—

UMD NACIONAL AUTONDMA 5
(AN : Wik

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

MAESTRIA EN CIENCIAS (NEUROBIOLOGIA)

INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

IMPACTO DE LA PROLACTINA EN LA PLURIPOTENCIA DE CELULAS TRONCALES
EMBRIONARIAS MURINAS

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA:
OMAR MARTINEZ ALARCON

TUTOR PRINCIPAL:

DR. NESTOR FABIAN DIAZ MARTINEZ  INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

MIEMBROS DEL COMUTE TUTOR:
DRA. TERESA MORALES GUZMAN INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

DR. GONZALO MARTINEZ DE LA ESCALERA LORENZO INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

Ciudad Universitaria, Cd. Mx. Julio 2020



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RESUMEN

Las células troncales son poblaciones muy peculiares que se han descrito desde el desarrollo
embrionario hasta la vida adulta. Se caracterizan por su autorrenovacién (capacidad de mantenerse
en estado indiferenciado y en proliferacion), asi como su diferenciacién a por lo menos un tipo
celular especializado. Debido a esta ultima particularidad, se pueden dividir en multiples familias;
de ellas, las células pluripotentes ofrecen una valiosa plataforma para estudiar el desarrollo
temprano, ya que recapitulan in vitro a estadios celulares tanto de la mérula como del blastocito.
De esta manera, las células troncales han sido utilizadas para retar a diversas moléculas con una
posible intervencion durante el desarrollo temprano. La prolactina, por ejemplo, ha sido relacionada
con la transicion de la mdrula hacia el blastocito y postulada como una seinal clave en la diapausa
(fendmeno donde la poblacién pluripotente del embridn carece de proliferacidon). En este trabajo se
exploré si la hormona era capaz de regular la pluripotencia en células troncales embrionarias de
ratén. Como una primera aproximacién en este trabajo se demostré que dichas células, ya sea en
una identidad “naive” (similar al epiblasto en diapausa) como metaestable (representativa del
estadio de preimplantacidn), presentan el receptor de prolactina, el cual disminuye durante la
transicion entre dichos estadios. Asimismo, al tratar a dichas células con diversas concentraciones
de la prolactina, se logré mantener la presencia de los factores de transcripcién involucrados en la
pluripotencia Oct4 y Sox2 de forma similar al grupo control. De manera interesante, la hormona fue
capaz de resguardar colonias fosfatasa alcalina positivas a largo plazo, en ausencia de LIF (del inglés
Leukemia inhibitor factor). Estos datos nos sugieren una intervencién de la prolactina sobre el
circuito de pluripotencia y el mantenimiento indiferenciado de las células troncales embrionarias de
ratdn, mediante una posible sefalizacion de Stat3 (del inglés Signal transducer and activator of
transcription 3), la cual es un punto de convergencia entre las vias de LIF y la prolactina, incluyendo
sitios de reconocimiento en regiones reguladoras de Oct4.



ABSTRACT

The stem cells are a very peculiar population present since the embryonic development to
adulthood. They are characterized by their self-renewal (ability to stay undifferentiated and
proliferating) as well as their differentiation potential to at less one specialized cell type. Due to this
last characteristic, stem cells can be divided into multiple families, where the pluripotent stem cells
offer a valuable platform to the early development study since they recap cellular stages in vitro like
morula and blastocyst. Thus, stem cells have been used to challenge several molecules with possible
intervention during the early development. Prolactin in fact, has been related to the transition from
the morula to the blastocyst. Also, it has been suggested as a critical signal during the diapause (the
phenomenon in which the pluripotent population remains without proliferation). In this study, we
explored if the hormone was capable of regulating the embryonic stem cell pluripotency of mouse.
As a first approach, we demonstrate that embryonic stem cells, either in naive (like diapause) or
metastable (representative of preimplantation stages) conditions present the prolactin receptor,
which decreases during the transition between these stages. Also, prolactin treatment reveals the
capacity of this hormone to maintain the presence of transcription factors related to the
pluripotency like Oct4 and Sox2. Interestingly, prolactin was capable of maintain long-term positive
alkaline phosphatase colonies in the absence of LIF (Leukemia inhibitor factor). These data suggest
a prolactin intervention on the pluripotency circuit and the maintaining of undifferentiated mouse
embryonic stem cells, through the Stat3 (Signal transducer and activator of transcription 3)
signaling, a convergence point between LIF and prolactin pathways, including recognition sites in
Oct4-regulatory regions.
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1. INTRODUCCION

La unién del évulo con el espermatozoide acarrea una serie de eventos determinados por procesos
moleculares asociados a factores del microambiente embrionario, con lo cual, en el cigoto haploide
comienza una compleja remodelacidn de la cromatina, regulada en principio por factores maternos
almacenados en el citosol del ovocito y las blastémeras de la etapa de dos células. Sin embargo,
después de la activacién del genoma embrionario dichos factores comienzan a perder protagonismo
y son sustituidos por elementos propios del embrién, los cuales interactian creando redes
complejas para mantener su viabilidad y promover su potencial de diferenciacién que, conforme
avanza el desarrollo, se restringe en linajes especificos. De esta forma, en el cigoto hasta la etapa
de 8 células se establece un potencial totipotente (capacidad de una sola célula para crear a un
organismo vivo, debido a que puede producir todos los tipos celulares de origen embrionario,
incluyendo la linea germinal asi como tejidos extraembrionarios), para posteriormente dar lugar a
la pluripotencia (habilidad para diferenciarse a todos los tipos celulares de las tres capas
embrionarias) hallada en la modrula tardia y consecutivamente en una pequefia poblacién
denominada masa celular interna del blastocito (ICM del inglés inner cell mass), que a su vez
originara al hipoblasto y el epiblasto, el cual preservara dicho estadio hasta poco después de la
implantacién (Bedzhov, Graham, Leung, & Zernicka-Goetz, 2014; Johnson & McConnell, 2004,
Tarkowski, Suwinska, Czolowska, & Ozdzenski, 2010; Yamanaka, Ralston, Stephenson, & Rossant,
2006; Zhou & Dean, 2015).

A pesar de lo efimero y complejo del proceso de desarrollo pre- y post-implantacidén temprano, se
ha logrado comprender que la pluripotencia no es un estadio Unico en la naturaleza de los
mamiferos, sino puede ser dividida en diversas fases dependiendo del estado especifico de las
células (Avila-Gonzalez et al., 2016; Yamanaka et al., 2006; Ying & Smith, 2017). De esta forma, nacen
los conceptos de estado “naive” y “primed”, los cuales van a reflejar poblaciones sumamente
especializadas durante el desarrollo que pueden ser trasladados hacia condiciones in vitro. La
pluripotencia “naive” fue obtenida por primera vez al cultivar células de la ICM de blastocitos pre-
implantacién, mantenidas en medio suplementado con suero fetal bovino (FBS del inglés fetal
bovine serum)y LIF (factor inhibidor de leucemia del inglés leukemia inhibitor factor) sobre una capa
nodriza de fibroblastos embrionarios de ratdn inactivados (iMEFs del inglés inactivated mouse
embryonic fribloblast) (Evans & Kaufman, 1981; Martin, 1981). Con este método, las poblaciones
celulares obtenidas son propiamente denominadas células troncales embrionarias de ratén (mESC
del inglés mouse embryonic stem cells), las cuales presentan la posibilidad de inter conversion entre
los estadios pre-y pos-implantacion por lo que han sido denominadas metaestables (J. Hanna et al.,
2010; J. Hanna et al., 2009; Nichols & Smith, 2012). Sin embargo, el refinamiento de este protocolo
pionero ha llevado al establecimiento de conjuntos celulares mucho mdas homogéneos que reflejan
propiedades similares a la ICM, resultando en la obtenciéon del estadio estrictamente “naive” (Ying
et al., 2008) en contraste con la condicion “primed”, asociada con el epiblasto post-implantacién
temprano (denominadas células troncales del epiblasto) (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007).

Como se puede apreciar, la oportunidad que ofrecen las células troncales y los estadios de
pluripotencia, otorgan una plataforma para el analisis de factores moleculares importantes en el
desarrollo embrionario temprano como las hormonas, el cual es dificil de acceder en los modelos in
vivo. Particularmente, la prolactina (PRL) resulta interesante ya que ha sido asociada con mas de
300 funciones en los vertebrados, entre las cuales destacan la lactancia, la modulacién de



comportamientos parentales mediante la neurogénesis, la reproduccién, entre otras (Bole-Feysot,
Goffin, Edery, Binart, & Kelly, 1998). Dentro del cuerpo de evidencia que integra la fisiologia de la
hormona, un alto porcentaje de estudios estd enfocado en procesos en el organismo adulto,
manteniéndose ampliamente desconocido su posible papel durante el desarrollo embrionario y los
mecanismos que pueda activar en procesos evolutivos como la diapausa (estrategia reproductiva
reversible que implica el retraso del desarrollo embrionario o de la implantacion, debido a la
carencia de condiciones ambientales permisibles) (Mead, 1993; Ptak et al., 2012). De manera
interesante, Evans y Kaufman en 1981 derivaron las primeras lineas de mESC a partir de embriones
en diapausa (Evans & Kaufman, 1981). Asimismo, la PRL ha sido asociada con una mayor eficiencia
en la derivacidn de lineas de células troncales pluripotentes (l. A. Polejaeva, Reed, Bunch, Ellis, &
White, 1997) y el incremento de su migraciéon y adhesidn, caracteristicas cruciales para su
mantenimiento in vitro (Sellers, Bujko, Schneider, Kucia, & Ratajczak, 2018). Tales hallazgos, en
adicién a que la PRL ha sido sugerida como reguladora importante del desarrollo pre-implantacién
(Yohkaichiya, Fukaya, Hoshiai, & Yajima, 1988), sugiere una posible participacion de esta hormona
en la pluripotencia. Sin embargo, esta pregunta ha sido poco explorada hasta el momento vy el
responderla podria ayudar a revelar mecanismos de mantenimiento de la pluripotencia o inclusive
nuevos estadios, asi como interacciones con la maquinaria de diapausa, con lo cual se enriquecera
el conocimiento que se tiene sobre las interacciones que promueven la salida del estadio
pluripotente y conduce a las células a través de su compromiso y diferenciacién.



1.1 Células troncales

Las células troncales son tipos celulares sumamente especializados que permanecen durante la vida
de un organismo desde el desarrollo embrionario y a través de la vida adulta con un potencial de
desarrollo especifico; caracterizadas por la capacidad de autorrenovacidn y diferenciacion a por lo
menos un tipo celular especializado (Fig. 1A). Con base en esta Ultima propiedad se han agrupado
en diversas familias: a) totipotentes, b) pluripotentes, c) multipotentes, con la habilidad de originar
células de un unico linaje especifico, como las células troncales neurales y d) unipotentes, aquellas
que solo pueden producir un solo fenotipo determinado, arquetipo, las células troncales del epitelio
intestinal (Jaenisch & Young, 2008) (Fig. 2).

A B

Figura 1. Células troncales y sus aplicaciones en la biomedicina. A) representacién de las propiedades de las
células troncales: autorrenovacion y diferenciacién a por lo menos un tipo celular especializado. B) las mESC
ofrecen una plataforma para evaluar diversos procesos moleculares que ocurren en el desarrollo temprano,
edicidn genética, evaluacion de drogas entre otras. Modificado de (Shevde, 2012).

Debido a sus caracteristicas las células troncales ofrecen una alternativa como modelos biolégicos
empleados en el entendimiento (o estudio) del desarrollo embrionario y fetal, la evaluacién de
farmacos, la exploracién de perturbaciones celulares, el modelado de enfermedades, la posible
aplicacion en la medicina regenerativa y el cuestionamiento de la esencia bioldgica fundamental de
la pluripotencia (Avila-Gonzalez et al., 2016; Shevde, 2012; Ying & Smith, 2017) (Fig. 1B).

Finalmente, cabe mencionar que las células troncales no solamente se pueden aislar de los diversos
estadios durante el desarrollo sino inclusive en tejidos adultos, en donde son fundamentales para
el desarrollo adecuado del organismo y su mantenimiento homeostatico a lo largo de la vida (Garcia-
Prat, Sousa-Victor, & Munoz-Canoves, 2017).

Este proyecto se enfocd en las células troncales pluripotentes, razon por la cual se profundizard en
ellas en las siguientes secciones.

1.1.1 Génesis de la pluripotencia in vivo

El desarrollo pre-implantacion en el ratén involucra una secuencia de divisiones que genera a las
blastomeras y tiene como finalidad constituir al blastocito y su poblacidn pluripotente (Fig. 2).
Posterior a la penetracién del espermatozoide al huevo (ambos haploides), se forma una célula
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diploide (1C) denominada cigoto, estableciendo inmediatamente después los pronucleos que
mantienen factores de origen materno que regulan el desarrollo hasta la activacién del genoma
embrionario (EGA del inglés embryonic genome activation). La divisién del embridn formara células
progresivamente mas pequeiias, partiendo al cigoto en 2 células (2C), etapa en la cual la
transcripcién incrementa llegando a un pico en la activacién del genoma del zigoto (ZGA del inglés
zygotic genome activation), en donde se promueve la sustitucion de los factores maternales por
genes de origen embrionario como principales reguladores del desarrollo temprano (Bedzhov et al.,
2014; Hu et al., 2020; Shahbazi & Zernicka-Goetz, 2018; Xue et al., 2013). En los eventos posteriores
a la fertilizacién existen multiples mecanismos dindmicos que regulan el destino del cigoto y su
compromiso progresivo a linajes especificos (Bedzhov et al., 2014).

Durante este periodo, los factores maternales almacenados en la célula compensan la carencia de
transcripcién, promoviendo el establecimiento de un paisaje epigenéticamente distinto al de los
padres, esencial durante la EGA. Tal fendmeno de reprogramacion epigenética global estd
caracterizado por una desmetilacion transitoria, razén por la cual, la mayoria de las islas CpGs estan
hipometiladas hasta la ZGA (Hu et al., 2020; Yamanaka et al., 2006). Asimismo, se desencadena la
expresion de factores clave para la etapa de dos células como son: Zscan4 (del inglés zinc finger and
SCAN domain containing 4), Dux (del inglés Double Homeobox), MERVL (del inglés Murine
endogenous retrovirus-like MuERV-L) y NELFA (del inglés Negative elongation factor complex
member A), que en conjunto promueven la correcta transicién a estadios posteriores durante el
desarrollo (Hu et al., 2020). De esta forma y como se ha mencionado, el cigoto adquiere el potencial
totipotente (Fig. 2).

TOTIPOTENTE 'f PLURIPOTENTE MULTIPOTENTE

: : ~ UNIPOTENTE
Ovocito Cigoto : Blastocito l Gastrula
ey B ,
. /) —) '\\\ ; ) —bl Sy —

| ! Senales de

: f diferenciacion
! Células troncales 27 .
| g . Autorenovacion |
= embrionarias .
I (ESC) '

; Sefiales de diferenciacién
| )

Figura 2. Clasificacion de células troncales durante el desarrollo. Desde el cigoto hasta la etapa de 8 células
existe el potencial totipotente. A partir del cual restringe hacia la pluripotencia resguardada en la ICM la cual
al ser mantenida en condiciones in vitro permite el establecimiento de lineas de mESC. Continuando con el
desarrollo durante la mérula se establecen las tres capas germinales. Dando origen a células troncales con
potencial continuamente mas restringido y especializado como las células troncales multipotentesy las células
troncales unipotentes. Modificado de (Shevde, 2012).



Posteriormente, surge la pluripotencia la cual es contenida en la ICM (Fig. 2) y es regulada por
factores intrinsecos y extrinsecos, cémplices clave en el desarrollo mas alld de la implantacion
(Bedzhov et al., 2014). Dichos factores interactiian con el paisaje permisivo de la cromatina para
inducir la expresion de nuevos programas genéticos, ya sea para dirigir la transicidon desde el estadio
pluripotente hasta la especificacion de linaje o su mantenimiento en condiciones in vitro. Asimismo,
se establecen periodos de estabilidad efimeros en la cromatina que definen el programa
transcripcional de las células durante su mantenimiento, compromiso y diferenciacidn, tanto en la
ICM y posteriormente en el epiblasto pre y post implantacion (también pluripotentes) como en las
mMESC (S. H. Yang et al., 2014). No obstante, a pesar de que la ICM puede originar a todos los tejidos
de un organismo vivo, es incapaz de producir las 2 membranas extraembrionarias derivadas del
trofoectodermo y el endodermo primitivo que juegan papeles de soporte durante el desarrollo
embrionario (Baker & Pera, 2018; Nichols & Smith, 2012; Saiz & Plusa, 2013).

La ICM permanece con su potencial pluripotente y expande su poblacion hasta alcanzar un tamano
critico para continuar con el sofisticado reloj del desarrollo del embrién, el cual esta regulado por
una refinada interaccién célula-célula dependiente de su distribucion y de estimulos fisioldgicos
maternos que en conjunto daran la identidad celular. Asi como procesos clave en el desarrollo
embrionario como la implantacidn y diapausa (Baker & Pera, 2018; Ptak et al., 2012). Es importante
resaltar que dichos eventos se llevan a cabo sin la intervencién de algln organizador, de esta manera
las interacciones célula-célula y su posicionamiento tridimensional dentro del embrién produciran
microambientes especificos que culminardn en dominios polarizados y finalmente daran una
especificacion celular (Saiz & Plusa, 2013).

A partir de esta compleja red de interacciones en el dia embrionario (E) 3.5, la ICM expresa
marcadores como GATA6 (GATA binding protein 6) y Nanog (Nanog homeobox) en un patrén
denominado sal y pimienta, indicando el surgimiento de los precursores de 2 linajes celulares clave:
1) un epitelio superficial denominado endodermo primitivo (Gata6+) y 2) un remanente vestigio de
la ICM denominado epiblasto (Nanog+), el cual preserva el potencial pluripotente aun en el
blastocito tardio. Entre E4-4.5 se puede distinguir el endodermo primitivo rodeando al epiblasto
ambos linajes cubiertos por el trofoectodermo. Otros factores transcripcionales (FTs), han sido
identificados durante la especificacion de la ICM vy el epiblasto, como son: Oct4 (Octamer-Binding
Protein 4) y Sox2 (SRY-Box transcription factor 2) (Bedzhov et al., 2014; Saiz & Plusa, 2013; Shahbazi
& Zernicka-Goetz, 2018), los cuales se describiran con mayor profundidad posteriormente.

Finalmente, el blastocito de ratén se implanta en el Utero entre E4.75 y E5, iniciando con una serie
de reorganizaciones y cambios en la identidad celular. Esto conlleva a que el epiblasto se transforme
en un tejido epitelial en forma de copa que rodea a la cavidad amnidtica, mientras que el
trofoectodermo genera al ectodermo extraembrionario adyacente al epiblasto y contiene a las
células troncales del trofoblasto. Dichas células integraran a la placenta madura permitiendo la
interfaz entre el embrién y la madre para continuar con el desarrollo post-implantacién y la
diferenciacidon de la poblacién pluripotente presentes en el epiblasto en linajes cada vez mas
especializados derivados de las tres capas germinales (Shahbazi & Zernicka-Goetz, 2018).

1.1.2 Hacia la captura de la pluripotencia in vitro
De forma interesante, la esencia pluripotente desde la ICM hasta el epiblasto post-implantacion ha
podido ser capturada en condiciones in vitro (Fig. 3). Sin embargo, este logro requirié un largo



camino marcado por la evaluacién de diversas fuentes celulares, factores, condiciones de cultivo, y
mecanismos intracelulares que evitan procesos como la senescencia replicativa, para en conjunto
mantener este potencial fuera de su nicho natural (Garcia-Prat et al., 2017; Ying & Smith, 2017).
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Figura 3. Origen de las células troncales pluripotentes in vivo y su contraparte in vitro. La captura de la
pluripotencia en condiciones in vitro ha sido compleja, sin embargo, su obtencién se ha realizado a partir de
diversas fuentes durante el desarrollo embrionario y la vida adulta. Las iPSCs son derivadas a partir de la
reprogramacion de células somaticas (J. H. Hanna, Saha, & Jaenisch, 2010).

1.1.2.1 Inicio de la exploracién: Células troncales del teratocarcinoma

Su estudio comienza con la aparicion espontanea de teratomas (tumores complejos integrados por
derivados celulares de las tres capas germinales, incluyendo estructuras altamente organizadas
como dientes, dedos y cabello) en la cepa de ratones 129 (Stevens & Little, 1954). Las primeras
lineas derivadas de estos tumores fueron obtenidas en la década de los 70s, producidas por la
implantacién de un embridon temprano en los testiculos de un ratén adulto. Particularmente en el
trabajo de Evans, los tumores sdlidos fueron disgregados y cultivados sobre una capa nodriza de
fibroblastos embrionarios de ratdn hasta la obtencidn de colonias redondas multiestratificadas con
una alta capacidad proliferativa y que al ser trasplantadas in vivo mostraron su capacidad de
diferenciacion (Evans, 1972; Kahan & Ephrussi, 1970). De esta forma, se originaron las células del
carcinoma embrionario o células troncales del teratocarcinoma (TSC del inglés Teratocarcinoma
stem cells) altamente similares a las células pluripotentes encontradas en el embrién temprano (Fig.
4). Sin embargo, una de sus mayores desventajas fue que al evaluar su cariotipo después de 30
generaciones demostraron una incapacidad de mantenerlo normal debido a la presencia de células
tetraploides e incluso la observacion de 41 cromosomas (Evans, 1972; Keller, 2005).

1.1.2.2 La segunda captura parece la mejor: Células troncales embrionarias
Buscando solventar la incapacidad de retener un cariotipo normal en células del carcinoma
embrionario se buscaron otras alternativas hasta lograr derivar a las ESC.



Dichas células son derivadas del epiblasto pre-implantacién, las cuales al ser mantenidas en las
condiciones de cultivo apropiadas retienen las propiedades de diferenciacidn del tejido de origeny
pueden ser reincorporadas con éxito durante la etapa de mérula y el blastocito para continuar con
el desarrollo de un organismo (Bradley, Evans, Kaufman, & Robertson, 1984). Fueron aisladas por 2
grupos de manera independiente en 1981, en Estados Unidos por la doctora Martin y en Inglaterra
por los doctores Evans & Kaufman. En este ultimo trabajo, ratonas de la cepa 129 SvE fueron
ovariectomizadas en el E2.5, con lo cual se les indujo un proceso de diapausa hormonal,
promoviendo la sincronizacién de los embriones y un incremento en el nimero de células. Después
de 4 a 6 dias, los embriones fueron recuperados y cultivados en grupos de seis en gotas de medio
durante 4 dias. Al adherirse presentaron una estructura de tipo cilindro, la cual fue disociada con
tripsina para ser pasada en placas cubiertas con iMEF en medio suplementado con FBS (Evans &
Kaufman, 1981). Meses después se publicé el trabajo de la doctora Martin en el cual, embriones de
ratonas ICR superovuladas fueron obtenidos 76 horas después de detectar el tapdn vaginal y
mantenidos en medio suplementado con suero de manera similar al primer reporte.
Posteriormente, la ICM fue disecada por inmunocirugia (proceso que involucra la destruccion
selectiva de la capa externa del blastocito mediante anticuerpos) y cultivada sobre iMEFS en medio
condicionado de células del carcinoma embrionario (Martin, 1981). En ambos trabajos se demostré
el establecimiento de colonias con el potencial de diferenciacién a derivados de mesodermo,
endodermo y ectodermo manteniendo cariotipos normales después de mas de treinta pasajes, a las
cuales posteriormente se les denominé mESC (Evans & Kaufman, 1981; Martin, 1981).

Para que dichas células mantengan su identidad se debe de dar una serie de mecanismos asociados
con el ambiente molecular al que estan sometidas. De esta forma, la sefializacién mediante LIF fue
clave en el establecimiento de las primeras lineas, ya que eventualmente se descubrié que la capa
nodriza podia ser reemplazada por dicha citosina y el suero por Bmps (del inglés Bone
morphogenetic proteins) estableciendo un medio de cultivo genérico para poblaciones
heterogéneas de mESCs (Smith et al., 1988; Ying & Smith, 2017; Ying & Smith, 2003). Se ha descrito
un amplio cuerpo de literatura que sustenta la capacidad de LIF para mantener la autorrenovacion
de mESCs a través de por lo menos 2 vias de sefializacion paralelas: 1) la heterodimerizacion de la
citocina con 2 receptores de clase | [el receptor de baja afinidad a LIF (LIFr) y el traductor de sefiales
gp130], lo que desencadena la fosforilacion de Jak (del inglés Janus-Asociated Kinase) y la activacion
de Stat3 (del inglés Signal transducer and activator of transcription 3) que fosforilado dimeriza y
transloca al nucleo, donde actia como factor de trascripcidon culminando en la regulacion de una
constelacion de genes asociados con pluripotencia y desarrollo temprano incluidos KIf4 (del inglés
Kruppel like factor 4), Tfcp2ll (del inglés Transcription factor CP2 like 1) y Gbx2 (del inglés
Gastrulation Brain Homeobox 2) y 2) a través del mismo complejo de receptores, se activa la via de
PI3K/Akt (Phosphoinositide-3-kinase/Protein kinase B), la cual se transloca al nucleo y activa a Thx3
(T-Box transcription factor 3) que interactia directamente con Nanog, regulando al circuito de
pluripotencia (Martello, Bertone, & Smith, 2013; Niwa, Burdon, Chambers, & Smith, 1998; Niwa,
Ogawa, Shimosato, & Adachi, 2009; Onishi & Zandstra, 2015). No obstante, también se ha reportado
que LIF no es esencial para la pluripotencia in vivo, Unicamente durante la diapausa facultativa
(Nichols, Chambers, Taga, & Smith, 2001; Stewart et al., 1992).

Por otra parte, Bmp4 ha sido asociada con la inhibicion de la sefializacién auto inducible de
Fgf4/Erk1/2 (del inglés Fibroblast growth factor 4/ Extracellular signal-regulated kinase 1/2) y



p38Mapk (del inglés p38 mitogen-activated protein kinase) ambas implicadas en inducir la
diferenciacidn y por lo tanto su supresion mantiene la autorrenovacion de meSC (Ying et al., 2008).
En conjunto, estos trabajos muestran el sinergismo existente entre Bmp4 y LIF para mantener la
pluripotencia de las mESC tanto in vitro como en su contraparte in vivo durante la formacion de
teratomas y su diferenciacidn a derivados de las tres capas germinales, a través de un delicado
balance de la actividad de Mapk y Stat3 (Niwa et al., 1998; Qi et al., 2004; Ying & Smith, 2003).

Con tan variadas condiciones de senalizacién, se han descrito diversas naturalezas de las mESC,
particularmente la seializacion mediante LIF y Bmp4 o el suero establecen un nicho que permite la
auto-renovacion y la inhibicion de proteinas pro-diferenciacion, manteniendo asi a las células en un
estadio metaestable, identidad heterogénea y fluctuante causada por la diferenciacion
autoinducible de Fgf4 a través de ERK, lo cual promueve la presencia de marcadores de
diferenciacidon de linajes tempranos y la expresion fluctuante de FTs como Oct4, Nanog y Sox2
(Chambers et al., 2007; Dietrich & Hiiragi, 2007; Hayashi, de Sousa Lopes, Tang, Lao, & Surani, 2008;
Singh, Hamazaki, Hankowski, & Terada, 2007; Toyooka, Shimosato, Murakami, Takahashi, & Niwa,
2008; Ying et al., 2008). En esta condicion se ha reportado que las mESC exhiben un grado de
similitud con 3 poblaciones del embrién temprano: la ICM del blastocito, las células del epiblasto
post-implantacién y las células germinales primordiales (Chambers et al., 2003; Chambers & Smith,
2004).

A pesar de esta heterogeneidad poblacional, las mESCs pueden ser descritas como colonias con
bordes definidos, creciendo en forma de domo integradas por células estrechamente compactadas
con un citoplasma pequeiio en relacién con su ntcleo. A nivel morfolégico pareceria sencillo
caracterizar a las mESCs. Sin embargo, esta descripcidn es insuficiente para corroborar su identidad.
Por ello es necesario, conocer ampliamente la compleja red de elementos moleculares integrada
por FTs, regiones gendmicas reguladoras de la transcripcion, modificacidn de histonas, proteinas de
membrana, moléculas de RNA no codificante, entre otros elementos que seran abordados
posteriormente y que en conjunto orquestaran el establecimiento de las mESCs (Jaenisch & Young,
2008; Ng & Surani, 2011). De esta forma, la identificacion de dichas moléculas y su dinamica
permiten la caracterizacion de poblaciones de células pluripotentes mas alld de su morfologia
estableciendo marcadores moleculares, mecanismos genéticos y epigenéticos clave en la regulacién
de la maquinaria activada durante el estadio pluripotente (Hayashi et al., 2008; Konishi, Nakano, &
Yamaguchi, 2018; Scadden, 2006; P. Yang et al., 2019).

1.1.2.2.1 mESC y su importancia, incluso cautivas conservan su naturaleza

La capacidad de las mESC de diferenciarse a derivados de las tres capas germinales ofrece una
valiosa herramienta como modelo de estudio de eventos clave durante el desarrollo como la
formacién de estructuras tan especializadas y complejas como la gastrula o incluso la corteza
cerebral. Con lo cual, constituyen una poderosa herramienta capaz de recapitular funciones de un
sistema a nivel molecular, celular, tisular, érganos e incluso a nivel de organismo completo.
Asimismo, permiten aumentar la accesibilidad de observacidn y registro de imagenes, manipulacion
de variables, nimero de muestras disponibles e incluso la disminucién de problemas éticos con el
manejo de muestras o tejidos de origen humano, ventajas en comparacidon con los modelos
animales (Beccari et al., 2018; Harrison, Sozen, Christodoulou, Kyprianou, & Zernicka-Goetz, 2017;
Warmflash, 2017).



Mientras que los modelos mas primitivos explotan las caracteristicas intrinsecas de las células
ofreciendo ciertas ventajas como son: la evaluacion de estadios del desarrollo que son recapitulados
in vitro por una Unica poblacién celular en condiciones de monocapa o 2D, vgr, ICM y epiblasto pre-
implantacién, estos carecen de interacciones entre diferentes poblaciones celulares, lo cual limita
la sefializacién célula-célula y célula-matriz extracelular. Asimismo, tienden a diferenciarse si no se
mantienen las condiciones adecuadas de cultivo. Motivo por el cual, se han desarrollado modelos
3D, capaces de recrear procesos como el establecimiento de las dos poblaciones extraembrionarias
y el epiblasto en el blastocito o la subdivisién del epiblasto en las tres capas germinales durante la
gastrulacion (Yin et al., 2016). De forma interesante, se ha demostrado que agregados
tridimensionales (denominados gastruloides) tienen la habilidad de organizar todas las capas
germinales embrionarias, simulando estructuras polarizadas relacionadas con el blastocito, debido
a la recapitulacién de la organizacién axial y su especificacion multilinaje, los cuales han revelado
los mecanismos que sustentan dicho proceso, como la sefalizacion de Brachyury (T Brachyury
transcription factor) a través de la interaccion de Wnt/B-catenina y nodal (Nodal growth
differentiation factor) independientemente de la presencia de tejidos extraembrionarios (Turner et
al.,, 2017; van den Brink et al., 2014). Sin embargo, los gastruloides no recapitulaban todas las
caracteristicas de un embridn debido principalmente a la ausencia de tejidos extraembrionarios.
Con esta limitante se buscd desarrollar modelos mas fieles a lo observado in vivo, para ello
Magdalena Zernicka-Goetz y su grupo generaron un protocolo para la obtencién de estructuras
sintéticas que asemejen al embridn basadas en el cultivo de mESCy células troncales del trofoblasto
en una matriz de matrigel (matriz extracelular extraida del sarcoma de ratdn, rica en laminina,
colageno entre otras). La autoorganizacion de estas estructuras tridimensionales establecié una
arquitectura muy similar a la del blastocito con ambas poblaciones celulares organizadas y con la
capacidad de promover procesos morfogénicos similares a lo descrito en la etapa del egg cylinder
durante laimplantacidny la progresiva especificacion de las capas germinales (Harrison et al., 2017).
Este modelo fue refinado por el mismo grupo al co-cultivar mESC, células troncales del trofoblasto
y células del endodermo extraembrionario, resultando en estructuras estrechamente similares al
embrién de ratén, las cuales contenian los compartimientos embrionarios y extraembrionarios,
inclusive describieron el establecimiento de eje anteroposterior y la reproduccién de eventos
morfogenéticos claves antes y durante la gastrulacién como la transicidn epitelio-mesénquimay la
especificacién de linajes como el mesodermo y el endodermo primitivo (Sozen et al., 2018). No
obstante, cabe destacar que el uso de cada modelo ya sea en cuanto al cultivo celular en monocapa
o de sistemas 3D es alternativo a los modelos in vivo, ya que hasta el momento ningun arquetipo
simula todas las caracteristicas del embridn in vivo, pero si permiten la evaluacion de caracteristicas
y procesos de particular importancia en el desarrollo temprano de una manera aislada y con mayor
control de las variables.

Finalmente, debido a su compleja e interesante naturaleza, las mESC han servido como plataforma
en otros campos de investigacion. La desestabilizacién de su credencial molecular ha permitido
explorar la trayectoria de la salida del estado pluripotente, asi como su diferenciacién intrinseca. La
posibilidad de manipular estos procesos para dirigir o simular poblaciones de especial interés en
biologia del desarrollo y su posible aplicacion en medicina regenerativa ha sido ampliamente
investigada durante los ultimos afios (Shevde, 2012; Ying & Smith, 2003; Ying et al., 2008). Asimismo,
gracias a caracteristicas esenciales como su estabilidad genética, su potencial manipulacion in vitro
y la capacidad de incorporarse in vivo al desarrollo de un organismo completo incluida la linea



germinal sin la formacién de tumores ofrecen un vector celular para la generacién de animales
transgénicos, iniciando con ello la era de la manipulacién del genoma del ratén (Bradley et al., 1984;
Capecchi, 2005).

1.1.2.3 La exploracién continua hacia la linea germinal

Como fruto de los esfuerzos para descubrir nuevos métodos de cultivo y sefiales esenciales para el
mantenimiento de células pluripotentes, surgid la derivacién de lineas a partir de células germinales,
denominadas células germinales embrionarias (EGC del inglés embrionic germ cell). Su historia
comienza cuando Matsui y colaboradores demostraron el papel fundamental de LIF para promover
la sobrevivencia y proliferacion de cultivos primarios de células germinales primordiales (Matsui et
al., 1991). Subsiguiente, junto con la adicidn del factor de crecimiento fibroblastico basico (Fgf2 del
inglés Fibroblast Growth Factor) promovieron el establecimiento de colonias de células
morfolégicamente similares a las de las mESCs a partir de células germinales obtenidas del dia E8.5,
al ser cultivadas sobre una capa nodriza de fibroblastos embrionarios de ratén. A pesar de su
capacidad de diferenciacién en condiciones in vitro hacia derivados de las tres capas germinales e
in vivo mediante la formacion de teratomas, los resultados obtenidos demostraron una escasa
capacidad para contribuir a la formacion de quimeras, lo cual fue atribuido a variabilidad de la
impronta gendmica de los embriones empleados en su derivacién, la inactivacién del cromosoma X
e incluso la probabilidad de generar anormalidades cromosdmicas durante el cultivo (Matsui, Zsebo,
& Hogan, 1992).

1.1.2.4 Nuevas rutas para encontrar a la pluripotencia: iPSC

Posteriormente en el afio 2006 Takahashi y Yamanaka rompieron paradigmas al establecer la
primera linea de células troncales pluripotentes inducidas (iPSC del inglés induced pluripotent stem
cells), trabajo que les haria ganar el premio Nobel de Medicina y Fisiologia en el 2012. Para introducir
a estas interesantes células habra que mencionar que en 1998 Thomson y colaboradores derivaron
la primera linea de ESC humanas sin embargo, las dificultades éticas referentes a la destruccién de
embriones humanos para su obtencion y el rechazo de tejidos después de su posible trasplante
incentivd a buscar maneras de derivar células troncales pluripotentes directamente de las células
somaticas de cada paciente (Shevde, 2012; Thomson et al., 1998). A partir de esta idea, diversos
grupos de investigacién evaluaron la posibilidad de revertir la identidad de células somaticas a
células pluripotentes utilizando como modelo al ratéon (Shevde, 2012). Particularmente, Yamanaka
y su colaborador evaluaron genes que forzaran a MEF hacia un fenotipo pluripotente. Para ello,
probaron 24 candidatos con funciones claves en el mantenimiento e identidad de células troncales
pluripotentes, utilizando un sistema de deteccidon basado en la resistencia a G418 (antibidtico
ampliamente utilizado como medio de seleccién genética). Posteriormente, evaluaron a cada gen
de manera individual mediante su introduccién a la célula somdtica por retrovirus. De forma
interesante, demostraron que ninguno de los candidatos generd colonias pluripotentes por si solo.
No obstante, la transfeccién de los 24 genes dio lugar a colonias resistentes con morfologia y
propiedades similares a lo observado en las mESCs, como la activacidn de los genes Fbx15 (del inglés
F-box protein 15) y Nanog, contrastando con la inactivacién del promotor de Oct4. Posteriormente,
realizando distintas combinaciones, al quitar de forma individual cada uno de los FT del cultivo y
observar el efecto de su ausencia, obtuvieron un set de 10 genes para finalmente concluir que se
podian genera iPSC solo con Oct4, KIf4, Sox2 y c-Myc (del inglés myelocytomatosis oncogene). Las
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colonias obtenidas presentaron una identidad genética similar a las mESC, con potencial de
diferenciacidn in vivo e in vitro a derivados de las tres capas germinales a través de ensayos de
formacidén de cuerpos embrionarios, teratomas y quimeras (Takahashi & Yamanaka, 2006).

1.1.2.5 Mas alla del limite, pluripotencia post-implantacién

Poco después, en el 2007, dos grupos de manera simultdnea e independiente demostraron la
obtencion de células troncales pluripotentes a partir del epiblasto tardio de embriones post-
implantacién, al cultivar epiblastos pregastrulacion (5.75 dias post coito) en medio suplementado
con activina y Fgf2 sobre una capa nodriza de iMEF. Reportaron la aparicion de colonias epiteliales
integradas por células compactas con un nucleo grande con relacion al citoplasma y positivas a
marcadores de pluripotencia como Oct4, Nanog y SSEA1 (del inglés stage specific embryonic antigen
1), las cuales fueron denominadas células troncales del epiblasto (EpiSCs del inglés epiblast stem
cells). Sin embargo, exhiben caracteristicas que las diferencian de las mESCs como una escasa
resistencia a la disociacién a célula Unica, no pueden ser mantenidas en condiciones de suero y LIF
siendo estrictamente dependientes de la sefializacion de activina/Nodal y la adicién de Fgf2 mejora
la calidad de los cultivos obtenidos a través del reforzamiento de la sefializacién de activina. A nivel
transcripcional, los genes asociados con ICM como Rex1 (del inglés reduced expression protein 1,
revisar Zfp42), Pecam1l (del inglés platelet endotelial cell adhesion molecule), Tbx3 o Gbx2 se
encuentran significativamente disminuidos o incluso ausentes como ocurre con los marcadores
germinales Prdml (PR domain containing 1, with ZNF domain) y Stella (Dppa3 del inglés
Developmental Pluripotency Associated 3). De manera esperada, presentan genes asociados con el
epiblasto como Fgf5 y Nodal. Por otra parte, presentan altos niveles de expresién de genes
asociados con el compromiso temprano de las capas germinales como Otx2 (del inglés Orthodenticle
homeobox 2), Eomes (del inglés Eomesodermin), Brachyury, Gata6, Sox17 (SRY-Box TF 17) y Cerl
(Cerberus 1, DAN family Bmp antagonist); mientras que la actividad de fosfatasa alcalina presente
en el epiblasto tardio disminuye a niveles indetectables en EpiSCs en cultivo. Sin embargo,
mantienen su potencial de diferenciaciéon tanto in vivo como in vitro, evaluado mediante la
formacién de cuerpos embrionarios y teratomas, lo cual contrasta con su baja integracién en la
formacién de quimeras y su nula trasmision a la linea germinal asociada con la asincronia respecto
al estadio de desarrollo que presentan estas células ante el embridn pre-implantacion. En
conclusién, estos datos demuestran que las EpiSCs poseen una identidad distinta a lo observado en
poblaciones pluripotentes previamente descritas y que mantienen una firma transcripcional similar
a su fuente embrionaria de derivacidon (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007).

1.1.4. Pruebas para caracterizar la pluripotencia

Como se ha mencionado en secciones previas confirmar la identidad de las mESC requiere del
cumplimiento de un set amplio de pardmetros. Hasta el momento se ha descrito un conjunto de
aspectos moleculares que establecen el fenotipo pluripotente. Sin embargo, es necesario retar a las
células mediante ensayos funcionales para corroborar su identidad. Para este fin se han
desarrollado técnicas como: (1) la diferenciacién in vitro hacia células somaticas y germinales; (2) la
formacién de teratomas, (3) la produccidon de quimeras, (4) transmisidon a la linea germinal, (5)
formacién de quimeras a partir de célula Unica y (6) complementacion tetraploide (Fig. 4) (De Los
Angeles et al., 2015).
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Figura 4. Caracterizacion de la pluripotencia. La morfologia y autorrenovacioén de las células pluripotentes no
son suficientes para evaluar su potencial. Por ello es necesario evaluar su capacidad de diferenciacién tanto
in vitro a través de la diferenciacidn dirigida hacia derivados de las 3 capas germinales (seccidn izquierda). E
in vivo mediante la formacion de teratomas o incluso su capacidad de generar un organismo o contribuir a su
formacion cuando son reincorporadas al embrién (quimeras) (seccion derecha).

El reto de diferenciacion in vitro representa el ensayo menos complejo para revelar la pluripotencia
y se basa en la habilidad de las mESC para generar derivados de las 3 capas germinales cuando las
condiciones para sostener la pluripotencia son reemplazadas. Estos se pueden dividir en dos
métodos: 1) default donde moléculas como LIF o dos inhibidores (2i) que mantienen la
autorrenovacién y estan implicados en el mantenimiento del estado indiferenciado son eliminadas
del medio de cultivo y 2) cuando la diferenciacidn es realizada de manera dirigida utilizando cocteles
de citosinas, factores de crecimiento, moléculas pequefias o morfogénos que funcionan como
inductores de la diferenciacidn hacia linajes especificos (De Los Angeles et al., 2015). Por lo que se
refiere a la formacidon de teratomas estos consisten en la inyeccién de las mESC en regiones
altamente irrigadas de ratones inmunosuprimidos para la formacién de un tumor heterogéneo
integrado por multiples linajes, los cuales se evalian mediante técnicas histoldgicas o de
inmunomarcaje realizada por un patélogo. Debido a que estas neoplasias no son generadas a partir
de célula unica, el ensayo evalua la potencia de las mESC a nivel poblacional (Buta et al., 2013; De
Los Angeles et al., 2015).

El ensayo mas robusto para demostrar la pluripotencia es la formacién de quimeras, organismos
compuestos por dos o mas poblaciones celulares genéticamente distintas originadas de diferentes
cigotos (incluso de distintas especies). Dicho procedimiento involucra la inyeccion de células
troncales pluripotentes (ya sea de forma individual o una poblacién) entre la etapa de mérula y
blastocito (I. Polejaeva & Mitalipov, 2013). Con este ensayo se evalla el potencial de las mESCs para
reingresar al desarrollo normal siendo clave la sincronia temporal en cuanto a la etapa de desarrollo
de la estructura aceptora con las células trasplantadas (Cohen, Markoulaki, & Jaenisch, 2018; De Los
Angeles et al., 2015). El éxito de estos ensayos recae sobre la introduccidn sincrénica de las células
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dentro del embridn hospedero ya que el trasplante heterocrdnico evita la integracion funcional de
las células para la formacién de quimeras (Cohen et al., 2018). La evaluacidn de la capacidad de
formacién de quimeras por células troncales es esencial para determinar el potencial de desarrollo
y factores que contribuyan a la incorporacion, sobrevivencia y crecimiento de células individuales
dependientes del estadio del desarrollo (Baker & Pera, 2018).

La transmisidn a la linea germinal evalta el potencial de las células pluripotentes para generar un
organismo capaz de reproducirse, demostrando la habilidad de las células trasplantadas para formar
gametos funcionales indicando la integridad cromosdmica y funcional de la pluripotencia (De Los
Angeles et al., 2015; |. Polejaeva & Mitalipov, 2013).

Por lo que se refiere a la complementacion tetraploide es un ensayo robusto que demuestra la
capacidad de las mESCs (2n) para producir un organismo completo al ser inyectadas en embriones
tetraploides (4n), generados por electro fusion al unir 2 blastémeras en una o inhibiendo la mitosis
en estadios tempranos. Aprovechando la incapacidad de los embriones tetraploides de
desarrollarse mas alla del dia 15 post-coito (De Los Angeles et al., 2015; Nagy, Rossant, Nagy,
Abramow-Newerly, & Roder, 1993; Wen, Saiz, Rosenwaks, Hadjantonakis, & Rafii, 2014).
Habitualmente se emplean entre 10 y 15 células para la formacidn de quimeras en cualquiera de las
variantes anteriores. Sin embargo, es posible generar quimeras a partir de una sola célula
trasplantada, demostrando la genuina capacidad de pluripotencia en un ensayo clonal in vivo (De
Los Angeles et al., 2015; Wen et al., 2014).

1.1.4 Diversidad revelada, de “naive” a “primed”

Desde su captura inicial en 1981, las mESC han sido derivadas en multiples condiciones de cultivo,
empleado diversas combinaciones de citosinas, capas nodrizas, factores de crecimiento, hormonas,
sueros, moléculas pequenas entre otras, demostrando la importancia del ambiente molecular en la
derivacién y mantenimiento de estas células (Ying & Smith, 2017; Ying et al.,, 2008).
Afortunadamente, el desarrollo de protocolos de cultivo que simulen un ambiente de sefalizacién
capaz de soportar la pluripotencia de mESC ha permitido derivar poblaciones celulares homogéneas
con caracteristicas similares a las observadas en diferentes periodos del desarrollo temprano (Baker
& Pera, 2018; Ying & Smith, 2017). Con ello se ha postulado que la pluripotencia es un estadio
continuo, dindmico y progresivo, sujetado por dos estados fundamentales denominados “naive” y
“primed” entre los cuales existen estados intermedios sin fronteras definidas que establecen la
transicion entre ambos (Fig. 5) (Nichols & Smith, 2009; P. Yang et al., 2019). Aunque estos estados
comparten caracteristicas como la capacidad de diferenciacidon hacia derivados de las 3 capas
germinales, la expresién de la triada de pluripotencia y la autorrenovacién; ambos difieren el uno
del otro en aspectos que se describird a continuacién (Ghimire et al., 2018).

En un extremo inicial se ubica el estadio “naive” también referido como estadio Ground, representa
el potencial mas puro y menos restringido que existe en el embridn pre-implantacién entre el E3.75
a E4.75 (Boroviak, Loos, Bertone, Smith, & Nichols, 2014; Boroviak et al., 2015; Nichols & Smith,
2009; Ying et al., 2008). Dicho estadio fue descubierto a partir de la necesidad de resolver la
heterogeneidad observada en las células metaestables. Para ello en el 2008, Smith y su grupo
cultivaron a las mESC en condiciones libres de capa nodriza en un medio quimicamente definido (sin
suero) suplementado con 2i, PD0325901 (inhibidor de MEK acrénimo derivado del inglés MAPK/ERK
Kinase) para bloquear la via de ERK y CHIR99021 (inhibidor de Gsk3 del inglés Glycogen synthase
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kinase 3) (Nichols & Smith, 2009; Ying et al., 2008). Con ello, establecieron colonias relativamente
esféricas con bordes bien definidos que carecen de células diferenciadas a pesar de la reducida
expresién de proteinas inhibidoras de la diferenciaciéon, la proliferacidn incrementa aun en la
ausencia de LIF promoviendo la propagacién de las mESC, reteniendo los atributos y potencia del
embrién pre-implantacién a largo plazo (Hackett & Surani, 2014; Nichols & Smith, 2009; Ying et al.,
2008). La adicion de LIF al cultivo no es requerida para la autorrenovacién en estas condiciones,
pero su inclusién en el medio fortalece el estadio “naive” promoviendo la sobrerregulacién de FTs
como KIf4 y Tfcp2l1 (Martello et al., 2013; S. H. Yang et al., 2014). Asimismo, observaron la expresién
homogénea de Oct4, Nanog y Rex1, con niveles minimos de marcadores de compromiso de linaje
como Sox1 (SRY-Box Transcription Factor 1) o Brachyury, lo cual favorece a la obtencién de un mayor
porcentaje de quimerasy su trasmision a la linea germinal (Boroviak et al., 2014; Kalkan et al., 2017).

In vitro
2i/L|F

Alta clonalidad, hipometilacion, alta
capacidad de formacién de quimeras,
homogeneidad a nivel celular,

] presencia de KIf4, Stat3, Esrrb, Tfcp2l1,
L Rex1, Stella.

ST Fgf2/Activina A
Baja o nula capacidad de
formacion de quimeras,
heterogeneidad a nivel celular,
‘ presencia de Sox1, Dnmt3a, Stat5,
Sox17, T, Brn2

Figura 5. Pluripotencia, transicion de “naive” a “primed”. La pluripotencia es una identidad transitoria que
en el embriéon puede encontrarse desde estadios pre-implantacién hasta estadios post-implantacion,
estableciendo 2 estadios principales denominados “naive” y “primed” respectivamente. Entre los cuales se
puede describir a la pluripotencia metaestable. Cada una mantenida en condiciones de cultivo especificas que
permite la identificacion de caracteristicas propias para cada identidad.

Asimismo, estas células sobre expresan genes relacionados con la pluripotencia como Tfcp2I1, Tbx3
y Nanog. Este ultimo ha sido postulado como la puerta de entrada a la pluripotencia “naive” y que
la homogeneidad en su expresidon ha sido sefialada como una caracteristica primordial en la
adquisicion de este estadio (Boroviak et al., 2015; Chambers et al., 2007; Silva et al., 2009). Otros
genes especificos de pluripotencia “naive” (Fig. 5) son: Esrrb (del inglés Estrogen Related Receptor
Beta), Rex1, Pecaml, NrOb1, Stella, Prdm14 (PR/SET domain 14), Fgfa, Tfcp2l1, KIf2 (del inglés
Kruppel like factor 2), KIf4, KIf5 (del inglés Kruppel like factor 5) y Dazl (del inglés Deleted In
azoospermia like), asi como los genes que también se expresan en células germinales primordiales
como Prdm14, Prdm1 y Dazl (Altshuler et al., 2018; Boroviak et al., 2015; Ghimire et al., 2018; P.
Yang et al., 2019). Debido a esta naturaleza tan primitiva ausente en la condicion metaestable,
algunas células en condiciones 2i presentan caracteristicas transcripcionales semejantes a las del
embrién de dos células (Ghimire et al., 2018).
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Por otra parte, la metilacion del DNA constituye el primer estrato del cédigo epigenético, a través
de la metilacion de citosinas en los dinucleotidos CpG. Este proceso ocurre durante el desarrollo
temprano a través de la desmetilacién global observada en el cigoto, las blastdmeras y mas tarde
en las células germinales primordiales. Debido a este proceso in vivo que impacta a la ICM, las células
“naive” presentan un paisaje hipometilado denominado tabula rasa regulado principalmente por
las enzimas Dnmt3a y Dnmt3b en asociacion con Dnmt1 (M. Li, Liu, & Izpisua Belmonte, 2012; Reik,
Dean, & Walter, 2001). Esta coreografia desarrollada sobre el DNA va acompaiiada de diversas
modificaciones de histonas, entre ellas, se ha reportado la reducida prevalencia de la marca
represora H3k27me3 (del inglés Histone 3 Lysine 27 trimethylation), disminuyendo la presencia de
dominios bivalentes a sitios restringidos en genes involucrados en procesos del desarrollo.
Asimismo, las marcas H3K4me3 (del inglés Histone 3 Lysine 4 trimethylation) y H3k36me3 (del inglés
Histone 3 Lysine 36 trimethylation) posicionadas sobre los promotores y el cuerpo del gen
respectivamente estdn implicadas en el incremento de la expresion de los genes asociados con el
estado “naive” (Bernstein et al., 2006; Marks et al., 2012). Adem3s, cabe mencionar que su identidad
pre-implantacion establece un ambiente epigenético caracterizado por un genoma hipometilado
por lo que factores asociados como Tet (Methylcytosine dioxygenase) 1y 2, Prdm14 y Ncoa3 (del
inglés Nuclear receptor coactivator 3) son predominantes (Boroviak et al., 2015; Ghimire et al., 2018;
Nichols & Smith, 2009). La interaccién entre estos dos mecanismos epigenéticos permite que en
células derivadas de embriones femeninos los dos cromosomas X estén activos, indicando su
naturaleza previa al silenciamiento del cromosoma paternal (Bernstein et al., 2006; Nichols & Smith,
2009).

Por lo que se refiere a su estado metabdlico, las células “naive” emplean predominantemente
procesos de oxidacién mitocondrial, recurriendo a la glucolisis en menor proporcidn y resaltando
gue el consumo de glucosa es mayor que el de glutamina, ya que la primera es incorporada en rutas
como el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la sintesis de pirimidinas, los cuales parecen tener un
papel importante en este estadio al enlazar el epigenoma, el metaboloma y transcriptoma
(Chandrasekaran et al., 2017). Dicha interaccién ha sido asociada con una mayor capacidad clonal
en contraste con estadios mas avanzados, demostrando la restructuracién celular que toma lugar
durante la transicion entre los estados de pluripotencia primordiales (Chandrasekaran et al., 2017
Dahan, Lu, Nguyen, Kennedy, & Teitell, 2019).

En conjunto, este ambiente molecular otorga una capacidad de diferenciacién mas uniforme
permitiendo la generacién de quimeras con transmision a la linea germinal en porcentaje mayor a
lo observado a partir de células metaestables (Silva et al., 2008). Ademds de cultivos en donde se
pueda explorar eventos tempranos del desarrollo y compromiso de linaje (Altshuler et al., 2018),
como podria ser la diapausa, ya que el epiblasto inactivo representativo de este fendmeno mantiene
una identidad celular similar a la pluripotencia “naive” tanto a nivel transcripcional como metabdlico
(Boroviak et al., 2015; Chandrasekaran et al., 2017).

La transicién de “naive” a “primed” estd acompafiada por cambios agudos y de amplio espectro que
impactan a distintos niveles la estabilidad de la identidad celular. Evaluando esta trayectoria se han
reportado cambios tempranos en el fosfoproteoma seguidos de ondas ordenadas de modificaciones
a nivel epigenético, transcripcional y protedmico. Dentro de los primeros cambios observados estan
la activacion de vias de sefializacidn asociadas con ERK, S6K/RSK (Ribosomal protein S6 kinase B1),
MTOR (del inglés mammalian target of rampamycin), AKT y p38a, posteriormente un incremento
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en H3K4me3 genera cambios graduales en el transcriptoma dando lugar a que la identidad “naive”
se vaya perdiendo a través de estadios intermedios como la pluripotencia formativa (fase de
pluripotencia que implica un remodelamiento global necesario para establecer la habilidad de
responder a sefiales pro-diferenciacion) y metaestable hasta alcanzar el siguiente extremo de la
pluripotencia denominado “primed” (representativo del epiblasto post-implantacién E5.5-E8.25 en
el cual la diferenciacién de linajes esta lista para llevarse a cabo) (Fig. 5) (P. Yang et al., 2019).

Debido a la implantacién del epiblasto, esta estructura se trasforma en un epitelio columnar mono-
estratificado en el cual se da la inactivacidon del cromosoma X paterno. De esta forma, el ambiente
post-implantacién es vasto en sefializacion de Fgf2, Wnt y Bmp lo que determina que las EpiSCs
(contraparte in vitro del epiblasto post-implantacidn) respondan a la adicidn de Fgf y activina para
su mantenimiento en condiciones indiferenciadas a largo plazo (Brons et al., 2007; Nichols & Smith,
2009; Tesar et al., 2007). Asimismo, factores como Nodal, Lefl y Fgf5, asi como genes relacionados
con el periodo post implantacién entre ellos, Stat5, Sox17, Foxd3 (del inglés Forkhead box D3),
Ccnd1 (Cyclin D1), Zscanl0 (Zinc finger and SCAN domain containing 10), Phcl (Polyhomeotic
homolog 1), Otx2, Zic2 (Zic family member 2), Lin28a (del inglés Lin-28 homolog A) son esenciales
para mantener el estadio “primed” (Boroviak et al., 2015; P. Yang et al., 2019) (Fig. 5).

El paisaje epigenético se ve impactado en un inicio por el incremento en los niveles de
metiltransferasas de novo como Dnmtl, Dnmt3a y Dnmt3b, estableciendo nuevos dominios de
metilacion en el DNA (Boroviak et al., 2015; P. Yang et al., 2019) y desencadenando que las sefales
asociadas con el compromiso y determinacion de linaje incrementen. De ellas, las modificaciones
de histonas son las mas estudiadas, ya que se han descrito docenas de ellas, incluidas la acetilacién,
metilacion y fosforilacion (Margueron, Trojer, & Reinberg, 2005; Skene & Henikoff, 2013). Los
dominios bivalentes de metilacién son los mds comunes, integrados por regiones ricas en H3k27me3
en las cuales se encuentran pequefios sitios compartimentalizados marcados con H3k4me3 (del
inglés Histone 3 lysine 4 trimethylation), modificacidon asociada con la activacidn transcripcional.
Ambas modificaciones son catalizadas por proteinas del grupo Policomb vy Trithorax
respectivamente. De forma interesante, el posicionamiento de estas marcas postraduccionales
colocaliza con sitios de unién de la triada de pluripotencia principalmente con Oct4 y Nanog
(Bernstein et al., 2006).

Asimismo, la transicién al estado “primed” conlleva un metabolismo principalmente glucolitico.
Simultaneamente la sintesis del folato, metionina, cisteinas y purinas a partir de glucosa toma mayor
importancia debido a la activacidn completa del “one-carbone metabolism”, el cual adquiere
protagonismo durante la metilacion de histonas que ocurre con el establecimiento de este estado
(Chandrasekaran et al., 2017; Shyh-Chang et al., 2013).

1.1.5 Circuito de pluripotencia

El fenotipo en cualquier célula esta definido por una combinacién particular de genes expresados
en una manera incluso dindmica. Lo cual permanece estrechamente ligado a una serie de
mecanismos regulatorios influenciados por sefiales extrinsecas, resultando en modificaciones a
nivel transcripcional, topoldgico y epigenético. Generando, un paisaje molecular capaz de responder
apropiadamente a los estimulos externos para regular el estado celular y la expresidén genética
(Adachi et al., 2018; Ng & Surani, 2011; Niwa, 2018).
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A nivel transcripcional, la red de FTs que regulan el balance en la expresidn genética son claves en
el mantenimiento del fenotipo celular, cooperando entre si para mantener su expresion. Ademas,
impactan la estructura local de la cromatina al reclutar o repeler enzimas que modifican histonas o
el DNA a nivel de los nucleosomas, resultando en el establecimiento de una identidad celular
especifica a través de la modulaciéon de multiples genes blanco (Adachi et al., 2018).

En las mESC la triada conformada por Oct4, Sox2 y Nanog orquesta el mantenimiento del potencial
pluripotente. Debido al gran nimero (8794) de enhancer y super-enhancers controlados por Oct4,
Sox2 y Nanog han sido denominados como el core de pluripotecia, denotando su importancia a lo
largo del espectro pluripotente (Niwa, 2018). Entre dichos FTs existen interacciones directas que
juegan papeles centrales en el mantenimiento del estado pluripotente, por ejemplo, el
heterodimero formado por Oct4 y Sox2 puede reconocer aproximadamente 10,000 sitios de unidn
en mESC incluyendo sus propios elementos regulatorios distales. No obstante, es necesario un
conjunto de genes auxiliares como Esrrb, KIf4, KIf2 entre otros para robustecer la red de
pluripotencia (Adachi et al., 2018). Por el contrario, cuando las mESC son diferenciadas, la
interaccion entre estos FTs cambia progresivamente generando el surgimiento dindmico de redes
transcripcionales asociadas con el compromiso de linaje y la diferenciacion terminal (Niwa, 2018). A
continuacién, se mencionaran algunos de los elementos que conforman la red de pluripotencia en
el ratén.

Oct4, junto con Nanog y Sox2 forman el core de pluripotencia (Nichols & Smith, 2009). Es codificado
por Pou5fl y constituye uno de los FTs mds estudiados durante el desarrollo embrionario y el
mantenimiento de la pluripotencia, es expresado en el dvulo antes de la fertilizacién y su
transcripcién en el cigoto comienza durante la etapa de dos células esparciéndose a todas las
blastomeras. Con las primeras asociaciones de linaje su expresion disminuye en el trofoblasto para
ser resguardada en la ICM y mas tarde en el epiblasto en estadios pre y post implantacion, siendo
completamente ausente en tejidos extraembrionarios después de la implantacién (Palmieri, Peter,
Hess, & Scholer, 1994). La expresién de este gen necesita ser regulada puntualmente en la
pluripotencia ya que su reduccion puede resultar en la diferenciacién hacia células del trofoblasto,
mientras que su incremento induce la diferenciacidon hacia endodermo primitivo y mesodermo
(Niwa, Miyazaki, & Smith, 2000). Dicha regulacion es diferencial, ya que el enhancer distal es el
encargado de su regulacidon en embriones pre-implantacién y células germinales primordiales en
migracion y post-migratorias. En contraste, el proximal dirige su expresion en el epiblasto y su
regulacién a la baja durante la gastrulacién (Yeom et al., 1996).

Nanog, del gaélico antiguo Tir na nOg (tierra de la juventud), es una proteina critica en el
mantenimiento de la esencia pluripotente y el desarrollo embrionario (Mitsui et al., 2003; Silva et
al., 2009); es expresada por mESC en niveles homogéneos en condiciones 2i contrastando con su
heterogeneidad cuando se cultivan en condiciones de suero y LIF, reflejando asi su asociacidn con
estadios tempranos del desarrollo como la ICM y el epiblasto pre-implantacion (Chazaud, Yamanaka,
Pawson, & Rossant, 2006). Asimismo, cuando en las estructuras antes mencionadas se estimula su
diferenciacidn, la expresion de Nanog cae abruptamente (Chambers & Smith, 2004; Singh et al.,
2007) y se ha reportado que su sobreexpresion puede mantener a las mESC incluso en ausencia de
LIF. En contraste, el KO (del inglés Knockout, referente a un ratdn modificado genéticamente en el
cual un gen ha sido inactivado) de Nanog o su represion resulta en la diferenciacién hacia
endodermo primitivo (Chambers & Smith, 2004; Hamazaki, Oka, Yamanaka, & Terada, 2004; Mitsui

17



et al., 2003). Por otra parte, en células pluripotentes, cuando se encuentra a la baja se ha asociado
con deficiencias en la reprogramacion ya que su activacion y el ensamblaje del circuito de
pluripotencia no se realiza adecuadamente (Silva et al., 2008; Takahashi & Yamanaka, 2006);
mientras que la seleccidn de iPSCs positivas para Nanog favorece la derivacién de quimeras con
aporte a la linea germinal, marcas de metilacién y sobreexpresion de genes asociados con la
identidad de mESCs (Okita, Ichisaka, & Yamanaka, 2007).

Sox2 (del inglés sex determining Y-box2) es el ultimo miembro de la triada de pluripotencia
perteneciente a la familia de genes Sox (SRY-related HMG box). Se clasifica dentro del grupo SoxB1
en conjunto con Sox1y 3, interactuando con el DNA a través de secuencias motivos #/+*/:CAAG para
la regulacidn de diversos genes durante el desarrollo (Kamachi, Uchikawa, & Kondoh, 2000; Nichols
& Smith, 2012). Asimismo, se ha asociado con el potencial de desarrollo en poblaciones tempranas
desde la mérula en E2.5, la ICM y persistiendo en el epiblasto post-implantacidn (Avilion et al., 2003;
S. Zhang & Cui, 2014). Consistentes con estos datos en el embridon pre-implantacion, Sox2 es
altamente expresado en ESCs (S. Zhang & Cui, 2014); mientras que su ausencia en lineas KO provoca
su diferenciacion hacia células de trofoectodermo primario, sugiriendo la regulacién global de
factores del circuito de pluripotencia como Oct4, Nanog y Leftyl debido a que no se asocié con la
activacion de los enhancers Oct-Sox (Masui et al., 2007). Para mantener la pluripotencia es necesario
mantener niveles finamente regulados de Sox2 ya que tanto su incremento como disminucién llevan
a la perdida de la pluripotencia (S. Zhang & Cui, 2014).

Zfp42 (Zinc Finger Protein 42 Homolog) también conocido como Rex1, es un marcador de ESC y
células del teratocarcinoma. Su expresion es regulada por la triada de pluripotencia y al igual que
ellos disminuye en estados pluripotentes conforme son retados a su diferenciacién (Shi et al., 2006).
Se ha reportado que la presencia de alelos mutados que codifican para Rex1 no tuvo alteraciones
en la descendencia, ya que los ratones obtenidos fueron fértiles y viables, demostrando que esta
proteina no es indispensable durante el desarrollo (Kalkan et al., 2017). Sin embargo, la
diferenciacion de células F9 (células troncales del teratocarcinoma) inducida por acido retinoico
revelo la disminucion de Rex1 posiblemente dirigida directamente por dicho morfogéno (Hosler,
LaRosa, Grippo, & Gudas, 1989). Los resultados reportados por Roger y colaboradores al diferenciar
mMESCs siguieron la misma secuencia, observando altos niveles del mensajero en estas células asi
como la ICM, los cuales disminuyeron durante diferenciacion (Rogers, Hosler, & Gudas, 1991).

Essrb es crucial en el mantenimiento de la pluripotencia y la generacidon de iPSC. Su ausencia
compromete la capacidad de autorrenovacion de ESC, mostrando disminucion en la expresion de
Nanog e incrementando la muerte celular. Esrrb, en conjunto con Klf4, KIf2 y Nanog es importante
en el establecimiento de la pluripotencia “naive” y durante la reprogramacion se une a sitios
silenciados por nucleosomas y altos niveles de 5 metil-citosina, los cuales estan limitados para otros
FTs, permitiendo la reorganizacion de la cromatina a través del desplazamiento de nucleosomas y
desmetilacion del DNA (Adachi et al., 2018).

KIf4 fue identificado como un miembro de la familia KLF expresado en el intestino. Se ha destacado
su importancia en el desarrollo temprano y embriogénesis debido a que los ratones KO tienden a
morir en menos de 15 horas después de su nacimiento por defectos sobre la diferenciacién de la
epidermis y desarrollo del colon. Sin embargo, su ausencia no afecta el establecimiento de la
pluripotencia y desarrollo temprano in vivo, pero su sobreexpresion mantiene a las mESC
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indiferenciadas durante la formaciéon de cuerpos embrionarios, sugiriendo una importante funcién
sobre la autorrenovacion (Katz et al., 2002; Y. Li et al., 2005; Segre, Bauer, & Fuchs, 1999; Shields,
Christy, & Yang, 1996). Finalmente, su importancia dentro del circuito de pluripotencia queda
demostrada al ser uno de los cuatro factores empleados por Yamanaka durante la reprogramacién
pluripotente (Takahashi & Yamanaka, 2006).

Tfap2c (del inglés transcription factor AP-2 gamma) pertenece a la familia de activating enhancer
binding protein 2 (AP2) integrada por 5 miembros (Tfap2a-e) caracterizados por la capacidad de
unirse a secuencias ricas en GC para regular la activacidn o represion transcripcional (Eckert, Buhl,
Weber, Jager, & Schorle, 2005). Durante el desarrollo temprano del ratéon Tfap2c es expresado en
ovocitos, posteriormente se restringe al trofoectodermo durante la etapa de blastocito (Winger,
Huang, Auman, Lewandoski, & Williams, 2006). En mESC su sobreexpresion regula el
establecimiento del trofoectodermo a través de la inhibicion de Oct4 (Niwa et al., 2005). Los
embriones KO para este FT mueren en E7.5 debido a la carencia de proliferacién en el
trofoectodermo llevando a la produccidn de tejidos extraembrionarios aberrantes. A pesar de su
importancia en el establecimiento de la identidad “naive” y la determinacidn del destino de la linea
germinal, su papel en el desarrollo temprano permanece poco explorado debido a la presencia de
proteinas de la familia AP-2 que enmascaran su papel en periodos previos al blastocito (Kuckenberg,
Kubaczka, & Schorle, 2012; Schemmer et al., 2013; Werling & Schorle, 2002; P. Yang et al., 2019).

1.1.6 Proteinas de membrana involucradas en la pluripotencia de ratén

Las moléculas de superficie soportan el reconocimiento de ligandos extracelulares y asociaciones
célula-célula. Una de las mds importantes en el desarrollo temprano es E-cadherina una
glucoproteina transmembranal dependiente de calcio encargada de regular las interacciones
celulares en tejidos epiteliales y mESC (Larue et al 1996, Bennet & Wang 2012, Oda & Takeichi,
2011). El papel de E-cadherina en dichas células es a través de dos mecanismos principales; el
primero involucra la formacién y estabilidad membranal del complejo entre LIF y su receptor,
promoviendo la activacion de Stat3 y la subsecuente activacién molecular a nivel nuclear (del Valle
et al., 2013). Por otra parte, al interactuar con complejos transcripcionales dependientes de E-
cadherina-catenina, la cual al translocarse al nucleo es capaz de regular la via de sefializacién
candnica de Whnt, crucial en el mantenimiento indiferenciado de las ESC. De esta forma, promueve
su diferenciaciéon hacia mesodermo y de manera simultanea a través de la fosforilacion de B-
catenina y su acumulacidn en el nucleo; inhibe el desarrollo hacia linaje neural, estableciendo un
mecanismo versatil y complejo que regula la decisidn de destinos opuestos en ESC (Gadue, Huber,
Paddison, & Keller, 2006; Haegele et al., 2003; Hoffmeyer, Junghans, Kanzler, & Kemler, 2017).

Otras proteinas de membrana especificas por estadio de pluripotencia son CD38 (Adpcrl), CD15
(Eng), CD54 (lcam), CD9, CD146 (Mcam), CD81 y CD205 (Ly75) con una alta expresion en células
“naive”. En contraste, CD326(Epcam), CD317(Bst2) y CD90.2 (Thy1.2) se encuentran incrementados
en células “primed” (P. Yang et al., 2019). Demostrando una remodelacion dinamica en las proteinas
de membrana presentes a lo largo del espectro pluripotente.

1.2 Prolactina

El sistema nervioso, el endocrino y el inmune estan anatémica y funcionalmente interconectados a
través de diversas moléculas vgr, esteroides, neuropéptidos, citosinas, hormonas entre otras; las
cuales impactan el desarrollo del embrién y su crecimiento al formar una red molecular que sustenta
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la comunicacidn sistémica y homeostasis entre diversas regiones y procesos (Chesnokova &
Melmed, 2002).

Desde la demostracion de la importancia de la hormona del crecimiento en el desarrollo
embrionario y fetal, los péptidos relacionados con ella han sido investigados y postulados como
factores importantes durante estadios tempranos del desarrollo (Karabulut, Layfield, & Pratten,
1999). Especial atencién ha sido colocada en la superfamilia de citosinas helicoidales de clase 1
integrada por la hormona del crecimiento, el lactégeno placentario y la PRL. Esta ultima, también
conocida como hormona lactogénica, desde su descubrimiento en 1928 ha demostrado su
versatilidad al ser asociada con mas de 300 funciones en los vertebrados, nimero que supera incluso
a las funciones descritas para todas las demas hormonas hipofisiarias juntas (Fig. 6) (Bole-Feysot et
al.,, 1998; Freeman, Kanyicska, Lerant, & Nagy, 2000; Sinha, 1995). La PRL debe su nombre a la
identificacion de la secrecidn denominada “leche de buche” generada en pichones al ser tratados
con el extracto obtenido del I6bulo anterior de la hipdfisis bovina cerca de noventa afos atras. El
mismo extracto que al ser administrado en conejos promovid la lactancia (Freeman et al., 2000).

Reproduccion y lactancia
Agua y balance electrolitico
Morfogénesis y crecimiento
+300 Metabolismo
Comportamiento
Inmunorregulacion

Figura 6. PRL y sus mas de 300 funciones dentro de los vertebrados.

A partir de ese momento el cuerpo de evidencias que sustenta el potencial de la PRL se ha ido
robusteciendo. Debido a ello sus funciones han sido agrupadas en por lo menos 6 grandes
categorias: 1) reproduccién y lactancia, 2) agua y balance electrolitico, 3) morfogénesis y
crecimiento, 4) regulacién endocrina y metabolismo, 5) cerebro y comportamiento, y 6)
inmunoregulacién (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000; Gala, 1991). Dichas acciones
comienzan con la sintesis y liberacidén de PRL a partir de diferentes fuentes. La principal de ellas esta
integrada por los lactotropos localizados en la adenohipdfisis. Sin embargo, existen regiones
extrahipofisiarias de gran importancia como la decidua, el cerebro, el miometrio, el timo entre otras
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en donde también se produce la hormona, lo cual genera su presencia en fluidos como el cerebro
espinal, la leche y el sudor. A través del reconocimiento y unién a su receptor activa sitios blancos
desencadenando la estimulacién de mecanismos moleculares asociados con cascadas de segundos
mensajeros y su translocacion al ndcleo para promover la sintesis de proteinas. Este proceso de
formacién de complejos moleculares presenta diversas variantes resultado de la combinacién de
diferentes niveles de sintesis y secrecién hormonal, asi como modificaciones en la molécula de PRL.
En cuanto al receptor existen al menos 3 isoformas que estdn asociadas con la activacién de
diferentes cascadas moleculares dependientes de la distribucidn del receptory del estado fisiolégico
del sistema, lo cual genera una compleja red de combinaciones responsable de la extensa cantidad
de funciones descritas para la PRL (Brooks, 2012; Freeman et al., 2000).

1.4 Gen y estructura

La estrecha asociacién de la PRL con la hormona del crecimiento y el lactédgeno placentario puede
ser descrita en cuanto a la conservacién de su secuencia y estructura molecular (Niall, Hogan, Sauer,
Rosenblum, & Greenwood, 1971). Las tres proteinas comparten cerca del 25 al 30% de la secuencia,
con considerables variaciones a través de la evolucidon (Wallis, 2000), sugiriendo que un gen
ancestral fue expandido por eventos de duplicacion genética (proceso ampliamente descrito
durante la diversificacion de los vertebrados) (Cooke & Baxter, 1982; Huising, Kruiswijk, & Flik, 2006;
Innan & Kondrashov, 2010; Ocampo Daza & Larhammar, 2018) y llevando a la generacién de un
polipéptido primordial probablemente similar a la PRL en contraste con el lactégeno placentario y
la hormona del crecimiento que evolucionaron mas tarde en los vertebrados superiores y los
mamiferos (Niall et al., 1971). De esta forma, Martial y colaboradores a inicios de la década de los
80s han sugerido que la segregacién cromosdmica entre hormona del crecimiento y la PRL ocurrid
hace aproximadamente 392 millones de afios (Cooke & Baxter, 1982; Cooke, Coit, Shine, Baxter, &
Martial, 1981).

El gen de la PRL esta ubicado en el cromosoma 13 en el ratdn, integrado prototipicamente por 5
exones y cuatro intrones con longitud aproximada de 10Kb, el cual genera un péptido de
aproximadamente 200 amino acidos (aa) (Wiemers, Shao, Ain, Dai, & Soares, 2003). Su regulacidn
implica la presencia de dos regiones dependientes del origen tisular de la hormona, ya que el
promotor ubicado en el exdn 1b estimula su expresidn en la adenohipdfisis, mientras que en tejidos
extrahipofisiarios es regulada por el exdn no codificante 1a (también conocido como exén 0). La
regulacién del promotor adenohipofisiario es a través del FT Pitl sintetizado por el gen Poufl (del
inglés POU class 1 homeobox 1), el complejo del receptor estrégeno-estradiol y el factor nuclear kB
(NFkB del inglés Nuclear Factor kB). Asimismo, cAMP (del inglés Cyclic adenosine monophosphate)
y Pkc (del inglés protein kinase C) han sido sugeridos como posibles reguladores del promotor del
exdn la (Bole-Feysot et al., 1998; Ignacak et al., 2012; Marano & Ben-Jonathan, 2014).

El transcripto de origen extrahipofisiario es 150 nucledtidos mas largo que el hipofisiario debido a
la presencia del exdn no codificante 1a (Hiraoka et al., 1991). En general, su traduccion resulta en
una pre-hormona de 227 aa, la cual incluye un péptido sefial de 28 aa por lo que la proteina madura
contiene cerca de 199 aa. Particularmente, en el ratdn la PRL es de 197aa y con una masa molecular
aproximada de 22.5 kDa (Brooks, 2012). A nivel de su secuencia, presenta una homologia
dependiente de la divergencia evolutiva, coincide hasta en un 97% entre primates y solo un 56%
cuando se comparan con la de roedores (Freeman et al., 2000; Sinha, 1995).
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A excepcidn de la de peces, todas las secuencias identificadas a la fecha contienen 3 cisteinas (Cys4-
11, 58-174 y 191-199) que permiten la formacién de tres puentes disulfuro intramoleculares y con
ello la generacion de la estructura clasica de la hormona integrada por 50% de a-hélices unidas por
los antes mencionados puentes; mientras que el remanente se organiza en estructuras tipo bucle
(Fig. 7A) (Bewley & Li, 1972; Bole-Feysot et al., 1998). Por otra parte, la gama de procesos regulados
por la PRL se ve afectada por las variantes que resultan de splicing alternativo o modificaciones pos-
traduccionales, protedlisis o incluso polimerizacién. De forma interesante, las interacciones de estas
variables producen cambios en su actividad bioldgica incrementandola o disminuyéndola (Clapp,
Martial, Guzman, Rentier-Delure, & Weiner, 1993; Goffin, Binart, Touraine, & Kelly, 2002; Kinet et
al., 2009). A nivel pos-traduccional las modificaciones descritas son diversas, entre ellas
fosforilacidn, glucosilaciéon y desaminacién, las cuales regulan la actividad bioldgica de la PRL, ya sea
a nivel estructural, disminuyendo su afinidad por el receptor o modificando su distribucion
citosdlica, resultado de las sefiales que contenga para su transporte intracelular (Fig. 7B) (Sinha,

1995).
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Figura 7: PRL y sus variantes. A) representaciones esquematicas de la estructura tridimensional de la PRL, B)
variantes de la PRL generadas por splicing o protedlisis (Freeman et al., 2000; Sinha, 1995).

1.4 Receptores y vias de sefializacion

El receptor de PRL tiene una amplia distribucion en diferentes tejidos y su expresidn es regulada por
multiples factores, entre ellos el estado fisiologico y el periodo de desarrollo del individuo (Bole-
Feysot et al., 1998; Tanaka et al., 2002). Es codificado en el cromosoma 15 por una secuencia
integrada de 17 exones y una longitud cercana a los 10,000 nucledtidos. Su expresién ha sido
demostrada en tejidos como la glandula mamaria, la hipdfisis, la retina, el cerebro, el corazdn, el
higado, el rifidn, el tejido adiposo, la glandula adrenal, el Utero, la prostata, musculo esquelético, la
piel, entre otros (Freeman et al., 2000; Huang, Snider, & Cross, 2009; Ling et al., 2003; Rojas-Duran
et al., 2015).
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El receptor fue identificado en la década de los 70s como una proteina asociada a la membrana con
una enorme afinidad por la PRL. Pertenece a la familia de citosinas clase 1, los cuales carecen de
actividad cinasa intrinseca por lo que dependen de la asociacién con cinasas como Jak para regular
las cascadas de sefalizacidn. Dicha familia integra a los receptores de la hormona de crecimiento,
eritropoyetina, LIF, trombopoyetina, oncostatina, entre otras (Bazan, 1990; Kelly, Djiane, Postel-
Vinay, & Edery, 1991). Asimismo, el splicing alternativo y la protedlisis pueden generar receptores
carentes de regiones necesarias para la asociacién con segundos mensajeros lo cual predispone a
las vias que pueden ser activadas por cada isoforma.

En la literatura se han descrito tres isoformas del receptor, una larga (591aa), una intermedia
(393aa) y una corta (291aa) con respecto a su tamafio, las cuales son dependientes de los procesos
intrinsecos de cada especie, por ejemplo en roedores el splicing del exén 9 al 10 resulta en la
generacion del mensajero para la forma larga del receptor, mientras que del exén 9 hacia el 11
genera la isoforma corta (Davis & Linzer, 1989; Shirota et al., 1990; Tanaka et al.,, 2002).
Particularmente en el ratén, una isoforma larga y tres cortas han sido identificadas, estas ultimas
solo difieren en unos cuantos aa en la region citoplasmatica (Clarke & Linzer, 1993; Davis & Linzer,
1989).

A nivel estructural, se encuentra una gran conservacién de los dominios del receptor partiendo con
el extra-membranal (necesario para el reconocimiento y asociacién del ligando), es integrado por 2
subdominios de fibronectina tipo Ill denominados D1 (membrana distal) y D2 (membrana proximal)
de aproximadamente 100 aa cada uno (Fig. 8A) (Bazan, 1990; Kelly et al., 1991). Asociado al N-
terminal en D1 se encuentran dos pares de cisteinas ligadas a bisulfito y en la regién C-terminal en
D2 se encuentra el pentapeptido denominado WS (de la secuencia W-S-X-W-S) encargado de la
activacion del receptor al asociarse con sus ligandos. Ambos son importantes en la funcién y
conformaciéon estructural del receptor (Bole-Feysot et al., 1998; Rozakis-Adcock & Kelly, 1991,
1992).

El siguiente dominio es el transmembranal, con una longitud de aproximadamente 24 aa cuya
funcién es unir a las regiones extra-membranal y citoplasmatica. Esta Ultima, es el puerto en el cual
los segundos mensajeros se mantienen anclados hasta la obtencién de una sefial de activacién. De
forma interesante, es el menos conservado de las tres isoformas, por lo que es el determinante
principal para las diferencias funcionales del receptor debido al acoplamiento de proteinas en
regiones especificas (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000; Rozakis-Adcock & Kelly, 1991,
1992). No obstante, presenta dos regiones altamente conservadas nombradas Box1 y Box2. La
primera es una regién de 8 aa ricos en prolinas y residuos hidréfobos, claves en la asociacién del
receptor con Jak. Por otro lado, Box2 estd integrada por dos dominios, uno de residuos negativos y
otro de positivos implicados en la asociacién de Jak2. A diferencia de Box1 que se encuentra en
todas las isoformas del receptor, Box2 esta ausente en las isoformas cortas (Fig. 8A) (Kelly et al.,
1991).

Cuando el receptor se asocia con el ligando se produce la fosforilacién de los residuos de tirosina en
el dominio citoplasmatico, activando segundos mensajeros como Stat y Jak. En cuanto a la familia
de Stat se ha descrito la activacién de los miembros Statl1, 3 y 5 durante la activacion del receptor
de PRL (Fig. 8B) (Goffin et al., 2002). La estimulacién de Stat5b ha sido estrechamente relacionada
con la autorregulacidn que ejerce la hormona sobre su secrecion, al estimular a las neuronas TIDA
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(tuberoinfundibulares) para la secrecion de dopamina (Grattan & Akopian, 2016; Grattan et al.,,
2001). Asimismo, la activacion de Mapk y la subsecuente activacidon de Raf (RAF proto-oncogene
serine/theonine-protein kinase), seguida de Mek1/2 y finalmente Erk1/2 que al ser fosforilado se
transloca al nucleo promoviendo la activacién de factores de trascripcion que han sido involucrados
en crecimiento y proliferacién celular (Fig. 8B) (W. Zhang & Liu, 2002).
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Figura 8. Receptor de PRL, variables y vias de sefalizacion. A) receptor de PRL, con sus variantes larga,
intermedia y corta. C) Principales vias activadas por este receptor, Jak-Stat, MAP cinasas y SCR (de izquierda a
derecha). Imagen modificada de (Bole-Feysot et al., 1998; Bugge et al., 2016; Goffin et al., 2002).

Otra de las vias activadas por el receptor de PRL es la de Scr (proto-oncogene tyrosine kinase) (Fig.
8B). Esta familia de tirosinas-cinasas esta integrada por 7 miembros: Blk (del inglés B lymphoide
tyrosine kinase), Fyn (FYN proto-Oncogene, Scr Family Tyrosine kinase), Hck (del inlges Hemopoietic
cell kinase), Lck (del inglés Lymphocyte cell-specific protein-tyrosine kinase), Yes (YES proto-
Oncogene 1, Scr Family Tyrosine kinase) y Lyn (LYN proto-oncogene, Scr Family Tyrosine kinase).
Todos ellos tienen la capacidad de interactuar y activar proteinas como, P13k, SHB (Src homology-2
domain containing protein B) o Akt. Este Ultimo elemento de la via de sefializacion tiene la capacidad
de entrar al nucleo y regular la activacion de promotores genéticos, los cuales han sido asociados
con la activacién de procesos como crecimiento, proliferacion y migracion celular (Fresno Vara,
Caceres, Silva, & Martin-Perez, 2001; Ignacak et al., 2012; Parsons & Parsons, 2004).

1.5 Funciones de la prolactina en el desarrollo embrionario
A continuacién, se describird el papel de la hormona durante el desarrollo embrionario,
principalmente cuando se da la pluripotencia, lo cual ha sido poco explorado (Fig. 9).
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Figura 9. La incognita de la PRL en el desarrollo embrionario y mESC. El papel de la PRL en procesos como la
diapausa, la transicién embrionaria en etapas pre implantacién y su posible implicaciéon con la derivacion y
mantenimiento de lineas de células pluripotentes continda siendo una incégnita, con la necesidad de ser
explorada.

El desarrollo de los mamiferos es un proceso complejo de especificacion que requiere multiples
sefales que instruyan a las células para adquirir fenotipos especificos. Desde la fecundacion, el
ambiente molecular al cual este expuesto el embridn es clave en la determinacién del proceso de
desarrollo. Las hormonas adquieren un papel importante en estas sefiales, entre ellas, la PRL ha sido
asociada con problemas en la implantacidn y el mantenimiento del cuerpo liteo, ambos procesos
necesarios para el adecuado desarrollo (Murphy 1979). No obstante, a pesar de ello poco se sabe
de su funcién durante el desarrollo temprano.

Kiapekou y colaboradores asociaron a la PRL con la maduracién de ovocitos primarios de ratén.
Mediante el cultivo de ovocitos a los cuales se les dio un tratamiento con la hormona de 12 dias,
observaron un incremento en su maduracion con dosis mayores a 100ng/ml. Este efecto se reflejo
incluso después de la fertilizacion, ya que la formacién de cuerpos polares asi como la taza de
division celular fue mayor en comparacién al grupo control (Kiapekou et al., 2006). De forma similar,
el tratamiento con 50ng/ml incrementd la maduracidn nuclear de ovocitos bovinos promoviendo
un incremento en el desarrollo a estadios como la mérula y el blastocito (Kuz'mina, Lebedeva,
Torner, & Alm, 2001). Ambos resultados sugieren un papel de la hormona en la maduracién
citoplasmatica del ovocito que resulta en una mejor tasa de desarrollo post-fertilizacion, lo cual
podria ser asociado con los resultados obtenidos por el grupo de Tesarik en donde exploraron la
relacidn entre diversos esteroides, citosinas y hormonas pituitarias en la fertilizacién del embrién
humano después de la inyeccion intracitoplasmatica. La adicién de PRL en conjunto con la hormona
luteinizante incrementd la taza de fertilizacién en embriones humanos asi como su progresién hacia
estadios post-implantacién, sin embargo, no en los niveles observados para la hormona foliculo
estimulante y la hormona del crecimiento (Mendoza et al., 1999).
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Yoshimura y colaboradores reportaron que la adicion de PRL (1pg/ml) a ovocitos de conejo
cultivados in vitro favorecié su capacidad de desarrollo hacia mdrulas y blastocitos. De forma
adicional, cuando la hormona (10, 100 y 1000ng/ml) fue administrada en conjunto con 1ug/ml de la
hormona luteinizante, foliculo estimulante y estradiol, se observé un incremento en la formacion
de dichas estructuras, en una manera dosis-respuesta (Yoshimura et al., 1989). Tomando en
conjunto estos resultados, sugieren la capacidad de la hormona para regular el desarrollo pre-
implantacion.

Por otro lado, la diapausa consiste en el arresto reversible del embriéon pre-implantacién en
presencia de condiciones adversas para el desarrollo del producto. Asimismo, la PRL ha sido sugerida
como una de las sefiales mds importantes para la implantacién, ya sea por su relaciéon con la
produccién de progesterona o mantenimiento del cuerpo IUteo, ademas de la posibilidad de tener
un impacto directo en el embrién (Fenelon, Banerjee, Lefevre, Gratian, & Murphy, 2016; Mead,
1993). De manera interesante, se han reportado fluctuaciones en la cantidad del receptor de PRL
durante la diapausa en minks (Neovison vison, principal modelo animal de la diapausa), siendo
menor su presencia en el Utero durante la diapausa e incrementando después de la reactivacién del
embrién (Fenelon, Lefevre, Banerjee, & Murphy, 2017). Como se menciond anteriormente, el
establecimiento de lineas pluripotentes se logré a partir de embriones en diapausa, sugiriendo que
este fendmeno favorece la derivacion de estas lineas al sincronizar a los embriones en el estadio
“naive” promoviendo el incremento de células en la ICM (Evans & Kaufman, 1981; Nichols & Smith,
2012; Wu & lzpisua Belmonte, 2015). Por otra parte, Polejaeva y colaboradores determinaron que
la adicion de PRL (5ug) a embriones de mink cultivados in vitro durante 10 dias indujo un incremento
en el nimero de blastocitos adheridos a la placa resultando en el establecimiento de células de tipo-
pluripotentes (l. A. Polejaeva et al., 1997). Finalmente, Sellers y colaboradores reportaron que
concentraciones de PRL (0.05 y 0.5pg/ml) administradas en el medio de cultivo de mESC y células
troncales embrionarias humanas, indujeron la estimulacion de Akt y Mapk favoreciendo la
migracion y adhesion de estas células (Sellers et al., 2018). Estos datos en conjunto postulan a la PRL
como una sefal importante durante el progreso del desarrollo temprano, a nivel de la poblacién
pluripotente y diapausa.
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2 JUSTIFICACION

Durante el desarrollo embrionario y fetal debe existir un equilibrio entre factores que regulen el
correcto desarrollo del producto. De esta manera, alteraciones en el microambiente molecular
podrian generar consecuencias que impacten el desarrollo del organismo. Dentro de los
componentes moleculares que tienen una importante presencia a través del desarrollo embrionario
y fetal se encuentran las hormonas que son clave ya que regulan una amplia gama de procesos,
desde laimplantacion hasta maduracion de érganosy tejidos particulares. Entre ellas, la PRL destaca
notablemente ya que es la hormona con la mayor cantidad de funciones descritas a la fecha. Este
aspecto y su abundante presencia durante diversos estadios del desarrollo, principalmente en el
liguido amniético, sugieren un importante papel durante dicho proceso. Sin embargo, el amplio
cuerpo de literatura que sustenta las mas de 300 funciones de la PRL esta concentrado en su mayoria
en procesos fisioldgicos en el adulto y una minoria esta relacionada directamente con aspectos
embrionarios y fetales, manteniendo en la incdégnita multiples aspectos, entre ellos el papel de Ia
PRL en la diapausa y su posible impacto en la regulacidn de la pluripotencia. Por ello, es importante
conocer mas acerca de esta hormona, su impacto en el desarrollo temprano y sus posibles
mecanismos de regulacién en células troncales pluripotentes.
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3 HIPOTESIS

La PRL regula la pluripotencia de células troncales embrionarias de ratén, manteniendo
caracteristicas morfoldgicas asociadas con la pluripotencia y moleculares como la triada de Oct4,
Sox2 y Nanog asi como el potencial de diferenciacién aun en ausencia de LIF.

4 OBIJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar el papel de la prolactina en la pluripotencia de células troncales embrionarias de ratén.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES
Replicar un protocolo en el cual las células troncales embrionarias de ratén sean mantenidas en
condiciones “naive”.

Evaluar la expresidon del receptor de prolactina en células troncales embrionarias de ratén
mantenidas en condiciones metaestables y “naive”.

Determinar el efecto de la prolactina en la pluripotencia de células troncales embrionarias de ratén
en condiciones metaestables.
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5 MATERIAL Y METODOS
5.1 Cultivo celular

5.1.1 Obtencién de MEFs

Los MEFs empleados como capa nodriza fueron obtenidos de embriones del dia 13.5. Brevemente,
hembras CD-1 en el dia 13.5 de gestacion fueron sacrificadas por dislocacidn cervical y rociadas con
etanol al 70%, a partir de este momento todo se realizé en la campana de flujo laminar. Para obtener
los embriones se realizd un corte en la piel exponiendo la pared abdominal, cortando a través de
ella se obtuvo el utero el cual fue colocado inmediatamente en una caja Petri con PBS (Sigma, St.
Louis, Missouri USA). A continuacién, los embriones fueron transferidos a una nueva caja Petri con
PBS (colocando entre 3 y 4 embriones por caja) para cortar la cabeza y retirar tejidos como el
corazdn e higado. El resto de cada embridn fue enjuagado con PBS y colocado en una nueva caja
Petri con 0.25% de tripsina-EDTA (Gibco, Massachusetts USA), para ser cortado en piezas de 1-2mm.
Se pipeteo varias veces y se colocé el contenido de la placa a 37°C durante 10 min, después de la
incubacién se volvio a pipetear el tejido varias veces y seguido por otro periodo igual de incubacioén,
al terminar se inactivé la tripsina mediante la adicion de PBS con FBS (Gibco) al 10%. La suspensidn
fue colocada en un tubo de 50ml, se dejo reposar 5min y el sobrenadante libre de fragmentos de
tejido fue colocado en cajas Petri (volumen equivalente a dos embriones por caja) para su expansion
en medio DMEM (Gibco) suplementado con FBS al 10%, aa no esenciales (Gibco) 0.1mM y
penicilina/estreptomicina (Gibco) 50U/ml. Cuando la densidad celular es del 100% los MEFs pueden
ser congelados o pasados a cajas Petri de 100mm en la siguiente proporcion:

Pase Proporcion
2 1:4

3 1:3.5

4 1:3

5.1.1.1 Inactivacion de MEFs

Habitualmente en el cuarto pase los MEFs pueden ser inactivados, alcanzado el 100% de confluencia
se realizaron dos lavados con PBS de 5min cada uno posteriormente se agregaron 7ml de medio
nuevo mas mitomicina C (Sigma) para una concentracién final de 10ug/ml y se incubaron a 37°C
durante 3 horas. Al terminar la incubacidn, se realizaron dos lavados con PBS de 5min cada uno
seguidos de incubacién por 5min con 0.05% de tripsina EDTA (Gibco), e inactivada con PBS mas FBS
al 10%. Las células fueron disgregadas por pipeteo constante hasta obtener una suspension de
célula unica, la suspensidn fue recolectada en un tubo de 50ml y se centrifugdé durante 5min a 200g.
Se retird el sobrenadante y se resuspendieron las células con medio para MEFs para finalmente
congelar aproximadamente 3x10° células por vial o cultivarlos a una densidad de 5x10* células/cm?
para utilizarlos como capa nodriza.

5.1.2 Cultivo de mESC
Las células troncales embrionarias de ratén R1 (Nagy et al., 1993) fueron mantenidas en condiciones
metaestables (Suero+LIF) o adaptadas a crecer en condiciones “naive”. Brevemente, las células en
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condiciones de Suero+LIF fueron mantenidas en cajas de 100mm previamente tratadas con gelatina
al 0.1% (Sigma) en medio DMEM KO (Gibco) suplementado con suero fetal bobino al 15%, aa no
esenciales 0.1mM, piruvato de sodio (Gibco)ImM, penicilina/estreptomicina 50U/ml, 2-
mercaptoetanol 0.1mM (Gibco) y LIF 1000U/ml (Millipore, Massachusetts USA) sobre una capa de
fibroblastos embrionarios de ratén inactivados.

Para el cultivo en condiciones 2i+LIF las células R1 después de cinco dias de expansidén fueron
adaptadas a crecer libres de capa nodriza en placas cubiertas con gelatina al 0.1%. Para ello, se
realizé una incubacién con tripsina EDTA al 0.5% durante 5min para obtener una suspension de
células Unicas. La cual fue colocada en una caja cubierta con gelatina durante una hora para remover
los fibroblastos debido a su tamafio y rapida adhesién a la placa de cultivo, mientras que las mESCs
permanecieron suspendidas. Como primera aproximacién se evaluaron 2 condiciones:

1) NB2i: se colocaron 7.5 5x103 células/cm? en placas de cultivo cubiertas con gelatina al 0.1%
+ 3pg/ml de laminina (Millipore). Con una mezcla 1:1 de medio neurobasal (Gibco) y
DMEM/F12 (Gibco), suplementada con N2 (Gibco) 1X, B27 sin vitamina A (Gibco) 1X,
GlutaMAX (Gibco) 2 Mm, penicilina/estreptomicina 50U/ml mas 1000U/ml de LIF, 1uM de
PD0325901 (Tocris, Bristol Reino Unido) y 3uM de CHIR99021 (Tocris).

2) KO2i: el mismo nimero de células que en la condicion anterior fueron colocadas en cajas
cubiertas con gelatina al 0.1% en DMEM F12 suplementado con 10% de KOSR (Gibco)
(remplazo de suero KO), 0.1mM de aa no esenciales, 0.1Mm de 2-mercaptoetanol, 50U/ml
de penicilina/estreptomicina, 1000U/ml de LIF, 1uM de PD325901 y 3 uM de CHIR99021.

a. NOTA: el 10% KOSR fue reducido secuencialmente a partir del tercer pase para que
a partir del quinto se colocara Unicamente 5% de KOSR.

5.1.4 Cultivo de células troncales embrionarias humanas
La linea H9 fue mantenida de acuerdo con protocolos establecidos en el laboratorio (Avila-Gonzalez
et al., 2015). Brevemente, las células se cultivaron en medio de mantenimiento (DMEMF12, 20% de
KOSR, aa no esenciales, L-glutamina, mercaptoetanol y 4ng/ml de FGF2) en condiciones hipdxicas
sobre una capa nodriza de fibroblastos embrionarios de ratén.

5.1.5 Tratamientos con prolactina

PRL murina (PreproTech, New Jersey USA) fue reconstituida de acuerdo con las instrucciones del
proveedor en PBS + 0.1% de BSA. Las concentraciones evaluadas fueron de 0.2, 0.4, 2.08, 6.24 y
20.8nM de PRL. Para evaluar el efecto de la hormona en la pluripotencia se cultivaron 1.25 x103
ESC/cm? durante 5 dias en placas de 24 pozos, en condiciones libres de capa nodriza. Los
tratamientos recibidos fueron de acuerdo con los siguientes grupos: grupo 1) PRL+LIF, grupo 2) PRL,
grupo 3) control y grupo 4) vehiculo.

5.1.6 Inmunofluorescencia y cuantificacion

Al finalizar el experimento el medio fue removido y las células lavadas con PBS 2 veces durante 5
minutos y fijadas con paraformaldehido (Sigma) al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente.
El paraformaldehido fue removido y las células lavadas con PBS veces durante 5 min cada lavado.
La permeabilizacién se realizdé con PBS con tritén (Sigma) al 0.3% y se bloqued con PBS mds 5% BSA
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y 0.05% de tween 20 (Sigma). Las células fueron incubadas con los anticuerpos primarios adecuados
diluidos en la solucién de bloqueo durante toda la noche a 4 °C. La dilucién de anticuerpos primarios
se recuperd y las células fueron lavadas con PBS e incubadas durante 1 hora 45min con anticuerpos
secundarios especificos diluidos en la solucién de bloqueo. Al finalizar la incubacidn, se retiré la
dilucion de anticuerpos secundarios y se hicieron tres lavados con PBS seguidos de una incubacién
de 5min con DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol). Después de retirar DAPI se lavaron las células 3 veces
con PBS mas azida de sodio antes del montaje final.

La cuantificacion fue realizada por duplicado en por lo menos tres experimentos distintos, para ello
se empled un microscopio de epifluorescencia Olympus IX81 y una cdmara HAMAMATSU C11440
ORCA-Flash2.8 (Tokio, Japdn). Las fotos para cada fenotipo celular fueron tomadas en nueve campos
por pozo elegidos de manera aleatoria y empalmadas con el programa (Photoshop CC 2017; EE.
UU.). Las células positivas para cada marcador empleado y los nucleos positivos fueron contadas
con Image J (NIH).

Tabla 1: Lista de anticuerpos usados en el estudio.

Anticuerpo Marca Dilucion Numero de catalogo/clona
Conejo-anti-Oct4 BD 1:250 611202/40 Oct-3
Conejo-anti-Sox2 MILLIPORE 1:200 AB5603
Conejo-anti-Nanog ABCAM 1:50 AB80892
Ratdén-anti-E-cadherina BD 1:100 610181/36
Raton-anti-SSEA1 GENETEX 1:500 GTX48035/MC-480
Conejo-anti-H3K27ac Active Motif 1:1000 39133
Conejo-anti-H3K9ac Cell Signaling 1:400 C5B11, 9649
Conejo-anti-H3K27me3 Millipore 1:500 07-449
Conejo-anti-H3K4me3 Abcam 1:100 AB600
Conejo-anti-receptor de PRL Abcam 1:100 AB170935

5.1.7 RTy PCR

Los ensayos fueron realizados de acuerdo con protocolos establecidos en el laboratorio (Garcia-
Castro et al., 2015). Brevemente, se analizé la expresion de los genes de interés (Tabla 1). Para ello,
se obtuvo RNA total de las células mediante el método de fenol cloroformo. Para cada muestra,
100ul de TriZol (Invitrogen, California EE. UU.) fue adicionado a los botones celulares obtenidos en
cada experimento. Las muestras fueron homogenizadas utilizando un vortex e incubadas durante
15 min a 30°C. Posteriormente, se adiciono 200uL de cloroformo para obtener la fase acuosa, la cual
se mezclé con 200uL de isopropanol para precipitar el RNA. El sobrenadante se lavd con etanol al
96% y al 75%. El RNA se dejé secar durante toda la noche y se resuspendié en 40ulL de agua. La
pureza del RNA sera determinada por la relacién 260/280nm (=1.6) utilizando un espectrofotémetro
(NanoDrop One, Thermo Scientific). Finalmente, la integridad del RNA se evalué mediante
electroforesis en agarosa al 2%.

Para la transcripcidn reversa cada mezcla de reaccion se hizo con 1000ng de RNA, los cuales se
mezclaron con 4uL de MgCl, 25Mm, 2ulL del buffer de la transcriptasa reversa 10x, 2plL de mezcla
de dNTPs 10mM, 0.5uL del inhibidor de la ribonucleasa, 0.2uL de la enzima transcriptasa reversa
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AMV (Promega, Madison EE. UU.)(15u), 1L de cebadores y agua libre de nucleasas para un volumen
final de 20uL. La reaccién se incubo durante 10 min a temperatura ambiente y posteriormente a
42°C durante 40 min, finalmente las reacciones fueron calentadas a 95°C por 5 min y la transcriptasa
se inactivo a 4°C.

Para la reaccion de PCR punto final cada reaccién se prepard con 10uL del flexi Buffer GoTaq 5x
(Promega), 4uL de MgCl, 25mM (Promega), 1uL de dNTPs 10mM (Promega), 1uL de cada cebador,
0.25uL de DNA polimerasa y el volumen necesario de agua libre de nucleasas para un volumen final
de 50uL. Los productos finales se analizaron en un gel de agarosa (Sigma) al 2%. Como gen
constitutivo se utilizé actina.

Tabla 2: Lista de primers usados en el estudio.

Gen Forward Reverse pb
Oct4 GTGGAGGAAGCCGACAACAATGA CAAGCTGATTGGCGATGTGAG 181
Sox2 CATGAGAGCAAGTACTGGCAAG CCAACGATATCAACCTGCATGG 127
Nanog AAGATGCGGACTGTGTTCTC CGCTTGCACTTCATCCTTTG 167
KIf4 CGGGAAGGGAGAAGACACT GAGTTCCTCACGCCAACG 62
Zfp42 GTGTGCAGAGTGTGGCAAAG AAAGCTCTTCTCGCAGCCAT 205
Esrrb TTTCTGGAACCCATGGAGAG AGCCAGCACCTCCTTCTACA 118
Actina TGGCGCTTTTGACTCAGGAT GGGATGTTTGCTCCAACCAA 71

5.1.8 Tincidn para fosfatasa alcalina

El ensayo fue realizado de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Vector Laboratories,
California EE. UU.). Brevemente, luego de retirar el medio las células fueron lavadas tres veces con
PBS durante 5 minutos cada lavado. Se agregé la solucién de trabajo preparada al momento de
acuerdo con el proveedor y se dejd incubar en obscuridad durante 40 min. Al finalizar, la solucién
de trabajo fue retirada y se realizaron dos nuevos lavados con PBS.

5.1.9 Ensayo de proliferacion

A partir de una suspensidn celular de las tres condiciones evaluadas, libre de capa nodriza para el
caso de la condicién metaestable. En el dia cero se cultivaron 1.25x103 células/cm? en por lo menos
20 pozos para cada condicidn. A partir de este momento se despegaron las células de 2 pozos de
cada condicion las cuales fueron contadas inmediatamente después de ser despegadas durante 7
dias.

5.1.10 Analisis estadistico

Los datos son expresados en media mas menos error estandar. La normalidad de los datos fue
evaluada por la prueba Kolmogorov-Smirnov. Los analisis fueron realizados por medio de un ANOVA
seguido de la prueba Holm-Sidak's (en caso de normalidad de datos). Todos los analisis estadisticos
fueron realizados con el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad, California EE. UU.).
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6. RESULTADOS

6.1 Estandarizacion de las condiciones de cultivo “naive”

Para abordar el objetivo de replicar un protocolo en el cual las mESCs sean mantenidas en
condiciones “naive”. mESC R1 fueron mantenidas en una capa nodriza de iMEFs con medio DMEM
KO suplementado con FBS y LIF (condicién metaestable) durante 5 dias. En este periodo surgieron
colonias en forma de domo con bordes bien definidos integradas por células muy compactas entre
si, caracteristicas reportadas en la literatura previamente descrito, asociadas con la condicién de
cultivo metaestable (Fig.10 A).

Figura 10 Caracterizacion de mESC metaestables. A) morfologia habitual de las colonias al crecer en
condiciones metaestables (campo claro). B y C) presencia de Oct4 (verde), en B’) Sox2 (rojo) y en C’) Nanog
(rojo). Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI (azul). Asi como sus respectivos empalmes en By C”,
demostrando la colocalizacion de los tres FTs de la triada de pluripotencia. Microscopio de epifluorescencia
10x. Escala 25um.

Para explorar su identidad se evaluaron los marcadores de la triada de pluripotencia mediante la
técnica de inmunofluorescencia. Con lo cual se demostré la presencia de Oct4, Sox2 y Nanog en el
nucleo de las células (Fig. 10 B y C). De manera adicional, estas células han sido retadas en el
laboratorio a ensayos de diferenciacién in vitro obteniendo poblaciones de origen neural (anexo 1)
y cardiomiocitos (anexos, video 1), derivados de ectodermo y mesodermo, respectivamente.
Resultados que en conjunto otorgan evidencia de su naturaleza pluripotente.

Posteriormente, las células metaestables fueron adaptadas a crecer en condiciones de cultivo
“naive”. Como primer acercamiento se evaluaron dos protocolos previamente reportados, el
primero de ellos denominado NB2i (Ying et al., 2008) y el segundo llamado KO2i (Guo et al., 2016).
Para iniciar el cambio de condiciones de cultivo (metaestables a “naive”) las células fueron liberadas
de la capa nodriza, mediante adhesion selectiva, obteniendo asi una poblacién enriquecida de
mMESCs en donde se inicié los experimentos en condiciones 2i.

Después de 2 dias de cultivo en ambos medios “naive”, se pudieron observar pequefios agregados
celulares. En NB2i durante los primeros 5 pases surgieron pequefias colonias esféricas, de bordes
definidos con algunas células muertas en la periferia (Fig. 11 A-E), indicando el proceso de seleccién
y adaptacidn a las nuevas condiciones de cultivo. A partir del sexto pase las colonias fueron mas
homogéneas, mostrando forma de cupula, con bordes redondeados bien definidos y con células
muy compactas entre si (Fig. 11 F-J), similar a lo reportado previamente en la literatura (Ying et al.,
2008).
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Pase 6 Pase 7 Pase 8 Pase 9 Pase 10

Figura 11. Morfologia de las células en condiciones NB2i durante los diez pases de cultivo. Obsérvese la
presencia de colonias esféricas, de bordes definidos en las microfotografias en campo claro en cada pase (uno
a diez). Objetivos 20 y 40x. Escala 25um.

En contraste, la condicion KO2i permitié el establecimiento de colonias aplanadas con bordes
ligeramente irregulares, detritos celulares rodeando las colonias y posiblemente células
diferenciadas en la periferia, debido a su morfologia plana y tendencia a migrar fuera del cimulo
manteniéndose como células Unicas (Fig. 12 A-E). De forma adicional, en los pases seis y siete las
colonias fueron redondeadas (Fig. 12 F-G), recuperando ligeramente los bordes irregulares en los
pases ocho a diez (Fig. 12 H-J). Sin embargo, mantuvieron su morfologia aplanada durante los diez
pases que permanecieron en cultivo (Fig. 12), resultados muy similares a lo reportado previamente
para esta condicion (Guo et al., 2016).

Pase 6 Pase 7 Pase 8 Pase 9 Pase 10

Figura 12. Morfologia de las células en condiciones KO2i durante los diez pases de cultivo. Obsérvese las
colonias aplanadas con bordes ligeramente irregulares en las microfotografias en campo claro en cada pase.
Objetivos 20 y 40x. Escala 25um.

Debido a que la morfologia es una caracteristica insuficiente para corroborar la identidad de las
células pluripotentes, se evaluaron otras propiedades de la identidad “naive”. Inicialmente, se
determind el marcador cldsico FA, encontrandose la presencia de esta enzima en las colonias de las
tres condiciones de cultivo evaluadas. Debido a la agresividad del ensayo y la tendencia de las células
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NB2i a despegarse, se observé un menor nimero de células en esta condicidn al compararse con las
otras dos condiciones. No obstante, todas las colonias en los tres grupos fueron positivas a FA. De
manera interesante, las células en condiciones “naive” presentaron una intensidad menor en el
interior de la colonia que en la periferia, en contraste con la condicién metaestable donde FA marcé
en un color mds obscuro en toda la colonia (Fig. 13 A).

Asimismo, se determind la clonalidad celular a través de un ensayo de proliferacion en las tres
condiciones de cultivo a lo largo de 7 dias. Los datos arrojados indicaron una mayor capacidad de
proliferacién en las condiciones “naive” al ser comparadas con la condicion metaestable, a partir del
dia 5 (metaestable 51,250 + 11,614, NB2i 100,000 *+ 16,776 y KO2i 79,583 + 24,448; P=0.0168
correspondiente al ANOVA). Dicha diferencia se mantuvo hasta el séptimo dia (metaestable 128,125
+ 14,375, NB2i 184,167 * 15,069 y KO2i 20,7667 * 65,515; P=0.0023 correspondiente al ANOVA)
(Fig. 13B). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambas condiciones
“naive” durante todo el ensayo.
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Figura 13. Caracterizaciéon de las condiciones metaestable vs “naive”. A) Observamos la presencia de
fosfatasa alcalina como una tincion de color azul obscuro y B) cuantificacidon del ensayo de proliferacién en las
tres condiciones de cultivo (P=0.0168, GL=14). C) presencia de los RNAm de los genes de pluripotencia; Zfp42,
Oct4, Nanog, Sox2, Esrrb y KIf4. Se utilizd actina (control de carga) en células metaestables y cultivadas en
NB2i. Aumento de 6.5x. Escala 100um. Se realizaron 3 experimentos por duplicado de cada una de las pruebas
empleadas.

Por lo que se refiere a su caracterizacién molecular, se determiné la presencia los tres FTs de la
triada de pluripotencia Oct4, Sox2 y Nanog en células metaestables y “naive” mediante PCR (Fig. 13
C). De manera adicional, se evaluaron marcadores asociados con el estadio “naive” como Zfp42,
Esrrb y KIf4, los cuales estuvieron presentes en ambas condiciones de cultivo (Fig. 13 C) (Ghimire et
al., 2018; Hackett & Surani, 2014; Kalkan et al., 2017; P. Yang et al., 2019; S. H. Yang et al., 2014)
(Ghimire et al., 2018; Hackett & Surani, 2014; Kalkan et al., 2017; P. Yang et al., 2019; S. H. Yang et
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al., 2014) (Ghimire et al., 2018; Hackett & Surani, 2014; Kalkan et al., 2017; P. Yang et al., 2019; S.
H. Yang et al., 2014) (Ghimire et al., 2018; Hackett & Surani, 2014; Kalkan et al., 2017; P. Yang et al.,
2019; S. H. Yang et al., 2014) (Ghimire et al., 2018; Hackett & Surani, 2014; Kalkan et al., 2017; P.
Yang et al., 2019; S. H. Yang et al., 2014).

Asimismo, se corrobord la presencia de la proteina de marcadores de pluripotencia a través de la
técnica de inmunofluorescencia. Se encontrd una ubicacién nuclear de la triada de pluripotencia en
las células de los tres protocolos evaluados. No obstante, para la condicion metaestable fue una
distribucidn a manera de sal y pimienta; mientras que para las condiciones “naive” fue mas uniforme
para todos los FT evaluados (Fig. 14A, B). Cabe destacar la distribucién homogénea de Nanog en las
condiciones “naive”, ya que su presencia fue la mas uniforme (Fig. 14B).

De manera adicional, los marcadores asociados con pluripotencia “naive”, Tfap2c y KIf4 fueron
observados escasamente en las tres condiciones de cultivo, como una marca nuclear y
citoplasmatica/nuclear, respectivamente. De forma particular en las condiciones metaestables se
observé un menor niumero de células positivas para estos marcadores, las cuales se encontraron
ubicadas principalmente en el centro de la colonia; mientras que en la condicién KO2i se observaron
algunas colonias con marca difusa principalmente para Tfap2c y algunas células positivas para Klf4.
De manera interesante, la condicién NB2i fue capaz de presentar multiples colonias positivas para
ambos FTs con marcas nucleares en el caso de Tfap2c. No obstante, la sefial positiva de KIf4 se
mantuvo difusa, aun en colonias que es su totalidad fueron positivas a este FT (Fig. 14C). Dichas
colonias no pudieron ser observadas en ninguna de las otras dos condiciones de cultivo.

Metaestables NB2i KO2i

Oct4/Sox2

Ecad/Nanog

Tfap2c/Kif4

Figura 14. Presencia de marcadores de pluripotencia en células mESC en condiciones metaestables y
“naive”. Se muestran las marcas positivas en A) de Oct4 y Sox2 como marcas nucleares en verde y rojo
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respectivamente. B) E-cadherina como una marca citoplasmatica/mebranal en verde, asi como Nanog en el
nucleo de color rojo). C) Tfap2c (verde) y KIf4 (rojo) ambas marcas nucleares. Todos ellos analizados en las 3
condiciones de cultivo. Se utilizd a DAPI (azul) para la identificacién de los nucleos. Microscopio de
epifluorescencia 20x. Escala 25um.

Como primer acercamiento para conocer el paisaje epigenético generado por nuestros protocolos
de cultivo, se evalud la presencia de modificaciones de histonas relacionadas con la pluripotencia
(H3k27me3 y H3k4me3), las cuales se encontraron en el nicleo de las células de las tres condiciones
evaluadas. Sin embargo, se observé en la condicion metaestable que la marca fue menos uniforme
en comparacion a las condiciones “naive”. Asimismo, se encontré una mayor colocalizacién de
ambas marcas en la periferia de las colonias NB2i, en contraste con un patrén de gradiente en KO2i
(Fig. 15 A). Cuando se evalud H3k9ac (Fig. 15 B) y H3k27ac (Fig. 15 C) se identificd un patrén similar
a lo ocurrido con las marcas bivalentes. En las sefiales de acetilacidn se observé un patrdn aleatorio
en las células metaestables, de las cuales la gran mayoria presento alguna de las dos sefiales
evaluadas en colocalizacién con Oct4 (indicando su naturaleza pluripotente). En contraste, las
células “naive” conservaron ambas marcas localizadas predominantemente en la periferia de las
colonias (Fig. 15 B y C) con una distribucién mas homogénea en la condicién NB2i.

Metaestables NB2i KO2i

Oct4/H3K9ac H3k27me3/H3k4me3

Oct4/H3k27ac

Figura 15. Modificaciones de histonas en mESCs en condiciones metaestables y “naive”. Se muestra en A)
las marcas bivalentes integradas por H3k4me3 y H3k27me3 ambas como sefiales nucleares en rojo y verde
respectivamente. Ademas, las marcas C) H3k9ac y D) H3k27ac ambas con una distribucidn nuclear en rojo
colocalizando con la sefial nuclear de Oct4 en verde. Se utilizé a DAPI como contratincion de color azul. Todas
las marcas son nucleares y su distribucion es especifica para cada condicién. Objetivo 20x. Escala 25um.
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6.2 mESC metaestables y “naive” son positivas para el receptor de PRL

Debido a la poca evidencia del papel de la PRL y su receptor en el desarrollo temprano, decidimos
evaluar la presencia de este Ultimo tanto en condiciones metaestables como “naive”, a través de la
técnica de inmunofluorescencia de acuerdo con lo indicado en el segundo objetivo especifico. Con
ello se encontré que los tres grupos evaluados eran positivos para el receptor, obteniendo una
marca membranal/citoplasmatica positiva, la cual co-localizdé con SSEA1 indicando su presencia en
células pluripotentes (Fig. 16). De manera interesante, en células “naive” la marca fue mas uniforme
(Fig. 16 By C), en contraste con la condicidn metaestable en donde incluso algunas células fueron
negativas (Fig. 16 A).

Para aportar mas informacidn en cuanto a la caracterizacion del receptor de PRL en la pluripotencia
desde estadios pre hasta post-implantacién decidimos evaluar su presencia en células “primed”.
Debido a que en el laboratorio no contamos con lineas de EpiSCs, elegimos como punto de
referencia a las células embrionarias humanas H9 las cuales simulan estadios post-implantacion al

igual que las EpiSCs de ratdn, encontrando que en células “primed” el receptor de PRL estd ausente
(anexo 3).

Metaestable

Empalme

NB2i

KO2i

Empalme

Figura 16. Presencia de receptor de PRL en la pluripotencia metaestable y “naive”. Obsérvese el receptor de
PRL en rojo que co-localiza con el marcador de pluripotencia SSEA1 (verde) en células A) metaestables, B)
cultivadas en NB2i y C) en KO2i. Ambas marcas se observan con un patrén citoplasmatico membranal.
Microscopia de epifluorescencia 20x. Escala 25um.

6.3 La prolactina mantiene a Oct4, Sox2 y FA incluso en ausencia de LIF

Una vez que se determind la presencia del receptor de PRL, se abordd el objetivo de determinar el
efecto de la PRL en la pluripotencia de mESC. Para ello se realizaron tratamientos in vitro con la
hormona a diferentes concentraciones en células en condiciones metaestables durante cinco dias
de cultivo, para explorar el papel de la hormona sobre la triada de pluripotencia. De manera
interesante, ninguna de las concentraciones evaluadas de la hormona alterd significativamente el
numero total de células Oct4+ con relacidén al control, en el cual si se observd una diferencia
significativa con respecto al grupo con vehiculo (control 72.65 + 9.70; vehiculo 36.11 + 4.39; 0.2nM;
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7.17 £ 8.84; 0.4nM 52.98 + 3.62; 2.08nM 58.43 + 2.82; 6.24nM 51.46 + 2.42; 20.8nM 44.13 + 8.91;
ANOVA F (514=3.169, p=0.035) (Fig. 17A). En cuanto al nimero de células Sox2+ el tratamiento con
el vehiculo (49.75 + 2.25) generd una disminucion significativa con respecto al control (87.5 + 3.88),
similar a lo ocurrido con los tratamientos de 2.08nM (45.25 + 4.11) y 6.24nM (50 + 4.79) de PRL
(ANOVA F (521)=16, p<0.0001) (Fig. 17B). De manera interesante, la administracidon de 0.2nM (87 +
3.08) y 0.42pM (81 £ 6.72) se mantuvieron en niveles similares al control comportandose de manera
practicamente idéntica al ser comparados con los demdas tratamientos incluido el vehiculo.
Finalmente, en el caso de Nanog, el vehiculo (47.5 * 6.44) provoco una disminucion de cerca del
50% en la poblacién positiva para este FT en comparacién con el control (78.3 + 4.23). Asimismo, las
células positivas obtenidas con todos los tratamientos de PRL (0.2nM 52.75 + 4.13; 0.4nM 45.25 +
6.1, 2.08nM 49 *+ 3.0, 6.24nM 48.5 + 6.0 y 20.8nM 54.75 + 3.04) disminuyeron a niveles similares a
lo observado con el vehiculo (ANOVA F (621)=5.34, p=.0017) (Fig. 17C), siendo incapaces de mantener
a Nanog como ocurrié con Oct4 y Sox2 (Fig. 17).

Oct4 Sox2 Nanog
3 % %
A B ———— C
kkk  kkk * %k K
100 —_— — 100 ok

100+

Numero de células positivas

nM de PRL

Figura 17. Impacto de la PRL en la triada de pluripotencia. Se muestran las graficas del nimero total de células
positivas para Oct4 p=0.0353 (A), Sox2 p<0.05 (B) y Nanog p=0.0017 (C). p<0.05 (*), p<0.01 (**) y p<0.001

A partir de los resultados anteriores, se evalud la capacidad de la hormona para mantener a largo
plazo el cultivo de células metaestables. Para ello las concentraciones de 0.2nM y 0.42nM, que
demostraron mantener a Oct4 y Sox2 en niveles similares al control (Fig. 17 A y B), fueron
administradas durante diez pases, en donde se evalué la presencia de FA. Por lo que se refiere al
grupo control y de forma esperada mantuvo la marca de dicha enzima a lo largo de los diez pases
(pases uno, cuatro, siete y diez son mostrados como representativos) (Fig. 18 A). En contraste, en el
grupo vehiculo la tincidn para FA disminuyo desde el primer pase, permaneciendo asi hasta el final
del experimento (Fig. 18 B). Por otra parte, la administracion de 2.08mM de PRL mantuvo a las
colonias de mESC positivas para esta marca en el primer pase (Fig. 18 C), disminuyendo
gradualmente hasta el pase cuatro (Fig. 18 C’) con una apreciable recuperacién de la poblacion
positiva para el séptimo pase (Fig. 18 C""). No obstante, en el décimo pase (Fig. 18 C""') no se aprecio
diferencia con el vehiculo debido a la baja prevalencia de colonias FA+. El tratamiento con 2.08mM
genero un efecto similar a 416pM desde el primero al cuarto (Fig. 18 D, D*). De manera interesante,
hubo una recuperacion en el séptimo pase (Fig. 18 D) que fue similar a la condicion control en el
décimo pase (Fig. 18 D"”).
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0.42nM 0.2nM  Vehiculo Control

Figura 18. Mantenimiento de FA en ausencia de LIF. Se muestran fotografias representativas de las colonias
FA (fosfatasa alcalina) + obtenidas mediante el microscopio estereoscépico con un aumento de 1.6x en los
pases (P) uno, cuatro, siete y diez para las siguientes condiciones A) control, B) vehiculo, C) 20.8pM de PRLy
D) 416pM de PRL. Analisis realizado durante diez pases en cultivo.

6.4 Posible mecanismo de regulacion de la pluripotencia a través de la seiializacion de
PRL y Stat3

Como punto de partida para determinar el mecanismo por el cual la PRL podria estar impactando a
la pluripotencia, se evaluaron las vias de sefializacion compartidas entre LIF y la hormona. Para ello,
se exploraron mecanismos de regulacién sobre el circuito de pluripotencia realizados por Stat3,
debido a que es un punto de convergencia entre ambas vias de sefializacion. De acuerdo con los
resultados de Tripathi y colaboradores, Stat3 reconoce la secuencia constituida por TGGGAAC
durante la activacién de diversos genes blanco (Fig. 19 A) (Tripathi et al., 2017). De esta forma, se
realizé la busqueda de dicho motivo de reconocimiento en la secuencia de Oct4 (50,000pb rio arriba
y rio abajo flanqueando al gen) con la finalidad de explorar secuencias como enhancers y
promotores (Fig. 19B) por medio de la plataforma Ensembl, Mouse (GRCm38.p6)
(www.ensembl.org). Se encontraron tres regiones asociadas con dicho gen, posiblemente reguladas
por Stat3. El primero de estos motivos de reconocimiento se ubicé en una zona asociada con un
enhancer de Oct4 (Fig. 19C), la segunda secuencia se localizé en la primera seccién del promotor de
este gen (Fig. 19D) Ambas ubicadas dentro aproximadamente 50,000pb rio abajo del sitio de inicio
de la transcripcion de Oct4 y la ultima ubicada en la proximidad del primer exén (Fig. 19E). Adicional
a estas tres secuencias blanco, se identificaron otras dos en regiones intrdnicas que no son 100%
idénticas, pero posiblemente podrian ser reconocidas por Stat3 (Fig. 19E).
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Figura 19. Ubicacion de secuencias de reconocimiento para Stat3 en Oct4. A) Secuencia motivo para Stat3.
B) Ubicacidn aproximada de Oct4 en el genoma del ratén. La secuencia motivo de Stat3 fue ubicada en: C) el
enhancer de Oct4, D) la region promotora, en ambos esquemas la ubicacidn real o aproximada esta resaltada
con una linea punteada. En E) se muestran en naranja la secuencia motivo para Stat3 cercana al primer exon
de Oct4. De manera adicional de muestran en amarillo dos secuencias en regiones intrénicas candidatas a ser
reconocidas por Stat3.
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7 DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se determind el posible papel de la PRL en la pluripotencia en mESC en distintas
condiciones de cultivo, con la finalidad de explorar las sefiales que regulan la transicién entre los
diversos estadios de pluripotencia (Chandrasekaran et al., 2017; Dahan et al., 2019; M. Li et al,,
2012; P. Yang et al., 2019; Ying & Smith, 2017).

Desde su descubrimiento, las mESC han demostrado su capacidad de mimetizar identidades de
pluripotencia similares a lo observado desde el periodo pre- hasta post-implantacién, ofreciendo
una alternativa extraordinaria de modelaje embrionario (Beccari et al., 2018; Harrison et al., 2017,
Nichols & Smith, 2009; Warmflash, 2017). Por otra parte, el posible impacto de la PRL durante el
desarrollo embrionario ha sido poco estudiado. No obstante, se le ha asociado con la progresién de
la etapa de dos células hacia la generacidn del blastocito en ratdn, la regulacién de la pluripotencia
de N. vison y M. musculus asi como ser un factor clave en la diapausa, proceso que involucra la
inmersién de las células pluripotentes a un estadio inactivado (l. A. Polejaeva et al., 1997; Sellers et
al., 2018; Yohkaichiya et al., 1988).

La pluripotencia “naive” ha sido estrechamente relacionada a nivel molecular con el epiblasto
inactivo durante la diapausa (Boroviak et al., 2015; Chandrasekaran et al., 2017; Hackett & Surani,
2014). De esta forma, como un primer objetivo, se establecieron las condiciones de cultivo para
mantener a las mESC en dicha identidad. Para ello, la linea R1 se cultivd en condiciones metaestables
(estadio de pluripotencia de partida), la cual presenté marcas nucleares positivas para la triada de
pluripotencia y una capacidad de diferenciacion multilinaje. Caracteristicas que en conjunto
sugieren la presencia de células pluripotentes aptas para el cambio hacia la identidad “naive” (Fig.
10).

Las células al ser adaptadas a la condicion 2i adquirieron una morfologia semiesférica, con bordes
bien definidos, propiedades que han sido empleadas como un primer indicador de la identidad
“naive” (Fig. 11 y 12). No obstante, la morfologia es insuficiente para caracterizar poblaciones
pluripotentes. Por ello, se realizaron distintas evaluaciones a nivel molecular y funcional que
permitieran profundizar en su caracterizacion (Nichols & Smith, 2009; Ying et al., 2008).
Inicialmente, se determind el mantenimiento de la triada de pluripotencia, tanto a nivel de RNA
como de proteina y la presencia de FA en condiciones NB2i y KO2i (Fig. 13Cy 14 A-B). Asimismo, se
observé una mayor proliferacion celular en comparacién con estadios de pluripotencia posteriores
(Fig. 13B). Dicho hallazgo concuerda con los requerimientos metabdlicos durante etapas como la
morulay el blastocito, en donde se da la expansion de la poblacion pluripotente en cortos periodos
de tiempo (Chandrasekaran et al., 2017; Dahan et al., 2019; Nichols & Smith, 2009; Ying et al., 2008).

De manera adicional, observamos una uniformidad para la marca de Nanog (acompafiado de E-
cadherina en la membrana celular) en nuestros experimentos, ya sea tanto en las condiciones NB2i
como KO2i (Fig. 14B), lo que sugiere el cambio de identidad requerido para el establecimiento de la
condicidn “naive” (Silva et al.,, 2009; P. Yang et al., 2019). Caracteristica de gran importancia
reportada en la literatura, ya que niveles altos de esta proteina estdn asociados con el
remodelamiento de la cromatinay el paisaje epigenético necesarios para el estadio de pluripotencia
mas primitivo descrito hasta el momento. Dato que contrasta drasticamente con la heterogeneidad
qgue se observa en mESCs en condicién metaestable (Fig. 14), en donde no encontramos una
sincronia y homogeneidad en la expresidn de genes asociados con la pluripotencia, sugiriendo una
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fluctuacién constante en las redes moleculares que la mantienen y haciéndolas mas propensas a
diferenciarse de manera espontdnea (Munoz Descalzo, Rue, Garcia-Ojalvo, & Martinez Arias, 2012;
Silva et al., 2009; P. Yang et al., 2019). Asimismo, en nuestros cultivos observamos la existencia de
multiples colonias positivas para KIf4 y Tfap2c (Fig. 14C), marcadores asociadas con la ICM y la
pluripotencia “naive” (Macfarlan et al., 2012; Silva et al., 2008; Silva et al., 2009; P. Yang et al., 2019).
Dichas marcas fueron mas frecuentes en la condicion NB2i contrastando con la escasa marca en la
condicion KO2i y casi ausente en la metaestable (Fig. 14C). Dichos hallazgos demuestran la
capacidad de la condicidon NB2i para mantener un estadio “naive”, lo cual concuerda a lo reportado
en trabajos previos (Silva et al., 2009; P. Yang et al., 2019; Ying et al., 2008). Cabe mencionar que la
conversion entre identidades pluripotentes (desde “naive” a “primed”) es posible debido a la
plasticidad e inexistencia de fronteras entre ellas.

Como se ha descrito, la pluripotencia es un periodo efimero y transitorio en el cual el paisaje
epigenético juega un papel clave en el establecimiento de los estadios de pluripotencia (Jaenisch &
Young, 2008; M. Li et al., 2012; P. Yang et al., 2019). Después de la activacion del ZGA durante el
desarrollo en el ratdn, la desacetilacién y metilacién de histonas conlleva a la formacién de una
cromatina represiva que limita la transcripciéon durante la etapa de 2C (Ma, Svoboda, Schultz, &
Stein, 2001; Wiekowski, Miranda, Nothias, & DePamphilis, 1997), en donde se han reportado altos
niveles de H3K4me3 y acetilaciones en H3 y H4 (Macfarlan et al., 2012). Dicho ambiente, fue similar
a lo que encontramos en nuestras condiciones “naive” para H3k4me3, H3K27me3, H3k9ac vy
H3k27ac, las cuales presentaron una distribucién uniforme y mayor intensidad que lo observado en
células metaestables (Fig. 15). Estos datos sugieren la existencia de diversos cddigos de histonas
entre las identidades celulares establecidas, caracteristica que podria ser responsable de una
regulacién molecular y por lo tanto funcional entre las condiciones “naive” y metaestable, lo cual
podria estar asociado con la obtencién in vitro de identidades epigenéticas especificas de los
estadios tempranos del desarrollo capaces de recapitular eventos similares a lo observado durante
la ZGA en la etapa de 2C.

Con los resultados obtenidos se puede sugerir el establecimiento de un protocolo de cultivo basado
en reportes previos, capaz de mantener a las mESC en condiciones “naive”. Corroborado por las
caracteristicas morfoldgicas, moleculares y funcionales descritas previamente. Sin embargo, es
necesario destacar que la evaluacion de RNAm de factores involucrados en la pluripotencia se
realizé solo en la condicién NB2i (Fig. 13C), ya que a lo largo del estudio mostré tener una mayor
reproducibilidad y ser mas similar a lo reportado previamente en la literatura en comparacién a la
condicidn con KOSR2i, sugiriendo ser un mejor protocolo para replicar la identidad pre-
implantacién. Asimismo, para confirmar la identidad de las células obtenidas en ambos protocolos
es necesario realizar ensayos a futuro como la formacién de teratomas y quimeras, lo cual arrojara
evidencia de su funcionalidad, ya que las células “naive” presentan un mayor porcentaje de
formacién de quimeras y mayor homogeneidad en su diferenciacién tanto in vivo como in vitro
(Alsanie et al., 2017; Cohen et al., 2018; Lee et al., 2017).

Por lo que se refiere al receptor de PRL, no se encuentra bien caracterizado durante el desarrollo
embrionario y, en células pluripotentes, se desconoce su presencia. En este estudio se mostré que
las células metaestables y “naive” son positivas a dicho receptor, presentando una distribuciéon mas
homogénea y definida en la tltima condicién (Fig. 16), lo cual alude a un papel en el establecimiento
de la esencia “naive”, posiblemente mediante la regulacidon de sefiales externas generadas por
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diversas citosinas como LIF e incluso proteinas de la familia lactogénica (Nichols et al., 2001; Sinha,
1995; Weinberger, Ayyash, Novershtern, & Hanna, 2016; Ying & Smith, 2017). Asimismo, sugiere
qgue la PRL no solo regula aspectos asociados con la implantacién del blastocito como se ha
reportado previamente (Mead, 1993; Murphy, 1979; Murphy, Concannon, Travis, & Hansel, 1981;
Ptak et al., 2012), sino que también tendria implicaciones directas en la regulacion del estadio
pluripotente. De esta forma, resulta interesante evaluar a mayor detalle, el mecanismo por el cual
participa durante el establecimiento de la diapausa, no a nivel de Utero e implantacién, si no a nivel
del embridn y su poblaciéon pluripotente.

Por otra parte, la necesidad de identificar moléculas especificas de cada estadio de pluripotencia es
importante para establecer marcadores de identidad. Determinar tales factores permitira
caracterizar la exclusividad que se puede observar en el estadio “naive”, naturalmente presente en
el ratén en contraste con el humano, en el cual se necesita de cocteles moleculares complejos para
su establecimiento controversial (Avila-Gonzalez et al., 2016; Warrier, Popovic, Van der Jeught, &
Heindryckx, 2016). Nosotros mostramos que las células “naive” adquieren una gran homogeneidad
en cuanto al receptor de PRL. En contraste, algunas células metaestables fueron negativas (Fig. 16)
y de forma interesante, las ESC humanas H9, representativas de un estadio “primed”, no presentan
el receptor (Anexo 3). Estos hallazgos sugieren un gradiente del receptor progresivamente menor
conforme avanza la diferenciacion. Ademas, surge la cuestion de un posible papel especie-especifico
del complejo formado por la hormona y su receptor durante el desarrollo embrionario temprano,
qgue podria estar asociado con la adquisicién y/o mantenimiento de la pluripotencia “naive”,
insinuando mecanismos evolutivos particulares de cada especie que sustentan el desarrollo
embrionario y por lo tanto el establecimiento de poblaciones transitorias especificas (Boroviak &
Nichols, 2017). Hipédtesis que deben de ser resueltas en estudios futuros.

Asimismo, la presencia del receptor cimienta las bases para una posible interaccion de la PRL con
estadios embrionarios tempranos. Razén por la cual, se evalué el efecto de la hormona en la triada
de pluripotencia. De forma interesante, observamos que después de cinco dias de tratamiento en
ausencia de LIF, la PRL fue capaz de mantener niveles de Oct4 y Sox2 similares al control (Fig. 17).
Ambos FT son claves en la pluripotencia y su regulacion diferencial puede desencadenar que el
circuito pierda estabilidad y culmine en la diferenciacion celular (Masui et al., 2007; Nakatake et al.,
2006; Niwa et al., 2000; Palmieri et al., 1994; S. Zhang & Cui, 2014). Los datos obtenidos en este
estudio sugieren un posible papel de la hormona sobre el circuito de pluripotencia. Dicha hipétesis
fue reforzada por los datos de los analisis clonales y la tincién con la enzima FA. Debido a que la
dindmica de pérdida y recuperacién de las colonias FA + con los tratamientos de PRL (0.2nM vy
0.4nM) a lo largo de diez pases (Fig.18), podria estar asociada con un mecanismo similar a la
diapausa, al activar ciertas colonias (Oct4 y Sox2 positivas) capaces de responder a la estimulacién
con la hormona en la poblacién metaestable (Chandrasekaran et al., 2017; J. Hanna et al., 2009; P.
Yang et al., 2019).

Finalmente, la existencia de mecanismos comunes rio abajo del receptor de PRL y LIF dio las bases
para iniciar a explorar la maquinaria molecular que posiblemente regule el impacto de la PRL sobre
la pluripotencia. Como punto de partida se eligi6 a Stat3 (proteina con actividad de FT),
ampliamente conocida por su papel crucial en el mantenimiento de la pluripotencia mediante LIF,
ademas de ser un blanco principal de la PRL en multiples procesos; con lo cual se obtuvo un punto
de convergencia entre la sefializacion de LIF y de la hormona (Bole-Feysot et al., 1998; Martello et
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al., 2013; Niwa et al., 1998; Niwa et al., 2009). De forma atrayente, Stat3 presentd sitios probables
de interaccidn con la secuencia de Oct4 en el enhancer, promotor y regiones intergénicas asociadas
con intrones (Fig. 19), sugiriendo regiones capaces de responder a la estimulacion de Stat3 después
de la activacidn del complejo formado por la PLR y su receptor. Dicha secuencia de reconocimiento
(TGGGAAC) fue corroborada experimentalmente mediante ChlIP-seq al determinar los motivos de
unién de Stat3 en células Th1l7 durante su diferenciacion. Dentro de los multiples motivos
reportados, se encontrd dicha secuencia de reconocimiento, ademdas de dos motivos similares a las
dos secuencias intrénicas que fueron candidatas para la asociacién con Stat3 (Tripathi et al., 2017).
De acuerdo con nuestros resultados, Do y colaboradores (2013) demostraron que la activacion del
receptor de LIF activa a Jakl, el cual a su vez promueve la activacién de Stat3 y su translocacion al
nucleo en donde activa a los enhancers distales de Oct4 y Nanog (Fig. 20), regulando de esta forma
el mantenimiento de la pluripotencia in vitro en mESC, iPSCs e inclusive en el embridn pre-
implantacién (Do et al., 2013).

Por otra parte, se ha reportado que la estimulacién de Stat3 conlleva a una activacion de KIf4 (Fig.
20) con lo cual incrementa la capacidad clonal y el mantenimiento indiferenciado de mESC, asi como
su capacidad de reprogramacion al estadio “naive” debido a su interaccion con el core de
pluripotencia a través de Oct4 y Sox2 (Hall et al., 2009; Nakatake et al., 2006). Dichos mecanismos
podrian ser los responsables del efecto observado de la PRL en nuestras condiciones, regulando la
estabilidad del circuito de pluripotencia y promoviendo el mantenimiento de esta propiedad en
ausencia de LIF (Fig. 20). Asimismo, la interaccién de Stat3 con c-Myc ha sido asociada con el
establecimiento de la diapausa (Fig. 20), mediante el bloqueo de este ultimo. Debido a que la
disminucién del oncogén ha sido relacionada con el establecimiento de una identidad pluripotente
sin proliferacion, la cual asemeja al epiblasto pre-implantacion de embriones en diapausa.
Finalmente, el KO de c-Myc permitié simular el establecimiento de la diapausa in vitro (Scognamiglio
et al., 2016). A pesar de la obtencidn de estos resultados prometedores, es necesario realizar una
caracterizacién molecular mas profunda a través de técnicas como ATAC-sec, ChIP-seq, RNA-seq
entre otras, las cuales nos revelarian informacién mas detallada del posible mecanismo por el cual
la PRL podria regular la pluripotencia tanto in vivo como in vitro.

Tomando en cuenta estos datos, mas la evidencia de que LIF no es necesario en la pluripotencia in
vivo, asi como el papel de la PRL en el mantenimiento de la diapausa (fenédmeno en el cual existe
una pluripotencia en donde la proliferacién es casi nula o escasa) (Nichols et al., 2001; Shu & Pei,
2016; Stewart et al., 1992), se podria sugerir a la PRL como una molécula suplementaria en los
cocteles moleculares necesarios para mantener a las células pluripotentes en un nicho mas similar
al presente en el periodo del cual hayan sido derivadas, ya sea como sustituto de LIF en condiciones
“naive” y metaestables, o como candidata para determinar el mecanismo que regula la suspension
biosintética que existe en la diapausa y su relacion con el mantenimiento de la pluripotencia in vitro.

Los datos obtenidos en este estudio proponen una posible funcién de la PRL en la pluripotencia de
mESC a corto y largo plazo. Probablemente asociado a la sefializacion de Stat3 en el mantenimiento
de FAy la triada de pluripotencia a través de la activacion de enhancers y promotores de dichos FTs.
El protocolo “naive” adaptado en el laboratorio nos permitié abordar la presencia del receptor de
PRL a través del periodo pluripotente desde “naive” a “primed” montando el escenario para que se
explore con mayor profundidad el efecto de hormonas lactogénicas en el desarrollo embrionario
temprano y la pluripotencia in vivo en in vitro. Si bien los resultados resumidos en la Fig. 20 son

45



prometedoresy sugieren un efecto de la hormona en la pluripotencia, es necesario expandir nuestra
caracterizacion hacia pruebas funcionales y determinar el mecanismo preciso de regulacion que la
PRL ejerza.
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Figura 20. Efecto de la PRL en la pluripotencia y su posible mecanismo. Representacién esquematica del
efecto de la PRL en la pluripotencia a través de la regulacién de Oct4 y Sox2 asi como FA y los posibles
mecanismos mediados por Stat3.
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9 ANEXOS
ANEXO 1

Empalme~

Diferenciacion de mESC hacia linaje neural. Se observa la presencia de marcadores neurales
después de que las mESC fueron sometidas a 12 dias de diferenciacidon. (A) presenta los marcadores
Sox2 como una marca nuclear en rojo y Nestina en verde distribuida en el citoplasma. El empalme
sugiere la presencia de células trocales neurales. (B) en verde se observa B-tubulina lll (marca
citoplasmatica en verde) expresada en neuronas inmaduras. Se empled DAPI (azul) para teiiir los
nucleos. Microscopia de epifluorescencia 10X. escala 25um

ANEXO 2

Validacidn del anti- receptor de PRL marca citoplasmatica en rojo en (A) glandula mamaria y (B)
higado. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI en color azul. Epifluorescencia 40 X. escala 25um.
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ANEXO 3

Las células troncales embrionarias humanas no presentan el receptor de PRL. No se observé marca
positiva para el receptor de PRL (rojo), el cual se esperaba colocalizando con E-cadherina (marca
membranal en color verde).

Video 1 Contraccidon espontanea de cardiomiocitos obtenidos a partir de mESC
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