas intensa en los bordes, tal vez porque el

acceso al sustrato luciferina es mayor en esta zona.
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Figura 4. Determinacion de la bioluminiscencia emitida por la actividad de la enzima
luciferasa en diferentes 6rganos provenientes de un raton con transfeccion hepatica.
Sobreposicion de imagenes de reflectancia y bioluminiscencia del higado, bazo, rifiones,
pulmones y corazén provenientes de un raton inyectado con el plasmido PB-CAG-
Luc2mCherry 72 h antes, e incubadas en una solucion de PBS 1X en presencia de ImM de

luciferina. El higado es el tnico 6rgano que presenta sefial bioluminiscente.

8.2. Porcentaje y localizacion de células transfectadas en cortes histologicos

Se inyectd un raton con 10 pg totales de DNA, los plasmidos PB-CAG-Luc2mCherry y PB-
E6/E7 se inyectaron en una relacion de 1:5 (2 pg y 8 pg, respectivamente). Posteriormente se
comprobd en el equipo In-Vivo Xtreme que la transfeccion fue exitosa. A continuacion, se
extrajo el higado del raton para hacer cortes histologicos, se separaron los l6bulos principales y
se analizaron preparaciones provenientes de los cuatro 16bulos: 16bulo derecho, l16bulo medio,

l6bulo izquierdo y l6bulo caudado.

Se tomaron fotografias de distintas preparaciones y con la deteccion de las proteinas
fluorescentes mCherry y Venus, ademds del marcador nuclear, DAPI se identificaron las células
transfectadas (Figura 5, b-d), a partir de este analisis se obtuvieron los siguientes datos. En los
diferentes l6bulos, entre el 11-31% de las células presentd fluorescencia, ya sea de mCherry o
Venus. La internalizacion de ambos plasmidos en una misma célula ocurrié en el 62 al 89% de

los casos, ya que se observo co-localizacion de ambas sefiales.

En los diferentes 16bulos, el porcentaje de células con sefial de mCherry fue de entre 12-25%,

mientras que el porcentaje de células con sefial de Venus se encontré entre el 11 y 31%.

Con los datos obtenidos podriamos decir que hasta un 31% de las células del higado pueden ser

transfectadas mediante el método de inyeccion hidrodindmica por la vena lateral de la cola,
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ademas puede esperarse que, en caso de inyectar dos plasmidos diferentes al mismo tiempo,
hasta un 89% de las células transfectadas podria internalizar ambos plasmidos. Sin embargo,
debe tomarse en cuenta que se observd una gran variacion en los porcentajes de transfeccion en
las fotografias analizadas por lo que la eficiencia de transfeccion no serd igual en los organismos,

ni la transfeccion serd igual en todas las células.

Las imagenes de campo claro de las tinciones con hematoxilina y eosina (Figura 5a) nos
permitieron identificar los sitios principales de transfeccion. En las imagenes se observa que
cerca de la vena central se localiza una mayor cantidad de células transfectadas, en estas
imagenes no se pueden observan claramente estructuras como la triada portal, formada de la
vena porta, la arteria hepatica ni los ductos biliares pues cerca de estas zonas no se encontraron
células fluorescentes, por lo que podria decirse que la poblacion propensa a ser transfectada es
la cercana a la vena central dentro de cada lobulillo, pues conforme aumenta la distancia a la
vena central, hay menor densidad de cé€lulas fluorescentes datos que coinciden con estudios
previos del mecanismo de liberacion de plasmidos por inyeccion hidrodinamica (Suda et al.,

2007; Budker et al., 2006).
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Figura 5. Localizacion de células transfectadas en cortes histologicos del higado obtenido
de un ratén inyectado con 2 pg de PB -CAG-Luc2mCherryy 8 ug PB-E6/E7 (relacion 1:5).
En la columna de campo claro podemos observar fotografias de los cuatro 16bulos (derecho,
medio, izquierdo y caudado) tefiidos con hematoxilina y eosina, en las que pueden distinguirse,
la vena central (VC) y vena porta (VP) *La fotografia del 16bulo medio no corresponde con las
micrografias de epifluorescencia. En las columnas restantes se muestran micrografias de
epifluorescencia donde se resaltan células con sefial de mCherry y los nucleos tefiidos con DAPI,
células con sefial de Venus y nucleos con DAPI, y la combinacién de las tres senales (Venus,
mCherry y DAPI). En todos los 16bulos se observan células con sefial de Venus o mCherry. Las
células que presentan fluorescencia se encuentran cercanas ya sea a la vena central o a la vena
porta, en las regiones mas alejadas de los vasos sanguineos hay menor nimero de células

fluorescentes. Barra de escala 50 um
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8.3. Evaluacion de la integracion de los transposones y tiempo que

permanecen en las células hepaticas

Una vez confirmado que el higado es el principal 6rgano transfectado y que las células cercanas
a la vena central son las transfectadas al realizar la inyeccion hidrodinamica de la vena lateral
de la cola, nos propusimos determinar la cantidad de transposasa requerida para llevar a cabo la

integracion de los transposones en el genoma de las células hepaticas in vivo.

Realizamos experimentos en los que probamos plasmidos reporteros (PB-CAG-Luc2mCherry
y PB-CAG-ffLuc) solos o en combinacion, con diferentes diluciones (1:50, 1:10 y 1:2) de

plasmido pCAG-HyPBase, que contiene a la transposasa.

Inicialmente, se realizaron inyecciones con 10 pg totales de DNA y se observo a los ratones en
el equipo In-Vivo Xtreme cada semana para conocer el tiempo que se conservan los plasmidos
en las células hepaticas. En la Figura 6a podemos observar la sefial bioluminiscente proveniente
del raton que fue inyectado con el plasmido PB-CAG- Luc2mCherry en los dias 3,10 y 17, sin
embargo, ésta desaparece en el dia 24 posterior a la inyeccion. Mientras que en el raton que fue
inyectado con el plasmido reportero PB-CAG- ffLuc, todavia es posible observar sefial
bioluminiscente inclusive en los dias 29 y 33, aunque ésta fue mas débil, a juzgar por la escala
que se muestra en el lado derecho de cada imagen (Figura 7). Es posible que con este plasmido
detectamos sefial al dia 33, debido a que la fusion de la proteina Venus con la Luciferasa permite
una mayor intensidad en la luminiscencia (Hara-Miyauchi et al, 2012) permitiendo su deteccion,

aunque el nimero de células que internalizaron el plasmido pudiera ser reducido.

Cuando probamos el plasmido PB-CAG-Luc2mCherry en combinacion con el plasmido pCAG-
HyPBase en una relacion 1:50 encontramos sefial en los dias 3, 10 y 17, sin embargo, esta
desaparece al dia 24 posterior a la inyeccion (Figura 6b). El hecho de que la senal
bioluminiscente desaparezca con la misma cinética observada en el raton al que no se le inyectd
el plasmido pCAG-HyPBase (Figura 6a), sugiere que la cantidad de transposasa utilizada no
fue suficiente para permitir la integracion del transposon reportero en el genoma de las células
hepaticas. Con el fin de examinar si el plasmido reportero se habia integrado en las células

hepaticas por accion de la transposasa, sacrificamos al raton al dia 41 después de la inyeccion y
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evaluamos la bioluminiscencia del higado disecado, no encontrando sefial en este 6rgano

(Figura 6¢).

Figura 6. Determinacion de la bioluminiscencia de la enzima luciferasa para estimar la
integracién de los transposones reporteros en las células hepaticas en ratones vivos.
Sobreposicion de imagenes de reflectancia y bioluminiscencia en ratones inyectados con 10 pg
de plasmido PB-CAG-Luc2mCherry (a) o con 9.8 pg de PB-CAG-Luc2mCherry + 0.2 pg de
pCAG HyPBase (1:50) (b) obtenidas a lo largo del tiempo. En ambos casos la seial
bioluminiscente desaparece del higado al dia 24 después de la inyeccion. A los 41 dias se extrajo
el higado del ratén inyectado en b, éste se observo en el equipo In-vivo Xtreme, sin detectar

sefal bioluminiscente (c).
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Figura 7. Determinacion de la bioluminiscencia de la enzima luciferasa para estimar la
integracion de los transposones reporteros en las células hepéticas en ratones vivos.
Sobreposicion de imagenes de reflectancia y bioluminiscencia de un ratén inyectado con 10 pg
de transposon PB-CAG-ffLuc. La sefial de bioluminiscencia fue determinada los dias que se

indican en la parte superior de la figura, siendo detectada hasta el dia 33 después de la inyeccion.

Debido a que no hubo integracion del transposén PB-CAG-Luc2mCherry en las células
hepéticas en presencia del pldsmido pCAG-HyPBase (1:50), decidimos aumentar la cantidad
del plasmido que contiene a la transposasa, considerando en esta ocasion una relacion 1:10 de
plasmido pCAG-HyPBase, en relacion con los transposones PB-CAG-ffLuc y PB-E6/E7, con

el fin de permitir la integracion de los transposones a las células hepéticas.

Con la expectativa de que la relacion 1:10 seria suficiente para transponer los transposones,
decidimos al dia 17 después de inyectar, comenzar a administrar doxiciclina (D9891, SIGMA)
(0.5mg/ml) en el agua de beber, para probar el efecto de la induccion de los oncogenes E6/E7
en la proliferacion de las células hepaticas en el raton vivo. La Figura 8 muestra que si hubo
una extension de los dias en que se detectd la sefial bioluminiscente comparando con las
imagenes observadas en la Figura 7. Sin embargo, pese a la administracion de doxiciclina, la
sefal bioluminiscente disminuye a lo largo del tiempo, desapareciendo al dia 66, lo que sugiere
que la transposasa sigue siendo insuficiente para que se dé la transposicion, o bien que la dosis
de doxiciclina es insuficiente para promover la expresion de los transgenes E6/E7 tal que
permitan la expansion de las células hepaticas que incorporaron los pldsmidos reporteros, en el
supuesto de que las células que integraron el transposon reportero, también integraron el

transposon PB-E6/E7.
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Figura 8. Determinacion de la bioluminiscencia de la enzima luciferasa para estimar la
integracion de los transposones reporteros en las células hepéticas en ratones Vvivos.
Sobreposicion de imagenes de reflectancia y bioluminiscencia de un raton inyectado con los
siguientes plasmidos, PB-CAG-ffLuc (1.8 ng) PB-E6/E7 (7.2 ng) y pCAG-HyPBase (1pg), este
ultimo plasmido en relacion 1:10 al que ademas se le administr6 doxiciclina (dox, 0.5mg/ml en
el agua de beber) a partir del dia 17 después de la inyeccion. La sefal bioluminiscente

desaparece del higado al dia 66 después de la inyeccion.

Al no observar el mantenimiento de la sefial bioluminiscente por periodos prolongados de
tiempo, decidimos aumentar alin mas la cantidad del plasmido que contiene la transposasa,
quedando la relacion 1:2 con respecto al transposon reportero PB-CAG-Luc2mCherry. Ademas,

inyectamos una mayor cantidad de plasmido total.

Inyectamos un total de 15 pg de plasmido, siendo 5 pg del plasmido pCAG-HyPBase y 10 pg
de PB-CAG-Luc2mCherry. Contrario a lo esperado, en la Figura 9 se puede ver que al dia 10
después de la inyeccion la sefial en la region subdiafragmatica disminuye notablemente

comparada con el dia 3, mientras que para el dia 17 ya no es percibida.
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Figura 9. Determinacion de la bioluminiscencia de la enzima luciferasa para estimar la
integracién de los transposones reporteros en las células hepaticas en ratones vivos.
Sobreposicion de imagenes de reflectancia y bioluminiscencia de ratones inyectados con 15 pug
de plasmido (10 ug de PB-CAG-Luc2mCherry + 5 ng de pCAG-HyPBase) relacion (1:2)
obtenidas a lo largo del tiempo. La sefial bioluminiscente desaparece del higado al dia 17

después de la inyeccion.

La pérdida de sefial en un tiempo tan corto pudo deberse a la genotoxicidad que puede generar
la expresion persistente de la transposasa, pudiendo ser letal para las células que internalizaron
varias copias del plasmido o bien, a que la cantidad de plasmido total es demasiada. Con el fin
de evitar este ultimo posible efecto, redujimos la dosis de DNA total, inyectando 10 pg,
conservando la relacion 1:2 de transposasa con respecto al plasmido reportero PB-CAG-

Luc2mCherry.

En la Figura 10 se observan fotografias de dos ratones inyectados con 10 pg totales de plasmido
(3.3 pg de pCAG-HyPBase y 6.7 ug de PB-CAG-Luc2mCherry), se puede ver que en ambos
casos en el dia 3 después de la inyeccion se observa la sefial bioluminiscente en la zona
subdiafragmatica. En el primer raton (Figura 10a) la actividad de la luciferasa es mas alta en el
dia 10 versus el dia 3 y a partir del dia 17 se observa una disminucion gradual permaneciendo

detectable hasta el dia 66 después de la inyeccidn, aunque para el dia 73 ya no es percibida.

Mientras que para el segundo raton (Figura 10b) la senal solamente es percibida hasta el dia
24. La diferencia en la permanencia de la sefial bioluminiscente en ambos ratones puede deberse

a varias razones, en principio variaciones al momento de realizar la inyeccion hidrodindmica.
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La observacion de un ratén que mantiene la sefial hasta 66 dias nos lleva a pensar que 10 pg de
plasmido total y una relacioén de transposasa 1:2 con respecto al transposon reportero, permite

la integracion de los transposones en las células hepaticas in vivo.

Figura 10. Determinacion de la bioluminiscencia de la enzima luciferasa para estimar la
integracién de los transposones reporteros en las células hepaticas en ratones vivos.
Sobreposicion de imagenes de reflectancia y bioluminiscencia de ratones inyectados con 10 pg
de plasmido (6.7 pg de PB-CAG-Luc2mCherry + 3.3 pg de pCAG-HyPBase, relacion [1:2])
obtenidas a lo largo del tiempo. En (a) la sefial se mantiene hasta el dia 66 después de la

inyeccion, mientras que en (b) la sefial s6lo se percibe hasta el dia 24.

Una vez observado lo anterior, probamos disminuir la cantidad de pldsmido inyectado hasta 1
ng, esperando que fuera posible detectar la sefial bioluminiscente debida a la actividad de la
luciferasa, ademas de reducir la posible toxicidad que la expresion persistente de la transposasa

pudiera generar.

En la Figura 11 se muestran fotografias de dos ratones inyectados con 0.33 pg de pCAG-
HyPBase y 0.67 pg de PB-CAG-Luc2mCherry. En los dos, se puede ver desde el dia 3 una sefial
bioluminiscente en la zona subdiafragmatica que presenta una intensidad similar a la encontrada

cuando se inyectan 15 o 10 pg de plasmido total. En el primer raton mostrado (Figura 11a) la
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sefal es detectada hasta el dia 66 después de la inyeccion. En una repeticion de este experimento
(Figura 11b) la sefal dejo de ser percibida en el dia 38 después de la inyeccion. Con estos
resultados mostramos que 1 pg de plasmido inyectado en una relacion 1:2, puede ser suficiente
para mantener actividad de luciferasa in vivo, y la integracion de los transposones en células
hepaticas. Si bien al reducir la cantidad de plasmido total no se alarga el tiempo que la sefial
permanece activa, si podria evitarse que las células integren un gran nimero de copias del

transposoOn en su genoma, mismas que podrian llegar a ser toxicas para las células hepaticas.

Figura 11. Determinacion de la bioluminiscencia de la enzima luciferasa para estimar la
integracién de los transposones reporteros en las células hepaticas en ratones vivos.
Sobreposicion de imagenes de reflectancia y bioluminiscencia de ratones inyectados con 1 pg
de plasmido (0.67 pg de PB-CAG-Luc2mCherry + 0.33 ug de pPCAG-HyPBase, relacion
(1:2)) En (a) la senal se observa hasta el dia 66 post-inyeccion, mientras que en (b) solo se

detecta hasta el dia 31.
8.4. Estandarizacion de un protocolo para cultivar células hepaticas

Con el fin de obtener células hepaticas de raton con capacidad proliferativa, ademas de ser
metabolicamente funcionales, se estandarizo la obtencion de éstas, asi también se exploraron

las condiciones de cultivo mas apropiadas.
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En la Tabla 1 se muestra un resumen de los casos en los que se logré obtener un cultivo de

hepatocitos que fueron previamente transfectados.

Tabla 1. Cultivos de células hepaticas transfectadas

* Casos descritos con mayor detalle en el texto

Caso Plasmidos Relacion de| Se observo |Duracion| No. de Razon por la
) - i -~ | que se detuvo
transfectados  |transposasa |proliferacion| (dias) |pasajes :
el cultivo
PB-E6/E7, .
X PB-CAG.- Al rea}lzar pase
1 1:50 No 10 1 las células no
Luc2mCherry, sobrevivieron
Viv
pCAG-HyPBase
PB-E6/E7, Las células
) PB-CAG- 1:10 No . 0 presentaban’una
Luc2mCherry, morfologia
pCAG-HyPBase alargada
PB-E6/E7, Las células se
PB-CAG- 1 1
3 CAG 110 No 5 0 congelaron y a
Luc2mCherry, resembrar no
pCAG-HyPBase sobrevivieron
Las células
PB-E6/E7, presentaban una
* PB-CAG- fologi
4 CAG 1:10 Si 47 4 foriologla
Luc2mCherry, alargada, con
pCAG-HyPBase citoplasma
extenso
No se observo
PB-E6/E7, proliferacion y
5 PB-CAG- 110 No 5 0 las ce,lulas
Luc2mCherry, tenian
pCAG-HyPBase morfologia
alargada

A continuacion se describen con mayor detalle el caso 1 y 4. Para el caso 1, las células hepaticas

se obtuvieron de un raton previamente inyectado con 11.76 ug de PB-E6/E7, 2.94 pg de PB-

CAG-Luc2mCherry y 0.3 pg de pPCAG-HyPBase, con una relacion de transposasa 1:50. Fueron

sembradas 2x10° células por pozo en placas de 12 pozos y 24 horas después se les aiadio

doxiciclina a diferentes concentraciones (15ng/ml, 75ng/ml, 150ng/ml y 1.5 pg/ml de medio)
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con la finalidad de definir la concentracion requerida para activar la transcripcion de los
oncogenes E6 y E7, y que permitiera a las células sobrevivir y proliferar. En la Figura 12a se
muestran fotografias en campo claro de las células expuestas a las diferentes concentraciones
de doxiciclina al dia 5 de estar en cultivo, mientras la Figura 12¢ muestra imagenes del dia 10.
La Figura 12b y d corresponden a imagenes tomadas en epifluorescencia en el dia 5 y 10
respectivamente tratadas con 15ng/ml de doxiciclina, en estas imagenes se observan células que
expresan las proteinas reporteras de los dos transposones transfectados (mCherry y Venus), es
decir, que una misma célula puede internalizar més de un transposén cuando es transfectada. En
el dia 15 se realiz6 un pase dividiendo a la mitad la poblacion de cada pozo, a lo cual las células
no sobrevivieron, probablemente debido a que no integraron el transposéon PB-E6/E7 en su
genoma de forma estable, o bien las dosis de doxiciclina utilizadas no fueron 6ptimas para

expresar a los transgenes.

Figura 12. Imagenes de células hepéticas obtenidas de un raton inyectado con 11.76pg de
PB-E6/E7, 2.94ug del plasmido reportero PB-CAG-Luc2mCherry y 0.3 ug pCAG-
HypBase. Micrografias de campo claro de células hepaticas cultivadas a los 5 (a) o 10 (c) dias
de haber sido sembradas y tratadas con diferentes dosis de doxiciclina. Expresion de la proteina
mCherry y Venus en células hepaticas expuestas a 15 ng/ml de doxiciclina durante 5 (b) o 10

(d) dias. Barra de escala 50 um
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En el caso 4, se obtuvieron células hepaticas de un raton inyectado con 10.8ug de PB-E6/E7,
2.7 ng de PB-CAG-Luc2mCherry y 1.5 pg de pCAG-HyperBase que fueron sembradas, del
total de pozos sembrados a la mitad de ellos se les administrd 1.5 pg/ml doxiciclina a las 6, 24
y 30 horas después de haber sido sembradas (Figura 13a). Las fotografias tomadas 30 horas
posteriores al sembrado y 6 horas después de la administracion de doxiciclina muestran que las
células tienen una morfologia definida; ademas, a este tiempo se corroboré mediante la emision
de las proteinas fluorescentes mCherry y Venus la presencia de células transfectadas con los dos
transposones PB-E6/E7 y PB-CAG-Luc2mCherry (Figura 13b). Del campo observado en la
Figura 13a el 12% de las células presento sefial de Venus (Figura 13b, centro), un 15% de las
células presentd sefial de mCherry (Figura 13b, lado izquierdo) y de estas células un 67%

presentd ambas sefiales (Figura 13b, lado derecho).

Figura 13. Imégenes de células hepaticas obtenidas de un raton inyectado con 10.8ug de
PB-E6/E7, 2.7 ug de PB-CAG-Luc2mCherry y 1.5 pg de pCAG HyperBase. Imagenes de
campo claro a las 30 horas de haber sido sembradas, sin doxiciclina o expuestas a doxiciclina
1.5 pg/ml de medio luego de 6, 24 y 30 horas de sembradas (a). Expresion de mCherry y Venus
en c¢lulas hepaticas expuestas a 1.5 ug/ml de doxiciclina desde 24 horas en cultivo (b). 12% de
las células presentaron sefial de Venus, 15% presentaron mCherry y el 67% presentdé ambas

sefiales, es decir, internaliz6 ambos plasmidos. Barra de escala 100 pm
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Las células a las que se les adiciond doxiciclina a las 6 y 24 horas de haberlas sembrado
proliferaron hasta llegar a confluencia, pudiendo realizar cuatro pases consecutivos. Mientras
que las células a las que se administro a las 30 horas después de ser sembradas no mostraron
capacidad proliferativa, ademas perdieron la morfologia inicial, por lo que no se realizaron pases

de éstas.

Un mes después de tener en cultivo las células tratadas con 1.5 pg/ml de doxiciclina (adicionada
a las 6 o 24 horas), conservaron su morfologia (campo claro), asi como la expresion de las
proteinas reporteras mCherry y Venus (epifluorescencia) sugiriendo que el transposén PB-
E6/E7 y PB-CAG-Luc2mCherry se integraron al genoma de las células (Figura 14a). Para
probar si la proliferacion era causada por la transcripcion de los genes E6 y E7, a una porcion
de las células se les retiro la doxiciclina, pudiendo observar que las células perdieron la
morfologia inicial 4 dias después de haber retirado la doxiciclina (Figura 14b). Lo que permite
suponer que la proliferacion de las células era debida a la accion ejercida por los oncogenes

E6/E7.

Figura 14. Imégenes de células hepaticas expuestas o no a doxiciclina en cultivo. Imagenes
de campo claro y epifluorescencia de células de un mes de cultivo, luego de adicionarles 1.5 pg
de doxiciclina por mililitro de medio a las 6 y 24 horas de haber sido sembradas (a). Imagenes

de campo claro y epifluorescencia de células a los 4 dias después de que se les retiro la
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doxiciclina (b). Las células a las que se les retiro la doxiciclina dejaron de proliferar. Barra de

escala para campo claro 50um; barra de escala para epifluorescencia 100 um.

Aunque las células expuestas a doxiciclina llegaban a confluencia, cada que el medio se
reemplazaba por medio fresco se encontraba una gran cantidad de células con forma redondeada
flotando en el medio, aparentemente muertas. Creimos que la mortalidad se debia a la
sobreexpresion de los oncogenes E6 y E7, por lo que se decidié administrar concentraciones
mas bajas de doxiciclina, dividiendo la poblacion en cinco grupos con las siguientes
concentraciones: Ong/ml, 15ng/ml, 75ng/ml, 150ng/ml y 1.5pug/ml, esperando que las células
con concentraciones mas bajas siguieran proliferando y la mortalidad disminuyera. No obstante,
a los 47 dias en cultivo las células de todos los grupos mencionados perdieron la morfologia
inicial y dejaron de proliferar (Figura 15a). A pesar de conservar la expresion de las proteinas

fluorescentes mCherry y Venus (Figura 15b).

Figura 15. Imagenes de células hepaticas expuestas o no a diferentes dosis de doxiciclina
en cultivo. Imagenes de campo claro (a) o epifluorescencia (mCherry y Venus) (b) de células
expuestas o no a 15, 75, 150 ng/ml o 1.5 pg/ml de doxiciclina por mililitro de medio luego de
47 dias de haber sido sembradas. Todas las células tratadas o no con doxiciclina dejaron de

proliferar. Barra de escala 50 um
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8.5.  Aislamiento y cultivo de ductos biliares

Debido a que los casos ya mencionados de cultivos de hepatocitos no nos permitieron obtener
una poblacion de células con caracteristicas semejantes a los hepatocitos primarios y con
capacidad proliferativa, decidimos modificar el blanco, buscando ahora obtener células ductales,
ya que se ha probado su capacidad proliferativa y de diferenciar a hepatocitos o colangiocitos

in vitro (Huch et al, 2015).

Ademas, probamos distintas condiciones de cultivo, recubrimos las cajas con colagena tipo 1 o
adicionamos nuevos componentes en el medio (dexametasona 10uM, insulina-transferrina-
selenito de sodio 1X), con la finalidad de generar un ambiente mas propicio para la proliferacion

de estas células.

En la Tabla 2 se muestra un resumen de los casos en los que se logr6 obtener un cultivo mediante

la metodologia para aislar células ductales.

No. | Duracion | Se observo No. de Condiciones de Razon por la
caso proliferacion pasajes cultivo gue se detuvo
el cultivo
1 38 dias Si 3 Recubierto con Dejaron de
coldgena-medio proliferar y
normal presentaron
Recubierto con una morfologia
*inicamente colagena-medio alargada.
células modificado
mantenidas en Sin recubrir-medio
medio normal
modificado Sin recubrir-medio
modificado
2 20 dias No 1 Recubierto con Las células no
coldgena-medio llegaron a
normal confluencia y
Recubierto con cerca del dia
colagena-medio 20 su
modificado morfologia era
alargada.
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En el primer ensayo no logramos enriquecer el cultivo de ductos biliares, ya que el tejido no
pudo digerirse completamente, sin embargo, se sembro la suspension de células que se obtuvo
al final del procedimiento. En la Figura 16 se pueden observar células a los 2, 6 y 10 dias de
cultivo, bajo cuatro condiciones distintas: cajas recubiertas con coldgena en medio normal o
modificado (modificaciones mencionadas anteriormente), o bien en cajas sin recubrimiento con
medio normal o modificado. En todas las condiciones se observa un aumento considerable en
el numero de células, respecto a los cultivos de células hepaticas transfectadas anteriormente.
Ademas, en el dia 10 cuando las células llegaron a confluencia, estas conservaron una

morfologia redondeada con bordes definidos.

Recubierto con coldgena Sin coladgena
Normal Modificado Normal Modificado

2 dias

6 dias

10 dics

Figura 16. Imagenes de células hepéticas obtenidas mediante un protocolo para
aislamiento de ductos biliares. Imagenes de campo claro de células hepaticas tomadas a los 2,
6y 10 dias después de haber sido sembradas, bajo cuatro condiciones distintas: cajas recubiertas
con colagena en medio normal o modificado y cajas sin recubrir con medio normal o
modificado. A los 10 dias en cultivo, las células llegaron a confluencia en las cuatro condiciones
sefialadas, conservando una morfologia definida y redondeada. Barra de escala: 2 y 6 dias en

cultivo 50um, 10 dias en cultivo 100pum.
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Se hizo un pase de estas células, esperando permanecieran viables, y observamos que 6 dias
después de hacer el pase, las células crecidas en cajas recubiertas con colagena en medio normal
o crecidas en cajas sin recubrir en medio modificado mantuvieron una morfologia similar a la
observada inicialmente, es decir morfologia redondeada y bordes definidos (Figura 17). Las
dos condiciones restantes: recubierto con coldgena en medio modificado y sin coldgena con
medio normal, se perdieron, ya que, al hacer un cambio de medio, los pozos correspondientes a

¢éstas se dejaron sin medio por error.

Recubierto con coldgena/medio normal Sin coldgena/medio modificado

Menor amplificacién Mayor amplificacién Menor amplificacién Mayor amplificacién

Figura 17. Imagenes de células hepaticas obtenidas mediante un protocolo para obtener
ductos biliares en el pase 1. Imagenes de campo claro de células hepaticas tomadas 6 dias
después de hacer un pase, crecidas en cajas recubiertas con colagena en medio normal o en cajas
sin recubrir con medio modificado. Para cada condiciéon se muestra una imagen con menor
amplificacion (Barra de escala: 100pum) y otra con mayor amplificacion (Barra de escala 50 pm)
del mismo campo. Las células tuvieron la capacidad de llegar a confluencia y conservar una

morfologia definida en las dos condiciones de cultivo en las que se mantuvieron.

A los 14 dias cuando las cé¢lulas llegaron a confluencia, una vez mas se hizo un pase para tratar
de recuperar las cuatro condiciones iniciales: cajas recubiertas con coldgena con medio normal
o con medio modificado y cajas sin recubrir con medio normal o modificado. En la Figura 18
se muestran imagenes tomadas en campo claro (lado izquierdo) y contraste de fases (lado
derecho) 10 dias después de hacer el segundo pase, podemos ver que las células mantenidas en
el medio modificado presentan morfologia mas definida, sin importar si crecieron en cajas
recubiertas o no con coldgena, mientras las células mantenidas en medio normal ya perdieron la

morfologia inicial, mostrando una apariencia alargada.
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Menor magnificacién Mayor magnificacién

Normal

Recubierto con coldgena

Modificado

Sin coldgena
Normal

Modificado

Figura 18. Imagenes de células hepéticas obtenidas
mediante un protocolo para obtener ductos biliares en
el pase 2. Imagenes de campo claro (lado izquierdo) y
contraste de fases (lado derecho) de células hepaticas
tomadas 10 dias después de hacer el segundo pase, crecidas
en cajas recubiertas con colagena en medio normal o
modificado y en cajas sin recubrir en medio normal o
modificado. Para cada condicion se muestra una imagen
con menor amplificacion y otra con mayor amplificacion
dentro del mismo campo. Barra de escala para imagenes
con menor amplificacion: 100 um. Barra de escala para

imagenes con mayor amplificacion: 50 pm.

Las células mantenidas en
medio modificado en cajas con
o sin coldgena, llegan a
confluencia, por lo que se
realiz6 al dia 14 después de
hacer el segundo pase, hicimos
un ultimo pase, esperando
conservaran la  capacidad
proliferativa, sin embargo, las
células no proliferaron y
perdieron la  morfologia,
deteniendo el cultivo en el pase

3 (datos no mostrados).

En el caso de las células
mantenidas en medio normal,
no se realizd el pase ya que
como puede verse en la Figura
18 las células no llegaron a
confluencia y presentaron una

morfologia alargada.

A pesar de que este cultivo se
detuvo en el pase 3, puede
destacarse que aun siendo
células provenientes de un
ratobn al que no se modifico
genéticamente  tuvo  una
duracion similar a un cultivo de

hepatocitos transfectados con

E6/E7 hecho anteriormente. Lo que nos lleva a pensar que el enriquecimiento del cultivo con

ductos biliares nos permitira acceder a células que atin conservan capacidad proliferativa, y si
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transfectamos esta poblacion con los oncogenes E6/E7 posiblemente podriamos extender el
tiempo que estas células pueden proliferar in vitro, pero para probar esto, primero debe

estandarizarse el cultivo enriquecido en ductos biliares.

En un segundo ensayo, logramos obtener un cultivo méas homogéneo, ya que se aislaron
manualmente los ductos biliares, se sembraron las estructuras completas en dos condiciones
diferentes: con medio normal y medio modificado, ya que no se logr6 obtener una cantidad alta
de ductos biliares, se decidi6 sembrar solamente en cajas recubiertas con coldgena pues como

observamos antes, las células sembradas en esta condicion conservan una morfologia mas

definida.

A pesar de haber sido sembrados a una densidad muy baja (~50/3.8cm?) se logrd establecer un
cultivo. En la Figura 19a se muestran imagenes de los cultivos a 10 dias de ser sembrados, se
muestran zonas del pozo en donde las células se encuentran agrupadas. Se puede ver que, las
estructuras tubulares que se sembraron inicialmente se disociaron y formaron una monocapa.
Tanto en el medio normal como en el modificado, las células muestran una morfologia
redondeada con un ntcleo relativamente grande, estas poblaciones celulares se podian observar

en ciertas zonas de la caja sin llegar a cubrir toda el area.

Después de 20 dias en cultivo las células presentaron una morfologia mas alargada y no llegaron

a confluencia, por lo que este cultivo no se continué (Figura 19b).

Con estos resultados, podemos proponer que las células ductales pueden mantenerse en cultivo
en monocapa, sin embargo, dado que no observamos proliferacion, creemos que esto se debe a
la baja densidad a la que se sembraron, evitando que las células emitieran sefiales que

promovieran la supervivencia y proliferacion.
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Figura 19. Imégenes de células hepéticas obtenidas de ductos biliares. Imagenes de
contraste de fases de células hepaticas a los 10 dias (a) y 20 dias (b) de haber sido sembradas en
medio normal o en medio modificado. Los ductos biliares de disociaron y formaron una
monocapa, dichas células conservan una forma redondeada y con bordes definidos incluso hasta
los 20 dias, sin embargo, no llegan a confluencia a este tiempo. Barra de escala: 50 pm.
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IX. DISCUSION

El entendimiento del funcionamiento del higado, asi como la contribucion de su mal
funcionamiento al desarrollo de enfermedades se ve limitado por la poca disponibilidad de
fuentes donadoras de células, asi como la dificultad de mantenimiento de éstas en cultivo, por
ello el desarrollo de una linea celular de raton que pueda proliferar y ademas generar células
diferenciadas que lleven a cabo las funciones normales de un hepatocito parece ser una estrategia

adecuada para sortear estas dificultades.

En el presente trabajo se buscO estandarizar la transfeccion por medio de inyeccion
hidrodinamica, la cantidad de DNA, asi como la proporcidn de enzima transposasa para obtener
una expresion regulada de los oncogenes E6/E7. Por otro lado, se probaron el método de
aislamiento y las condiciones de cultivo que sostuvieran la proliferacion de las células hepaticas.
Logrando obtener resultados que podrian facilitar el posterior desarrollo de una linea celular con

las caracteristicas ya mencionadas.
9.1. Porcentaje de transfeccion y co-transfeccion

Para el andlisis del porcentaje de células transfectadas y la localizacion de éstas en el tejido
hepatico, se inyectd un ratdn con 10ug totales de DNA, los cuales correspondian a 2 pg de PB-
CAG-Luc2mCherry y 8 pg de PB-E6/E7. El porcentaje de células que expreso las proteinas
reporteras en los diferentes 16bulos del higado fue de 12-25% para mCherry, mientras que para
Venus fue de 11-31%. De acuerdo con la relacion que se inyectd de los plasmidos, podria
esperarse ver un porcentaje mayor de células con la sefial de Venus, ya que el plasmido PB-
E6/E7 se encontraba en mayor proporcion. En algunas de las muestras analizadas, este patron si
correspondid; sin embargo, en otros casos se observd que la proporcion de células que
expresaron mCherry era mayor a las que expresaban Venus. La razén por la que se obtuvieron
estos datos pudo deberse a que en el plasmido PB-E6/E7, la expresion de Venus es dirigida por
el promotor PGK. En un estudio realizado con ratones se vio que al transfectar el higado con un
plasmido en el que la expresion del transgén es dirigida por PGK, se da una expresion muy baja
comparada con la observada cuando promotores como hCMV y CAG dirigen la expresion
(Nguyen et al, 2008); por otro lado, la deteccion de la proteina Venus pudo ser ineficiente, ya

que el filtro con el que se observaron las muestras, permite la deteccion de proteinas verde
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fluorescente (Alexa 488, excitacion 493nm- emision 418 nm) por lo que células con una baja

expresion de Venus pudieron no ser detectadas.

A pesar de obtener porcentajes diferentes a los esperados, puede destacarse que con el protocolo
que se siguid de inyeccion hidrodindmica para transfectar el higado se puede transfectar hasta
un 31% de los hepatocitos, estos resultados son similares a los ya reportados en donde cerca del
40% de los hepatocitos en determinadas areas del higado captan moléculas de DNA (Sebestyén
etal., 2006; Liu et al., 1999). Ademas, el porcentaje de co-transfeccion con dos plasmidos puede
alcanzar un 89%, porcentaje similar al observado por Sebestyén y colaboradores (2006), quienes
reportan que 24 h después de co-transfectar con DNA linear de 200 pb marcado con un
fluoroforo y un vector de expresion de la proteina fluorescente amarilla potenciada (EYFP, por
sus siglas en inglés) el 91% de las células observadas muestran la presencia de ambos acidos
nucleicos. Este alto porcentaje sugiere que al realizar la inyeccion las células se vuelven
competentes y pueden internalizar con mayor facilidad fragmentos grandes de DNA, como

plasmidos.
9.2. Duracioén de las células transfectadas in vivo

Los experimentos realizados para determinar la cantidad de DNA y la proporcion de transposasa
necesaria para que se dé la integracion de los plasmidos de interés en las células hepaticas in
VIVO nos permitieron observar sefial bioluminiscente hasta 66 dias después de realizar la
inyeccion hidrodindmica, esto fue observado en casos de inyeccion de 10 pgy 1 pg de pldsmido
total, con una proporcion de transposasa de 1:2 con respecto al plasmido reportero. A pesar de
que previamente Saridey y colaboradores (2009) reportaron un caso en el que la expresion
inducible de luciferasa se mantuvo hasta 127 dias después de la inyeccion, se puede sugerir que
las condiciones establecidas en nuestro estudio también permiten la integracion de los
transposones inyectados, pues en el trabajo mencionado se muestra el seguimiento de la

expresion en otros ratones donde la expresion no se sostiene mas alla de los 60 dias.

La variacién en el tiempo que se puede mantener la expresion de genes transfectados puede
deberse al principio en que se basa esta estrategia de transferencia génica, en donde una buena
eficiencia de distribucion se obtiene al realizar la inyeccion de un volumen equivalente al 8-

10% del peso del animal en un tiempo entre 5-7s (Suda et al., 2015).
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Suda y cols. (2007) compararon los cambios estructurales en el higado al realizar la inyeccion
hidrodindmica en un tiempo de 5 s y de 60 s, notando en ambos casos que existe una expansion
del higado, pero para el caso de la inyeccion lenta se observa un menor aumento del volumen.
Con respecto a la presion intravascular observaron que posterior a la inyeccion hidrodinamica
realizada en 5 s y 60 s se presenta un aumento de la presion en la vena cava inferior, siendo
también menos notorio este aumento cuando la inyeccion se hace en un tiempo mas largo. Estas
diferencias mencionadas pueden estar relacionadas con la eficiencia de transfeccion, pues si al
hacer la inyeccion en un mayor tiempo el volumen de solucion con DNA que llega al higado es
menor, se esperaria que un menor numero de células internalice moléculas de DNA. Esto
coincide con lo observado por Liu y cols. (1999), al realizar experimentos en donde variaron el
volumen total de solucion con DNA la expresion del gen reportero luciferasa incrementd

conforme el volumen de solucién con DNA fue mayor.

Por otro lado, la manera en que reacciona cada organismo al ser inyectado puede ser diferente,
pudiéndose generar una reaccion inmune a causa de la inyeccion y de la presencia de DNA ajeno
a la célula, esta reaccion puede ser influenciada por numerosos factores tales como la naturaleza
del producto que se transfiere, el vector, la célula blanco, el microambiente local, asi como el

fondo genético e inmunolégico del hospedero (Han et al., 2008).

En los cortes analizados en este trabajo no se observa inflamacion notoria, sin embargo, no
descartamos la posibilidad de que existiera tal, pues Wu y cols. (2015) examinaron los cambios
que se generan al realizar la transferencia hidrodindmica de genes y aunque no observaron dafio
histologico obvio en el tejido, se encontrd un incrementd en los porcentajes de infiltracion
c€lulas del sistema inmune tanto en el higado como en el bazo, ademas de la activacién de
células T y NK durante los primeros cuatro dias después de la transferencia hidrodinamica de
genes. También, se incrementaron los niveles en suero de citocinas como IFN-y e interleucina-
6 después de la transferencia. Igualmente, se han identificado epitopes de células T para algunos
genes reporteros, como la proteina verde fluorescente potenciada (EGFP, por sus siglas en
inglés) (Han et al., 2008) y Luc2 (Limberis et al., 2009). Esta evidencia sugiere que en algunos
ratones pudo haberse generado una reaccion inmune ante la inyeccion o la expresion de los
genes reporteros como Luc2, causando la muerte de células que internalizaron los transposones.

Para determinar si esto sucedi6 tendrian que realizarse ensayos posteriores en donde se analice
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la infiltracion de células T y NK, asi como la expresion de citocinas tanto en ratones inyectados

como no inyectados.

Adicionalmente, debe considerarse el vehiculo que se usa para distribuir los acidos nucleicos.
En este estudio se utilizd solucidn salina 0.9% empleada para este procedimiento, pero en el
estudio de Saridey y colaboradores (2009) se utilizé la solucién Transit-QR, cuyos fabricantes
destacan tiene una menor toxicidad comparada con la solucion salina, y que para casos en donde
se espera el mantenimiento de la expresion, el uso de una solucién que disminuya el efecto de

la inyeccion podria permitir la supervivencia de las células que reciben la solucion.

También debe considerarse la posibilidad de que en las células que internalizaron e integraron
los transposones haya ocurrido un silenciamiento de los transgenes, esto debido al sitio
cromosomico en el que éstos se insertaron, aunque se ha reportado que los transposones
PiggyBac tienden a insertarse en regiones cercanas a sitios de inicio de la transcripcion (Wilson
et al., 2007) es posible que el uso de elementos regulatorios pueda mantener la expresion estable
de transgenes por un mayor tiempo. Un tipo de elemento regulatorios en CiS que es cominmente
usado en la estabilizacion de transgenes son los insulators, Mossine y cols. (2013) reportaron
que el uso transposones PiggyBac que contienen al menos una secuencia del insulator cHS4 (del
inglés chicken hypersensitive site-4) permiten una expresion mas alta de los transgenes de
interés, asi como una expresion estable por hasta 4 meses; cabe que destacar que los
transposones utilizados en este trabajo no cuentan con ningln elemento de este tipo por lo que
podria ser de utilidad evaluar la expresion de transgenes in vivo con el uso de insulators, desde
otro punto vista podria considerarse también el uso de herramientas que nos permitan insertar
las secuencias de los oncogenes asi como de genes reporteros en sitios cromosomicos que se

encuentren transcripcionalmente activos en células de higado.

Retomando la cantidad de DNA necesaria para que se dé una transfeccion adecuada,
previamente se ha descrito que la transfeccion con 10 pg de pldsmido via inyeccion
hidrodinamica permiten una expresion sustancial de los genes evaluados (Zhang et al., 1999).
Por otra parte, el nivel de luciferasa aparentemente alcanzd una saturacién aproximadamente a
los 5 pg de plasmido por ratdn, pues a pesar de la adicion de hasta 25 pg de plasmido, no se
observo un incremento significativo en el nivel de proteinas en 6rganos como el higado, el

pulmon, el corazdn y el bazo (Liu et al., 1999). Por lo anterior, podria suponerse que incluso 1
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ng de plasmido permite una eficiencia de transfeccion buena, pues si se compara la intensidad
de la bioluminiscencia observada en las figuras 10 y 11 es muy similar, aunado a esto, como ya
se habia mencionado anteriormente, la inyeccion con estas cantidades de DNA y con la
proporcion de luciferasa 1:2 permiten un mantenimiento de la sefial por un tiempo mas
prolongado. Usar esta cantidad de plasmido total puede ser ventajoso en cuanto a que se usaria
menor cantidad de plasmido por evento, y se reduciria considerablemente la cantidad de
plasmido Hyper (que codifica la proteina transposasa) transfectado, esto es importante porque
al usar un sistema con transposones se busca que la transposasa sea suministrada
transitoriamente con la finalidad de prevenir la removilizacion de los elementos transponibles
ya integrados en el genoma de las células blanco, o la posible integracion de la misma secuencia
que codifica para la enzima generando la expresion persistente de ésta, lo cual puede estar
asociado con genotoxicidad (Huang et al., 2010; Galla et al., 2011). No obstante, es necesario
realizar mas estudios, tanto in vivo como in vitro para determinar si esta cantidad de DNA y

proporcion de transposasa realmente permiten integracion de los transposones de interés.

9.3. Cultivo de células hepaticas
Con relacion al cultivo celular, ya que las células hepaticas en condiciones normales tienen una
capacidad proliferativa disminuida (Celton-Morizur et al., 2010), los casos mencionados en la
Tabla 1 corresponden a cultivos de células de higado de ratones que fueron previamente
transfectados con los oncogenes E6/E7 esperando con éstos identificar las condiciones
necesarias para sostener la proliferacion de células hepaticas. El caso 4 es destacable pues se
pudo mantener 47 dias durante los cuales se realizaron 4 pases, en este tiempo las células
mantuvieron la expresion de las proteinas fluorescentes mCherry y Venus, lo cual nos dice que
portaban los transposones PB-E6/E7 y PB-CAG-Luc2mCherry. Ademas, ya que al medio se le
adicion6 doxiciclina, se esperaria que también los oncogenes E6/E7 se expresaran cuando las
células se mantuvieron en esta condicion. La expresion tanto de las proteinas fluorescentes como
de los oncogenes E6/E7 por un tiempo tan prolongado sugiere también que los transposones se
integraron en el genoma de la célula, pues normalmente el periodo de expresion de genes
transfectados transitoriamente oscila entre 24 y 72 horas, sin embargo, dependiendo de la
construccion usada los transgenes pueden ser detectados hasta 7 dias después de la transfeccion

(Recillas-Targa, 2006).
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La explicacion que le damos a la duracion de este cultivo y la aparente proliferacion es que la
expresion de los oncogenes E6/E7 permitio a los hepatocitos entrar en ciclo celular, debido a
que las proteinas E6 y E7 inhiben proteinas celulares como p53 y Rb, respectivamente (Sano et
al., 2016). Esto se sustenta en el hecho de que al retirar la doxiciclina (Figura 14b) y por lo
tanto detener la expresion de E6 y E7, las células no lograron llegar a confluencia y adquirieron
una morfologia alargada. Por lo tanto, podria decirse que las células fueron inmortalizadas. No
obstante, como se menciond en los resultados, la presencia de células aparentemente muertas en
el medio probablemente fue debida a que la expresion de E6 y E7 era tan alta que pudo resultar

toxica.

Levy y cols. (2015) mencionan que la sobreexpresion de E6 y E7 libera a los hepatocitos del
arresto celular sin llevar a la inmortalizacion, sin embargo, las células son alteradas rapidamente
perdiendo la expresion de marcadores de hepatocitos como CYP450 y su funcidon conforme el
cultivo progresa, y su proliferacion es descontrolada por lo que es conveniente expresar de
manera controlada a E6 y E7. Tomando en cuenta esto, se dividieron las células para tener
poblaciones con distintas concentraciones de doxiciclina, de manera que, si la sobreexpresion
de los oncogenes E6/E7 resultaba toxica para las células, la reduccion en la concentracion de
doxiciclina llevaria también a una menor induccion de la expresion de los oncogenes y a la
supervivencia de las células. No pudimos comprobar que esto realmente pasaba en nuestro
cultivo debido a que las células dejaron de dividirse y perdieron su morfologia probablemente
debido a la baja densidad fueron sembradas. Ademas, como ya se habia discutido anteriormente,
existe la posibilidad de que la cantidad de DNA con la que se transfecto, llevo a la integracion
de un alto nimero de transposones en el genoma de la c€lula, que permitiera una alta expresion
de los oncogenes; o a una actividad constante de la transposasa que pudo haber tenido efectos
genotoxicos en la célula. Estudios posteriores podran establecer si algo de lo anterior ocurrio,
para asi realizar ensayos controlando las concentraciones de doxiciclina desde el inicio del
cultivo o ajustando la cantidad de DNA y/o de transposasa, permitiéndonos obtener una

expresion finamente regulada de los oncogenes E6 y E7.

Por otra parte, en la figura 13a se muestran hepatocitos en cultivo a los cuales se les afiadio
doxiciclina a una concentracion de 1.5 pg/ml después de 6, 24 o 30 horas de haber sido

sembrados, esto con la finalidad de determinar el tiempo en el que la expresion de los genes E6
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y E7 puede promover la proliferacion de los hepatocitos. Como se menciond, las células a las
que se les anadid doxiciclina a las 6 y 24 horas pudieron posteriormente mantenerse en cultivo
debido a su aparente capacidad proliferativa, mientras que las células a las que se les afiadio a

las 30 horas no llegaron a confluencia y perdieron su morfologia inicial.

Durante el proceso de perfusion de colagenasa para el aislamiento de hepatocitos, los niveles de
RNA mensajero de proto-oncogenes como C-Jun y c-Fos se incrementan, sugiriendo que la
disociacion enzimatica del higado dispara la transicion de la fase GO/G1 en el ciclo celular
(Loyer et al., 1996; Etienne et al.,1988). Asi como el incremento de otros proto-oncogenes como
JunB, JunD, c-Myc, p53 y c-Ki-ras cuando los hepatocitos son sembrados, sefiala que éstos
pueden avanzar hasta la fase G1 tardia (Loyer et al., 1996). La progresion hacia la fase G1/S del
ciclo celular solo puede darse después de la estimulacion con los factores de crecimiento
apropiados que permitan superar el punto de restriccion de la fase G1 tardia dependiente de
mitogenos, el cual es regulado por el supresor de tumores Rb (Loyer et al, 1996; Corlu et al.,
2012; Ramboer et al. 2014). Por esta razén, la estimulacion de la expresion de E6 y E7 con
doxiciclina preferentemente tendria que hacerse al tiempo en que los hepatocitos son sembrados,
pues de esta manera se puede superar el punto de restriccion de la fase G1 tardia. Probablemente
las células a las que se les dio el estimulo a las 30 horas regresaron a un estado de quiescencia

y por ello no pudo verse el efecto de los oncogenes.
9.4. Aislamiento de células ductales y condiciones de cultivo

El sistema biliar es una red compleja de ductos interconectados compuesto de ductos biliares
intrahepaticos, ductulos biliares, ductos interlobulares, ductos septales y segméntales, asi como
ductos biliares extrahepaticos. Existe la hipotesis de que en el higado el area periportal es un
sitio probable de localizacion de células troncales, capaz de originar tanto hepatocitos como

colangiocitos (Furuyama et al., 2011; Cardinale et al., 2012; Miyajima et al., 2014).

Los colangiocitos son las células epiteliales que recubren a los ductos biliares, se han
caracterizado dos poblaciones diferentes: los colangiocitos grandes y pequefios; se cree que los
colangiocitos pequeios estan comprometidos a progenitores biliares, éstos son células diploides
con una morfologia cliibica y una proporcion nucleo-citoplasma alta (Cardinale et al., 2012).

Las células cercanas al area periportal, con caracteristicas como las que los colangiocitos
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pequefios presentan, son de interés cuando se busca obtener una poblacion de células hepaticas
con capacidad proliferativa y que bajo ciertos estimulos puedan generar hepatocitos. Como se
menciond anteriormente, los hepatocitos son células altamente especializadas que sufren un
proceso de poliploidizacion, el cual esta relacionado con una disminucién proliferativa (Celton-

Morizur et al., 2010).

Basandonos en el protocolo de Broutier y cols. (2016,) buscamos estandarizar el aislamiento de
ductos biliares de higado de raton, con la finalidad de realizar cultivos en monocapa de células
ductales. Durante el proceso de aislamiento se presentaron dificultades con las disociacion del
tejido por lo que inicialmente no se logro enriquecer el cultivo con ductos biliares (Figura 16).
No obstante, se sembro la suspension de células que se obtuvo después del proceso de
aislamiento e inesperadamente se observo proliferacion de dichas células, aunque no hicimos
pruebas para identificar marcadores celulares que nos permitieran saber qué tipo de células
obtuvimos, este experimento nos permitidé saber que el protocolo de aislamiento de ductos
biliares permite acceder a poblaciones celulares que mediante el proceso para aislar hepatocitos
se pierden, esto puede deberse a la filtracion que se hace al disociar el tejido después de la
digestion con colagenasa, asi como a la centrifugacion en gradiente de densidad que se hace

posteriormente.

En un segundo caso de aislamiento, se logr6é enriquecer manualmente el cultivo con ductos
biliares (figura 19). Se sembraron aproximadamente 50 ductos en 3.8 cm?, siendo una densidad
baja comparada con la recomendada en Broutier y cols. (2016) y logramos observar que los
ductos biliares se disociaron y formaron monocapas, sin embargo, no se observo proliferacion
y después de 20 dias se detuvo el cultivo pues las células mostraron una morfologia mas

alargada.

Para comprobar la capacidad proliferativa de las células que rodean a los ductos biliares, es
necesario optimizar el procedimiento de aislamiento de manera que pueda aislarse una mayor
cantidad de ductos. Por otra parte, el protocolo de Broutier y cols. (2016) esta adaptado para el
establecimiento de organoides en cultivo, en éste se sugiere que para una mejor formacion de
los organoides, los ductos biliares deben sembrarse integros, de lo contrario se recomienda
sembrar las células en presencia de factores de crecimiento especificos, pero para el caso de

cultivos en monocapa la disociacion de los ductos podria darnos un mejor resultado, pues como
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se menciono al sembrarlos completos se observo la disociacion de éstos y la aparicion de parches
de células distantes entre si. La obtencion de una suspension celular nos permitiria sembrar de
manera uniforme, esto es importante porque la densidad celular tiene un efecto considerable en
la supervivencia, crecimiento y funcion de las células en cultivo; un nimero minimo de células
por placa es requerido para el acondicionamiento del medio, lo cual ocurre debido a la
acumulacion de intermediarios metabdlicos, moléculas desintoxicantes, y factores enddgenos

que estimulan el crecimiento y desarrollo (Honegger, 1999).

Adicionalmente, si deseamos aislar una poblacion de células hepaticas con capacidad de
proliferar, el medio seleccionado debe soportar tanto la supervivencia como la proliferacion
celular. Un medio de cultivo tipico contiene una mezcla de aminoécidos, vitaminas, sales
inorgénicas, glucosa y suero como fuente de factores de crecimiento. También, las células
animales a diferencia de las células bacterianas crecen generalmente unidas a una superficie
solida, debido a la importancia que tienen las proteinas de superficie, que las células usan para
unirse a otras células y a componentes de la matriz extracelular, tales como colagena, laminina
o fibronectina y por ello en algunos cultivos, la superficie de crecimiento es recubierta con
alguna proteina de matriz extracelular (Lodish et al., 2016). Para el caso de hepatocitos, se han
descrito como factores de crecimiento criticos el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, por
sus siglas en inglés), el factor de crecimiento epidérmico (EGF, por sus siglas en inglés, el factor

de crecimiento transformante alfa (TGFa), entre otros (Ramboer et al., 2014).

De acuerdo con lo anterior, nosotros buscamos optimizar las condiciones de cultivo de manera
que pudiéramos conservar durante un periodo largo células hepaticas capaces de proliferar. Se
hicieron modificaciones al medio de cultivo utilizado normalmente para cultivos primarios de
hepatocitos (William’s E sin glutamina suplementado con BSA 0.02%, D-galactosa 1g/L,
Prolina 150mg/10ml, piruvato de sodio 100mM, HEPES 1M, glutamina 200mM, GPS 1X, FBS
10%), el cual es llamado medio modificado en el escrito, a este medio se le suplementd con
BSA 0.02%, HEPES 1M, glutamina 200mM, GPS 1X y FBS 10% de acuerdo al medio de
referencia, pero ademds se adicion6 dexametasona 10uM e insulina-transferrina-selenito de
sodio 1X, estos dos componentes fueron adicionados pues son comunes en protocolos para
mantenimiento de hepatocitos inmortalizados (Tsoruga et al., 2008; Levy et al., 2015) o células

troncales hepaticas (Tanaka et al., 2012). También se recubri6 con coldgena tipo I el fondo de
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las placas donde se sembraron las células. En las figuras 16-19 se puede observar la morfologia
de las células en medio modificado y cajas recubiertas con colagena, en general puede decirse
que observamos que las células en estas condiciones llegaron a confluencia en un menor tiempo
que las células con medio normal y cajas sin recubrir, y en cuanto a la morfologia de las células
se puede ver una morfologia més redondeada y tamafo reducido, esto sugiere que las
modificaciones en las condiciones de cultivo permiten conservar de mejor manera los cultivos,
es necesario hacer ensayos posteriores una vez que el aislamiento se haya optimizado para
comprobar que las condiciones son apropiadas, y de no ser asi probar si la adicién de factores

de crecimiento (como HGF y/o EGF) mantiene a las células en un mejor estado.

Poder acceder a las poblaciones progenitoras dentro del higado adulto tiene gran relevancia pues
estas células tienen la capacidad intrinseca de auto-renovacion y de diferenciar a los tipos
celulares presentes en los tejidos adultos manteniendo su integridad genética y compromiso a
su tejido de origen (Huch et al., 2015). Una vez estandarizado el protocolo de aislamiento y las
condiciones de cultivo podria intentarse la transfeccion de los oncogenes E6 y E7 a estas células
con la finalidad de inmortalizarlas y asi obtener una fuente de células progenitoras de
hepatocitos. El procedimiento de transfeccion deberia reconsiderarse pues con la inyeccion
hidrodindmica como se vio, las células blanco son las que se encuentran cercanas a la vena
central de cada lobulillo hepéatico, una region distante de las poblaciones progenitoras que
rodean a los ductos biliares. Finalmente, después obtener células progenitoras y poder
mantenerlas en cultivo deberan identificarse las condiciones adecuadas para que se puedan
obtener hepatocitos diferenciados. Los genes y vias moleculares que regulan el desarrollo
embrionario del higado incluyen las vias de FGF, HGF, Wnt, BMP, RA y TGFJ} que promueven
la proliferacion, migracion y supervivencia de las células (Broutier et al., 2016), por lo que la
adicion de ciertos factores relacionados a estas vias podria promover la diferenciacion hepatica,
en protocolos de diferenciacion de células es comun la adicion de FGF y BMP al medio de
cultivo (Ishikawa et al., 2012) por lo que podria considerarse el uso de tales factores; ademas,
en caso de que se decida transfectar a las células con el transposon PB-E6/E7 para que se permita
la diferenciacion celular se tendria que dejar de inhibir la expresion de los oncogenes para evitar
que las células sigan proliferando. Y una vez llevado a cabo un protocolo de diferenciacion se
tendria que evaluar la expresion de marcadores de hepatocitos maduros y las actividades

caracteristicas de estas células, en especifico la actividad de catalasa y del peroxisoma.
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X. CONCLUSIONES

Logramos transfectar mediante inyeccion hidrodinamica de la vena lateral de la cola los
oncogenes E6 y E7 de HPV tipo 16 y se logr6 cuantificar la proporcion aproximada de células
que introducen los pldsmidos inyectados. Se encontrd que alrededor de un 31% de hepatocitos
puede ser transfectado después de la inyeccion, y hasta un 89% de las células pueden introducir
al menos dos plasmidos a la vez. También se observo que las regiones cercanas a la vena central

en el lobulillo hepatico contienen una mayor proporcion de células transfectadas.

La transfeccion con 1 pg de plasmido total (plasmido reportero + plasmido con transposasa)
permitid monitorear la presencia de los plasmidos por 66 dias, sugiriendo que una menor
cantidad de DNA permite también la transfeccion del higado y posiblemente también la

integracion de los transposones en el genoma de las células hepaticas.

Igualmente observamos que al transfectar con una proporcion 1:2 (plasmido reportero: pldsmido
con transposasa) es posible monitorear los plasmidos por un periodo més largo, sugiriendo que
el aumento de la proporcion de pldsmido con transposasa favorece la integracion de los

transposones.

En cuanto a la obtencion de hepatocitos inmortalizados, en este estudio pudimos observar que
la transfeccion con los oncogenes E6 y E7, si promueve la proliferacion de los hepatocitos, sin

embargo, no logré mantenerse una poblacion de hepatocitos hasta obtener una linea celular
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Xl. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos y presentados en esta tesis se tienen diferentes perspectivas

de trabajo.

En primer lugar, con las observaciones sobre la cantidad de DNA y proporcion de plasmido con
transposasa, podrian realizarse mas ensayos de transfeccion para estudiar si menores cantidades
de DNA total y mayores proporciones de transposasa permiten la integracion del transposén con

E6 y E7 en el genoma de las células hepaticas.

Una vez realizada la transfeccion mediante inyeccion hidrodinamica de la vena lateral de la cola
podria inducirse la expresion de los oncogenes in vivo, administrando doxiciclina al raton antes
de obtener células para cultivo in vitro lo cual podria permitir que las células que integraron los

oncogenes proliferen y asi tener una proporcion mayor de éstas al aislarlas para su cultivo.

Por otra parte, las células progenitoras hepaticas una vez aisladas podrian transfectarse in vitro
con los plasmidos de interés (PB-E6/E7 y plasmido Hyper) pudiendo obtener eficiencias
mayores de transfeccion y con ello mayor probabilidad de obtener células hepaticas

inmortalizadas.

Con el fin de permitir la expresion estable de los oncogenes E6/E7 en las células hepaticas se
podria considerar el uso de herramientas de edicion de genoma que permitan la insercion de
estos genes en una region del genoma que se encuentre transcripcionalmente activa, debido a
que el potencial de crecimiento de las células hepaticas es limitado, se buscaria utilizar
herramientas de edicion que funcionen mas eficientemente en células que no se encuentran en
division, como la estrategia HITI (del inglés homology-independent targeted integration)
recientemente descrita la cual es de gran interés pues aprovecha el sistema CRISPR/Cas9 para
promover la insercion de secuencias de interés mediante una via de reparacidén que se encuentra

activa en todo tipo de células (la via de union de extremos no homologos) (Suzuki et al., 2017).

Una vez propagadas las células progenitoras se buscaria permitir su diferenciacion a hepatocitos
maduros y probar su funciones metaboélicas, en especifico evaluar la presencia de peroxisomas

y la actividad de enzima catalasa.
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XI1.ANEXO

Anexo 1. Soluciones utilizadas en este trabajo

Solucion salina 0.9%

Para 100 ml

e NaCl 09¢g
Aforar a 100 ml con agua destilada
Esterilizar y filtrar con filtro de 0.22um

Gelatina 0.7%

Para 100 ml
e Gelatina de piel de porcino 0.7¢g
Calentar para disolver

Aforar a 100 ml con agua destilada

PBS1XpH 7.4

Para 1L (g/L)
e NaCl 8
e KCI 0.2
e Na;HPOq4 1.44
e KH2POq4 0.24

Aforar a 1L con agua destilada

HBSS 1X

Para 1L (g/L)
e KCI 0.4
e KH>PO4 0.06
e NaHCO; 0.35
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NaCl 8
Na,HPO4 0.046
D-Glucosa 0.5

Solucion de colagenasa 0.1%

Para 100ml
e HEPES IMpH 74 Iml
e Colagenasa tipo 1 2.7x10* U 0.1g

Aforar a 100 ml con medio William’s E sin glutamina

Filtrar con filtro 0.45um

Medio de adhesion

Para 100ml

e HEPES IM pH 7.4 1.8ml
e BSA 0.02% 20mg
e D-galactosa 1g/L 100mg
e Prolina 150mg/10ml 200ul
¢ Glutamina 200mM Iml

e GPS1X Iml

e Suero fetal bovino 10% 10ml

Aforar a 150ml con medio William’s E sin glutamina.

Medio modificado

Para 100 ml

e BSA 0.02% 20mg
e HEPES IM 1.8ml
e Glutamina 200mM Iml

e GPS1X Iml
e Suero fetal bovino 10% 10ml
e Dexametasona 10uM 1001
¢ Insulina-transferrina-selenito de sodio 1X Iml
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Aforar a 100 ml con medio William’s E sin glutamina

Solucién de Percoll isoténica
Para 10 ml
e HBSS 10X
e Solucién de Percoll (GE/Healthcare

Medio de lavado

Para 100 ml
e Suero fetal bovino 1%

e GPS1%

1ml

9ml

Iml

1ml

Aforar a 100 ml con medio William’s E sin glutamina

Solucidén de digestidon

Para 10ml

e Colagenasa 1.25mg/ml
e Dispasa Il 1.25mg/ml
e DNasal0.Img/ml

Aforar a 10 ml con medio de lavado

12.5mg
12.5mg
Img
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