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1. Resumen 

Las células terminalmente diferenciadas derivan de células precursoras que progresivamente van 
perdiendo su plasticidad hasta que se comprometen hacia un fenotipo específico. Estas células 
comúnmente dejan de dividirse (células posmitóticas) y solo se recambian en aquellos tejidos en 
donde hay renovación. Tejidos como el cerebro, el músculo y el hígado esencialmente están 
compuestos por células posmitóticas diferenciadas, pero también contienen células troncales 
somáticas con capacidad de proliferación que se activan bajo ciertas circunstancias, frecuentemente 
asociadas a daño, a partir de las cuales se pueden generar los tipos celulares correspondientes al tejido 
específico (Flores-Figueroa et al., 2006).  

Las células troncales pluripotentes son un grupo específico de células indiferenciadas que tienen 
un potencial proliferativo elevado y que presentan dos características fundamentales: son capaces de 
autorrenovarse, es decir, de formar células idénticas a las células de origen, y tienen la capacidad de 
diferenciar a todos los tipos celulares de las tres capas germinales embrionarias que forman al 
organismo adulto (Flores-Figueroa et al., 2006; Martello y Smith, 2014). Anteriormente se conocían 
únicamente dos fuentes de obtención de estas células: la primera a partir de embriones en etapa de 
blastocisto que derivan en las denominadas células troncales embrionarias (ESC), o a partir de células 
germinales que derivan en las denominadas células germinales embrionarias (EGC).  

Actualmente, células troncales pluripotentes, que comparten muchas características con las ESC, 
pueden derivarse experimentalmente a partir de células somáticas diferenciadas como los fibroblastos 
embrionarios murinos (MEFs), mediante la incorporación e inducción de la expresión de cuatro 
factores reprogramadores: c-Myc, Kfl4, Oct3/4 y Sox2 (MKOS). Estos factores posibilitan la 
reprogramación de las células somáticas a células troncales pluripotentes inducidas (iPSC) 
(Takahashi y Yamanaka, 2006). 

En el presente trabajo se evaluó la influencia de los oncogenes E6 y E7 del Virus de Papiloma 
Humano tipo 16 (VPH-16), en la dinámica y en la eficiencia de derivación de células iPSC a partir 
de MEFs, utilizando un sistema MKOS inducible por doxiciclina. Se observó que MEFs con 
proliferación activa (con duplicación de 0.7-0.8 días) transfectados con MKOS + E6/E7 fueron 
reprogramados con una eficiencia 10 – 20 veces mayor (3.37 ± 1.26%) que los tranfectados solo con 
MKOS (0.49 ± 0.30%); también se observó que MKOS + E6 y MKOS + E7 produjeron un aumento 
en la eficiencia de reprogramación (1.19 ± 0.55% y 2.11 ± 2.79% respectivamente).  

Se pudo conocer que MKOS más la presencia de los oncogenes E6 y E7 aceleran el proceso de 
reprogramación y acortan el tiempo de obtención de células iPSC, comparado con células en las que 
solo se transfecta MKOS (7 días post-doxiciclina vs. 11 días post-doxiciclina), alcanzando el 
compromiso de pluripotencia 12 días después de la inducción con doxiciclina.  

La eficiencia de reprogramación de MEFs con proliferación reducida (duplicación superior a 2.2 
días) disminuye significativamente en células MKOS (<0.05%) pero en presencia de los oncogenes 
E6/E7, E6 y E7, las células reingresan al ciclo celular y se obtiene una eficiencia de reprogramación 
alta (1.26 ± 0.18%, 0.61 ± 0.19 y 1.45 ± 0.11% respectivamente). Por lo que se concluye que los 
oncogenes E6 y E7 de VPH-16, en presencia de MKOS, promueven una alta eficiencia de 
reprogramación celular, logrando la derivación de iPSCs aún partiendo de células que ya no se 
encuentran en división.  
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2. Introducción 

2.1. Células troncales y diferenciación celular  

Nuestros tejidos y órganos están compuestos por células terminalmente diferenciadas derivadas de 

células precursoras que progresivamente van perdiendo su plasticidad hasta que se comprometen 

hacia un fenotipo específico. Estas células comúnmente dejan de dividirse (células posmitóticas) y 

sólo se recambian en aquellos tejidos donde hay renovación, este proceso mantiene la homeostasis 

celular y permite el mantenimiento del tamaño y función de los órganos debido al recambio de las 

células muertas. Estas células son reemplazadas por células diferenciadas que surgen a partir de 

células con características especiales, llamadas células troncales (Chávez-González et al., 2017). 

Tejidos como el cerebro, el intestino, el músculo y el hígado, así como la sangre, esencialmente 

están compuestos por células posmitóticas diferenciadas, pero también contienen células troncales 

adultas o somáticas con capacidad de proliferación que se activan bajo ciertas circunstancias, 

frecuentemente asociadas a daño, a partir de las cuales se pueden generar todos los tipos celulares 

dentro de un tejido específico (Flores-Figueroa et al., 2006; Chagastelles y Nardi, 2011). Mantener 

la estabilidad de una célula diferenciada es fundamental para que esta pueda llevar a cabo sus 

funciones en el organismo, además de evitar ser fuente de procesos cancerosos. 

Las células troncales son un grupo específico de células que tienen la capacidad de generar células 

diferenciadas que suplen a las células muertas y por otro lado mantienen la población original de 

células indiferenciadas. Las células troncales tienen un potencial proliferativo elevado y presentan 

dos características fundamentales: son capaces de autorrenovarse, es decir, de formar células 

idénticas a las células de origen que mantienen su potencialidad y su estado inicial indiferenciado, y 

tienen el potencial de diferenciarse y generar uno o más tipos celulares que desempeñen funciones 

especializadas en el organismo (Flores-Figueroa et al., 2006; Ramalho-Santos y Willenbring, 2007; 

Martello y Smith, 2014; Chávez-Gonzalez et al., 2017). Solo en cultivos in vitro es posible clasificar 

a las células de acuerdo con este concepto operacional ya que existe una dificultad para identificar a 

las células troncales in situ (Chagastelles y Nardi, 2011). 

Anteriormente se conocían únicamente dos fuentes de obtención de estas células: la primera a 

partir de embriones en etapa de blastocisto que derivan en las denominadas células troncales 

embrionarias (ESC), y la segunda a partir de células germinales primordiales que derivan en las 

denominadas células germinales embrionarias (EGC). También existen células troncales 

mesenquimales (MSC) de origen estromal que pueden aislarse de prácticamente cualquier tejido del 

organismo (Chagastelles y Nardi, 2011), sin embargo, la característica de pluripotencia asociada a 

este linaje es controversial y solo parcialmente podrían considerarse pluripotentes. 
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Actualmente, células troncales pluripotentes, que comparten características con las ESC, como la 

capacidad de diferenciarse en células de las tres capas germinales, alta proliferación en cultivo, 

capacidad de mantenerse en estado indiferenciado por cientos de pases y, el mantenimiento de la 

composición cromosómica normal (Chagastelles y Nardi, 2011), pueden derivarse 

experimentalmente a partir de células somáticas diferenciadas como los MEFs, mediante la 

incorporación e inducción de la expresión de cuatro factores de transcripción: c-Myc, Kfl4, Oct3/4 y 

Sox2 (MKOS). Estos factores posibilitan la reprogramación de las células somáticas a células 

troncales pluripotentes inducidas (iPSC) (Takahashi y Yamanaka, 2006). 

 

2.2. Estados de potencialidad celular 

Se conoce como potencialidad a la capacidad de diferenciación de una célula; esta propiedad depende 

de su origen embrionario y de su especificación a lo largo del desarrollo (Figura 1) (Geoghegan y 

Byrnes, 2008; Chávez-Gonzalez et al., 2017). Las células troncales, dependiendo de su capacidad 

para generar distintos linajes celulares, se dividen en: totipotentes, pluripotentes, multipotentes y 

unipotentes.  

 El cigoto es la única célula totipotente, la cual da origen a todos los tipos celulares del organismo, 

incluido el tejido extraembrionario. Varias divisiones celulares sucesivas posteriores generan la 

mórula, que también contiene células totipotentes capaces de formar a un individuo completo. En la 

siguiente etapa se desarrolla el blastocisto que contiene dos tipos de células pluripotentes: las células 

del trofoblasto que se encuentran en la periferia y  que dan origen a las membranas extraembrionarias 

y a la placenta, y las células de la masa celular interna que dan origen a un segundo linaje 

extraembrionario, el hipoblasto (o endodermo primitivo), que formará el saco vitelino; 

simultáneamente, las células restantes pasan al epiblasto que genera las tres capas embrionarias 

(ectodermo, endodermo, mesodermo) que original al embrión (Chagastelles y Nardi, 2011; Dejosez 

y Zwaka, 2012; Chávez-Gonzalez et al., 2017).  

 Las ESC son un tipo de células pluripotentes que se obtienen del aislamiento y cultivo in vitro 

de las células de la masa interna celular en el estado de blastocisto, estas pueden diferenciarse a todos 

los tipos celulares de las tres capas germinales embrionarias que forman al organismo adulto 

(Takahashi y Yamanaka, 2006; Chagastelles y Nardi, 2011; Dejosez y Zwaka, 2012; Niakan et al., 

2013; Martello y Smith, 2014). Las ESC están bien caracterizadas molecularmente, se sabe que 

expresan los marcadores de superficie CD9 y CD24, son positivas a fosfatasa alcalina y expresan los 

genes Oct4, Sox2, Nanog, Rex1, LIN28 y SSEA3/4, además expresan altos niveles de telomerasa, lo 

que corresponde con su inmortalidad en cultivo (Chagastelles y Nardi, 2011). 
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Las capas embrionarias son el resultado de las primeras etapas de compromiso celular que restringen 

la potencialidad de las células de un estado pluripotente a uno multipotente. El ectodermo da origen 

al sistema nervioso y a la piel; el mesodermo genera los músculos, los riñones, el corazón, la sangre 

y el esqueleto; finalmente el endodermo genera los pulmones, el hígado, el páncreas y todo el sistema 

digestivo (Gilbert y Barresi, 2016; Chávez-Gonzalez et al., 2017). 

 

     
Fig. 1 Estados de potencialidad celular a lo largo del desarrollo embrionario temprano de 
ratón. A) El desarrollo embrionario temprano de ratón comienza con la formación del cigoto 
durante la fertilización, y se extiende hasta la formación del embrión pre-implantación al día 5.5 
del desarrollo. Durante este tiempo existen dos segregaciones en el linaje troncal que determinan 
la especificación del destino celular, la primera da lugar a la bástula que forma el trofoectodermo 
y la masa celular interna, y la segunda que conduce al desarrollo del endodermo primitivo y del 
epiblasto. Se ilustra como la potencialidad de las células (barra azul) va disminuyendo conforme 
transcurre el desarrollo y las células van adquiriendo compromisos de linaje hacia la 
diferenciación (barra verde). B) Expresión génica asociada a cada linaje celular, cada recuadro 
de color representa una célula con estado de potencialidad diferente durante el desarrollo 
embrionario. E: día embrionario. Barras de escala, 50 μm. (modificado de Niakan et al., 2013).   

 

Por su parte, las células troncales somáticas, son consideradas células “raras”, ya que son células 

troncales multipotentes que se mantienen mayormente en estado de quiescencia, pero poseen 

capacidad de autorrenovación y diferenciación limitadas; estas células solo pueden diferenciarse a 

linajes de una misma capa germinal, propia de un órgano o tejido al que pertenecen. In situ, estas 

células no muestran una morfología característica que las haga diferenciarse del resto de las células, 

pero si expresan marcadores de superficie que las distingue de las células terminalmente 

diferenciadas. Como los marcadores de superficie no son muy específicos, en general, no pueden ser 

Cigoto 2 células 4 células 8 células Mórula Blastocisto 
temprano

Blastocisto 
tardio 

Embrión pre-
implantación

Desarrollo embrionario temprano de ratón
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or immunosurgery, to isolate and to plate 
the inner cell mass28,29. In 2005, Kunath 
et al.3 reported the first isolation and 
 characterization of XEN cells using methods 
based on existing protocols of deriving ES28 
and TS cells2,30,31. In this case, embryonic 
day 3.5 blastocysts were cultured on mouse 
embryonic fibroblast (MEF) cells until  
they formed an outgrowth that, as in rou-
tinely used ES and TS cell derivation protocols, was subsequently 
disaggregated to promote the proliferation of the different cell  
types present in the blastocyst. In both procedures, XEN cell out-
growths could be observed alongside ES or TS cells, respectively, 
suggesting that these conditions are also permissive for XEN  
cell derivation.

Our experience has been that slight modifications to these pro-
tocols (especially media conditions and time of disaggregation) 
can favor the propagation of XEN cells over that of ES or TS cells. 
We have also found that, in our hands, TS cell conditions are gen-
erally less efficient for the derivation of XEN cell lines compared 
with ES cell conditions (21% and 56% efficiency, respectively). ES 
cells start appearing from the outgrowths first and are less resil-
ient, which might facilitate the ability of XEN cells to outcompete 
them in a culture dish. TS cells, in contrast, reach their proliferative 
peak around the same time as XEN cells and tend to outcompete 
XEN cells present in the same cultures, especially in the presence of 
recombinant FGF4 (ref. 2) or FGF2 (bFGF), the latter of which can 
elicit the same effect31 and is slightly more cost effective.

XEN cell establishment by transcription factor overexpression
In classical experiments, Davis et al.32 demonstrated that the expres-
sion of a single transcription factor, MyoD, was sufficient to con-
vert fibroblasts into myogenic cells. More recently, transcription 
 factor–mediated cell-fate switches have been demonstrated for sev-
eral other cell types, including the reprogramming of fibroblasts 
into induced pluripotent stem cells via ectopic expression of the 
POU domain, class 5, transcription factor 1 (Pou5f1, also known as 
Oct4), Klf4, Sox2 and Myc (also known as c-Myc)33.

Ectopic transcription factor expression has also been shown to 
induce the conversion of XEN cells from ES cells (reviewed in ref. 
6). Niwa and colleagues8,34 demonstrated that the expression of 
Gata4 or Gata6 alone is sufficient to induce the conversion of ES 
cells into XEN cells. Notably, these GATA-derived XEN cells share 
the molecular and functional characteristics of embryo-derived 
XEN cells, including contribution to PrE lineages in chimeric 
embryos34. XEN-like cells have also been generated by ectopic 
expression of Sox17 (refs. 14,35–37). It is unclear whether Sox17 
alone is sufficient to drive XEN cell commitment, as these cells 
retain the expression of ES cell–associated genes, such as Nanog 

and Oct4 (refs. 14,35,38), and their contribution to chimeras has 
not yet been reported. Moreover, it is unclear whether alternative 
PrE-associated transcription factors can be used to convert ES to 
XEN cells.

The simplest method used to derive XEN cells from ES cells is 
the expression of Gata6 either by transfection of a circular plasmid 
or a linearized DNA using chemical or nonchemical (e.g., electro-
poration) methods. There are several chemical-based transfection 
approaches. The most widely used methods for ES cells are lipid-
based lipopolyamines39 and cationic polymer–based transfection 
(reviewed in ref. 40). Lipopolyamines (e.g., lipofection) work by 
coating a Gata6-cDNA plasmid with a cationic lipid, allowing the 
DNA to cross the negatively charged phospholipid ES cell mem-
brane by endocytosis41,42. Cationic polymers (e.g., Xfect) act by 
binding DNA and condensing it, thereby facilitating DNA entry 
into the cell cytoplasm40,43. An advantage of lipopolyamines and 
cationic polymers is that they do not require specialized equipment, 
although the reagents may be cytotoxic and the ratio of DNA to 
transfection reagent needs to be optimized to the specific cell type42 
(reviewed in ref. 44).

Electroporation is the principal alternative to chemical-based trans-
fection approaches and is routinely used for ES cell transfection45–47. 
Electroporation allows for permeabilization of the ES cell membrane 
and transfection of a Gata6 cDNA via the application of a transient 
electrical field. Depending on the purity of the DNA preparation, this 
can be a highly efficient method and is most commonly used for gene 
targeting of ES cells. The choice of whether the Gata6 cDNA plasmid 
is introduced as a circular plasmid or as a linearized DNA can affect 
transfection efficiency, as supercoiled or open-circular DNA is optimal 
for transient expression, whereas linearized DNA is more recombino-
genic and best suited for stable transfection48–50.

Continued passage of transiently transfected cells will result in the 
dilution of the exogenous DNA and may restrict the time window 
for subsequent analysis. Therefore, although it is initially more time 
consuming, the generation of stable transfected ES cells that have 
integrated a linearized Gata6 cDNA into the genome can be experi-
mentally more consistent compared with transient transfection. 
By including a drug-resistance gene in the Gata6 cDNA–targeting 
plasmid, drug selection can be used to expand only targeted  
ES cells that retain the ability to overexpress the Gata6 cDNA. 

Figure 1 | Overview of early embryonic 
development. Proper lineage segregation 
before implantation is ensured by two cell-
fate decisions, with the first giving rise to 
trophectoderm and inner cell mass, and the 
second leading to the allocation of primitive 
endoderm and epiblast. Lineage-associated gene 
expression is noted below each cell type. After 
implantation, the PrE differentiates into visceral 
and parietal endoderm. E: embryonic day.  
Scale bars, 50 Mm.
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or immunosurgery, to isolate and to plate 
the inner cell mass28,29. In 2005, Kunath 
et al.3 reported the first isolation and 
 characterization of XEN cells using methods 
based on existing protocols of deriving ES28 
and TS cells2,30,31. In this case, embryonic 
day 3.5 blastocysts were cultured on mouse 
embryonic fibroblast (MEF) cells until  
they formed an outgrowth that, as in rou-
tinely used ES and TS cell derivation protocols, was subsequently 
disaggregated to promote the proliferation of the different cell  
types present in the blastocyst. In both procedures, XEN cell out-
growths could be observed alongside ES or TS cells, respectively, 
suggesting that these conditions are also permissive for XEN  
cell derivation.

Our experience has been that slight modifications to these pro-
tocols (especially media conditions and time of disaggregation) 
can favor the propagation of XEN cells over that of ES or TS cells. 
We have also found that, in our hands, TS cell conditions are gen-
erally less efficient for the derivation of XEN cell lines compared 
with ES cell conditions (21% and 56% efficiency, respectively). ES 
cells start appearing from the outgrowths first and are less resil-
ient, which might facilitate the ability of XEN cells to outcompete 
them in a culture dish. TS cells, in contrast, reach their proliferative 
peak around the same time as XEN cells and tend to outcompete 
XEN cells present in the same cultures, especially in the presence of 
recombinant FGF4 (ref. 2) or FGF2 (bFGF), the latter of which can 
elicit the same effect31 and is slightly more cost effective.

XEN cell establishment by transcription factor overexpression
In classical experiments, Davis et al.32 demonstrated that the expres-
sion of a single transcription factor, MyoD, was sufficient to con-
vert fibroblasts into myogenic cells. More recently, transcription 
 factor–mediated cell-fate switches have been demonstrated for sev-
eral other cell types, including the reprogramming of fibroblasts 
into induced pluripotent stem cells via ectopic expression of the 
POU domain, class 5, transcription factor 1 (Pou5f1, also known as 
Oct4), Klf4, Sox2 and Myc (also known as c-Myc)33.

Ectopic transcription factor expression has also been shown to 
induce the conversion of XEN cells from ES cells (reviewed in ref. 
6). Niwa and colleagues8,34 demonstrated that the expression of 
Gata4 or Gata6 alone is sufficient to induce the conversion of ES 
cells into XEN cells. Notably, these GATA-derived XEN cells share 
the molecular and functional characteristics of embryo-derived 
XEN cells, including contribution to PrE lineages in chimeric 
embryos34. XEN-like cells have also been generated by ectopic 
expression of Sox17 (refs. 14,35–37). It is unclear whether Sox17 
alone is sufficient to drive XEN cell commitment, as these cells 
retain the expression of ES cell–associated genes, such as Nanog 

and Oct4 (refs. 14,35,38), and their contribution to chimeras has 
not yet been reported. Moreover, it is unclear whether alternative 
PrE-associated transcription factors can be used to convert ES to 
XEN cells.

The simplest method used to derive XEN cells from ES cells is 
the expression of Gata6 either by transfection of a circular plasmid 
or a linearized DNA using chemical or nonchemical (e.g., electro-
poration) methods. There are several chemical-based transfection 
approaches. The most widely used methods for ES cells are lipid-
based lipopolyamines39 and cationic polymer–based transfection 
(reviewed in ref. 40). Lipopolyamines (e.g., lipofection) work by 
coating a Gata6-cDNA plasmid with a cationic lipid, allowing the 
DNA to cross the negatively charged phospholipid ES cell mem-
brane by endocytosis41,42. Cationic polymers (e.g., Xfect) act by 
binding DNA and condensing it, thereby facilitating DNA entry 
into the cell cytoplasm40,43. An advantage of lipopolyamines and 
cationic polymers is that they do not require specialized equipment, 
although the reagents may be cytotoxic and the ratio of DNA to 
transfection reagent needs to be optimized to the specific cell type42 
(reviewed in ref. 44).

Electroporation is the principal alternative to chemical-based trans-
fection approaches and is routinely used for ES cell transfection45–47. 
Electroporation allows for permeabilization of the ES cell membrane 
and transfection of a Gata6 cDNA via the application of a transient 
electrical field. Depending on the purity of the DNA preparation, this 
can be a highly efficient method and is most commonly used for gene 
targeting of ES cells. The choice of whether the Gata6 cDNA plasmid 
is introduced as a circular plasmid or as a linearized DNA can affect 
transfection efficiency, as supercoiled or open-circular DNA is optimal 
for transient expression, whereas linearized DNA is more recombino-
genic and best suited for stable transfection48–50.

Continued passage of transiently transfected cells will result in the 
dilution of the exogenous DNA and may restrict the time window 
for subsequent analysis. Therefore, although it is initially more time 
consuming, the generation of stable transfected ES cells that have 
integrated a linearized Gata6 cDNA into the genome can be experi-
mentally more consistent compared with transient transfection. 
By including a drug-resistance gene in the Gata6 cDNA–targeting 
plasmid, drug selection can be used to expand only targeted  
ES cells that retain the ability to overexpress the Gata6 cDNA. 

Figure 1 | Overview of early embryonic 
development. Proper lineage segregation 
before implantation is ensured by two cell-
fate decisions, with the first giving rise to 
trophectoderm and inner cell mass, and the 
second leading to the allocation of primitive 
endoderm and epiblast. Lineage-associated gene 
expression is noted below each cell type. After 
implantation, the PrE differentiates into visceral 
and parietal endoderm. E: embryonic day.  
Scale bars, 50 Mm.

Zygote

E0.5 E1.5 E2.0 E2.5 E3.0

Compaction

Developmental potential

Totipotent
blastomeres

Trophectoderm (TE)

Inner cell mass (ICM)
Oct4, Nanog, Gata6

Cdx2, Gata3, Eomes
Primitive endoderm (PrE)

Visceral
endoderm (VE)

Parietalnot
shown endoderm (PE)

Gata6, Sox17, Gata4, Sox7

Pluripotent epiblast (Epi)
Nanog

Differentiation

Cavitation Implantation

E3.5 E4.5 E5.5

2-cell 4-cell 8-cell
Compact
morula

Early
blastocyst

Late
blastocyst

Pre-streak
embryo

Potencialidad Diferenciación

©
20

13
 N

at
u

re
 A

m
er

ic
a,

 In
c.

  A
ll 

ri
g

h
ts

 r
es

er
ve

d
.

PROTOCOL

NATURE PROTOCOLS | VOL.8 NO.6 | 2013 | 1029

or immunosurgery, to isolate and to plate 
the inner cell mass28,29. In 2005, Kunath 
et al.3 reported the first isolation and 
 characterization of XEN cells using methods 
based on existing protocols of deriving ES28 
and TS cells2,30,31. In this case, embryonic 
day 3.5 blastocysts were cultured on mouse 
embryonic fibroblast (MEF) cells until  
they formed an outgrowth that, as in rou-
tinely used ES and TS cell derivation protocols, was subsequently 
disaggregated to promote the proliferation of the different cell  
types present in the blastocyst. In both procedures, XEN cell out-
growths could be observed alongside ES or TS cells, respectively, 
suggesting that these conditions are also permissive for XEN  
cell derivation.

Our experience has been that slight modifications to these pro-
tocols (especially media conditions and time of disaggregation) 
can favor the propagation of XEN cells over that of ES or TS cells. 
We have also found that, in our hands, TS cell conditions are gen-
erally less efficient for the derivation of XEN cell lines compared 
with ES cell conditions (21% and 56% efficiency, respectively). ES 
cells start appearing from the outgrowths first and are less resil-
ient, which might facilitate the ability of XEN cells to outcompete 
them in a culture dish. TS cells, in contrast, reach their proliferative 
peak around the same time as XEN cells and tend to outcompete 
XEN cells present in the same cultures, especially in the presence of 
recombinant FGF4 (ref. 2) or FGF2 (bFGF), the latter of which can 
elicit the same effect31 and is slightly more cost effective.

XEN cell establishment by transcription factor overexpression
In classical experiments, Davis et al.32 demonstrated that the expres-
sion of a single transcription factor, MyoD, was sufficient to con-
vert fibroblasts into myogenic cells. More recently, transcription 
 factor–mediated cell-fate switches have been demonstrated for sev-
eral other cell types, including the reprogramming of fibroblasts 
into induced pluripotent stem cells via ectopic expression of the 
POU domain, class 5, transcription factor 1 (Pou5f1, also known as 
Oct4), Klf4, Sox2 and Myc (also known as c-Myc)33.

Ectopic transcription factor expression has also been shown to 
induce the conversion of XEN cells from ES cells (reviewed in ref. 
6). Niwa and colleagues8,34 demonstrated that the expression of 
Gata4 or Gata6 alone is sufficient to induce the conversion of ES 
cells into XEN cells. Notably, these GATA-derived XEN cells share 
the molecular and functional characteristics of embryo-derived 
XEN cells, including contribution to PrE lineages in chimeric 
embryos34. XEN-like cells have also been generated by ectopic 
expression of Sox17 (refs. 14,35–37). It is unclear whether Sox17 
alone is sufficient to drive XEN cell commitment, as these cells 
retain the expression of ES cell–associated genes, such as Nanog 

and Oct4 (refs. 14,35,38), and their contribution to chimeras has 
not yet been reported. Moreover, it is unclear whether alternative 
PrE-associated transcription factors can be used to convert ES to 
XEN cells.

The simplest method used to derive XEN cells from ES cells is 
the expression of Gata6 either by transfection of a circular plasmid 
or a linearized DNA using chemical or nonchemical (e.g., electro-
poration) methods. There are several chemical-based transfection 
approaches. The most widely used methods for ES cells are lipid-
based lipopolyamines39 and cationic polymer–based transfection 
(reviewed in ref. 40). Lipopolyamines (e.g., lipofection) work by 
coating a Gata6-cDNA plasmid with a cationic lipid, allowing the 
DNA to cross the negatively charged phospholipid ES cell mem-
brane by endocytosis41,42. Cationic polymers (e.g., Xfect) act by 
binding DNA and condensing it, thereby facilitating DNA entry 
into the cell cytoplasm40,43. An advantage of lipopolyamines and 
cationic polymers is that they do not require specialized equipment, 
although the reagents may be cytotoxic and the ratio of DNA to 
transfection reagent needs to be optimized to the specific cell type42 
(reviewed in ref. 44).

Electroporation is the principal alternative to chemical-based trans-
fection approaches and is routinely used for ES cell transfection45–47. 
Electroporation allows for permeabilization of the ES cell membrane 
and transfection of a Gata6 cDNA via the application of a transient 
electrical field. Depending on the purity of the DNA preparation, this 
can be a highly efficient method and is most commonly used for gene 
targeting of ES cells. The choice of whether the Gata6 cDNA plasmid 
is introduced as a circular plasmid or as a linearized DNA can affect 
transfection efficiency, as supercoiled or open-circular DNA is optimal 
for transient expression, whereas linearized DNA is more recombino-
genic and best suited for stable transfection48–50.

Continued passage of transiently transfected cells will result in the 
dilution of the exogenous DNA and may restrict the time window 
for subsequent analysis. Therefore, although it is initially more time 
consuming, the generation of stable transfected ES cells that have 
integrated a linearized Gata6 cDNA into the genome can be experi-
mentally more consistent compared with transient transfection. 
By including a drug-resistance gene in the Gata6 cDNA–targeting 
plasmid, drug selection can be used to expand only targeted  
ES cells that retain the ability to overexpress the Gata6 cDNA. 

Figure 1 | Overview of early embryonic 
development. Proper lineage segregation 
before implantation is ensured by two cell-
fate decisions, with the first giving rise to 
trophectoderm and inner cell mass, and the 
second leading to the allocation of primitive 
endoderm and epiblast. Lineage-associated gene 
expression is noted below each cell type. After 
implantation, the PrE differentiates into visceral 
and parietal endoderm. E: embryonic day.  
Scale bars, 50 Mm.
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or immunosurgery, to isolate and to plate 
the inner cell mass28,29. In 2005, Kunath 
et al.3 reported the first isolation and 
 characterization of XEN cells using methods 
based on existing protocols of deriving ES28 
and TS cells2,30,31. In this case, embryonic 
day 3.5 blastocysts were cultured on mouse 
embryonic fibroblast (MEF) cells until  
they formed an outgrowth that, as in rou-
tinely used ES and TS cell derivation protocols, was subsequently 
disaggregated to promote the proliferation of the different cell  
types present in the blastocyst. In both procedures, XEN cell out-
growths could be observed alongside ES or TS cells, respectively, 
suggesting that these conditions are also permissive for XEN  
cell derivation.

Our experience has been that slight modifications to these pro-
tocols (especially media conditions and time of disaggregation) 
can favor the propagation of XEN cells over that of ES or TS cells. 
We have also found that, in our hands, TS cell conditions are gen-
erally less efficient for the derivation of XEN cell lines compared 
with ES cell conditions (21% and 56% efficiency, respectively). ES 
cells start appearing from the outgrowths first and are less resil-
ient, which might facilitate the ability of XEN cells to outcompete 
them in a culture dish. TS cells, in contrast, reach their proliferative 
peak around the same time as XEN cells and tend to outcompete 
XEN cells present in the same cultures, especially in the presence of 
recombinant FGF4 (ref. 2) or FGF2 (bFGF), the latter of which can 
elicit the same effect31 and is slightly more cost effective.

XEN cell establishment by transcription factor overexpression
In classical experiments, Davis et al.32 demonstrated that the expres-
sion of a single transcription factor, MyoD, was sufficient to con-
vert fibroblasts into myogenic cells. More recently, transcription 
 factor–mediated cell-fate switches have been demonstrated for sev-
eral other cell types, including the reprogramming of fibroblasts 
into induced pluripotent stem cells via ectopic expression of the 
POU domain, class 5, transcription factor 1 (Pou5f1, also known as 
Oct4), Klf4, Sox2 and Myc (also known as c-Myc)33.

Ectopic transcription factor expression has also been shown to 
induce the conversion of XEN cells from ES cells (reviewed in ref. 
6). Niwa and colleagues8,34 demonstrated that the expression of 
Gata4 or Gata6 alone is sufficient to induce the conversion of ES 
cells into XEN cells. Notably, these GATA-derived XEN cells share 
the molecular and functional characteristics of embryo-derived 
XEN cells, including contribution to PrE lineages in chimeric 
embryos34. XEN-like cells have also been generated by ectopic 
expression of Sox17 (refs. 14,35–37). It is unclear whether Sox17 
alone is sufficient to drive XEN cell commitment, as these cells 
retain the expression of ES cell–associated genes, such as Nanog 

and Oct4 (refs. 14,35,38), and their contribution to chimeras has 
not yet been reported. Moreover, it is unclear whether alternative 
PrE-associated transcription factors can be used to convert ES to 
XEN cells.

The simplest method used to derive XEN cells from ES cells is 
the expression of Gata6 either by transfection of a circular plasmid 
or a linearized DNA using chemical or nonchemical (e.g., electro-
poration) methods. There are several chemical-based transfection 
approaches. The most widely used methods for ES cells are lipid-
based lipopolyamines39 and cationic polymer–based transfection 
(reviewed in ref. 40). Lipopolyamines (e.g., lipofection) work by 
coating a Gata6-cDNA plasmid with a cationic lipid, allowing the 
DNA to cross the negatively charged phospholipid ES cell mem-
brane by endocytosis41,42. Cationic polymers (e.g., Xfect) act by 
binding DNA and condensing it, thereby facilitating DNA entry 
into the cell cytoplasm40,43. An advantage of lipopolyamines and 
cationic polymers is that they do not require specialized equipment, 
although the reagents may be cytotoxic and the ratio of DNA to 
transfection reagent needs to be optimized to the specific cell type42 
(reviewed in ref. 44).

Electroporation is the principal alternative to chemical-based trans-
fection approaches and is routinely used for ES cell transfection45–47. 
Electroporation allows for permeabilization of the ES cell membrane 
and transfection of a Gata6 cDNA via the application of a transient 
electrical field. Depending on the purity of the DNA preparation, this 
can be a highly efficient method and is most commonly used for gene 
targeting of ES cells. The choice of whether the Gata6 cDNA plasmid 
is introduced as a circular plasmid or as a linearized DNA can affect 
transfection efficiency, as supercoiled or open-circular DNA is optimal 
for transient expression, whereas linearized DNA is more recombino-
genic and best suited for stable transfection48–50.

Continued passage of transiently transfected cells will result in the 
dilution of the exogenous DNA and may restrict the time window 
for subsequent analysis. Therefore, although it is initially more time 
consuming, the generation of stable transfected ES cells that have 
integrated a linearized Gata6 cDNA into the genome can be experi-
mentally more consistent compared with transient transfection. 
By including a drug-resistance gene in the Gata6 cDNA–targeting 
plasmid, drug selection can be used to expand only targeted  
ES cells that retain the ability to overexpress the Gata6 cDNA. 

Figure 1 | Overview of early embryonic 
development. Proper lineage segregation 
before implantation is ensured by two cell-
fate decisions, with the first giving rise to 
trophectoderm and inner cell mass, and the 
second leading to the allocation of primitive 
endoderm and epiblast. Lineage-associated gene 
expression is noted below each cell type. After 
implantation, the PrE differentiates into visceral 
and parietal endoderm. E: embryonic day.  
Scale bars, 50 Mm.
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or immunosurgery, to isolate and to plate 
the inner cell mass28,29. In 2005, Kunath 
et al.3 reported the first isolation and 
 characterization of XEN cells using methods 
based on existing protocols of deriving ES28 
and TS cells2,30,31. In this case, embryonic 
day 3.5 blastocysts were cultured on mouse 
embryonic fibroblast (MEF) cells until  
they formed an outgrowth that, as in rou-
tinely used ES and TS cell derivation protocols, was subsequently 
disaggregated to promote the proliferation of the different cell  
types present in the blastocyst. In both procedures, XEN cell out-
growths could be observed alongside ES or TS cells, respectively, 
suggesting that these conditions are also permissive for XEN  
cell derivation.

Our experience has been that slight modifications to these pro-
tocols (especially media conditions and time of disaggregation) 
can favor the propagation of XEN cells over that of ES or TS cells. 
We have also found that, in our hands, TS cell conditions are gen-
erally less efficient for the derivation of XEN cell lines compared 
with ES cell conditions (21% and 56% efficiency, respectively). ES 
cells start appearing from the outgrowths first and are less resil-
ient, which might facilitate the ability of XEN cells to outcompete 
them in a culture dish. TS cells, in contrast, reach their proliferative 
peak around the same time as XEN cells and tend to outcompete 
XEN cells present in the same cultures, especially in the presence of 
recombinant FGF4 (ref. 2) or FGF2 (bFGF), the latter of which can 
elicit the same effect31 and is slightly more cost effective.

XEN cell establishment by transcription factor overexpression
In classical experiments, Davis et al.32 demonstrated that the expres-
sion of a single transcription factor, MyoD, was sufficient to con-
vert fibroblasts into myogenic cells. More recently, transcription 
 factor–mediated cell-fate switches have been demonstrated for sev-
eral other cell types, including the reprogramming of fibroblasts 
into induced pluripotent stem cells via ectopic expression of the 
POU domain, class 5, transcription factor 1 (Pou5f1, also known as 
Oct4), Klf4, Sox2 and Myc (also known as c-Myc)33.

Ectopic transcription factor expression has also been shown to 
induce the conversion of XEN cells from ES cells (reviewed in ref. 
6). Niwa and colleagues8,34 demonstrated that the expression of 
Gata4 or Gata6 alone is sufficient to induce the conversion of ES 
cells into XEN cells. Notably, these GATA-derived XEN cells share 
the molecular and functional characteristics of embryo-derived 
XEN cells, including contribution to PrE lineages in chimeric 
embryos34. XEN-like cells have also been generated by ectopic 
expression of Sox17 (refs. 14,35–37). It is unclear whether Sox17 
alone is sufficient to drive XEN cell commitment, as these cells 
retain the expression of ES cell–associated genes, such as Nanog 

and Oct4 (refs. 14,35,38), and their contribution to chimeras has 
not yet been reported. Moreover, it is unclear whether alternative 
PrE-associated transcription factors can be used to convert ES to 
XEN cells.

The simplest method used to derive XEN cells from ES cells is 
the expression of Gata6 either by transfection of a circular plasmid 
or a linearized DNA using chemical or nonchemical (e.g., electro-
poration) methods. There are several chemical-based transfection 
approaches. The most widely used methods for ES cells are lipid-
based lipopolyamines39 and cationic polymer–based transfection 
(reviewed in ref. 40). Lipopolyamines (e.g., lipofection) work by 
coating a Gata6-cDNA plasmid with a cationic lipid, allowing the 
DNA to cross the negatively charged phospholipid ES cell mem-
brane by endocytosis41,42. Cationic polymers (e.g., Xfect) act by 
binding DNA and condensing it, thereby facilitating DNA entry 
into the cell cytoplasm40,43. An advantage of lipopolyamines and 
cationic polymers is that they do not require specialized equipment, 
although the reagents may be cytotoxic and the ratio of DNA to 
transfection reagent needs to be optimized to the specific cell type42 
(reviewed in ref. 44).

Electroporation is the principal alternative to chemical-based trans-
fection approaches and is routinely used for ES cell transfection45–47. 
Electroporation allows for permeabilization of the ES cell membrane 
and transfection of a Gata6 cDNA via the application of a transient 
electrical field. Depending on the purity of the DNA preparation, this 
can be a highly efficient method and is most commonly used for gene 
targeting of ES cells. The choice of whether the Gata6 cDNA plasmid 
is introduced as a circular plasmid or as a linearized DNA can affect 
transfection efficiency, as supercoiled or open-circular DNA is optimal 
for transient expression, whereas linearized DNA is more recombino-
genic and best suited for stable transfection48–50.

Continued passage of transiently transfected cells will result in the 
dilution of the exogenous DNA and may restrict the time window 
for subsequent analysis. Therefore, although it is initially more time 
consuming, the generation of stable transfected ES cells that have 
integrated a linearized Gata6 cDNA into the genome can be experi-
mentally more consistent compared with transient transfection. 
By including a drug-resistance gene in the Gata6 cDNA–targeting 
plasmid, drug selection can be used to expand only targeted  
ES cells that retain the ability to overexpress the Gata6 cDNA. 

Figure 1 | Overview of early embryonic 
development. Proper lineage segregation 
before implantation is ensured by two cell-
fate decisions, with the first giving rise to 
trophectoderm and inner cell mass, and the 
second leading to the allocation of primitive 
endoderm and epiblast. Lineage-associated gene 
expression is noted below each cell type. After 
implantation, the PrE differentiates into visceral 
and parietal endoderm. E: embryonic day.  
Scale bars, 50 Mm.
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or immunosurgery, to isolate and to plate 
the inner cell mass28,29. In 2005, Kunath 
et al.3 reported the first isolation and 
 characterization of XEN cells using methods 
based on existing protocols of deriving ES28 
and TS cells2,30,31. In this case, embryonic 
day 3.5 blastocysts were cultured on mouse 
embryonic fibroblast (MEF) cells until  
they formed an outgrowth that, as in rou-
tinely used ES and TS cell derivation protocols, was subsequently 
disaggregated to promote the proliferation of the different cell  
types present in the blastocyst. In both procedures, XEN cell out-
growths could be observed alongside ES or TS cells, respectively, 
suggesting that these conditions are also permissive for XEN  
cell derivation.

Our experience has been that slight modifications to these pro-
tocols (especially media conditions and time of disaggregation) 
can favor the propagation of XEN cells over that of ES or TS cells. 
We have also found that, in our hands, TS cell conditions are gen-
erally less efficient for the derivation of XEN cell lines compared 
with ES cell conditions (21% and 56% efficiency, respectively). ES 
cells start appearing from the outgrowths first and are less resil-
ient, which might facilitate the ability of XEN cells to outcompete 
them in a culture dish. TS cells, in contrast, reach their proliferative 
peak around the same time as XEN cells and tend to outcompete 
XEN cells present in the same cultures, especially in the presence of 
recombinant FGF4 (ref. 2) or FGF2 (bFGF), the latter of which can 
elicit the same effect31 and is slightly more cost effective.

XEN cell establishment by transcription factor overexpression
In classical experiments, Davis et al.32 demonstrated that the expres-
sion of a single transcription factor, MyoD, was sufficient to con-
vert fibroblasts into myogenic cells. More recently, transcription 
 factor–mediated cell-fate switches have been demonstrated for sev-
eral other cell types, including the reprogramming of fibroblasts 
into induced pluripotent stem cells via ectopic expression of the 
POU domain, class 5, transcription factor 1 (Pou5f1, also known as 
Oct4), Klf4, Sox2 and Myc (also known as c-Myc)33.

Ectopic transcription factor expression has also been shown to 
induce the conversion of XEN cells from ES cells (reviewed in ref. 
6). Niwa and colleagues8,34 demonstrated that the expression of 
Gata4 or Gata6 alone is sufficient to induce the conversion of ES 
cells into XEN cells. Notably, these GATA-derived XEN cells share 
the molecular and functional characteristics of embryo-derived 
XEN cells, including contribution to PrE lineages in chimeric 
embryos34. XEN-like cells have also been generated by ectopic 
expression of Sox17 (refs. 14,35–37). It is unclear whether Sox17 
alone is sufficient to drive XEN cell commitment, as these cells 
retain the expression of ES cell–associated genes, such as Nanog 

and Oct4 (refs. 14,35,38), and their contribution to chimeras has 
not yet been reported. Moreover, it is unclear whether alternative 
PrE-associated transcription factors can be used to convert ES to 
XEN cells.

The simplest method used to derive XEN cells from ES cells is 
the expression of Gata6 either by transfection of a circular plasmid 
or a linearized DNA using chemical or nonchemical (e.g., electro-
poration) methods. There are several chemical-based transfection 
approaches. The most widely used methods for ES cells are lipid-
based lipopolyamines39 and cationic polymer–based transfection 
(reviewed in ref. 40). Lipopolyamines (e.g., lipofection) work by 
coating a Gata6-cDNA plasmid with a cationic lipid, allowing the 
DNA to cross the negatively charged phospholipid ES cell mem-
brane by endocytosis41,42. Cationic polymers (e.g., Xfect) act by 
binding DNA and condensing it, thereby facilitating DNA entry 
into the cell cytoplasm40,43. An advantage of lipopolyamines and 
cationic polymers is that they do not require specialized equipment, 
although the reagents may be cytotoxic and the ratio of DNA to 
transfection reagent needs to be optimized to the specific cell type42 
(reviewed in ref. 44).

Electroporation is the principal alternative to chemical-based trans-
fection approaches and is routinely used for ES cell transfection45–47. 
Electroporation allows for permeabilization of the ES cell membrane 
and transfection of a Gata6 cDNA via the application of a transient 
electrical field. Depending on the purity of the DNA preparation, this 
can be a highly efficient method and is most commonly used for gene 
targeting of ES cells. The choice of whether the Gata6 cDNA plasmid 
is introduced as a circular plasmid or as a linearized DNA can affect 
transfection efficiency, as supercoiled or open-circular DNA is optimal 
for transient expression, whereas linearized DNA is more recombino-
genic and best suited for stable transfection48–50.

Continued passage of transiently transfected cells will result in the 
dilution of the exogenous DNA and may restrict the time window 
for subsequent analysis. Therefore, although it is initially more time 
consuming, the generation of stable transfected ES cells that have 
integrated a linearized Gata6 cDNA into the genome can be experi-
mentally more consistent compared with transient transfection. 
By including a drug-resistance gene in the Gata6 cDNA–targeting 
plasmid, drug selection can be used to expand only targeted  
ES cells that retain the ability to overexpress the Gata6 cDNA. 

Figure 1 | Overview of early embryonic 
development. Proper lineage segregation 
before implantation is ensured by two cell-
fate decisions, with the first giving rise to 
trophectoderm and inner cell mass, and the 
second leading to the allocation of primitive 
endoderm and epiblast. Lineage-associated gene 
expression is noted below each cell type. After 
implantation, the PrE differentiates into visceral 
and parietal endoderm. E: embryonic day.  
Scale bars, 50 Mm.
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or immunosurgery, to isolate and to plate 
the inner cell mass28,29. In 2005, Kunath 
et al.3 reported the first isolation and 
 characterization of XEN cells using methods 
based on existing protocols of deriving ES28 
and TS cells2,30,31. In this case, embryonic 
day 3.5 blastocysts were cultured on mouse 
embryonic fibroblast (MEF) cells until  
they formed an outgrowth that, as in rou-
tinely used ES and TS cell derivation protocols, was subsequently 
disaggregated to promote the proliferation of the different cell  
types present in the blastocyst. In both procedures, XEN cell out-
growths could be observed alongside ES or TS cells, respectively, 
suggesting that these conditions are also permissive for XEN  
cell derivation.

Our experience has been that slight modifications to these pro-
tocols (especially media conditions and time of disaggregation) 
can favor the propagation of XEN cells over that of ES or TS cells. 
We have also found that, in our hands, TS cell conditions are gen-
erally less efficient for the derivation of XEN cell lines compared 
with ES cell conditions (21% and 56% efficiency, respectively). ES 
cells start appearing from the outgrowths first and are less resil-
ient, which might facilitate the ability of XEN cells to outcompete 
them in a culture dish. TS cells, in contrast, reach their proliferative 
peak around the same time as XEN cells and tend to outcompete 
XEN cells present in the same cultures, especially in the presence of 
recombinant FGF4 (ref. 2) or FGF2 (bFGF), the latter of which can 
elicit the same effect31 and is slightly more cost effective.

XEN cell establishment by transcription factor overexpression
In classical experiments, Davis et al.32 demonstrated that the expres-
sion of a single transcription factor, MyoD, was sufficient to con-
vert fibroblasts into myogenic cells. More recently, transcription 
 factor–mediated cell-fate switches have been demonstrated for sev-
eral other cell types, including the reprogramming of fibroblasts 
into induced pluripotent stem cells via ectopic expression of the 
POU domain, class 5, transcription factor 1 (Pou5f1, also known as 
Oct4), Klf4, Sox2 and Myc (also known as c-Myc)33.

Ectopic transcription factor expression has also been shown to 
induce the conversion of XEN cells from ES cells (reviewed in ref. 
6). Niwa and colleagues8,34 demonstrated that the expression of 
Gata4 or Gata6 alone is sufficient to induce the conversion of ES 
cells into XEN cells. Notably, these GATA-derived XEN cells share 
the molecular and functional characteristics of embryo-derived 
XEN cells, including contribution to PrE lineages in chimeric 
embryos34. XEN-like cells have also been generated by ectopic 
expression of Sox17 (refs. 14,35–37). It is unclear whether Sox17 
alone is sufficient to drive XEN cell commitment, as these cells 
retain the expression of ES cell–associated genes, such as Nanog 

and Oct4 (refs. 14,35,38), and their contribution to chimeras has 
not yet been reported. Moreover, it is unclear whether alternative 
PrE-associated transcription factors can be used to convert ES to 
XEN cells.

The simplest method used to derive XEN cells from ES cells is 
the expression of Gata6 either by transfection of a circular plasmid 
or a linearized DNA using chemical or nonchemical (e.g., electro-
poration) methods. There are several chemical-based transfection 
approaches. The most widely used methods for ES cells are lipid-
based lipopolyamines39 and cationic polymer–based transfection 
(reviewed in ref. 40). Lipopolyamines (e.g., lipofection) work by 
coating a Gata6-cDNA plasmid with a cationic lipid, allowing the 
DNA to cross the negatively charged phospholipid ES cell mem-
brane by endocytosis41,42. Cationic polymers (e.g., Xfect) act by 
binding DNA and condensing it, thereby facilitating DNA entry 
into the cell cytoplasm40,43. An advantage of lipopolyamines and 
cationic polymers is that they do not require specialized equipment, 
although the reagents may be cytotoxic and the ratio of DNA to 
transfection reagent needs to be optimized to the specific cell type42 
(reviewed in ref. 44).

Electroporation is the principal alternative to chemical-based trans-
fection approaches and is routinely used for ES cell transfection45–47. 
Electroporation allows for permeabilization of the ES cell membrane 
and transfection of a Gata6 cDNA via the application of a transient 
electrical field. Depending on the purity of the DNA preparation, this 
can be a highly efficient method and is most commonly used for gene 
targeting of ES cells. The choice of whether the Gata6 cDNA plasmid 
is introduced as a circular plasmid or as a linearized DNA can affect 
transfection efficiency, as supercoiled or open-circular DNA is optimal 
for transient expression, whereas linearized DNA is more recombino-
genic and best suited for stable transfection48–50.

Continued passage of transiently transfected cells will result in the 
dilution of the exogenous DNA and may restrict the time window 
for subsequent analysis. Therefore, although it is initially more time 
consuming, the generation of stable transfected ES cells that have 
integrated a linearized Gata6 cDNA into the genome can be experi-
mentally more consistent compared with transient transfection. 
By including a drug-resistance gene in the Gata6 cDNA–targeting 
plasmid, drug selection can be used to expand only targeted  
ES cells that retain the ability to overexpress the Gata6 cDNA. 

Figure 1 | Overview of early embryonic 
development. Proper lineage segregation 
before implantation is ensured by two cell-
fate decisions, with the first giving rise to 
trophectoderm and inner cell mass, and the 
second leading to the allocation of primitive 
endoderm and epiblast. Lineage-associated gene 
expression is noted below each cell type. After 
implantation, the PrE differentiates into visceral 
and parietal endoderm. E: embryonic day.  
Scale bars, 50 Mm.
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aisladas fácilmente a partir del tejido de origen (Jaenisch y Young, 2008; Hochedlinger y Plath, 2009; 

Chagastelles y Nardi, 2011; Chávez-Gonzalez et al., 2017). Las células troncales somáticas que 

abandonan la troncalidad se diferencian hacia un linaje específico y se dividen para amplificar la 

población celular en los tejidos en constante renovación o bien para reparar algún daño en el tejido.  

 Las células troncales pluripotentes pueden ser clasificadas en dos estados fundamentales: naive 

(que es un estado basal de pluripotencia) y primed (que es un estado más avanzado y propenso a la 

diferenciación). Estos estados celulares expresan marcadores específicos y poseen una morfología 

característica. Las células naive comúnmente se derivan del epiblasto del embrión preimplantación 

dando lugar a las ESC; estas células pueden dar lugar a todos los linajes embrionarios y al ser 

introducidas en embriones preimplantación se incorporarán fácilmente al desarrollo normal, dando 

como resultado animales quiméricos con alta eficiencia, además de contribuir a la línea germinal. 

Expresan altos niveles de los factores de transcripción Oct4, Sox2 y Nanog, así como otros 

marcadores de pluripotencia como ESRRB, Klf2, Klf4, REX1, STELLA, TFCP2L1, entre otros. En 

este estado celular el DNA se mantiene desmetilado en los promotores de los genes de pluripotencia, 

y las células que provienen de embriones con cromosomas XX mantienen los dos cromosomas X 

activos (Nichols y Smith, 2009; Theunissen et al., 2016; Chávez-Gonzalez et al., 2017; Du, et al., 

2018). Por su parte, las células primed derivan del embrión post-implantación y son conocidas como 

células troncales epiblásticas (EpiSC); en este estado las células poseen morfología de epitelio 

columnar, son capaces de diferenciarse en múltiples linajes, pero no son capaces de generar quimeras. 

Expresan bajos niveles de los factores Nanog, Klf2, Klf4, REX1, STELLA, típicos de las ESC, pero 

expresan además los factores POU3F1, FGF5, FGF15, Sox3, MYB, entre otros. Presentan metilación 

elevada del DNA en los promotores de pluripotencia y, en los derivados de embriones XX, uno de 

los cromosomas X sufre una inactivación aleatoria (Weinberger et al., 2016; Chávez-Gonzalez et al., 

2017; Du, et al., 2018).  

 Se sabe que las células troncales pluripotentes sufren un cambio en la respiración celular, pues 

las ESC en el estado naive presentan una respiración bivalente (anaeróbica y aeróbica) que se ve 

modificada en las células EpiSC del estado primed. Posterior a la implantación del blastocisto, las 

células epiblásticas cambian a ser exclusivamente anaeróbicas dependientes en gran medida de la 

glucólisis (Wu y Izpisua-Belmonte, 2015; Theunissen et al., 2016). 

 

2.3.  Autorrenovación y ciclo celular 

La autorrenovación es la capacidad que tienen las células troncales para duplicarse a sí mismas por 

largos periodos de tiempo y mantenerse en estado quiescente indiferenciado. Existen dos estrategias 

posibles de división que las células troncales pueden adoptar para mantener el balance en el número 
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de células troncales y su progenie. La primera es la división asimétrica, en donde cada célula troncal 

al dividirse genera una célula hija con sus mismas características y otra célula hija destinada a 

diferenciarse. La segunda es la división simétrica, en la cual la célula troncal se divide generando dos 

células hijas con las mismas características de troncalidad o dos células destinadas a diferenciarse 

(Gilbert y Barresi, 2016; Chávez-Gonzalez et al., 2017).  

Es importante destacar que la autorrenovación no es lo mismo que la proliferación, aunque en 

ambos procesos existe la división celular. La proliferación incluye la división de todos los tipos de 

células, tanto las células troncales como las células somáticas, mientras que la autorrenovación 

requiere del control del ciclo celular y del mantenimiento de la potencialidad.  

Existen diversos mecanismos que controlan la autorrenovación, estos pueden ser regulados por 

factores intrínsecos y extrínsecos. Dentro de los primeros encontramos factores de transcripción, 

reguladores epigenéticos como Policomb y Thritorax, y la actividad de la telomerasa. Estos factores 

intrínsecos son regulados por señales extrínsecas provenientes del nicho como lo son los factores de 

crecimiento TGFb (Transforming Growth Factor beta), WNT (Wingless y proteínas relacionadas a 

ITN), BMP (Bone Morphogenetic Proteín) y FGFs (Fibroblast Growth Factors). Se han descrito 

reguladores intrínsecos clave del mantenimiento de la potencialidad de las ESC, como lo son Sox2, 

Oct4 y Nanog (Chagastelles y Nardi, 2011; Gilbert y Barresi, 2016; Chávez-Gonzalez et al., 2017). 

El control del ciclo celular es un evento importante en el mantenimiento de la troncalidad. Las 

células troncales del adulto, aunque tienen gran capacidad para autorrenovarse, su capacidad 

proliferativa en realidad es baja. En los tejidos se encuentran en una fase de quiescencia, lo que se 

refiere a que se encuentran en la fase G0. La importancia de que las células troncales se mantengan 

en estado de quiescencia es debido a que, si toda la población de células troncales sale de ese estado 

al mismo tiempo, puede llevar a un agotamiento de la población, por lo cual es una buena estrategia 

para mantener por largos tiempos el reservorio de células troncales en los tejidos. Las células troncales 

tienen la capacidad de mantenerse en esta etapa o bien de entrar al ciclo celular en el proceso de 

autorrenovación y diferenciación.  

El ciclo celular se divide en 4 fases (Figura 2): G1, en donde la célula crece y puede responder 

al efecto de factores promotores o inhibidores de la proliferación; la fase S, en donde las células 

duplican el DNA; la fase G2, en donde las células continúan creciendo y se preparan para la mitosis; 

y la fase M, en donde la célula se divide. Existe una fase fuera del ciclo celular llamada G0 en donde 

las células se encuentran en un estado quiescente no proliferativo. La progresión del ciclo celular está 

controlada por múltiples factores de crecimiento, además, existen dos puntos de control: el primero 

entre las fases G1 y S, y el segundo entre las fases G2 y M; existe también un punto de restricción en 
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la fase G1 que determina el comportamiento de la célula, incluyendo la decisión de crecer, 

diferenciarse, morir por apoptosis o arrestarse en la fase G0.  

El ciclo celular está regulado positivamente por las proteínas ciclinas que son la subunidad 

regulatoria de las proteínas cinasas dependientes de ciclinas (CDK). Estos complejos ciclina-CDK 

son los reguladores clave para la transición de una fase a otra en el ciclo celular. Cuando las células 

salen del estado quiescente y entran a la fase G1, se induce la expresión de las ciclinas del tipo D y 

E. Al inicio de la síntesis del DNA en la fase S, se sintetiza la ciclina A seguida por la síntesis de la 

B, que ocurre durante el intervalo entre la fase S y la fase G2, degradándose ambas al final de la 

mitosis (López-Marure, 2003; Chávez-Gonzalez et al., 2017). 

 

Fig. 2 Ciclo celular. Se divide en 4 fases: G1, de crecimiento celular; S, donde la célula replica 
su DNA; G2, en donde la célula continúa creciendo; y M, de división celular por mitosis. Existe 
también una fase fuera del ciclo, llamada G0, en donde las células se encuentran en un estado 
quiescente. La progresión del ciclo celular está regulada por proteínas ciclinas y cinasas 
dependientes de ciclinas (CDK) que actúan en diferentes puntos del ciclo; además existen dos 
puntos de control en G1/S y G2/M, y un punto de restricción en la fase G1 que determinan el 
comportamiento de la célula. 

 

Por otro lado, las proteínas supresoras de tumores como la codificada por el gen del retinoblastoma 

(RB) y la familia de las proteínas p53, actúan en la fase G1 regulándola de manera importante. La 

proteína RB tiene como función principal inhibir la transición de la fase G1 a S. Su actividad depende 

de su estado de fosforilación: cuando RB se encuentra desfosforilada se mantiene activa y unida al 

factor de transcripción E2F, evitandose asi la transcripción de sus genes blanco; cuando RB se 

fosforila, por complejos ciclina-CDK, el factor E2F es liberado del complejo RB-E2F y, de esta 
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manera, pueden activar la transcripción de sus genes blanco (Figura 3). Se sabe que este mecanismo 

de fosforilación puede ser alterado por la oncoproteína E7 del Virus del Papiloma Humano tipo 16 

(VPH-16) (López-Marure, 2003; Tsuruga et al., 2008; Jung et al., 2013).  

 

  
Fig. 3 Mecanismo de regulación del ciclo celular mediado por la proteína RB. La proteína 
supresora de tumores RB actúa regulando el ciclo negativamente. Su función es inhibir la 
transición de la fase G1 a S por medio de su estado de fosforilación: cuando la proteína esta 
desfosforilada se mantiene unida al factor de transcripción E2F, evitando así la transcripción de 
sus genes blanco; por el contrario, cuando RB se fosforila, por acción de complejos ciclina-CDK, 
el E2F se libera del complejo RB-E2F y se activa la transcripción de sus genes blanco. Las 
proteínas p16, p21 y p27 actúan evitando que RB se fosforile.  

 

De manera similar, la proteína p53 participa en la regulación de puntos clave del ciclo celular; actúa 

como un sensor de daño, de modo que cuando detecta que el daño no es tan grave, activa las enzimas 

de reparación del DNA e induce su reparación, lo que permite continuar con el ciclo celular. Por el 

contrario, cuando detecta que el daño es mayor, p53 induce la muerte celular programada o la 

apoptosis, aunque también puede detener el ciclo celular y causar senescencia celular en las células 

que se dividen rápidamente (López-Marure, 2003; Gilbert y Barresi, 2016). La actividad de la p53 se 

incrementa en respuesta a eventos que dan lugar a una proliferación anormal de las células, tales como 

daño al DNA, oncogenes activados y en respuesta a ciertas señales de estrés. Si p53 presenta 

mutaciones o no se encuentra en la célula, estas funciones no pueden llevarse a cabo, lo que representa 

un factor promotor del desarrollo de cáncer en muchos tejidos (Salamanca-Gómez, 2009). 

La p53 puede ser inactivada por diversos factores como su unión al antígeno T del virus SV40, 

degradación inducida por la oncoproteína E6 del VPH-16 (Tsuruga et al., 2008), o por mutaciones 

puntuales espontáneas. La p53 es fosforilada por complejos ciclina-CDK de las fases S, G2 y M. Se 

ha identificado a la proteína Mdm2 como una proteína que interactúa con p53 y reprime su actividad 

transcripcional. Mdm2 lleva a cabo esta represión mediante la unión y bloqueo del dominio de trans-
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activación N-terminal de p53. Mdm2 también actúa como una ubiquitina ligasa E3, marcando tanto 

a sí misma como a p53 para ser degradadas por el proteasoma (Figura 4) (López-Marure, 2003; Jung 

et al., 2013).  

  
Fig. 4 Mecanismo de regulación del ciclo celular mediado por la proteína p53. A) La 
actividad de la p53 se incrementa en respuesta al daño en el DNA, actividad de oncogenes y en 
respuesta a ciertas señales de estrés; es fosforilada por complejos ciclina-CDK y regula la 
transición en las fases S, G2 y M del ciclo celular. B) La proteína Mdm2 interacciona con p53  y 
reprime su actividad transcripcional; esta interacción se rompe por acción de la proteína p19 que 
se une a Mdm2 y provoca la activación de p53.  
 

 

2.4. Ciclo celular y las oncoproteínas E6 y E7  

Las oncoproteínas E6 y E7 se encuentran codificadas en el genoma de varios tipos de Virus del 

Papiloma Humano (VPH). Estos virus pertenecen a una familia compleja y variada 

(Papillomaviridae) encontrados en diferentes especies animales como los reptiles, aves y 

marsupiales, así como en más de veinte especies de mamíferos. Los VPH son virus pequeños de DNA 

bicatenario no envueltos, de 55 nm de diámetro, con forma circular superenrollada compuesto por 

7096 pares de bases (pb). Tienen la particularidad, en su gran mayoría, de ser agentes epiteliotropos 

estrictos que infectan casi con exclusividad la piel y/o las mucosas del epitelio poliestratificado y 

causan lesiones hiperproliferativas. Se han caracterizado más de 150 genotipos diferentes, de los 

cuales aproximadamente 40 están asociados con infecciones de epitelios de la mucosa y se clasifican 

en grupos de “alto” y “bajo” riesgo según el potencial para desarrollar cáncer (Mendoza et al., 2007; 

Hellner et al., 2009; You, 2010). 

Los VPH de bajo riesgo, como el VPH-6 y VPH-11, causan verrugas genitales benignas, 

mientras que los VPH de alto riesgo, como el VPH-16 y VPH-18, causan neoplasias intraepiteliales 

escamosas premalignas que pueden progresar a carcinomas cervicales (Hawley-Nelson et al., 1989). 
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La integración del genoma de VPH de alto riesgo en un cromosoma de la célula huésped es un sello 

distintivo frecuente de progresión maligna y conduce a la expresión persistente y no regulada de las 

oncoproteínas E6 y E7 (Hellner et al., 2009).  

Las oncoproteínas E6 y E7 no tienen actividad de unión al DNA, ni capacidad enzimática 

específica, más bien funcionan a través de alterar las redes reguladoras celulares del huésped. Como 

se mencionó anteriormente, E6 y E7 actúan en diferentes puntos de control del ciclo celular y hacen 

que las células escapen de la senescencia celular al inactivar la vía p16/RB y la vía de p53 (Liu et al., 

2008; Tsuruga et al., 2008; Jung et al., 2013).  

La oncoproteína E7 estimula el ciclo celular a través de la unión a la proteína RB supresora de 

tumores. Como se mencionó anteriormente, una de las principales funciones de RB es unirse a los 

factores de transcripción de la familia E2F y reprimir la transcripción de los genes blanco. E7 

interrumpe la interacción en el complejo RB-E2F, lo que resulta en la fosforilación e inactivación de 

RB y en la liberación del factor E2F en su forma transcripcionalmente activa, con lo cual se produce 

la transcripción de sus genes blanco y en consecuencia se induce proliferación celular (Figura 5) 

(Yim y Park, 2005; Tsuruga et al., 2008; Hellner et al., 2009; Jung et al., 2013; Vallejo-Ruiz, et al., 

2015).  

  
Fig. 5 Mecanismo de inactivación de la proteína RB mediado por la oncoproteína E7.           
La oncoproteína E7 interrumpe la interacción entre RB y E2F, lo que resulta en la fosforilación 
e inactivación de RB y en la liberación del factor E2F en su forma transcripcionalmente activa, 
con lo cual se induce la transcripción de sus genes blanco y en consecuencia se induce la 
proliferación celular. 

 

Por su parte, la oncoproteína E6 actúa promoviendo la degradación de la proteína p53 supresora de 

tumores mediante la formación de un complejo trimérico que comprende E6, p53 y la enzima de 

ubiquitinación celular E6-AP (Figura 6). La degradación estimulada por E6 interfiere con las 

funciones biológicas de p53, por lo tanto, perturba el control de la progresión del ciclo celular, lo que 

finalmente conduce a una mayor proliferación de las células; además, E6 tiene otras funciones 
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importantes como la activación de la telomerasa debido a la activación transcripcional de la 

transcriptasa inversa de la telomerasa humana (hTERT) que mantiene la longitud de los telómeros, 

permitiendo que las células eviten la senescencia replicativa y se vuelvan inmortales. El promotor de 

hTERT es activado por E6 en asociación con la acetilación de la histona H3 en el promotor de hTERT, 

y es dependiente de E6-AP (James et al., 2006). E6 también posee asociación con proteínas con 

dominio de unión a PDZ y otras proteínas diana celulares que favorecen la inmortalización celular, 

manteniendo así la longitud de los telómeros y promoviendo la proliferación celular (Yim y Park, 

2005; Liu et al., 2008; Tsuruga et al., 2008; Hellner et al., 2009; Jung et al., 2013). 

  
Fig. 6 Mecanismo de inactivación de la proteína p53 mediado por la oncoproteína E6.           
A) La degradación de p53 promueve la progresión de las fases S, G2 y M en el ciclo celular.           
B) E6 actúa promoviendo la degradación de la proteína p53 mediante la formación de un 
complejo trimérico que comprende a E6, p53 y a la enzima de ubiquitinación celular E6-AP, este 
complejo ubiquitina a p53 y promueve su degradación en el proteosoma, perturbando así el 
control de la progresión del ciclo celular, lo que finalmente conduce a una mayor proliferación 
celular. 

 
En ensayos in vitro para evaluar el efecto de las oncoproteínas E6 y E7 sobre el ciclo celular, se ha 

observado que al transfectar solo a E7, puede inducir una proliferación elevada, pero las células 

eventualmente senescen; por el contrario, cuando E6 es transfectado solo, éste no exhibe actividad 

sobre el ciclo celular. Por lo tanto, la transformación e inmortalización eficiente de las células 

infectadas se basa en la actividad cooperativa de estos dos oncogenes virales, E7 solo puede inducir 
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hiperproliferación, pero también se requiere E6 para extender la vida de las células indefinidamente 

(Hawley-Nelson et al., 1989; Liu et al., 2008; Hellner et al., 2009). 

 

2.5. Reprogramación celular 

La reprogramación celular es una técnica mediante la que se consigue que el perfil de expresión 

génica de un determinado tipo de células se altere y pueda ser modificado; en las células 

terminalmente diferenciadas se logra que los genes que dejaron de expresarse en etapas tempranas 

del desarrollo, vuelvan a expresarse, a la vez que los genes que determinan la diferenciación de la 

célula dejen de expresarse, de esta forma, las células reprogramadas adquieren un nuevo perfil de 

expresión génica y las remodelaciones epigenéticas necesarias para revertir el proceso de 

diferenciación y regresar a la célula a un estado troncal pluripotente.  

Experimentalmente, se ha logrado la reprogramación de células somáticas a células pluripotentes 

mediante procesos que incluyen: la transferencia nuclear, la fusión celular y la reprogramación directa 

mediante el uso de factores de transcripción. 

En la transferencia nuclear, el núcleo de una célula somática se inyecta en un ovocito enucleado, 

dando lugar a un embrión clonado. Cuando se transfiere a una hembra receptora, el embrión clonado 

puede convertirse en un animal vivo. Los embriones preimplantación clonados por esta técnica, 

cuando se explantan in vitro, pueden derivar en cultivos de ESC (Maherali y Hochedlinger, 2008; 

Yamanaka y Blau, 2010; Gilbert y Barresi, 2016). Un ejemplo muy conocido de este proceso es la 

oveja Dolly.  

Un enfoque alternativo para estudiar la reprogramación es la fusión celular, que implica la fusión 

de células somáticas con células ES, generando híbridos pluripotentes en los que el genoma somático 

adquiere marcas epigenéticas de las células ES. Sin embargo, esta técnica no es viable en la terapia 

celular porque los genomas de dos individuos diferentes se combinan en las células híbridas, lo que 

resulta en células tetraploides que son propensas a anomalías cromosómicas (Geoghegan y Byrnes, 

2008; Maherali y Hochedlinger, 2008; Yamanaka y Blau, 2010). Dichos experimentos mostraron que 

tanto las células ES como los ovocitos, deben contener factores que median la reprogramación de 

células somáticas hacia un estado pluripotente. Esta noción llevó a Takahashi y Yamanaka en 2006 a 

probar el efecto de genes que se expresan predominantemente en células ES mediante su 

sobreexpresión en células somáticas. Fue así como identificaron cuatro factores de transcripción: c-

Myc, Kfl4, Oct3/4 y Sox2 (MKOS), de un grupo inicial de 24 genes candidatos, que cuando se 

sobreexpresaron en fibroblastos, dieron lugar a células troncales pluripotentes inducidas, las llamadas 

iPSCs (por sus siglas en inglés induced Pluripotent Stem Cells) (Takahashi y Yamanaka 2006; 

Geoghegan y Byrnes, 2008; Maherali y Hochedlinger, 2008; Yamanaka y Blau, 2010). Dichas células 
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presentan las mismas propiedades fundamentalmente de las ESC, ya que poseen similitud 

morfológica, pueden autorrenovarse en estado indiferenciado y diferenciarse a derivados de las tres 

capas germinales, siendo así que al ser inyectadas en blastocistos contribuyen eficientemente al 

desarrollo embrionario de ratones quiméricos; además expresan fosfatasa alcalina, son positivas al 

antígeno embrionario específico del estadio 1 (SSEA1), y expresar altos niveles de Oct4 (Woltjen et 

al., 2009; Dejosez y Zwaka, 2012; Chávez-Gonzalez et al., 2017). 

A partir del trabajo de Takahashi y Yamanaka para generar iPSCs, que muestra que con sólo 

cuatro genes es posible reprogramar células adultas, se abrió la posibilidad de desarrollar métodos 

alternativos que permitan acelerar la reprogramación de las células. El método original de generación 

de iPSCs utiliza vectores retrovirales que integran los factores de reprogramación en el genoma del 

huésped, sin embargo, el uso de retrovirus y lentivirus que incorporan las construcciones de DNA y/o 

genes ectópicos al azar, alteran la construcción genómica del huésped y hacen posible la aparición de 

mutaciones insercionales que pueden provocar la formación de tumores (Careya et. al., 2009; Okita 

et. al., 2010; Chávez-Gonzalez et al., 2017). Es por ello que se han desarrollado nuevos vectores de 

transfección que permiten la expresión transitoria de los factores de reprogramación; tal es el caso de 

los vectores adenovirales, los plásmidos o el suministro directo de las proteínas de reprogramación 

(Woltjen et. al., 2009; Okita et. al., 2010). 

Por otro lado, en la búsqueda de métodos alternativos que promuevan la desdiferenciación celular, 

recientemente se demostró que la activación ectópica transitoria de las proteínas YAP/TAZ, 

principales efectores de la vía de señalización de Hippo, pueden convertir un rango de células 

diferenciadas en células troncales somáticas del mismo tejido, respetando las restricciones de linaje. 

Se demostró que células diferenciadas de glándula mamaria, neuronas fetales y células de páncreas, 

se convierten de manera eficiente en células proliferantes con propiedades de células 

troncales/progenitoras de sus respectivos tejidos, después de ser inducidas transitoriamente con YAP 

exógeno (Panciera et al., 2016).  

Aunque hoy en día se sabe que los métodos desarrollados permiten la reprogramación de las 

células, las eficiencias de reprogramación descritas siguen siendo muy bajas, menores al 1%. Esto se 

debe a que existen frenos en la reprogramación de las células somáticas hacia un estado pluripotencial, 

siendo la proteína p53 uno de los principales obstáculos para que se lleve a cabo la reprogramación 

eficientemente (Banito y Gil, 2010), pues se ha demostrado que al reducir o eliminar por completo la 

señalización de p53, aumenta la eficiencia de reprogramación (Kawamura et al., 2009). Se sabe 

también que el supresor tumoral RB inhibe la reprogramación de fibroblastos hacia iPSCs. De igual 

forma, se ha descrito que las células que se dividen más rápidamente tienen una mayor propensión 

para reprogramarse (Hong et al., 2009; Kawamura et al., 2009; Banito y Gil, 2010; Kareta et al., 
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2015;). De este modo, se propone que al obtener cultivos proliferativos a consecuencia de la ausencia 

de p53 y RB, se facilitaría la reprogramación de células y podría aumentarse la eficiencia. 

 

2.6. Factores de transcripción c-Myc, Kfl4, Oct3/4, Sox2 y el proceso de reprogramación 

celular  

La reprogramación de las células hacia un estado pluripotente se alcanza a través de la interacción de 

vías de señalización que conducen a modificaciones en la cromatina y la acción de factores de 

transcripción. Los factores de transcripción son proteínas que contienen dominios de interacción con 

el DNA y que reclutan a proteínas que promueven o reprimen la expresión génica (Chávez-Gonzalez 

et al., 2017). 

En la reprogramación inducida por la expresión transitoria de factores de transcripción, se 

emplean los factores exógenos: c-Myc, Klf4, Oct3/4 (también conocido como Pou5f1) y Sox2, siendo 

estos dos últimos, junto con NANOG endógeno, los tres de importancia central. Cada factor de 

transcripción cumple con funciones bien caracterizadas dentro de la célula, que contribuyen a la 

reprogramación:  

• c-Myc es un factor básico de transcripción que interviene en el crecimiento celular, la 

diferenciación y la proliferación. Acelera el ciclo celular al activar la transcripción de ciclina-

E, que promueve la transición de la fase G1 a la fase S, por lo que puede contrarrestar el 

efecto antiproliferativo causado por Klf4. Es un objetivo importante río debajo de dos vías 

que intervienen en el mantenimiento de la pluripotencia, la cascada de señalización 

LIF/STAT3 y la cascada de señalización Wnt. La cascada de señalización inducida por LIF 

resulta en la activación y translocación al núcleo de STAT3, mismo que induce la activación 

de la transcripción de c-Myc. Por otro lado, la cascada de señalización de Wnt promueve la 

autorrenovación de las ESC al inhibir a GSK3β; En ausencia de LIF, GSK3β fosforila a c-

Myc, promoviendo su degradación proteosómica. En las ESC, la señalización de Wnt puede 

inhibir GSK3β y, por lo tanto, mantener un mayor nivel de c-Myc en las células (Zeineddine 

et al., 2014; Onishi y Zandstra, 2015; Takahashi y Yamanaka 2016). C-Myc posee hasta 

25,000 sitios de unión en el genoma, por lo que puede unirse a numerosos sitios y reclutar 

complejos de histona acetilasa, sin embargo, también es un protooncogén y juega un papel 

importante en la mayoría de los cánceres humanos (Geoghegan y Byrnes, 2008; Werdig et 

al., 2008; Apostolou y Stadtfeld, 2018). 

• Klf4 es un factor de transcripción que puede actuar como un supresor de tumores porque 

activa p21 e inhibe la proliferación, o como un oncogén ya que también regula a la baja p53, 

promoviendo así la proliferación celular, por lo tanto, en ausencia de p21 estable, Klf4 cambia 
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de un supresor tumoral a un oncogén. La sobreexpresión de Klf4 inhibe la diferenciación de 

las ESC, y coopera con Oct3/4 y Sox2 para crear una red regulatoria que controla el estado 

de autorrenovación y pluripotencia de las células, además, Klf4 promueve la regulación 

positiva de NANOG (Geoghegan y Byrnes, 2008; Chronis et al., 2017). 

• Oct3/4 (Pou5f1) es un factor de transcripción considerado como el gen maestro que regula el 

mantenimiento y la autorrenovación de las células pluripotentes en el embrión, así como la 

autorrenovación de las ESC. Se expresa específicamente en este tipo de células y se ha 

demostrado que Oct3/4 tiene una gran cantidad de genes diana, muchos de los cuales también 

poseen elementos reguladores para Sox2 y NANOG (Takahashi y Yamanaka 2016). Oct3/4 

también es importante para promover la diferenciación, ya que si se sobreexpresa más de 

50% en relación con Sox2, da como resultado la diferenciación de las ESC en mesodermo, 

es por ello que se requiere una regulación muy estricta entre estos dos factores para mantener 

la pluripotencia en las ESC (Geoghegan y Byrnes, 2008; Zeineddine et al., 2014; Chávez-

Gonzalez et al., 2017). 

• Sox2 es un factor de transcripción que comparte el motivo de unión al DNA de la caja HMG 

con numerosas proteínas. Juega un papel importante en el mantenimiento de la pluripotencia 

en las ESC. La regulación a la baja de Sox2 en las ESC promueve la diferenciación en 

ectodermo, lo que demuestra claramente su importancia en el mantenimiento de la 

pluripotencia (Geoghegan y Byrnes, 2008; Chávez-Gonzalez et al., 2017). 

• La expresión endógena de NANOG en las ESC inhibe la diferenciación celular, 

contribuyendo en el mantenimiento de la pluripotencia, pero es prescindible para el inicio de 

la reprogramación de células somáticas. NANOG funciona como una puerta de enlace que 

induce a los pre-iPSC a adquirir el estado de maduración de la pluripotencia y ha sido 

identificado como un componente central, en conjunto con Oct4 y Sox2, que se expresa en 

las células de la masa celular interna del blastocisto (Maherali y Hochedlinger, 2008; Wang 

et al., 2013; Chávez-Gonzalez et al., 2017). 

 

La comprensión de las funciones clave de cada uno de los cuatro factores de reprogramación permite 

sugerir un modelo de cómo actúan en conjunto para inducir el estado de pluripotencia. En primer 

lugar, c-Myc promueve numerosos aspectos de la transformación y actúa induciendo la 

inmortalización de las células, sin embargo, también induce apoptosis dependiente de p53. Klf4 actúa 

contrarrestando el efecto pro-apoptótico. C-Myc también induce la modificación de la cromatina al 

unirse a numerosos sitios y reclutando complejos de histona acetilasa que promueven el relajamiento 

de la estructura de la cromatina, es por eso que al introducir solo c-Myc y Klf4 se pueden inducir 
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células tumorales y no células iPSCs. Una vez obtenida una estructura de cromatina abierta y 

accesible, Oct3/4 y Sox2 actúan mediante la formación de un heterodímero que regula a NANOG, y 

en conjunto, estos tres genes actúan creando una red regulatoria que promueve la transcripción de 

genes necesarios para la inducción de la pluripotencia (Geoghegan y Byrnes, 2008; Takahashi y 

Yamanaka 2016; Chronis et al., 2017; Li y Izpisua-Belmonte, 2018). Por otro lado, se ha reportado 

que Oct4 puede unirse a sus secuencias diana a pesar del impedimento por la cromatina compacta, 

esta unión implica su capacidad para alterar la estructura local de la cromatina y facilitar la unión de 

los demás factores de transcripción, promoviéndose así la remodelación de la cromatina para inactivar 

genes somáticos y activar la transcripción de genes requeridos en el estado pluripotente (Li et al., 

2017; Li y Izpisua-Belmonte, 2018), sin embargo, el mecanismo exacto de cómo ocurre la 

remodelación de la cromatina producida por dichos factores es  incierta.  

En 2017, Chronis y colaboradores estudiaron un modelo de accesibilidad de la cromatina que 

explica como se lleva a cabo la reprogramación celular con los factores de Yamanaka, ellos 

descubrieron que Oct3/4, Sox2 y Klf4 se unen predominantemente a los enhancers somáticos activos 

al inicio de la reprogramación e inmediatamente inducen su inactivación en todo el genoma, 

induciendo también un recambio de los factores de transcripción somáticos. El recambio de enhancers 

somáticos por los enhancers de pluripotencia Oct3/4 y Sox2, induce el reclutamiento de factores de 

transcripción característicos de la pluripotencia, impulsando así la reprogramación de las células.  

De un modo similar, el grupo de Pei también en 2017 describió una dinámica de accesibilidad a 

la cromatina durante la reprogramación, en donde Oct4, Sox2 y Klf4 al unirse a sitios de la cromatina 

compuestos principalmente por genes asociados con un destino somático, inducen cambios dinámicos 

en la cromatina de un estado abierto a un estado cerrado y posteriormente se induce un cambio en la 

cromatina de un estado cerrado a un estado abierto, mismo que ocurre acompañado de un recambio 

de loci asociados con la pluripotencia.  

Hoy sabemos que además de los factores de transcripción, la vía de señalización LIF/STAT3, 

junto con la proteína morfógena de hueso (BMP), son críticas para el mantenimiento de la 

pluripotencia en las ESC de ratón, ya que promueven la proliferación y evitan la diferenciación 

(Geoghegan y Byrnes, 2008; Zeineddine et al., 2014; Onishi y Zandstra, 2015). De igual forma, se 

ha descubierto un papel destacado de las vías de señalización de la proteína cinasa activada por 

mitógeno (MEK) y la glucógeno sintasa cinasa 3 (GSK3) en las ESC de ratón, las cuales pueden ser 

inhibidas por el tratamiento con la combinación de 2i (inhibidor de MEK PD0325901 e inhibidor de 

GSK3 CHIR99021) que contribuyen en el mantenimiento de la pluripotencia celular (Feng et al., 

2009). 
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En base a evidencia experimental, se ha propuesto una secuencia de eventos moleculares y procesos 

biológicos que ocurren durante la reprogramación celular hacia un estado pluripotente. Este proceso 

a sido dividido en tres fases: iniciación, fase intermedia y maduración, de acuerdo con eventos de 

regulación negativa de marcadores de superficie específicos de fibroblastos y regulación positiva de 

genes asociados con la red de pluripotencia (Figura 7) (Maherali y Hochedlinger, 2008; David y 

Polo, 2014; Chávez-Gonzalez et al., 2017; Li et al., 2017; Apostolou y Stadtfeld, 2018).  

 

 
Fig. 7 Eventos moleculares y procesos biológicos que ocurren durante la reprogramación 
celular hacia un estado pluripotente. En el esquema se muestra el proceso de reprogramación, 
mismo que se lleva a cabo mediante dos olas de eventos celulares y moleculares ilustrados en 
color rosa. El proceso también está dividido en tres fases: iniciación, maduración y 
estabilización, cada una bien caracterizada por marcadores celulares y procesos biológicos que 
ocurren en cada etapa de la reprogramación de células hacia iPSCs pluripotentes (Modificado de 
Van den Hurk et al., 2016). 

 

Se ha propuesto también que el proceso se lleva a cabo mediante dos “olas” principales de eventos 

celulares y moleculares. (Polo et al., 2012; Sancho-Martinez y Izpisua Belmonte, 2013; David y Polo, 

2014). La primera ola está impulsada por c-Myc y Klf4, y se caracteriza por la expresión de genes 

involucrados en la división celular, la replicación del ADN y la transición de un fenotipo mesenquimal 

a un fenotipo epitelial (MET); durante esta fase las células diferenciadas experimentan cambios en el 

transcriptoma y la cromatina, mismos que conducen a la eliminación de la identidad de las células 

diferenciadas y facilitan la adquisición de la pluripotencia. La segunda ola está impulsada por Oct4, 

Sox2 y Klf4, y es en este tiempo donde las células aumentan la expresión de genes que participan en 
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upregulated before and during the different phases of reprogramming are shown at the top. The two major waves of gene activity 
that occur during pluripotency induction are depicted in pink. Gray intensities of the bars denote the approximate magnitude of the 
indicated process over the time course of reprogramming. 
AP: Alkaline phosphatase; iPSC: Induced pluripotent stem cell; MET: Mesenchymal-to-epithelial transition; OSKM: Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc.
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Review    van den Hurk, Kenis, Bardy et al.

RNA-sequencing analysis of reprogramming inter-
mediates purified by CD44/ICAM1/Nanog-eGFP 
fluorescence-activated cell sorting status subsequently 
indicated that pluripotency gene activation occurred in 
two transcriptional waves. Several pluripotency genes, 
including endogenous Oct4 and Sall4, already showed 
marked upregulation very early in the reprogramming 
process [51]. Other pluripotency gene markers, such 
as endogenous Sox2, Esrrb and Dppa2, demonstrated 
more gradual activation at later reprogramming stages. 
This finding was corroborated by an earlier study that 
used single-cell expression profiling to characterize 

various stages and transitions on the road to pluripo-
tency [52]. Notably, in that study, expression of endog-
enous Oct4 occurred very early in the reprogramming 
process and could be detected in some partially repro-
grammed colonies, suggesting that Oct4 activation is 
a poor predictor of successful pluripotency induction. 
By contrast, endogenous Sox2 expression appeared late, 
occurred in intermediate cells to a very low extent and 
was predicted as an upstream regulator of activation of 
many genes involved in pluripotency [52].

In addition to the two waves of pluripotency gene 
expression, O’Malley et al. identified a group of 
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RNA-sequencing analysis of reprogramming inter-
mediates purified by CD44/ICAM1/Nanog-eGFP 
fluorescence-activated cell sorting status subsequently 
indicated that pluripotency gene activation occurred in 
two transcriptional waves. Several pluripotency genes, 
including endogenous Oct4 and Sall4, already showed 
marked upregulation very early in the reprogramming 
process [51]. Other pluripotency gene markers, such 
as endogenous Sox2 , Esrrb and Dppa2 , demonstrated 
more gradual activation at later reprogramming stages. 
This finding was corroborated by an earlier study that 
used single-cell expression profiling to characterize 

various stages and transitions on the road to pluripo-
tency [52]. Notably, in that study, expression of endog-
enous Oct4 occurred very early in the reprogramming 
process and could be detected in some partially repro-
grammed colonies, suggesting that Oct4 activation is 
a poor predictor of successful pluripotency induction. 
By contrast, endogenous Sox2  expression appeared late, 
occurred in intermediate cells to a very low extent and 
was predicted as an upstream regulator of activation of 
many genes involved in pluripotency [52].

In addition to the two waves of pluripotency gene 
expression, O’Malley et al. identified a group of 
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el establecimiento y mantenimiento de la pluripotencia. Las dos olas están separadas por una fase 

intermedia de cambios graduales que conducen a una mayor expresión de genes involucrados en la 

transición a la pluripotencia (Polo et al., 2012; Sancho-Martinez y Izpisua Belmonte, 2013; David y 

Polo, 2014). 

En cuanto a las tres fases de reprogramación, el primer evento de la fase de iniciación está 

relacionado a cambios en la morfología, de modo que los fibroblastos experimentan una transición 

mesenquimatosa a epitelial (MET) (Li et al., 2017). En esta fase las células aumentan la proliferación, 

adquieren resistencia a la apoptosis y a la senescencia inducidas por el proceso de reprogramación. 

Molecularmente, esta fase se caracteriza por la pérdida de marcadores somáticos como Snai1/2, 

Zeb1/2, Thy1 y CD44, y la ganacia de marcadores epiteliales como la expresión de Cdh1, Epcam o 

la familia miRNA-200 asociada al epitelio, al mismo tiempo que se obtiene la expresión de los 

marcadores de pluripotencia fosfatasa alcalina y SSEA1 (David y Polo, 2014; Ruetz y Kaji, 2014). 

Se ha observado que la gran mayoría de las células inician la reprogramación, sin embargo, muchas 

se vuelven refractarias a ésta y son pocas las células que continúan con las siguientes fases del proceso 

de reprogramación. Una posible explicación de por qué no todas las células se reprograman podría 

ser la “inmunidad innata” que desencadena la degradación de proteínas, lo cual puede rescatarse 

mediante una sobreexpresión adicional de los factores de Yamanaka (Polo et al., 2012). 

La fase de maduración incluye cambios transcripcionales importantes y está marcada por la 

aparición de los primeros genes asociados a la pluripotencia. Se ha demostrado que las células 

adquieren marcadores de pluripotencia de forma secuencial, algunos de los primeros marcadores que 

se detectan son Fbxo15, Sall4 y Oct4 endógeno, seguidos de Nanog y Esrrb. Una característica 

importante del evento de reprogramación tardía es la capacidad de las iPSCs para renovarse 

independientemente de los factores de Yamanaka (David y Polo, 2014; Ruetz y Kaji, 2014). 

La fase de estabilización abarca los cambios que ocurren en los iPSCs después de que hayan 

adquirido la pluripotencia. En esta fase es posible detectar Sox2 y Dppa4. Una vez que las células en 

reprogramación expresan los primeros genes asociados a la pluripotencia, en la fase de maduración, 

permanecen preparadas y pueden transitar con éxito a la fase de estabilización y adquirir la 

pluripotencia completa. Por último, en este punto se producen importantes cambios epigenéticos 

como el alargamiento de los telómeros y la reactivación del cromosoma X inactivo en células de 

ratones hembra. Claramente, los cambios en los perfiles de metilación del DNA que comenzaron en 

la fase de maduración tardía continúan durante toda la fase de estabilización y es probable que sean 

responsables de los eventos asociados con esta fase. (Maherali y Hochedlinger, 2008; David y Polo, 

2014). 
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2.7. Proteínas YAP/TAZ y la vía de señalización Hippo 

La vía de señalización Hippo está involucrada en procesos biológicos que promueven la homeostasis 

en los tejidos, la proliferación celular, la muerte celular y el control en el tamaño de los órganos.  Los 

principales efectores de la vía Hippo son la proteína YAP (Yes-Associated Protein), que posee un   

motivo de unión a PDZ, y su coactivador transcripcional TAZ (transcriptional co-activator with PDZ-

binding motif), que también posee un motivo de unión a PDZ por medio del que se une a YAP 

(Varelas, 2014). 

Biológicamente, YAP/TAZ no son necesarios para la fisiología normal de la mayoría de los 

órganos adultos, pero desempeñan funciones esenciales en el crecimiento de órganos durante el 

desarrollo embrionario; promueven la reparación de tejidos después de una lesión en tejidos adultos 

por medio de la promoción de la proliferación, la supervivencia, el destino celular, la migración 

celular y el mantenimiento de las células troncales. Dichos procesos desempeñan funciones esenciales 

para el mantenimiento, la reparación y la homeostasis de los órganos, aunque la desregulación de 

YAP/TAZ contribuye en una variedad de fenotipos patológicos, especialmente en las características 

oncogénicas asociadas con cáncer en una amplia gama de tejidos (Lian et al., 2010; Xie et al., 2013; 

Piccolo et al., 2014; Fu et al., 2017; Kim et al., 2017; Misra y Irvine, 2018; Stampouloglou y Varelas, 

2018; Totaro et al., 2018). Se sabe que YAP/TAZ controlan indirectamente la proliferación celular a 

través de la expresión de genes directamente involucrados en el ciclo celular, así como de las proteínas 

involucradas en la replicación y reparación del DNA, las ciclinas y sus reguladores, las cinasas 

mitóticas y los factores necesarios para completar la mitosis (Totaro, Panciera, y Piccolo, 2018).  

La vía Hippo fue descubierta inicialmente en Drosophila melanogaster y está compuesta por un 

conjunto conservado de señales que activan una cascada de residuos de serina y treonina (Yu, Zhao 

y Guan, 2015; Stampouloglou y Varelas, 2018). En mamíferos, cuando la vía Hippo está activa, las 

cinasas MST1 y MST2, en complejo con SAV1, fosforilan y activan los supresores tumorales LATS1 

y LATS2, que a su vez, ayudadas por el cofactor MOB1, fosforilan directamente a YAP/TAZ, 

causando así la inhibición de su actividad a través de su retención en el citoplasma mediada por la 

proteína 14-3-3 y/o la degradación citoplasmática de las proteínas YAZ/TAZ (Figura 8A). 

Alternativamente a la vía MST1/2, miembros de la familia de cinasas activadas por mitógeno 

MAPK4K, fosforilan las proteínas cinasas y activan LATS, lo que resulta en la inhibición de 

YAP/TAZ. Cuando la vía Hippo está inactiva, YAP/TAZ se translocan al núcleo celular y se unen 

físicamente al factor de transcripción TEAD, mismo que se une al DNA y promueve la transcripción 

de sus genes blanco (Figura 8B). (Xie et al., 2013; Piccolo et al., 2014; Yu, Zhao y Guan, 2015; Fu 

et al., 2017; Stampouloglou y Varelas, 2018; Totaro, Panciera, y Piccolo, 2018). 
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Fig. 8 Vía de señalización Hippo y la regulación de las proteínas YAP/TAZ. Representación 
esquemática de los componentes ascendentes que activan el módulo central de la vía Hippo, 
compuesta por las cinasas MST1/2 y LATS1/2. A) En el estado “Hippo ON” la vía Hippo se 
mantiene encendida y promueve la fosforilación de YAP/TAZ, causando su degradación en el 
proteosoma y/o el secuestro citoplasmático de las proteínas. B) En el estado “Hippo OFF”, la vía 
Hippo se mantiene apagada y YAP/TAZ es liberada de fosforilaciones inhibitorias y puede 
translocarse al núcleo para llevar a cabo su función de factor de transcripción en unión a TEAD 
(imagen tomada de Totaro, Panciera y Picolo, 2018).  
 

Como se mencionó antes, la proteína YAP necesita de la unión a su coactivador TAZ para poder ser 

translocada al núcleo; esta unión se lleva a cabo mediante un dominio de unión a PDZ que ambas 

proteínas tienen en la región C-terminal. El complejo de proteínas YAP/TAZ en sí no tiene capacidad 

de unión al DNA, por lo tanto, debe unirse a los factores de transcripción de la familia TEAD que se 

unen al DNA para estimular la expresión génica (Lian et al., 2010; Zhao et al., 2010; Piccolo et al., 

2014; Varelas, 2014).  

Existen diversas señales que se encargan de regular a la vía Hippo, entre las que se encuentran 

la polaridad celular y las uniones célula-célula, la mecanotransducción dependiente del esqueleto de 

actina, factores solubles y ligandos de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), el estado 

metabólico de la célula, así como muchas proteínas que pueden regular las actividades de diferentes 

componentes de la vía (Figura 9) (Yu, Zhao y Guan, 2015; Maugeri-Saccà y De Maria, 2018). 

 

REVIEW ARTICLENATURE CELL BIOLOGY

Mechanistically, cell polarity is associated with the membrane 
localization of Scribble, which serves as scaffold for a MST–LATS–
TAZ complex that favours YAP/TAZ inhibition57. Other  polarity 

 proteins also impact on YAP/TAZ function, such as the apical 
crumbs  complex (CRB) that binds to YAP/TAZ and favours their 
cytoplasmic localization58 (Fig. 2a). Loss of cell polarity is a general 
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Fig. 2 | YAP/TAZ regulation by Hippo and Wnt signalling. a, Schematic representation of the upstream components that activate the core module 
of the Hippo pathway, composed by the kinases MST1/2 and LATS1/2. The ‘Hippo ON’ state (left) results in YAP/TAZ phosphorylation with ensuing 
proteasomal degradation and/or cytoplasmic sequestration. In the ‘Hippo OFF’ state (right) YAP/TAZ are set free of inhibitory phosphorylations; in the 
presence of other YAP/TAZ inducing/permissive extrinsic or intrinsic signals, YAP/TAZ activity is unleashed. b, YAP/TAZ–Wnt signalling interplay. The 
destruction complex is a multiprotein machine at the core of the canonical Wnt pathway, controlling the intracellular levels of β -catenin. In the ‘Wnt 
OFF’ state (left), YAP/TAZ associate with axin, to be incorporated in the destruction complex together with β -catenin. As such, the complex restrains 
both β -catenin and YAP/TAZ activity regulating their sequestration and/or degradation in the cytoplasm. In the presence of a ‘Wnt ON’ state (right), the 
destruction complex is inhibited as axin and GSK3 bind to Wnt receptors, LRP5/6, that being internalized into multi-vesicular bodies. Disassembly of the 
complex by Wnt ligands abolishes both β -catenin and YAP/TAZ cytosolic inhibition, triggering their nuclear accumulation and consequent activation of 
transcriptional responses81. The role of the destruction complex as checkpoint coordinating YAP/TAZ activity has been further corroborated by recent 
reports, including the findings that: SCD1 activity promotes the secretion of active (that is, lipid-modified) Wnt ligands, leading to YAP/TAZ activation86 
(right); cytosolic TIAM1 is incorporated in the destruction complex to promote β -TrCP-dependent YAP/TAZ degradation and sequestration87 (left); 
actin regulator WIP stabilizes YAP/TAZ proteins by inhibiting internalization of the destruction complex in MVBs85 (right); and tumour suppressor PKCζ  
associates with the destruction complex to inhibit YAP nuclear localization88 (left). AMPK, AMP-activated protein kinase; β -cat: β -catenin; β -TrCP, beta-
transducin repeat containing protein; FZD, Frizzled; GSK3, glycogen synthase kinase 3; LRP5/6: low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6; 
MAP4K, MAP kinase kinase kinase kinase; MVB, multi-vesicular body; MST, mammalian Ste20-like kinase; NF2, neurofibromatosis type 2; PKCζ , protein 
kinase C, zeta; SAV1, Salvador 1; SCD1, stearoyl-CoA-desaturase 1; WIP, WASP-interacting protein.
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Fig. 9 Señales implicadas en la regulación de la vía Hippo. Existen diversas señales que 
regulan la señalización de la vía Hippo: 1) polaridad celular y las uniones célula-célula, 2) 
activadores río arriba de las cinasas de Hippo, 3) factores solubles y ligandos de receptores 
acoplados a proteínas G (GPCRs), 4) mecanotransducción dependiente del esqueleto de actina 
y, 5) el estado metabólico de la célula, así como muchas proteínas que pueden regular las 
actividades de diferentes componentes de la vía (tomado de Maugeri-Saccà y De Maria, 2018). 

 

Entre las señales reguladoras, existe un gran número de reportes que indican que la 

mecanotransducción celular dependiente del citoesqueleto de actina es un determinante general de la 

regulación de YAP/TAZ, y que opera de manera independiente de las cinasas LATS. YAP puede 

sensar señales de estrés celular y mecánico que incluyen la rigidez y la topología de la matriz 

extracelular (ECM), la geometría de células individuales y de tejidos completos, el estiramiento de 

monocapas epiteliales en 2D y 3D, las fuerzas de tensión generadas por la división celular y el 

contacto célula-célula que son transducidos en efectos biológicos (Lian et al., 2010; Yu, Zhao y Guan, 

2015; Panciera et al., 2017). Se sabe que YAP se localizan en el citoplasma en células que 

experimentan bajos niveles de señalización mecánica, como en células redondeadas unidas a una 

matriz blanda o en un área pequeña; en cambio, YAP se encuentran nucleares en las células que 

perciben altos niveles de señalización mecánica, como las células cultivadas en sustratos rígidos o 

con un área muy amplia, mientras permanece distribuido uniformemente a niveles más intermedios 

de señales mecánicas (Lian et al., 2010; Totaro et al., 2017). 

Existen varios reguladores metabólicos, hormonas y factores de crecimiento que actúan como 

señales extracelulares a través de diferentes clases de receptores acoplados a proteínas G (GPCR) y 

que, a su vez, pueden inducir o reprimir la actividad de YAP/TAZ (Figura 10). Específicamente, la 

estimulación de los receptores acoplados a G12/13, Gq/11 o Gi/o por múltiples ligandos, incluidos los 

lisofosfolípidos esfingosina 1-fosfato (S1P), ácido lisofosfatídico (LPA) y ácido fosfatídico (PA), dan 

Huang et al., 2005; Jia et al., 2003; Justice et al., 1995; Kango-Singh et al.,
2002; Lai et al., 2005; Pantalacci et al., 2003; Tapon et al., 2002; Udan
et al., 2003;Wu et al., 2003; Xu et al., 1995). Awave of studies exploiting
conditional knockout alleles and inducible transgenic mice later re-
vealed that the effects of the Hippo pathway on cell proliferation and
stem cell fate, and ultimately tissue overgrowth and tumorigenesis,
are conserved in mammals.

3.1. Digestive system

The first clues that Hippo-mediated organ size control is conserved
in mammals date back to 2007, when two independent reports de-
scribed an increase in liver mass upon transgenic Yap expression
(Camargo et al., 2007; Dong et al., 2007). This process was related to
proliferation of mature hepatocyte, and molecularly tied to the tran-
scription of genes promoting hepatocyte proliferation together with
negative regulators of apoptosis. Hepatomegaly was a reversible phe-
nomenon, as the liver returned to its original sizewhen Yap overexpres-
sionwas turned off. Prolonged YAP overexpression resulted in the onset
of liver nodules with characteristics of hepatocellular carcinoma (HCC),
a finding consistent with the imbalance in proliferation/apoptosis. YAP-
induced liver overgrowth and tumorigenesis was later found to be de-
pendent on TEAD-mediated gene responses, as hepatomegaly and tu-
morigenesis were suppressed by a small molecule inhibiting TEAD-
YAP association (verteporfin), or by a dominant-negative TEAD2 mole-
cule (Liu-Chittenden et al., 2012). Liver enlargement and tumorigenesis
were also observed with liver-specific knockout ofMst1 andMst2, Lats1
and Lats2, Sav1,Nf2 andMob1A/1b (Benhamouche et al., 2010; Lee et al.,
2010; Lu et al., 2010; Nishio et al., 2016; Song et al., 2010; Yin et al.,
2013; Zhang et al., 2010; Zhou et al., 2009). The observed phenotype
was connected, at the cellular level, with an increased proliferative ca-
pacity of oval cells, a population of bipotential progenitors capable of

differentiating into either hepatocytes or ductal cholangiocytes. This is
in line with the observations that mice developed, in some instances,
both HCC and cholangiocarcinoma (or bile duct hamartoma). Alterna-
tively, the onset of both HCC and cholangiocarcinoma in Hippo mutant
mice was reconnected with the dedifferentiation of hepatocytes into
cells carrying progenitor characteristics (Yimlamai et al., 2014). In addi-
tion, it has been recently proposed that activation of YAP/TAZ induced
by loss of Lats1/2 triggers thedifferentiation of hepatoblasts andhepato-
cytes into biliary epithelial cells (Lee, Park, Kim, et al., 2016). Overall, it is
plausible that cell fate determination in the liver depends on a precise
spatiotemporal regulation of the Hippo pathway and YAP/TAZ. The
YAP-mediated proliferative transcriptional program is involved in liver
repair after injury (i.e. partial hepatectomy or cholestatic liver injury)
(Bai et al., 2012; Grijalva et al., 2014; Herr et al., 2014; Su et al., 2015;
Yimlamai et al., 2014). Consistently, the pharmacological inhibition of
MST1/2 was proposed for enabling liver repair and regeneration (Fan
et al., 2016). Prolonged YAP activity also fuels activation of hepatic stel-
late cells, leading to liver fibrosis (Mannaerts et al., 2015).

In the intestine, Yap overexpression generated intestinal dysplasia
without affecting the size of the organ. Expression of endogenous YAP
was restricted to the progenitor/stem cell compartment residing at
the bottom of the intestinal crypts (Cai et al., 2010; Camargo et al.,
2007). Consequently, its activation expanded multipotent undifferenti-
ated progenitors that replaced differentiated cell types (i.e. enterocytes,
mature goblet cells and Paneth cells). The conditional knockout of Sav1
and Mst1/2 also resulted in the expansion of progenitor cells in a YAP-
dependent manner (Cai et al., 2010; Lee et al., 2008; Zhou, Hao, et al.,
2011). Interestingly, while the YAP/TAZ-TEADs cooperation was re-
quired for the proliferation of intestinal stem/progenitor cells, the inter-
action of YAP/TAZ with the transcription factor KLF4 promoted
differentiation into goblet cells, plausibly operating at the level of secre-
tory progenitors (Imajo, Ebisuya, & Nishida, 2015). Unpredictably, in

Fig. 1. Regulation of the Hippo pathway: 1) Cell polarity and cell-cell junction factors that activate Hippo kinases or sequester YAP/TAZ, 2) Upstream positive regulators of the Hippo
pathway, that activate MST1/2 or LATS1/2, 3) Soluble factors binding GPCRs: soluble factors and hormones can either activate or inhibit YAP/TAZ (via RHO GTPases), 4) mechanical
cues, such as extracellular matrix stiffness and cell density, which activate YAP/TAZ independently on Hippo kinases, via RHO GTPases and the actin cytoskeleton, and 5) metabolic
factors including the energy sensor AMPK that inhibits YAP/TAZ both directly and by activating LATS1/2, and HMG-CoA reductase, the central enzyme of the mevalonate pathway, that
activates YAP/TAZ via prenylation of RHO GTPases.

62 M. Maugeri-Saccà, R. De Maria / Pharmacology & Therapeutics 186 (2018) 60–72
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como resultado la activación de YAP/TAZ a través de la remodelación en el citoesqueleto de actina 

regulado por RhoGTPasas, que inducen la inhibición de las cinasas LATS1/2. Por el contrario, la 

señalización de GPCR acoplada a Gs provocada por glucagón y epinefrina, o por fármacos como el 

Dasatinib, la Fluvastatina, el Pazopanib y el Thiazovivin, reprimen la actividad de YAP/TAZ 

mediante la inhibición dependiente de cAMP/PKA de RhoA-GTPasas que aumentan la actividad de 

las cinasas LATS1/2 y promueven la fosforilación de YAP/TAZ y su posterior degradación en el 

proteosoma (Yu et al., 2012; Oku et al., 2015; Yu, Zhao y Guan, 2015; Qin et al., 2016; Han et al., 

2018; Stampouloglou y Varelas, 2018; Totaro, Panciera, y Piccolo, 2018). 

También se sabe que YAP/TAZ están interconectadas con vías de señalización iniciadas por 

factores de crecimiento solubles, a través de mecanismos recíprocos de regulación que sugieren la 

existencia de efectores secundarios que integren estas vías de manera autocrina o paracrina, lo cual 

concuerda con el hecho de que entre los blancos de transcripción de YAP/TAZ se encuentran  algunos 

factores de transcripción como el TGF-! y TGF-β, BMP, EGFR, EGF, la Amfirregulina (AREG) y 

el Hedgehog (Hh) que participan en la activación de otras vías de señalización (Tschahatganeh et al., 

2013; Kim et al., 2017; Totaro, Panciera, y Piccolo, 2018). 

 

 
Fig. 10 Modelo de acción de receptores acoplados a proteínas G y su efecto en la regulación 
de la vía Hippo. La estimulación de los receptores acoplados a G12/13, Gq/11 o Gi/o por múltiples 
ligandos, dan como resultado la activación de YAP/TAZ a través de la remodelación en el 
citoesqueleto de actina que induce la inhibición de las cinasas LATS1/2. Por el contrario, la 
señalización acoplada a Gs reprime la actividad YAP/TAZ mediante el aumento en la actividad 
de las cinasas LATS1/2 (tomado de Yu et al., 2012). 
 
 

Regulation of YAP Phosphorylation by GPCRs
GPCRs represent one of the largest gene families in the human
genome. There are !1,000 GPCRs that are coupled to 15
different Ga proteins (Wettschureck and Offermanns, 2005).
We asked whether other GPCRs, especially those that are not
coupled to G12/13, could modulate YAP/TAZ activity. It is diffi-
cult to test the effect of many GPCR ligands because the expres-
sion of GPCRs is tissue specific, and only a limited number of
receptors are expressed in any given cell line. However, overex-
pression of GPCRs often can activate signaling, as we observed
by the overexpression of LPA receptors (Figures 6B and S6C).
We therefore tested the effect of representative members of
different GPCR subgroups on YAP/TAZ activity by overexpres-
sion. YAP or TAZ phosphorylation was reduced upon overex-
pression of adrenergic receptor a1B, LPA receptors, purinergic
receptors, 5-hydroxytryptamine receptor 4, muscarinic acetyl-
choline receptor M1, adenosine receptor A1A, angiontensin II
receptor, free fatty acid receptor 1, platelet-activating factor
receptor, thromboxane A2, frizzled homolog D4, complement
component 3a receptor 1, estrogen receptor 1, glutamate
receptor metabotropic 2, opioid receptor D1, secretin receptor,

thyroid-stimulating hormone receptor, gastrin-releasing peptide
receptor, melanocortin receptor 1, somatostatin receptor 1,
prostaglandin E receptor 2, and bombesin-like receptor 3 (Table
S1). In contrast, YAP/TAZ phosphorylation was increased by
adrenergic receptor b2, dopamine receptor D1, and glucagon
receptor (Table S1). Our data indicate that GPCRs that activate
G12/13, Gq/11, or Gi/o could repress YAP/TAZ phosphorylation.
On the other hand, GPCRs that mainly activate Gs signaling
could induce YAP/TAZ phosphorylation.
Overexpression of GPCRs could result in nonspecific activa-

tion of Ga that might not occur under physiological conditions.
To further establish the role of specific GPCRs in YAP regulation,
we tested the effect of physiological hormones or GPCR
agonists on YAP/TAZ phosphorylation using cell lines that are
known to express their corresponding receptors. We were
particularly interested in agonists that stimulate Gs-coupled
receptors, as overexpression of Gs-coupled receptors induced
YAP phosphorylation, and their agonists may represent negative
regulators for YAP/TAZ function. In MDA-MB-231 breast cancer
cells, stimulation with epinephrine resulted in a dose-dependent
phosphorylation of YAP (Figure 7A). As expected, epinephrine

Figure 7. Stimulation of Gs-Coupled GPCRs
Increases YAP Phosphorylation
(A) Epinephrine stimulates YAP phosphorylation.

MDA-MB-231 cells were treated with indicated

concentrations of epinephrine for 1 hr. Phosphor-

ylation of CREBwas determined by immunoblotting

with phospho-CREB-specific antibody (pCREB).

(B) Phosphorylation of YAP from the heart of mice

injected with epinephrine is increased. Samples

from three representative pairs (from strong to

weak induction of YAP phosphorylation) of mice

were shown. Epinephrine is known to increase

blood glucose levels, which are indicated under-

neath each sample.

(C) Dopamine agonist dihydrexidine stimulates YAP

phosphorylation. U2OS cells were treated with

10 mM dihydrexidine for 1 hr. YAP phosphorylation

status was assessed.

(D) Glucagon stimulates YAP phosphorylation.

Primarymouse hepatocyteswere treatedwith 2 mM

glucagon for 1 hr, and YAP phosphorylation status

was determined.

(E) Forskolin induces YAP phosphorylation. MDA-

MB-231 cells were treated with different concen-

trations of Forskolin for 1 hr.

(F) Forskolin induces Lats1 phosphorylation.

Endogenous Lats1 was immunoprecipitated from

control cells and Forskolin (Fsk)-treated (10 mM for

1 hr) HEK293A cells, and protein lysates were

divided into two parts, one for IgG IP and the other

for Lats1 IP. Proteins immunoprecipitated were

probed with phosphospecific antibodies against

S909 and T1079 of Lats1.

(G) A proposed model for GPCRs and G proteins in

the regulation of Lats and YAP/TAZ activities. See

Discussion for details.

Data are representative of at least three indepen-

dent experiments. Also see Figure S7 and Tables

S1 and S2.

Cell 150, 780–791, August 17, 2012 ª2012 Elsevier Inc. 787
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2.8. Interacción entre YAP/TAZ y las vías de señalización Notch y Sonic Hedgehog 

Se sabe que la vía de señalización Hippo tiene relación con una red amplia de vías de señalización 

mediante cross-talk directo o activación secuencial de genes diana, entre las que se incluyen las vías 

Notch y Sonic Hedgehog (SHh), siendo éstas un posible blanco para el estudio de la activación o 

inhibición de la proteína YAP endógena.  

Por su parte, la vía de señalización Notch está involucrada en el desarrollo de múltiples tejidos, 

y regula eventos celulares como la proliferación, la migración, la supervivencia, la diferenciación, la 

muerte celular programada (apoptosis) y el mantenimiento de células troncales (Kim et al., 2017; 

Totaro et al., 2018); de modo que entre Hippo y Notch existe una relación debido a que ambas vías 

están implicadas en los mismos procesos celulares. Existen dos modalidades principales por las cuales 

se ha informado que las cascadas de señalización de YAP/TAZ y Notch interactúan: la primera 

describe la regulación mediada por YAP/TAZ de ligandos y receptores Notch, esto debido a que la 

activación de YAP/TAZ puede inducir la expresión génica de los receptores y/o ligandos de Notch, 

de modo que la célula que mantiene activos a YAP/TAZ también mantiene altos niveles de receptores 

y ligandos, lo que desencadena la activación de la señalización de Notch en las células vecinas y a la 

vez protege a la misma célula que posee altos niveles de YAP/TAZ de recibir la señalización de Notch 

(Figura 11A) (Totaro, Panciera, y Piccolo, 2018; Totaro et al., 2018). 

La segunda modalidad plantea la activación simultanea de la señalización de YAP/TAZ y de 

Notch, lo que induce la translocación nuclear de YAP/TAZ y del dominio intracelular de Notch 

(NICD), que en conjunto, regulan la expresión de genes diana comunes (Figura 11B) ( Totaro et al., 

2018). Además, existen estudios que demuestran que la activación nuclear de YAP/TAZ regula 

positivamente la expresión de NICD, el ligando Jagged-1 y la activación de genes diana típicos de 

Notch que desencadenan en la activación de la señalización de Notch in vitro e in vivo (Tschaharganeh 

et al., 2013), y que la activación secuencial anormal de la señalización de YAP y Notch forman un 

circuito de retroalimentación positiva que promueve la hepatomegalia y el inicio rápido de tumores 

en cancer hepatocelular (Tschaharganeh et al., 2013; Kim, et al., 2017). 

 

 



 24 

 
Fig. 11 Posibles mecanismos de interacción entre YAP/TAZ y la vía de señalización Notch. 
A) Cuando se activan YAP/TAZ (rojo), se translocan al núcleo, donde pueden inducir la 
expresión génica de los receptores Notch (azul, lado izquierdo) y/o ligandos de Notch (verde, 
lado derecho) para regular la señalización de Notch. B) La activación simultanea de YAP/TAZ 
y la señalización de Notch induce la translocación nuclear de YAP/TAZ y del dominio 
intracelular de Notch (NICD), regulando así de forma cooperativa la expresión de genes diana 
comunes (tomado de Totaro et al., 2018). 

 
Por su parte, la vía de señalización Sonic Hedgehog es una ruta clave en el desarrollo y diseño de 

patrones embrionarios, y es extremadamente importante en el diseño y diferenciación de 

extremidades en vertebrados, la diferenciación neural, el desarrollo de la retina y el páncreas, y la 

morfogénesis craneofacial, entre muchos otros procesos (Gilbert y Barresi, 2016). Es bien sabido que 

el control de la densidad celular es de suma importancia para el desarrollo embrionario adecuado y 

para la determinación del tamaño de los órganos. Así, se sabe que, en cultivo celular, la señalización 

de SHh depende de los contactos de célula a célula y la actividad de la vía de SHh solo se puede 

lograr en condiciones de confluencia.  

Al igual que la vía Hippo, SHh está controlada por la densidad celular y la inhibición por 

contacto, es por ello que existe una interferencia entre las dos vías, de manera que cuando existe una 

alta densidad celular, la vía SHh se mantiene encendida, al igual que la vía Hippo, lo que resulta en 

la inactivación de YAP/TAZ, por el contrario, cuando existe una baja densidad celular, ambas vías se 

apagan y YAP/TAZ puede activarse (Tariki, et al,. 2014). Existen reportes que indican que la 

supresión de la señalización de SHh en ausencia de contactos celulares esta mediada por YAP, y que 

la sobreexpresión de YAP bloquea la señalización de SHh; mientras que la eliminación de YAP 

mediada por interferencia de ARN aumenta la actividad de SHh. A pesar de ésta regulación negativa, 

la señalización SHh promueve la actividad de YAP a través de mecanismos postranscripcionales, lo 

que resulta en un circuito de retroalimentación negativa (Tariki, et al., 2014). 

Se ha reportado que la expresión del protooncogén Bmi1 conduce a la transdiferenciación de 

MEFs en células similares a células troncales neurales; además, en combinación con Oct3/4, Bmi1 

puede reemplazar a Sox2, Klf4 y c-Myc durante la reprogramación de fibroblastos en iPSCs. Se sabe 
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también que SHh induce la activación de Bmi1, por lo que la activación de la señalización de SHh 

compensa los efectos de Bmi1 y, en combinación con Oct4, es capaz de reprogramar fibroblastos 

embrionarios y adultos de ratón en células iPSC (Moon et al., 2011; Kang et al., 2014).  

Debido a los reportes anteriores, se sugiere que estudiar a las vías de señalización de Notch y/o 

SHh brinda una forma alternativa para estudiar la activación o inhibición de YAP/TAZ, y permiten 

el estudio del papel que juega YAP durante el proceso de reprogramación celular.  

 

2.9. Interacción entre YAP/TAZ y la oncoproteína E6  

Diferentes reportes sugieren que altos niveles de YAP/TAZ están asociados con un mal pronóstico 

de cáncer y que HPV-16 E6 estabiliza y regula positivamente a YAP al prevenir su degradación. Esto 

sugiere que la desregulación mediada por E6 de la vía Hippo juega un papel importante en la 

carcinogénesis inducida por el VPH (He, et al., 2015). Se sabe que las oncoproteínas E6 de VPH-16 

tienen un dominio de unión a PDZ (PBM) en el extremo carboxilo terminal, por lo que pueden 

interactuar con proteínas que poseen un dominio PDZ en su estructura. Recientemente se ha 

implicado a los PBM de E6 en la activación y la translocación nuclear de los coactivadores 

transcripcionales YAP y TAZ (Choi et al., 2014; Strickland et al., 2018).  

Se ha reportado que el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) y la anfiregulina (AREG), a través del receptor membranal EGFR, inhiben la vía 

de señalización de Hippo por medio de la inactivación de LAT1/2 y activan YAP para inducir la 

proliferación y migración de células de cáncer de cuello uterino (Figura 12). Se ha descubierto 

también, que E6 mantiene altos niveles de proteína YAP en las células de cáncer cervical al prevenir 

la degradación de YAP dependiente de proteosoma, además, por medio del dominio PBM puede 

unirse a YAP en su dominio PDZ y translocarlo al núcleo en un proceso independiente de TAZ, 

resultando en la transcripción de TGF-a, AREG y EGFR, y formando un circuito de señalización 

positivo para promover la proliferación de células de cáncer de cuello uterino (He et al., 2015).  
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Fig. 12 Esquema que muestra la relación entre las vías de señalización de HPV, Hippo y 
EGF en el cáncer de cuello uterino. El factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), el 
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y la anfiregulina (AREG), a través del receptor 
membranal EGFR, inhiben la vía de señalización de Hippo por medio de la inactivación de 
LAT1/2, en consecuencia, activan a YAP para ser translocado al núcleo.  E6 puede unirse a YAP 
por medio de su dominio PDZ y translocarlo al núcleo en donde induce la transcripción de TGF-
a, AREG y EGFR, formando un circuito de señalización positivo para promover la proliferación 
y migración de las células (tomado de He et al., 2015). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

defective in their ability to induce the degradation of p53, can

still immortalize human embryonic cells (Ishiwatari et al, 1994;

Nakagawa et al, 1995). E6 proteins from HPV-5 and HPV-8 do not

interact with P53 protein, but they are necessary for immortalization

of rodent fibroblasts (Elbel et al, 1997). On the contrary, E6 protein

of the low-risk HPV-1 inhibits P53 transactivation (Kiyono et al,

1994). Therefore, the exact molecular mechanism for HPV to drive

the initiation and progression of cervical cancer is not clear. Other

functions of E6 must also be involved in this process.

In the present study, for the first time, we show that the dysregu-

lation of the Hippo pathway may be involved in the HPV-induced

initiation and progression of cervical cancer. We found that HPV E6

protein is able to increase the level of YAP, the major effector of the

Hippo pathway, in cervical cancer cells by preventing YAP from

proteasome-dependent degradation. Regulation of protein turnover

by ubiquitin-mediated protein degradation has long been recognized

as an important mechanism for regulating the activity of signal

transduction pathways in cancer (Marmor & Yarden, 2004; Fulda

et al, 2012). Recent studies suggested YAP is inactivated by two

mechanisms: (i) the Ser127 phosphorylation-mediated spatial regu-

lation (nuclear–cytoplasmic shuttling); and (ii) the Ser397 (Ser381

in YAP protein isoform 2) phosphorylation-mediated temporal regu-
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Figure 12. Schematic cartoons showing the proposed mechanism underlying the Hippo signaling pathway regulation of cervical cancer progression.

A Schematic cartoons showing the proposed positive feedback loop in cervical cancer cells. Data in this study support the existence of an autocrine loop involving
EGF-like ligands/EGFR pathway/Hippo pathway/EGF-like ligands in regulating the proliferation and motility of cervical cancer cells, which plays a critical role in
cancer progression. Under normal conditions, low levels of EGF-like ligands such as TGF-a and AREG are not sufficient to activate EGFR. The inactive EGFR ensures
the activation of Hippo signaling pathway, which in turn results in ubiquitination-dependent degradation of YAP protein. In cervical cancer tissues, especially the
advanced-stage cancer tissues, the elevated nuclear YAP protein stimulates the expressions of TGF-a and AREG, which in turn activates the EGFR, leading to
suppression of LATS1 and MOB1 phosphorylation. Dephosphorylation of LATS1 and MOB1 results in the dissociation of LATS1/2-MOB1 complex, leading to inactivation
of the Hippo pathway and subsequent activation of the growth-promoting co-activator YAP. Activated YAP induces expression of growth factors such as TGF-a and
AREG to drive cervical cancer growth. YAP-induced growth factors such as TGF-a and AREG complete the autocrine loop by activating EGFR and YAP to drive the
proliferation of cancer cell and the production of growth-promoting factors in cervical cancer cells. HPV E6 protein maintains YAP protein level in the HPV-infected
normal and cancerous cervical cells by preventing YAP from proteasome-dependent protein degradation.

B Schematic cartoons showing the clinical relevance of the proposed positive feedback loop in cervical cancer. Multidimensional cancer genomics data analysis
indicates that very high frequency of alterations has been observed in genes involved in the Hippo/YAP/EGFR positive feedback loop in cervical cancer (we
acknowledge The Cancer Genome Atlas (TCGA) Data Portal for the datasets and the cBioPortal for Cancer Genomics for the online analysis tools).
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3. Antecedentes 

3.1. Construcción del vector de reprogramación MKOS 

Martínez Sarmiento (2016) en su tesis de maestría desarrollo un nuevo vector de reprogramación 

celular con el que se obtuvieron eficiencias de reprogramación mayores a las reportadas 

anteriormente. Martínez Sarmiento construyó un vector policistrónico que expresa MKOS en 

respuesta a la inducción con doxiciclina, mismo que se conoce como MKOS-booster (Covarrubias, 

2020).  

El vector MKOS-booster es un transposón piggyBac que está compuesto por las secuencias 

TRE-MKOS-PGK-VENUS-IRES-rtTA (Figura 13) y está basado en una construcción reportada 

anteriormente denominada TtRMPVIR, la cual contiene la secuencia PGK-VENUS-IRES-rtTA 

(Zuber et al., 2011). Ambos vectores utilizan el sistema de inducción Tet-On en el cual la expresión 

del transactivador reverso de tetraciclina (rtTA), se activa en respuesta a doxiciclina y activa la 

expresión de los genes asociados al promotor dependiente del elemento de respuesta a tetraciclina 

(TRE); activando así, la expresión de los genes reprogramadores codificados en el cassette 

policistrónico del vector MKOS-booster, que contiene la secuencia c-Myc-F2A-Klf4-T2A-Oct4-

E2A-Sox2, tomada del vector PB-TAP-Insx2attP2LMKOSimO generado por Kaji y colaboradores 

en 2009. En la secuencia, los genes reprogramadores están intercalados por los pequeños péptidos de 

auto escisión F2A, T2A y E2A, encargados de realizar un corte en la secuencia entre los genes río 

arriba y río abajo del péptido 2ª, posterior a la transcripción de la secuencia. 

El vector MKOS-booster expresa constitutivamente a la proteína fluorescente Venus y al rtTA, 

dirigidos por el promotor de expresión ubicua pGK en ausencia de inducción. Al añadir doxiciclina, 

se forma el complejo doxiciclina-rtTA que se une al promotor TRE y activa la expresión de los genes 

reprogramadores.  

El vector posee un único sitio poli-A ubicado hacia el final del vector, por lo que se genera un 

transcrito largo que interrumpe la expresión dirigida por el promotor PGK y termina con la 

transcripción. El complejo doxiciclina-rtTA produce la generación de un bucle de retrolimentación 

positiva que produce más rtTA en presencia de doxiciclina, al unirse el complejo con el promotor 

TRE se genera un transcrito largo (MKOS-pGK-VENUS-IRES-rtTA) que provoca la expresión 

elevada de los genes reprogramadores y a la vez, interrumpe la expresión del módulo dirigido por el 

promotor PGK, teniendo como consecuencia la atenuación de la fluorescencia debido a la 

disminución de la expresión de Venus. 
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Fig. 13 Esquema del vector policistrónico MKOS-booster. El vector está codificado dentro 
de un transposón piggyBag (PB). A) En ausencia de doxiciclina, el promotor pPGK induce la 
traducción de la proteína fluorescente VENUS y del transactivador rtTA. B) En presencia de 
doxiciclina, ésta se une al rtTA formando un complejo activador que se une al promotor TRE e 
induce la traducción de los genes Myc, Klf4, Oct4 y Sox2. En ambos mecanismos la traducción 
termina por el sitio poli-A (PA) que se encuentra al final del vector. 
 

El vector presenta varias ventajas frente a otro tipo de vectores:  

I. El transposón policistrónico evita las complicaciones de utilizar varios vectores a la 

vez ya que los cuatro genes reprogramadores y el transactivador se encuentran 

codificados en el mismo vector.  

II. Al ser un vector inducible con doxiciclina, se genera un efecto de auto-regulación 

positiva y permite tener una expresión controlada de los factores reprogramadores. 

III. No depende del uso de una línea celular específica. 

IV. Es más seguro, pues el uso de oncogenes en vectores virales implica riesgos para el 

usuario. 

 

3.2. Inducción de la reprogramación con el vector MKOS 

En 2016, Martínez Sarmiento evaluó la capacidad del sistema autoinducible MKOS-booster para 

inducir reprogramación celular en fibroblastos murinos embrionarios (MEFs) de la cepa CD1 y 

estableció el protocolo de reprogramación usado en el laboratorio (Figura 14A).  

Como consecuencia de la inducción de los transgenes MKOS, se observó el surgimiento de 

cúmulos de fibroblastos en proliferación rápida que se caracterizan por ser de menor tamaño que el 

resto de los fibroblastos, estos cúmulos aparecieron alrededor de los 4 días de inducción. Posterior a 

ello se observa que la mayoría degeneran, mientras que los restantes son aquellos que transitan hasta 

formar colonias tipo iPSC, las cuales maduran después de los 10 días de inducción con doxiciclina 
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(Figura 14B), estas colonias presentan la morfología típica de las células iPSC y son positivas para 

la actividad de fosfatasa alcalina, un marcador de pluripotencia. 

 

 
Fig. 14 Proceso de reprogramación de MEFs hacia iPSCs mediado por el vector MKOS-
booster. A) Proceso general de reprogramación: MEFs son transfectadas mediante 
electroporación con el vector MKOS-booster y se mantienen en cultivo por 2 días, 
posteriormente, se siembran sobre una monocapa de células alimentadoras. Al día siguiente, el 
cultivo es complementado con Lif 10 ng/mL y las células son inducidas con doxiciclina a la 
concentración 150 ng/mL o 1.5 μg/mL. Al día 4 de inducción con doxiciclina comienzan a 
aparecer agrupaciones con potencial de formar colonias tipo iPSC, las cuales comienzan a 
formarse del día 4 al 7 y para el día 10-15 forman colonias iPSC maduras. B) Dinámica de 
reprogramación: las células transfectadas con MKOS-booster presentan expresión ubicua de la 
proteína verde fluorescente Venus que permite monitorear el proceso de reprogramación a lo 
largo del tiempo. Las células son inducidas con doxiciclina al día 0 y para el día 4 de inducción 
se observa la aparición de las primeras colonias tipo iPSC, mismas que maduran al día 12 de 
inducción.  

 

Fueron evaluadas dos concentraciones de doxiciclina: 150 ng/mL y 1.5 µg/mL, con el objetivo de 

encontrar la dosis óptima de inducción para generar colonias iPSCs y se observó que la respuesta a 

la inducción con doxiciclina es similar a ambas concentraciones. Las eficiencias de reprogramación 

obtenidas fueron de 0.31% a la concentración de 150 ng/mL y de 0.48% a la concentración 1.5 µg/mL, 

lo cual sugiere que el porcentaje de células reprogramadas por el sistema MKOS-booster a partir de 

fibroblastos no aumenta drásticamente frente a lo reportado con otros vectores, sin embargo, el uso 

de este vector facilita la transfección de las células y permite que el uso de los génes reprogramadores 

sea controlado. 

 

3.3. Construcción del vector E6/E7 

Como se mencionó anteriormente, los oncogenes E6 y E7 de HPV actúan en diferentes puntos de 

control del ciclo celular. En 2008, Valencia y colaboradores trabajaron con ratones de la línea 

transgénica Tg(bK6-E6/E7), que expresa transitoriamente en la capa supra basal de la epidermis, los 

Día -3 Día -1 Día 0 Día 4 a 7 Día 10 a 15

Electroporación Cultivo sobre 
feeders

Inducción con 
Doxiciclina

Aparición de primeras 
colonias tipo iPSC

Colonias iPSC 
maduras

A)

B)

MEFs
Pase 1-2 iPSC

Día 0 Día 2 Día 4 Día 6 Día 10 Día 8 Día 12 



 30 

oncogenes E6/E7 de VPH tipo 16 bajo el promotor de la citoqueratina bovina 6b, para estudiar 

regeneración en orejas y observaron que en los ratones miembros de esta línea, los genes E6 y E7 son 

capaces de promover el ingreso al ciclo celular de células posmitóticas de las capas supra basales de 

varios epitelios e incrementan la capacidad regenerativa en asociación con un constante crecimiento. 

Posteriormente, López Hernández (2018) en su tesis de maestría retomó estos experimentos y 

estudió la cooperación entre los oncogenes E6/E7 y diversos factores promotores de la angiogénesis 

en la regeneración de orejas de ratones de dicha línea; además, con el fin de producir un nuevo modelo 

murino que expresara transitoria y de manera ubicua los oncogenes E6/E7, se generó un vector que 

contiene a los oncogenes E6/E7 dentro de un transposón piggyBac, tomando como referencia el 

vector MKOS-booster (Martínez-Sarmiento, 2016), de manera que también posee un sistema Tet-On 

de expresión inducible mediado por doxiciclina (Figura 15).  

 

 

 
Fig. 15 Esquema del vector policistrónico E6/E7. El vector está codificado dentro de un 
transposón piggyBag (PB). A) En ausencia de doxiciclina el promotor pPGK induce la 
traduccíon de la proteína verde fluorescente VENUS y del transactivador rtTA. B) En presencia 
de doxiciclina, ésta se une al rtTA formando un complejo activador que se une al promotor TRE 
y provoca la traducción de los genes E6 y E7. En ambos mecanismos la traducción termina por 
el sitio poli-A (pA) que se encuentra al final del vector.  

 
 

El vector PB-E6/E7 fue empleado para generar líneas de células troncales embrionarias con el fin de 

obtener ratones transgénicos. Para ello se transfectó el plásmido PB-E6/E7 en células de la línea 

celular embrionaria W9.5 y se logró generar colonias que mantienen la morfología característica de 

las ESC (bordes redondeados y refringentes), además de la obtención de cuerpos embrioides (López- 

Hernández, 2018).  

 

 

Ausencia de  doxiciclinaA)

Presencia de  doxiciclinaB)

TREPB VENUS IRES-rtTAE6 E7 pPGK pA PB

TREPB

Doxiciclina

VENUS IRES-rtTAE6 E7 pPGK pA PB



 31 

3.4. Inducción de la reprogramación con los vectores MKOS-booster y E6/E7 

Debido a que los oncogenes E6/E7 inducen la reentrada al ciclo celular y degradan las proteínas P53 

y RB, respectivamente, se planteó la posibilidad de aumentar la eficiencia de reprogramación al 

combinar E6/E7 con los genes reprogramadores MKOS. Para probarlo, Valencia y Cortés realizaron 

pruebas preliminares en donde transfectaron MEFs de las cepas CD1 y C57BL/6, con ambos 

plásmidos, y los reprogramaron hacia células iPSC mediante la inducción con doxiciclina 150 ng/mL 

y 1.5 µg/m, observando que s eficiencias se ven aumentadas, comparado con los resultados obtenidos 

al reprogramar únicamente con los genes MKOS y con los datos reportados anteriormente. Lo anterior 

indica que la combinación de ambos vectores mejora la eficiencia de reprogramación, sin embargo, 

esta sigue siendo menor al 10%, por lo cual, aun quedan mejoras que realizar en el sistema para lograr 

obtener una eficiencia de reprogramación mayor. 
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4. Planteamiento del proyecto  

Debido a los antecedentes preliminares obtenidos en el laboratorio, los cuales nos indican que la 

combinación entre los genes reprogramadores c-Myc, Klf4, Oct4 y Sox2, y los oncogenes E6/E7 de 

VPH-16 aumentan la eficiencia de reprogramación de MEFs hacia células iPSC. Además de la 

actividad de los oncogenes que aporta efectos positivos que contrarrestan los dos principales frenos 

en la reprogramación, por un lado, E6 estimula la degradación de la proteína p53, y a la vez, E7 

estimula la replicación y la división celular por medio de la unión e inactivación de la proteína RB 

(Yim y Park, 2005; Vallejo-Ruiz et al., 2014). 

Se propone que el uso de una combinación de factores que promuevan la reentrada al ciclo 

celular, junto con la acción de los genes reprogramadores MKOS, pueden facilitar la reprogramación, 

desdiferenciación y/o transdiferenciación de las células. Es por ello que en este proyecto se planea 

determinar la capacidad de los oncogenes E6 y E7 para promover la reprogramación hacia células 

iPSC tanto de células en proliferación como de células posmitóticas mediada por MKOS. También 

se plantea el estudio de la posible participación de la proteína YAP inducida por acción de E6 y E7 

sobre la reprogramación celular. 
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5. Hipótesis 

Los oncogenes E6 y/o E7 de VPH-16 potenciarán la reprogramación mediada por MKOS en células 

senescentes. 

6. Objetivo principal 

Determinar la capacidad de los oncogenes E6 y E7 de VPH para promover la reprogramación mediada 

por MKOS hacia iPSCs en células senescentes y valorar la posible participación de la proteína YAP. 

 

 

6.1.  Objetivos particulares  

1) Construir dos vectores que expresen por separado los oncogenes E6 y E7 de VPH-16, 

con el fin de estudiar por separado los efectos que cada oncogén produce sobre el proceso 

de reprogramación celular. 

2) Determinar la eficiencia de reprogramación de fibroblastos en fase de proliferación y 

posmitóticos. 

3) Comparar la eficiencia de reprogramación de los fibroblastos en presencia de los 

oncogenes E6/E7, E6 y E7, mediados por MKOS. 

4) Evaluar la contribución de YAP a los efectos de E6 y E7, y sobre la reprogramación 

celular. 
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7. Materiales y métodos 

7.1. Reactivos  

7.1.1.  Medio DMEM 

(Dulbecco´s Modified Eagle Medium, GIBCO). 
I. Disolver el contenido del sobre en 900 mL de agua MilliQ. 

II. Añadir 3.7 g de bicarbonato de sodio y disolver. 
III. Ajustar pH a 6.9 con ácido clorhídrico 1N. 
IV. Aforar a 1L con agua MilliQ y esterilizar por filtración a través de una membrana 

de 0.22 µm. 
 

7.1.2.  Medio M10  

(Empleado para el cultivo regular de células). 

I. Medio DMEM suplementado con los siguientes reactivos:  
II. 10% Suero Bovino Fetal (SBF, GIBCO). 

III. 1% GPS 1X(Glutamax, Penicillin and Streptomycin, GIBCO, Stock 100X). 
IV. 1% Aminoácidos no esenciales 1X (GIBCO, Stock 10X). 
V. 1% Piruvato de sodio 1X (GIBCO, Stock 10X). 

 

7.1.3.  Medio M15  

(Empleado para el cultivo de células en reprogramación y células iPSCs) 

I. Medio DMEM suplementado con los siguientes reactivos:  
II. 15% Suero Bovino Fetal (SBF, GIBCO). 

III. 1% GPS 1X(Glutamax, Penicillin and Streptomycin, GIBCO, Stock 100X). 
IV. 1% Aminoácidos no esenciales 1X (GIBCO, Stock 10X). 
V. 1% Piruvato de sodio 1X (GIBCO, Stock 10X). 

VI. Añadir 180 µL de b-mercaptoetanol (GIBCO) por cada 100 mL de medio a 
preparar (concentración final 100 µM). 

Al momento de inducir la reprogramación suplementar con: 
VII. Lif 10 ng/mL (Leukemia Inhibitory Factor, Millipore). 

VIII. Doxiciclina 150 ng/mL o 1.5 µg/mL 
 

7.1.4.  Medio 2i 

(Para cultivo de células ESC) 

I. Medio M15 suplementado con: 
II. Lif 10 ng/mL (Leukemia Inhibitory Factor, Millipore). 

III. PD03259010 (1 mM) 480 µg/mL 
IV. CHIR99021 (3 mM) 1.39 mg/mL 
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7.1.5.  Medio de congelación 

(Para la conservación de células y líneas celulares). 

I. 60% Medio DMEM 
II. 20% Suero Bovino Fetal (SBF, GIBCO). 

III. 20% DMSO (Dimethyl sulphoxide, SIGMA). 
 

7.1.6.  PBS 

(Phosphate Buffered Saline, 10X). 
I. 8 g de NaCl 

II. 0.2 g de KCl 
III. 1.44 g de Na2HPO4 
IV. 0.2 g de KH2PO4 
V. Disolver en 900 mL de agua MilliQ, aforar a 1L y esterilizar por filtración a través 

de una membrana de 0.22 µm. 
VI. Para usar en cultivo a 1X se hace una dilución 1:10 con agua MilliQ. 

 

7.1.7.  Gelatina 0.1% 

(Para recubrir las cajas de cultivo celular). 

I. Disolver 1 g de gelatina (Gelatin from porcine skin, type A, SIGMA) en agua 
MilliQ mediante calentamiento en el horno de microondas para obtener un stock al 
1%. 

II. Esterilizar en autoclave. 
III. Para usar en cultivo a 0.1% hacer una dilución 1:10 con agua MilliQ.  

 

7.1.8.  LIF 

(Leukemia Inhibitory Factor, Millipore).  
I. Disolver en 1 mL de BSA 1% (en PBS 1X), concentración final es de 1000 U/mL. 

II. Utilizar a una concentración final de 10 ng/mL. 
 

7.1.9. Tripsina 0.25% 

I. Trypsin (GIBCO, stock 2.5%), diluir 1:10 con Verseno (GIBCO) para obtener una 
concentración final 0.25% para usar en cultivo. 
 

7.1.10. Mitomicina C 

(Mitomycin C, ROCHE). 
I. Disolver el contenido del vial (2 mg) en 4 mL de PBS 1X estéril, mantener 

protegido de la luz. 
II. Utilizar a una concentración final de 10 µg de mitomicina por cada 1 mL de medio. 
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7.1.11. Paraformaldehído 4%  

1) Para preparar 100 mL de PFA: pesar 4 g de paraformaldehído (SIGMA) y disolver 
en 50 mL de agua DPEC caliente, aproximadamente a 60ºC, y en la campana de 
extracción, ya que es muy irritante. 

2) Agregar de 5 a 10 µL de NaOH 5N y dejar agitando hasta que se aclare. 
3) Añadir 50 mL de PBS 2X.  
4) Ajustar pH a 7.4 
5) Dejar enfriar y esterilizar por filtración, NO autoclavear. 
6) Hacer alícuotas y guardar a -20ºC. 

 

7.1.12. TAE (Tris Acetato EDTA) 10X 

(Tris Acetato EDTA) 10X, 1L.  
1) 48.5 g de Tris base 
2) 11.42 mL de ácido acético glacial 
3) 20 mL de EDTA 0.5M pH 8.0 
4) Mezclar y aforar a 1L con agua MilliQ. 

 

7.2. Métodos de rutina 

7.2.1.  Cultivo celular  

1) Descongelar un vial de MEFs colocándolo en un baño a 37ºC hasta que la mayor 
parte esté descongelada. 

2) Transferir la suspensión celular a un tubo de 15 mL estéril y adicionar 5 mL de 
medio M10. 

3) Resuspender y disgregar las células, tomar 10 µL de la suspensión para el conteo 
celular. 

4) Centrifugar las células a 1200 rpm durante 5 min. 
5) Aspirar el sobrenadante y resuspender las células en 1mL de M10, sembrar 1x106 

de células en caja de 10 cm. 
6) Incubar las células a 37ºC y 5% de CO2. 

 

7.2.2.  Pases celulares 

1) Retirar el medio de cultivo. 
2) Lavar 2 veces con PBS 1X. 
3) Agregar 1 mL de tripsina-EDTA al 0.25% en una caja de 10 cm. 
4) Incubar a 37ºC y 5% de CO2 de 3-5 min, al finalizar se dan golpes suaves 

alrededor de la caja. 
5) Inactivar la tripsina con un volumen igual de medio de cultivo adicionado con SFB 

10%. 
6) Resuspender y disgregar las células, tomar 10 µL de la suspensión para el conteo 

celular. 
7) Centrifugar las células a 1200 rpm durante 5 min. 
8) Resuspender las células y sembrar. 
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7.2.3.  Conteo celular  

1) Realizar una mezcla con 10 µL de azul de tripano y 10 µL de la suspensión 
celular.  

2) Cargar ambas gradillas de la cámara de Neubauer y observar al microscopio. 
3) Contar las células contenidas en los cuatro cuadrantes de ambas gradillas, 

descartando las células teñidas de color azul.  
4) El número total de células en suspensión se calcula mediante la siguiente ecuación: 

 

 
 

En donde: 
X: Número total de células observadas por cuadrante en la cámara 
de Neubauer. 
2: Factor incluido por la disolución 1:1 con azul de tripano. 
10,000: Constante de la cámara de Neubauer. 
Y: Volumen de medio en el que se resuspendió el botón celular. 

 

7.2.4.  Generación de feeders 

1) Descongelar un vial de MEFs en dos cajas de 10 cm y dejar que llegue a confluencia. 
2) Mitomizar añadiendo 10 µg/mL de Mitomicina C en medio DMEM 10%, dejar en 

incubación a 37ºC y 5% de CO2 durante 4 horas.  
3) Pasado el tiempo lavar 3 veces con PBS 1X para eliminar Mitomicina. 
4) Tripsinizar y sembrar las células sobre cajas recubiertas de gelatina 0.1% a una 

densidad de 15,000 células/cm2 o congelar en crioviales.  
5) Mantener las células en medio DMEM 10% hasta el momento de su uso. 

 

7.2.5.  Cuantificación de la tasa de proliferación 

Para calcular el número de divisiones celulares por unidad de tiempo se utilizó la siguiente 
formula:  

 

 

 

En donde: 
Nt : Número de células en el tiempo t 
N0 : Número inicial de células 
t : tiempo en días 
f : frecuencia de ciclos celulares por unidad de tiempo (1/día) 

 
De esta ecuación se despejo f para obtener el número de divisiones por unidad de tiempo: 

 

! ∗ 2 ∗ 10,00 ∗ ' = )*+,-	/0	1é-3-,4	05	43460517ó5

!" = 	!%2"'

! =
#$%& '(

')
*
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7.2.6.  Tinción con fosfatasa alcalina 

SIGMA-ALDRICH alkaline phosphatase 86R-1KT Leukocyte kit 
I. Fijar células con PFA 4%. 

II. Lavar las células con agua destilada. 
III. Mezclar 100 µL de solución de Nitrito de Sodio y 100 µL de la solución de FRV-

Alkaline proveída en el kit, invirtiendo los tubos e incubando por 2 mL. 
IV. Mezclar 4.5 mL de agua destilada y 100 µL de solución Alcalina Naftol AS-BI. 
V. Mezclar las soluciones preparadas en los puntos 3 y 4. 

VI. Después de lavar las células, añadir la solución preparada en el punto 5 e incubar a 
temperatura ambiente por 15 min. 

VII. Retirar la solución y lavar las células con agua destilada. Retirar el agua y agregar 
agua destilada fresca e incubar por 2 min. Después de agitar gentilmente, secar las 
células. 
NOTA: Las colonias positivas a fosfatasa alcalina serán teñidas rojo/violeta, 
mientras que las colonias no reprogramadas o diferenciadas mostrarán una tinción 
débil o en mosaico. 

 

7.2.7. Inmunocitoquímica  

Tomada del protocolo de Abcam 
1) Retirar el medio de cultivo. 
2) Lavar 2 veces con PBS. 
3) Fijar las células con PFA 4% en PBS pH 7.4 por 15 min. 
4) Realizar 2 lavados con PBS por 5 min c/uno. 
5) Permeabilizar con Tritón 100X al 0.3% en PBS por 10 min. 
6) Lavar una vez con PBS por 5 min. 
7) Incubar con solución de bloqueo (Suero al 5% y Tritón 100X al 0.1% en PBS) 

durante 30 min a 4ºC. 
8) Incubar las células con el Anticuerpo Primario (Suero al 1% y Tritón 100X al 0.1% 

en PBS) en cámara húmeda O/N a 4ºC. 
9) Lavar 2 veces con PBS por 5 min c/uno. 
10)  Incubar con el Anticuerpo Secundario (Suero al 2% y Tritón 100X al 1%) durante 

2 horas a T/A. 
11)  Lavar 2 veces con PBS por 5 min c/uno. 
12)  Teñir núcleos con DAPI a la concentración 1:15,000 por 2 min. 
13)  Si se pretende conservar la inmunocitoquímica por varios días se recomienda lavar 

con PBS y agregar unas gotas de Anticongelante. 
 

7.2.8.  Microscopía de fluorescencia y adquisición de imágenes 

Las imágenes fueron obtenidas en un microscopio de epifluorescencia Zeiss Axio 
Observer.Z1 usando la cámara AxioCamMR3. Se utilizó el objetivo EC Plan-Neofluar 
10X/0.30 y el software AxioVision LE. 
Se utilizaron los siguientes filtros: 
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• 02 Dapi: Filtro de excitación G 365 nm; Espejo dicroico FT 395 nm; Filtro de 
emisión LP 420 nm.  

• 20 Rhodamine: Filtro de excitación BP 546/12 nm; Espejo dicroico FT 560 nm; 
Filtro de emisión BP 575-640 nm. 

• 46 Yellow Fluorescent Protein: Filtro de excitación BP 500/20 nm; Espejo 
dicroico 515 nm; Filtro de emisión 535-30 nm. 

• 50 Cy5: Filtro de excitación BP 640/30 nm; Espejo dicroico FT 660 nm; Filtro 
de emisión 690/50 nm. 

 

7.2.9.  Cuantificación de la intensidad de fluorescencia de la proteína YAP 

Se cuantificó la intensidad de la fluorescencia (IF) de la proteína YAP, en la región nuclear 
y citoplasmática de MEFs transfectados con las cuatro combinaciones de plásmidos 
evaluados (MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7), inducidos durante 
48 h con doxiciclina 1.5 µg/mL más inhibidores o promotores de la actividad de la proteína 
YAP (LPA 10 µM, DAPT 10 µM, Ciclopamina 20 µM o un control de DMSO al 0.17%). La 
IF se cuantificó a partir de imágenes de epifluorescencia como una aproximación de la 
abundancia de la proteína, al realizar una inmunocitoquímica contra la proteína YAP; para 
ello se seleccionaron cuadrados de 20 x 20 µm que cubren una región de interés dentro de la 
región citoplasmática o nuclear, de diferentes células bajo cada tratamiento evaluado (hasta 
20 células por tratamiento experimental). Las mediciones de la IF reportadas corresponden a 
la intensidad de fluorescencia promedio, de la diferencia entre la región nuclear y la 
citoplasmática analizados, calculados con el software image J. Los análisis estadísticos se 
realizaron con prueba de comparación múltiple, después por Tukey. Las diferencias con un 
valor de P <0.05 se consideraron estadísticamente significativas. 

7.2.10. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos fueron analizados con el Software Prisma (Graph Pad Prism5 Software 
Inc., USA). Los resultados obtenidos fueron presentados como la media ± desviación 
estándar de tres experimentos independientes (n=3). El valor p fue analizado por ANOVA y 
posteriormente por la prueba Tukey. Las diferencias con un valor de p < 0.05 se consideraron 
estadísticamente significativas.  

 

7.3. Protocolos principales 

7.3.1. Construcción de los vectores E6 y E7  

(Para ver los mapas de los plásmidos consultar los Anexos 1 y 2)  

I. PCR para amplificación de vectores 

Mix Primers (fwrd + rvrs)     0.3 µL 
Buffer de Mg2+                     1.5 µL 
Mix dNTPs                           0.3 µL 
Taq DNA polimerasa           0.06 µL 
Templado DNA                    1.5 µL 
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H2O                                     Completar a 20 µL 
Parametros Termociclador: 

  95ºC        5 minutos 
  95ºC        30 segundos  
  62ºC        30 segundos 
  72ºC        30 segundos 
  Repetir por 35 ciclos 

72ºC        5 minutos 
 

II. Purificación de productos de PCR por Miniprep  

QIAquick PCR purification kit (cat. Nos. 28104 and 28106) 
1) Tomar los 20 µL de la reacción de PCR y agregar 100 µL de buffer PB (5 volúmenes 

por 1 volumen de PCR) y mezclar. El color de la reacción debe ser amarillo.  
2) Pasar la mezcla por una columna QIAquick y centrifugar 1 min a 13,000 rpm, o hasta 

que toda la mezcla pase por la columna. Decantar el filtrado.  
3) Para lavar, agregar 750 µL de buffer PE a la columna y centrifugar de 1 min. Decantar 

el filtrado.  
4) Centrifugar la columna QIAquick una vez más por 1 min para eliminar residuos del 

lavado. 
5) Cambiar la columna QIAquick a un tubo eppendorf de 1.5 mL limpio. 
6) Para eluir el DNA, añadir 50 µL de buffer EB (10 mM Tris·HCl, pH 8.5) o agua (pH 

7.0-8.5) a la columna QIAquick y centrifugar por 1 min. 
7) Medir concentracion de DNA. 
 

III. Digestión de vectores 

Vector purificado 1,500 ng 
Buffer Cut Smart                   2.5 µL 
Enzima Xhol                          1 µL 
Enzima BamH1                     1 µL 
H2O                                        Llevar a 25 µL 

1) Incubar a 37ºC por 4 horas.  
2) Pasado el tiempo, correr todas las mezclas en gel de agarosa al 1% con TAE, para 

purificar las bandas.  
3) Cortar los fragmentos del gel en los que se encuentren los fragmentos de interés.  
4) Colocar la banda del gel en un tubo eppendorf de 1.5 mL previamente pesado, y 

pesar nuevamente. 
 

IV. Purificación de bandas de DNA  

Thermos Scientific GeneJet Gel Extraction Kit 
1) Al tubo Eppendorf con los fragmentos de las bandas en el gel de agarosa, añadir 1:1 

volumen de Binding Buffer, de acuerdo con el peso del gel.  
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2) Incubar la mezcla del gel a 50-60ºC por 10 min hasta que el gel esté completamente 
disuelto. Mezclar el tubo por inversión y vortexear brevemente. Checar el color de la 
muestra, amarillo indica pH óptimo para la obtención de DNA, color naranja o 
violeta, añadir 10 µL de acetato de sodio 3M pH 5.2 y mezclar, el color debe cambiar 
a amarillo. 

3) Transferir la mezcla completa o hasta 800 µL, a una columna de purificación 
GeneJET y centrifugar 1 min a 5,000 rpm. Decantar el sobrenadante. 

4) Añadir 700 µL de Wash Buffer a la columna GeneJET y centrifugar 1 min a 5,000 
rpm. Decantar el sobrenadante.  

5) Centrifugar la columna vacía una vez más por 1 min a 10,000 rpm, para remover por 
completo los residuos.  

6) Transferir la columna GeneJET a un tubo eppendorf de 1.5 mL limpio. Añadir 50 µL 
de Elution Buffer a la columna, justo en el centro, esperar 1 min y centrifugar 2 veces 
por 1 min a 10,000 rpm. 

7) Descartar la columna GeneJET y almacenar DNA a -20ºC. 
8) Medir concentración de DNA. 

 

V. Ligación de fragmentos 

1) Concentrar los fragmentos de DNA (vector e inserto) digeridos con enzimas de 
restricción a 100-200 ng/µL en H2O. 

Mezcla de ligación (relación 2:1 o 4:1 Vector:Inserto) 
Vector                            100-200 ng/µL 
Inserto                            20-40 ng/µL 
Buffer de ligación 10X    1 µL 
Enzima ligasa                 0.2 µL 
H2O                                 Llevar a 10 µL 

2) Incubar 10 min a temperatura ambiente. 
3) Pasado el tiempo, inactivar la ligasa a 65ºC por 10 min a 70ºC por 5 min. 
4) Purificar DNA usando el kit de purificación de PCR GeneJET. 

 

VI. Transformación de bacterias 

1) Descongelar vial de bacterias electrocompetentes. 
2) Adicionar 1-5 ng de DNA superenrollado a las bacterias. 
3) Añadir a una celda de electroporación y dar un pulso de 1.8 milivolts en el 

electroporador.  
4) Inmediatamente añadir 1 mL de medio LB + 10 µL de glucosa 2m + 10 µL de Mg2+ 

2M. 
5) Incubar en agitación a 37ºC por 1 hora.  
6) Pasado el tiempo, sembrar sobre placa solida de medio LB + ampicilina 
7) Incubar O/N a 37ºC. 
8) Al día siguiente, si crecieron colonias, picar algunas y poner a crecer por 6 horas 

en medio LB + ampicilina a 37ºC. 
9) Pasado el tiempo extraer plásmido con kit Miniprep.  



 42 

7.3.2.  Purificación de fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs)  

Tomado del protocolo del laboratorio de la Doctora Diana Escalante 
1) Disectar en PBS embriones de 12.5-14.5 días de desarrollo, cuidando de enjuagarlos 

bien para evitar contaminación proveniente de la hembra. 
2) Eliminar patas, cola, cabeza y órganos internos, el resto del cuerpo colocarlo en hielo. 
3) Colocar 5 cadáveres por tubo falcón de 15 ml. 
4) Lavar 3 veces con 5 ml de PBS. 
5) Dejarlos en 3 ml de PBS. 
6) Pasar los cadáveres por una jeringa de 5 ml con aguja, añadiéndolos a una caja de 10 

cm recubierta previamente con gelatina. Al pasarlos por la aguja no hacerlo muy 
fuerte, de lo contrario los MEFs se lisan. 

7) Adicionar 10 ml de medio DMEM 10% para la caja de 10 cm. 
8) Al día siguiente debe de observarse los MEFs saliendo de los pequeños fragmentos 

de tejido. Si aun no han salido bien, lavar con PBS dos veces y adicionar medio 
DMEM 10% fresco y esperar otro día mas.  

9) Subcultivar al doble de cajas de las originales (de 5 cadáveres, salen 3 de 10 cm, 
entonces se subcultivan en 6 cajas de 10 cm). 

10)  Cuando llegue a confluencia el subcultivo, congelar los MEFs de 6 cajas de 10 cm 
en 10 crioviales. 

 

7.3.3. Transfección de células mediante electroporación 

Electroporación de MEFs. Para cada evento se utilizan 500,000 células y 2-5 µg de DNA 
total. El plásmido linealizado debe estar a una concentración de 1 µg/µL en agua o TE 0.1X 
estéril y libre de compuestos orgánicos y sales. 

1) Tripsinizar y contar células; colocar 5x105 en un tubo eppendorf de 0.5 mL.  
2) Centrifugar por 5 min a 2500 rpm, reservar. 
3) Por otro lado, colocar 100 µL de la solución de electroporación (BTX o MIRUS) en 

tubos eppendorf de 0.5 mL, se recomienda utilizar la mezcla BTX atemperada.  
4) Añadir la cantidad de DNA requerida a la solución y mezclar de manera suave pero 

homogénea, evitando hacer burbujas.  
a. Se deben añadir 2-5 µg de DNA total por cada 100 µL. La relación 

transposasa/transposon 1:5 utilizando 5 µg de DNA total.  
NOTA: es recomendable que el DNA a utilizar no esté muy diluido ya que esto diluye 
la solución de electroporación y reduce la eficiencia de electroporación. Muy 
concentrado, tampoco es recomendable, ya que el DNA no se alcanza a disolver bien. 

5) Resuspender suavemente pero bien el pellet celular con la solución de 
electroporación (BTX), evitar hacer burbujas. 

6) Con una pipeta de 200 µL transferir el contenido a una celda. 
7) Llevar al electroporador, la configuración a utilizar es: 1 pulso de 170 v de 20 

milisegundos.  
8) Agregar 100 µL de medio DMEM con 15% de SBF, sin resuspender.  
9) Inmediatamente transferir el contenido de la celda utilizando el dispensador hacia el 

tubo eppendorf (evitar hacer burbujas) y centrifugar el tubo en una microcentrífuga  
a 12,000 rpm durante 45 segundos, a continuación quitar el sobrenadante y añadir 
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100 µL de medio DMEM con 15% de SBF, resuspender el pellet en el medio y 
colocar en la incubadora por 20 min. 

10)  Después de los 20 min, resuspender el pellet y colocar en la caja de cultivo. Utilizar 
medio DMEM con 15% de SBF e incubar las células a 37°C y 5% de CO2. 

11)  Al día siguiente cambiar medio por DMEM con 10% de SBF. 
12)  A las 48 horas de transfección, cuantificar la eficiencia de electroporación; tomar +/- 

4 imágenes en 10X y contar las células que presenten fluorescencia. 
13) Tripsinizar y sembrar sobre feeders en cajas de cultivo con medio DMEM con 15% 

de SBF y suplementar con LIF (10 ng/mL) y añadir doxiciclina (dosis 150 ng/mL o 
1.5 µg/mL). 
 

7.3.4.  Ensayo de reprogramación celular 

1) Se descongelo un vial de MEFs y se mantuvo en cultivo hasta subconfluencia. 
2) Se realizo un pase de células para comprobar que estuvieran mitóticamente 

activas. 
3) Al llegar a subconfluencia, las células se tripsinizaron y se dividieron en 4 tubos 

eppendorf. 
4) Las células se transfectaron mediante electroporación de acuerdo con el protocolo, 

con cuatro combinaciones de transposones: 
a. MKOS + rtTA (vector vacío) 
b. MKOS + E6/E7 
c. MKOS + E6 
d. MKOS + E7 

5) A las 48 horas de transfección, se tomaron fotos de 4 campos por condición, se contó 
el total de células y el número de células fluorescentes por campo para calcular la 
eficiencia de transfección:  
 

 
 

En donde: 
% : eficiencia de transfección 
Nf : Número total de células venus fluorescentes en los 4campos 
100: constante para calcular el porcentaje  
Nt : Número total de células en los 4 campos 
 

6) Posteriormente las células se tripsinizaron y se sembraron en medio M10, sobre 
feeders a una densidad de 500 células venus positivas por cm2, para calcular el 
número de células a sembrar se empleo la siguiente formula: 
 

 
 
En donde: 

% = #$ ∗ 100
#(

! = 500 ∗ 100
% (
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X : número de células a sembrar  
% : eficiencia de transfección 
500: células venus positivas que se sembrarán por cm2 

100: constante para calcular el porcentaje  
Y: área total en cm2 donde se sembrarán las células 

 
7) Al día siguiente se cambio el medio por M15 complementado con LIF 10 ng/mL y 

se indujeron con doxiciclina a la concentración de 150 ng/mL y 1.5 µg/mL. 
8) Las células se indujeron por 10 días con doxiciclina y se realizó cambio de medio 

cada dos días.  
9) Se tomaron fotos en campo claro y en fluorescencia a diferentes días de inducción 

para observar la aparición y progreso de colonias iPSC. 
10)  Se contó el número de colonias iPSC maduras al día 10 para calcular la eficiencia 

de reprogramación.  
 

De las mismas células electroporadas se desprendieron 4 reprogramaciones a diferentes 
pases celulares (tiempos) (Figura 16), de acuerdo con las condiciones de proliferación 
celular y con el objetivo de evaluar la eficiencia de reprogramación en células 
posmitóticas. 

 
I. Cuantificación de la eficiencia de reprogramación 

Para calcular la eficiencia de reprogramación obtenida a partir del número total de células 
transfectadas, inducidas con doxiciclina, se utilizó la siguiente formula:  
 

 
 

En donde: 
E : eficiencia de reprogramación 
NC : Número de colonias iPSC obtenidas por área 
% : eficiencia de transfección (revisar arriba) 
X : número total de células que fueron sembradas (revisar arriba) 
100: constante para calcular el porcentaje  

 
 

 

! = #$ ∗ 100
( ∗ %
100
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Fig. 16 Metodología seguida en los experimentos de reprogramación celular a los diferentes tiempos. Se transfectaron por electroporación, MEFs en cultivo 
primario de las cepas CD1 y C57; a las 48 horas de la transfección, se cuantificó la eficiencia de electroporación. Las células se mantuvieron en cultivo sin inducción 
y en cada pase se evaluó la proliferación celular por medio de la cuantificación de la incorporación de BrdU y la expresión de Ki67, valores a partir de los cuales 
se determinaron cuatro tiempos (T) de reprogramación. Para los experimentos de reprogramación a los cuatro tiempos, se tomó una fracción de las células para 
inducir con doxiciclina a los pases P4, P8, P10 y P18, mientras el resto de las células se mantuvo en cultivo hasta que las células dejaron de proliferar. Cada flecha 
azul indica una reprogramación a diferente tiempo; en cada reprogramación se tomaron fotos a diferente tiempo de inducción con doxiciclina y al día 10 se cuantificó 
el número de colonias iPSC obtenidas para medir la eficiencia de reprogramación.
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8. Resultados  

8.1. Los oncogenes E6 y E7 del VPH-16 inducen un aumento en la proliferación celular 

Con el propósito de estudiar por separado el efecto de las oncoproteínas E6 y E7, y su contribución 

en la reprogramación celular de MEFs hacia iPSCs, fueron construidos dos vectores que expresan por 

separado cada una de las proteínas. Los vectores construidos son transposones piggyBac que utilizan 

un sistema de inducción Tet-On, y están compuestos por las secuencias TRE-E6E7TTL-PGK-

VENUS-IRES-rtTA  para el vector que codifica a E6 (Figura 17A y 17B; para más detalle consultar 

el anexo 1) y TRE-E6TTLE7-PGK-VENUS-IRES-rtTA para el vector que codifica a E7 (Figura 

17C y 17D; para más detalle consultar el anexo 2), mismos que están basados en las construcciones 

fabricadas anteriormente en el laboratorio para los transposones MKOS-booster y PB-E6/E7 

(Martínez-Sarmiento, 2016; López-Hernández, 2018).  

Las secuencias E6E7TTL y E6TTLE7 codificadas por los vectores construidos, fueron tomadas 

de construcciones fabricadas por Münger y colaboradores en 1989; dichas secuencias fueron clonadas 

a partir de VPH-16 y modificadas mediante la inserción de un oligonucleótido TTL 

autocomplementario (TTAGTTAACTAA) en las secuencias de los marcos de lectura abierta (ORFs) 

de cada proteína, obteniendo con ello la interrupción en la traducción del RNAm que codifica para la 

proteína E6 o E7, según la ubicación del TTL. De esta forma, se obtiene la expresión de solo una de 

las proteínas.  

 

 
Fig. 17 Vectores que codifican los oncogenes E6 y E7. A) El vector E6 en ausencia de 
doxiciclina induce la traducción de la proteína reportera VENUS y el rtTA que se mantiene 
inactivo. B) En presencia de doxiciclina, se activa el rtTA por medio de la unión a ésta y se 
induce la activación del promotor TRE, de esta forma se promueve la traducción del oncogén 
E6. C) El vector E7 en ausencia de doxiciclina induce la traducción de la proteína reportera 
VENUS y el rtTA, mismo que se mantiene inactivo. D) En presencia de doxiciclina se activa el 
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rtTA por medio de la unión a ésta y se produce la activación del promotor TRE, promoviendo 
así la traducción del oncogén E7.  

 

Los vectores que expresan a E6 y E7, al igual que el vector que expresa E6/E7, fueron transfectados 

en MEFs aislados de ratones de las cepas CD1 y C57BL/6 (para fines prácticos serán denominados 

MEFs CD1 y MEFs C57). Las células transfectadas fueron sembradas sobre una cama de células 

alimentadoras (feeders), se mantuvieron por 12 días en cultivo con medio M15 y en inducción con 

doxiciclina a las concentraciones 150 ng/mL y 1.5 µg/mL.  

En los MEFs CD1 se observó que la expresión de los oncogenes E6 y E7 contribuyen al aumento 

en la proliferación celular, aun cuando son transfectados por separado (Figura 18); se comprobó que 

por sí solos, en ausencia de la expresión de los factores de transcripción MKOS, los oncogenes no 

inducen la reprogramación de los MEFs hacia iPSCs.  

 

 

Fig. 18 La expresión de los oncogenes E6 y E7 promueven la proliferación celular en MEFs 
CD1. Se indujo la expresión de los oncogenes E6, E7 y E6/E7 en MEFs CD1 transfectados, por 
medio de la inducción con doxiciclina a las concentraciones 150 ng/mL y 1.5 μg/mL; en todas 
las condiciones se observó que los oncogenes promueven la proliferación de las células al paso 
de los días (D). Barra de escala representa 200 µm. 
 

En MEFs C57 cultivados bajo las mismas condiciones, también se observó el aumento en la 
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E7; sorpresivamente, en estas células se observó la aparición de colonias tipo iPSC en las 

células en donde se indujo la expresión de E7 a la concentración de 150 ng/mL y en las 

células que expresaron E6/E7 y E7 a la concentración 1.5 µg/mL (Figura 19). Las colonias 

obtenidas por la inducción de doxiciclina a la concentración de 1.5 µg/mL fueron pasadas a 

un nuevo cultivo sobre feeders para observar si formaban clonas de colonias iPSCs, sin 

embargo, posterior al pase, las células solo proliferaron y las colonias degeneraron (Figura 
20), hecho que indica que las células no eran células iPSC o no estaban totalmente 

reprogramadas al tiempo de ser pasadas. 

 

 

Fig. 19 La expresión de los oncogenes E6 y E7 promueven la proliferación celular en MEFs 
C57 y estimulan la aparición de colonias tipo iPSC. Se indujo la expresión de los oncogenes 
E6, E7 y E6/E7 por medio de la inducción con doxiciclina a las concentraciones 150 ng/mL y 
1.5 μg/mL, en MEFs C57 transfectados; se observó que los oncogenes promueven la 

proliferación de las células y, en las condiciones E6/E7 a la concentración 1.5 µg/mL y E7 a 
ambas concentraciones de doxiciclina, se indujo la formación de colonias tipo iPSC. D: días. 
Barra de escala representa 200 µm. 
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Fig. 20 Las colonias tipo iPSC derivadas de la inducción de los oncogenes E6 y E7 en MEFs 
C57, degeneran después del pase celular. Las colonias tipo iPSC derivadas a partir de la 
expresión de los oncogenes E6/E7 y E7 en MEFs C57, fueron pasadas sobre una cama de feeders 

y cultivadas en medio M15 adicionado con doxiciclina 1.5 µg/mL. Se observó que las colonias 
degeneran posterior al primer pase celular; se observa que las células proliferan pero no hay 
formación de novo de colonias tipo iPSC. Barra de escala representa 200 µm. 

 

En un experimento posterior, se tranfectaron MEFs CD1 y C57 con los vectores E6, E7 y 

E6/E7 acompañados del vector MKOS-booster (para fines prácticos nombrado solo MKOS); 

en el experimento se incluyó una condición en donde se transfectó el vector MKOS en 

compañía de un vector que solo expresa rtTA. Células de las cuatro condiciones transfectadas 

se sembraron sobre feeders y se mantuvieron por 10 días en cultivo con medio M15, en 

ausencia de inducción con doxiciclina. En ambas cepas celulares se observó que los vectores 

se mantienen apagados en ausencia de inducción y no se induce un aumento en la 

proliferación celular, ni la reprogramación de las células hacia colonias iPSC (Figura 21).  
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Fig. 21 Los vectores que inducen la expresión de MKOS y E6/E7 se mantienen apagados 
en ausencia de inducción con doxiciclina. MEFs CD1 y C57 transfectados con cuatro 
combinaciones de vectores (MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7), 
fueron sembrados sobre feeders y cultivados por 10 días (D) con medio M15, en ausencia de 
inducción con doxiciclina. Se observa la proliferación normal de los MEFs que expresan la 
proteína reportera verde fluorescente venus. No se observa un aumento en la proliferación ni la 
inducción de la reprogramación hacia iPSCs debido a que los vectores se mantienen apagados 
por la ausencia de inducción con doxiciclina. Barra de escala equivale a 200 µm. 

 

 

8.2. Los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 producen un efecto positivo en la reprogramación 

celular inducida por MKOS y contribuyen a la reentrada en el ciclo celular de MEFs 

posmitóticos 

MEFs en cultivo primario de las cepas CD1 y C57 fueron transfectados mediante electroporación con 

cuatro combinaciones de vectores: MKOS +rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7. Las 

células transfectadas se mantuvieron en cultivo con medio M10 y en ausencia de inducción con 

doxiciclina; a las células se les dieron pases celulares hasta obtener cultivos de células posmitóticas 
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(i.e., senescentes), en cada pase celular se cuantificó la tasa de duplicación (formula descrita en el 

punto 7.2.5 de la metodología), el porcentaje de expresión de Ki67 y el porcentaje de incorporación 

de BrdU en un periodo de 3h.  

Los MEFs CD1 proliferaron hasta el pase 10, en la figura 22A se observa la tasa de duplicación 

de las células a lo largo del tiempo en días. Se observó que los MEFs CD1 redujeron la tasa de 

duplicación al 0.5 en el pase 6, para el pase 8 la tasa de duplicación fue menor al 0.1 y dejaron de 

dividirse en el pase 10. En el pase 4 más del 85% de los MEFs presentaron expresión de Ki67, mismo 

que se redujo a menos de 50% en el pase 8 y a menos de 15% en el pase 10. La incorporación de 

BrdU fue menor al 25% en todos los pases celulares y en todas las condiciones transfectadas (Figura 

22B, Anexo 3).  

A partir de las cuantificaciones de la tasa de duplicación de las células, se establecieron tres 

tiempos de reprogramación de acuerdo con la capacidad proliferativa de las células: el primero al 

pase 4 (T1) donde las células se encontraban en división activa, el segundo al pase 8 (T2) donde las 

células se encontraban poco proliferativas, y el último al pase 10 (T3) en donde las células habían 

dejado de proliferar (Figura 22A). Durante estos pases celulares, se tomó una alícuota de las células 

transfectadas (de acuerdo con la fórmula empleada para conocer el número de células a sembrar), se 

sembraron sobre feeders, con medio M15 y se indujo la reprogramación mediante la inducción con 

doxiciclina a las concentraciones 150 µg/mL o 1.5 µg/mL. El resto de las células se mantuvo en 

cultivo con medio M10 y en ausencia de inducción para obtener cultivos posmitóticos.  

A diferencia de los MEFs CD1, los MEFs C57 proliferaron hasta el pase 18, en la figura 23A se 

observa la tasa de duplicación de las células a lo largo de los días que se mantuvieron en cultivo. Se 

observó que los MEFs C57 redujeron la tasa de duplicación a menos de la mitad en el pase 8, para el 

pase 10 la tasa de duplicación fue menor al 0.1 y dejaron de dividirse en el pase 18. En el pase 4 se 

observó una expresión de Ki67 mayor al 60%, se redujo a 50% en el pase 8, fue menor al 10% en el 

pase 10 y no se detectó expresión de Ki67 en el pase 18. En cuanto a la incorporación de BrdU por 

un periodo de 3h, fue de 30% en el pase 4, aumentó a 40 en el pase 8, fue menor al 10% en el pase 

10 e inesperadamente aumentó a más del 15% en el pase 18 (Figura 23B, Anexo 4). En estas células 

se establecieron cuatro tiempos de reprogramación, de acuerdo con la capacidad proliferativa de las 

células: el primero al pase 4 (T1), el segundo al pase 8 (T2), el tercero al pase 10 (T3) y el último al 

pase 18 (T4) (Figura 23A). Se siguió el mismo procedimiento que en los MEFs CD1 y en cada pase 

solo fue tomada una alícuota de las células transfectadas para inducir la reprogramación mediante la 

inducción de doxiciclina a las concentraciones 150 µg/mL o 1.5 µg/mL. De manera similar, el resto 

de las células se mantuvo en cultivo con medio M10 y en ausencia de inducción para obtener cultivos 

posmitóticos. 
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Fig. 22 Cuantificación de la tasa de duplicación de MEFs CD1 para el establecimiento de 
los tiempos de reprogramación celular. A) Curva de proliferación celular que muestra la tasa 
de duplicación de las células transfectadas con las cuatro combinaciones de vectores (MKOS + 
rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7), a lo largo del tiempo (días de cultivo). Se 
marcan con líneas punteadas los tiempos de reprogramación (T) a los cuales fueron tomadas 
alícuotas de células para inducir la reprogramación. B) Porcentaje de expresión de Ki67 (barras 
sólidas) y de incorporación de BrdU por un periodo de 3h (barras con trama), cuantificado en 
cada tiempo de reprogramación, de las células transfectadas y en ausencia de inducción con 
doxiciclina. 
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Fig. 23 Cuantificación de la tasa de duplicación de MEFs C57 para el establecimiento de 
los tiempos de reprogramación celular. A) Curva de proliferación celular que muestra la tasa 
de duplicación de las células transfectadas con las cuatro combinaciones de vectores (MKOS + 
rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7), a lo largo del tiempo (días de cultivo). Se 
marcan con líneas punteadas los tiempos de reprogramación (T) a los cuales fueron tomadas 
alícuotas de células para inducir la reprogramación. B) Porcentaje de expresión de Ki67 (barras 
sólidas) y de incorporación de BrdU por un periodo de 3h (barras con trama), cuantificado en 
cada tiempo de reprogramación, de las células transfectadas y en ausencia de inducción con 
doxiciclina. 
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Se observó que los MEFs transfectados con los oncogenes E6 y E7, en combinación con MKOS, 

contribuyen a la derivación de colonias tipo iPSC en un menor tiempo, además, aumentan la eficiencia 

de reprogramación, comparado con los MEFs transfectados solo con MKOS. En ambas cepas, en los 

MEFs transfectados con MKOS + E6/E7 se observó un adelanto en la formación de colonias tipo 

iPSC, en comparación con los transfectados con MKOS + rtTA. Se observó la aparición de colonias 

al día 4 de inducción, y la maduración de estas al día 10 de inducción con doxiciclina, tanto en MEFs 

con proliferación activa, como en MEFs que presentaban una proliferación disminuida. 

Sorprendentemente, únicamente los MEFs transfectados con los oncogenes E6/E7 lograron la 

derivación de iPSCs en MEFs que habían dejado de proliferar (Figuras 24 y 26); hecho que se 

reproduce aún cuando los oncogenes E6 y E7 son transfectados por separado, y solo cuando se 

encuentran en combinación de MKOS (Figuras 25 y 27).  

El análisis estadístico de las eficiencias obtenidas a partir de los MEFs CD1 inducidos con 

doxiciclina 150 µg/mL, reveló que existe una diferencia significativa a p<0.05 entre las eficiencias 

obtenidas en los MEFs MKOS + E6/E7 con respecto a MKOS + rtTA, al T1 de reprogramación. Al 

T2 y T3 de reprogramación, resultaron significativas las diferencias entre las eficiencias obtenidas en 

MKOS + E6/E7 con respecto a MKOS + E6 y MKOS + E7. A esta concentración de doxiciclina 

también resulta significativa la diferencia entre las eficiencias obtenidas con MKOS + E6/E7 en el 

T1 y el T3 de reprogramación. En la inducción con doxiciclina 1.5 µg/mL se observó una diferencia 

significativa a p<0.05 entre la eficiencia obtenida en los MEFs MKOS + rtTA con respecto a todas 

las demás condiciones evaluadas (MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7), en el T1 de 

reprogramación. Al T2 se observó una diferencia significativa entre la eficiencia obtenida con MKOS 

+ E6/E7 con respecto a MKOS + E6; y al T3 una diferencia significativa entre las eficiencias de 

MKOS + E6/E7 con respecto a MKOS + E6 y MKOS + E7. En la comparación de los tiempos de 

reprogramación, a esta concentración de doxiciclina resulta significativa la diferencia en la eficiencia 

de reprogramación obtenida en los MEFs MKOS + E6/E7 del T3, con respecto a la eficiencia obtenida 

en el T1 y el T2 (Figura 28).  

En los MEFs C57, inducidos con doxiciclina 150 µg/mL, el análisis estadístico mostró que 

existe una diferencia significativa a p<0.05 entre las eficiencias obtenidas en los MEFs MKOS + 

E6/E7 con respecto a MKOS + rtTA y MKOS + E6, en el T1 de reprogramación. En el T2 se observó 

una diferencia significativa entre MKOS + rtTA con respecto a MKOS + E6/E7 y MKOS + E7. Al 

T4 de reprogramación se observó una diferencia significativa entre MKOS + E6/E7 con respecto a 

MKOS + E6 y MKOS + E7, al igual que en la eficiencia obtenida entre MKOS + E6/E7 inducida con 

doxiciclina 150 µg/mL con respecto a la obtenida en inducción con doxiciclina 1.5 µg/mL. En los 

MEFs inducidos con doxiciclina 1.5 µg/mL se observaron las mismas significancias que con 
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doxiciclina 150 µg/mL, sin embargo, a esta concentración también resulto significativa a p<0.05 la 

diferencia entre MKOS + E6/E7 con respecto a MKOS + E6 obtenidas en el T3 de reprogramación; 

al igual que la eficiencia obtenida con MKOS + E6/E7 en el T4 con respecto a la obtenida en el T1 

(Figura 29).  

Para comprobar la identidad de las iPSCs obtenidas, se caracterizaron las colonias iPSC 

derivadas de MEFs CD1 y C57 al T1, donde los MEFs estaban activamente proliferativos, y de MEFs 

CD1 al T3 y C57 al T4, donde los MEFs habían dejado de dividirse. Los iPSCs derivados de CD1 y 

C57 al T1 fueron pasados al día 12 de inducción con doxiciclina, a medio 2i carente de doxiciclina; 

el pase de células derivó en clonas de iPSCs, con lo que se demostró la independencia de las iPSCs a 

la inducción con doxiciclina (Figura 30B y Figura 31C); en una prueba posterior, las colonias iPSC 

fueron teñidas con fosfatasa alcalina (Figura 30A y Figura 31A), que es un marcador de células 

troncales, demostrando que las iPSCs obtenidas poseen caracteristicas similares a las células ESC. 

Adicionalmente, las iPSCs derivadas de C57 al T1, al día 12 de reprogramación fueron pasadas y 

sembradas sobre nuevos feeders, cultivadas nuevamente con medio M15 y se continúo con la 

inducción de doxiciclina, obteniendo clonas de colonias iPSC terminalmente reprogramadas (Figura 

31B). 

Se realizó tinción con fosfatasa alcalina en las iPSCs derivadas de MEFs CD1 al T3 (Figura 

32A). En un experimento posterior, al día 12 de reprogramación, las colonias iPSC derivadas fueron 

pasadas sobre feeders y cultivadas con medio M15 y doxiciclina, derivandosé así clonas de colonias 

iPSC terminalmente reprogramadas (Figura 32B), caracterización que fue realizada también en las 

iPSC derivadas de los MEFs C57 al T4 (Figura 33A); en estas iPSCs se comprobó la independencia 

a la inducción con doxiciclina al derivar clonas de iPSC en medio 2i (Figura 33B). 
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Fig. 24 Los oncogenes E6/E7 de VPH-16 aceleran el tiempo de obtención de iPSCs a partir de MEFs CD1, y contribuyen a la reentrada en el 
ciclo celular en MEFs posmitóticos. La derivación de colonias iPSC a partir de MEFs CD1 transfectados con MKOS + E6/E7, e inducidos con 
doxiciclina 150 µg/mL y 1.5 µg/mL, muestra una aceleración en el tiempo de obtención de iPSCs, comparado con los MEFs transfectados con MKOS 
+ rtTA. En la imagen se obseva la aparición de agregados célulares al día 4 (D4) de inducción con doxiciclina, a las dos concentraciones, y la maduración 
de las colonias en el día 10 (D10) de inducción. Al tiempo 1 (T1), donde los MEFs estaban activamente proliferativos, se observa la aparición de iPSCs 
en todas las condiciones transfectadas, lo cual cambia en el T2 y T3, en donde los MEFs habian dejado de proliferar y solo se observa aparición de 
iPSCs en presencia de los oncogenes E6 y E7. Barra de escala equivale a 500 µm. 

D4 D6 D10

M
K

O
S 

rt
TA

M
K

O
S 

E6
E7

M
K

O
S 

rt
TA

M
K

O
S 

E6
E7

D
ox

ic
ic

lin
a 

15
0 

ng
/m

L
D

ox
ic

ic
lin

a 
1.

5 
μg

/m
L

D10D6D4 D10D6D4

T2 T3T1



 57 

 

 

Fig. 25 El efecto de los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 contribuye de manera independiente en la derivación de iPSCs a partir de MEFs CD1 
posmitóticos. La transfección por separado de los oncogenes E6 y E7 de VPH-16, en adición de los factores de transcripción MKOS, contribuye a la 
derivación de iPSCs, incluso a partir de MEFs posmitóticos inducidos con doxiciclina 150 µg/mL y 1.5 µg/mL. En la imagen se obseva la aparición de 
agregados célulares al día 4 (D4) de inducción con doxiciclina, a las dos concentraciones, asi como la maduración de las colonias en el día 10 (D10) de 
inducción. En los tres tiempos (T) de reprogramación, se observa la derivación de colonias iPSC aún al expresar solo uno de los oncogenes, E6 o E7. 
Barra de escala equivale a 500 µm. 
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Fig. 26 Los oncogenes E6/E7 de VPH-16 aceleran el tiempo de obtención de iPSCs a partir de MEFs C57, y contribuyen a la reentrada en el 
ciclo celular en MEFs posmitóticos. La derivación de colonias iPSC a partir de MEFs C57 transfectados con MKOS + E6/E7, e inducidos con 
doxiciclina 150 µg/mL y 1.5 µg/mL, muestra una aceleración en el tiempo de obtención de iPSCs, comparado con los MEFs transfectados con MKOS 
+ rtTA. A los tiempos 1 y 2 (T1 y T2) de reprogramación, donde los MEFs estaban activamente proliferativos, se observó la aparición de agregados 
célulares al día 4 (D4) de inducción con doxiciclina, a las dos concentraciones, y la maduración de las colonias en el día 10 (D10) de inducción. En el 
T3 y T4 de reprogramación, donde los MEFs habían dejado de proliferar, solo se observó derivación de iPSCs en presencia de los oncogenes E6 y E7. 
Barra de escala equivale a 500 µm. 
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Fig. 27 El efecto de los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 contribuye de manera independiente en la derivación de iPSCs a partir de MEFs C57 
posmitóticos. La transfección por separado de los oncogenes E6 y E7 de VPH-16, en adición de los factores de transcripción MKOS, contribuye a la 
derivación de iPSCs, incluso a partir de MEFs posmitóticos inducidos con doxiciclina 150 µg/mL y 1.5 µg/mL. En la imagen se obseva la aparición de 
agregados célulares al día 4 (D4) de inducción con doxiciclina, a las dos concentraciones, asi como la maduración de las colonias en el día 10 (D10) de 
inducción. En los tres tiempos (T) de reprogramación, se observa la derivación de colonias iPSC aún al expresar solo uno de los oncogenes, E6 o E7. 
Barra de escala equivale a 500 µm. 
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Fig. 28 Eficiencias de reprogramación de iPSCs derivadas a partir de MEFs CD1, 
inducidos con doxiciclina 150 ng/mL y 1.5 µg/mL. A) La figura muestra la eficiencia de 

reprogramación (%) de colonias iPSC obtenidas a partir de MEFs CD1 transfectados con cuatro 

combinaciones de vectores (MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7), 

inducidos con doxiciclina 150 µg/mL (barras color gris) y 1.5 µg/mL (barras color negro); se 

comparan las eficiencias obtenidas durante los tres tiempos de reprogramación (T). La 

cuantificación de las colonias iPSC derivadas se realizó al día 12 de inducción con doxiciclina. 

Cada barra muestra los valores de tres experimentos diferentes y se grafica la media ± SD. * 

Diferencia significativa (p<0.05) con respecto al control MKOS + rtTA. B) Tabla que muestra 

las medias ± SD de las eficiencias de reprogramación (en porcentaje %) obtenidas con cada 

combinación de vectores, a los tres tiempos de reprogramación evaluados (T). 
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Fig. 29 Eficiencias de reprogramación de iPSCs derivados a partir de MEFs C57, inducidos 
con doxiciclina 150 ng/mL y 1.5 µg/mL. A) La figura muestra la eficiencia de reprogramación 

(%) de colonias iPSC obtenidas a partir de MEFs C57 transfectados con cuatro combinaciones 

de vectores (MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7), inducidos con 

doxiciclina 150 µg/mL (barras color gris) y 1.5 µg/mL (barras color negro); se comparan las 

eficiencias obtenidas durante los cuatro tiempos de reprogramación (T). La cuantificación de las 

colonias iPSC derivadas se realizó al día 12 de inducción con doxiciclina. Cada barra muestra 

los valores de tres experimentos diferentes y se grafica la media ± SD. * Diferencia significativa 

(p<0.05) con respecto al control MKOS + rtTA. B) Tabla que muestra las medias ± SD de las 

eficiencias de reprogramación (en porcentaje %) obtenidas con cada combinación de vectores, a 

los cuatro tiempos de reprogramación evaluados (T). 
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Fig. 30 Caracterización de colonias iPSC derivadas a partir de MEFs CD1 en el T1 de 
reprogramación. A) Tinción con fosfatasa alcalina de colonias iPSC al día 12 de inducción con 

doxiciclina 150 ng/mL y 1.5 μg/mL; las colonias totalmente reprogramadas se observan teñidas 

de color rojo/violeta. B) Clonas de iPSCs cultivadas en medio 2i que comprueba su 

independensia a la inducción con doxiciclina.  

 

 
Fig. 31 Caracterización de colonias iPSC derivadas a partir de MEFs C57 en el T1 de 
reprogramación. A) Tinción con fosfatasa alcalina de colonias iPSC al día 12 de inducción con 

doxiciclina 150 ng/mL y 1.5 μg/mL; las colonias totalmente reprogramadas se observan teñidas 

de color rojo/violeta. B) Expansión de clonas de iPSC obtenidas despues de un pase celular; las 
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clonas se expandieron sobre una cama de feeders, cultivadas con medio M15 e inducidas con 

doxiciclina. C) Clonas de iPSCs cultivadas en medio 2i, lo que comprueba su independencia a 

la inducción con doxiciclina.  

 
 

 
Fig. 32 Caracterización de colonias iPSC derivadas a partir de MEFs CD1 en el T3 de 
reprogramación. A) Tinción con fosfatasa alcalina de colonias iPSC al día 12 de inducción con 

doxiciclina 150 ng/mL y 1.5 μg/mL; las colonias totalmente reprogramadas se observan teñidas 

de color rojo/violeta. B) Expansión de clonas de iPSC obtenidas despues de un pase celular; las 

clonas se expandieron sobre una cama de feeders, cultivadas con medio M15 e inducidas con 

doxiciclina.  

 

 
Fig. 33 Caracterización de colonias iPSC derivadas a partir de MEFs C57 en el T4 de 
reprogramación. A) Expansión de clonas de iPSC derivadas de MEFs C57 al T4 de 

reprogramación; las clonas fueron obtenidas despues de un pase celular, las iPSCs se 

expandieron sobre una cama de feeders, cultivadas con medio M15 e inducidas con doxiciclina. 

B) Clonas de iPSCs cultivadas en medio 2i, lo que comprueba su independencia a la inducción 

con doxiciclina.  
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8.3. Reprogramación de MEFs C57 al T1 en presencia de inhibidores/promotores de la 

proteína YAP 

En los ensayos fueron empleados MEFs C57 del T1, transfectados con las cuatro combinaciones de 

vectores: MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7. Los MEFs fueron sembrados 

sobre feeders (de acuerdo con la fórmula empleada para conocer el número de células a sembrar), con 

medio M15 y se indujo la reprogramación mediante la inducción con doxiciclina a la concentración 

de 1.5 µg/mL más la adición de algún fármaco que promueva o inhiba la actividad de la proteína YAP 

(LPA 10 µM, DAPT 10 µM y Ciclopamina 20 µM). Adicionalmente, se realizó una reprogramación 

con doxiciclina 1.5 µg/mL más DMSO al 0.17%, mismo que fungió como control debido a que fue 

el vehículo en el que fueron aplicaron los fármacos.  

Adicionalmente, se realizó la cuantificación de la intensidad de fluorescencia (IF) de la 

proteína YAP en la región citoplasmática y nuclear de MEFs inducidos por 48h con doxiciclina 1.5 

µg/mL más los inhibidores y promotores de la actividad de la proteína (ver punto 7.2.9 de la 

metodología) (Figura 34). El análisis estadístico se realizó a partir de las medias producto de la 

diferencia en la IF nuclear menos la IF citoplasmática (Figura 35), en donde se observó que la 

inducción por 48h con doxiciclina 1.5 µg/mL no produce modificaciones en la intensidad de 

fluorescencia de la proteína YAP en la región nuclear, con respecto a los valores basales obtenidos 

en MEFs C57 al T1 sin inducir. De manera similar, la inducción de los MEFs con el control del 

vehículo de aplicación de los fármacos, DMSO 0.17% más doxiciclina 1.5 µg/mL, no produce 

modificaciones significativas en la intensidad de fluorescencia de la proteína YAP en la región 

nuclear, con respecto a los valores basales de los MEFs en ausencia y en inducción con doxiciclina 

1.5 µg/mL. 

Se observó un aumento significativo a p<0.05, en la IF de la proteína YAP, en la región 

nuclear de MEFs inducidos con LPA 10 µM + doxiciclina 1.5 µg/mL; el aumento fue significativo 

en cada grupo de MEFs trasfectados (cada combinación de vectores) inducidos con LPA, con respecto 

al mismo grupo de MEFs en ausencia de LPA. Se observó también un aumento significativo en todos 

los grupos de MEFs inducidos con LPA, con respecto a los MEFs MKOS + rtTA inducidos solo con 

doxiciclina 1.5 µg/mL.  

Los MEFs MKOS + E6, MKOS + E7 y MKOS + E6/E7, inducidos con Ciclopamina 20 µM 

+ doxiciclina 1.5 µg/mL, mostraron un aumento significativo a p<0.05 en la IF de la proteína YAP 

en la región nuclear, con respecto a los valores obtenidos en los MEFs inducidos con el control del 

vehículo, DMSO 0.17% + doxiciclina 1.5 µg/mL. Existe también un aumento significativo en la IF 
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de YAP, en los MEFs MKOS + E6/E7 inducidos con Ciclopamina 20 µM, con respecto a los MEFs 

que fueron inducidos con DAPT 10 µM. 

 

 
 

Fig. 34 Intensidad de fluorescencia de la proteína YAP en MEFs C57 inducidos por 48h 
con fármacos promotores o inhibidores de YAP. Se realizó una inmunocitoquímica contra la 

proteína YAP (en color rojo), en MEFs C57 transfectados con MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, 

MKOS + E6 y MKOS + E7, inducidos por 48h con doxiciclina 1.5 µg/mL más inhibidores o 

promotores de la actividad de la proteína YAP (LPA 10 µM, DAPT 10 µM, Ciclopamina 20 µM 

o un control de DMSO al 0.17%). Posteriormente se cuantificó la intensidad de fluorescencia de 

la proteína, en regiones de 20 x 20 µm que abarcan la zona nuclear y citoplasmática de las células 

tratadas. Barra de escala equivale a 100 µm. (Para más detalle revisar los anexos 5-7).  
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Fig. 35 El ácido lisofosfatídico (LPA) y la Ciclopamina (CIC) producen un aumento en la 
intensidad de fluorescencia de la proteína YAP nuclear, en MEFs C57 inducidos por 48h 
con fármacos promotores e inhibidores de YAP. Se realizó la cuantificación de la intensidad 

de fluorescencia de la proteína YAP, en regiones de 20 x 20 µm que abarcan la zona nuclear y 

citoplasmática, de células inducidas por 48h con doxiciclina 1.5 µg/mL más inhibidores y 

promotores de la actividad de la proteína YAP (LPA 10 µM, DAPT 10 µM, Ciclopamina 20 µM 

o un control de DMSO al 0.17%). La cuantificación se realizo a partir de imágenes de 

epifluorescencia obtenidas al realizar una inmunocitoquímica contra la proteína YAP en las 

células tratadas. Se observó que el LPA y la Ciclopamina producen un aumento significativo en 

la intensidad de fluorescencia de la proteína YAP nuclear de las células tratadas con dichos 

fármacos. Cada barra muestra la diferencia entre la intensidad de fluorescencia nuclear menos la 

intensidad de fluorescencia citoplasmática de veinte células analizadas, se grafica la media ± SD. 

* Diferencia significativa (p<0.05). 
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En la reprogramación de las células en presencia de fármacos promotores e inhibidores de la proteína 

YAP, se observó que la inducción con LPA 10 µM + doxiciclina 1.5 µg/mL produce un retraso en el 

comienzo de la reprogramación, los agregados celulares comenzaron a aparecer en el día 6 de 

inducción, pero presentaron un desarrollo adelantado, comparado con las agrupaciones obtenidas solo 

con doxiciclina 1.5 µg/mL, lo que indica qué aunque el inicio de la reprogramación ocurrió después, 

su desarrollo fue más rápido y para el día 10 de inducción todas las condiciones formaron colonias 

tipo iPSC maduras (Figura 36B). 

Los fármacos DAPT y Ciclopamina fueron aplicados mediante dilución en DMSO, debido a 

ello, se realizó la reprogramación de MEFs en presencia de DMSO, para comprobar que por sí solo 

el vehículo no tiene efectos sobre la reprogramación; los MEFs fueron inducidos con DMSO a la 

concentración de 1.7 µL/mL, lo que corresponde al 0.17%, que fue la dosis de aplicación más alta 

que se empleo, más doxiciclina 1.5 µg/mL. No se observaron diferencias significativas en la 

reprogramación de las células, comparado con las células reprogramadas solo con doxiciclina 1.5 

µg/mL (Figura 36C). 

La reprogramación de los MEFs inducidos por doxiciclina 1.5 µg/mL más DAPT 10 µM 

ocurrió de manera similar que en el control reprogramado con DMSO 0.17%. La aparición de las 

agrupacióndes celulares ocurrio al día 4 de inducción y al día 10 se obtuvieron colonias iPSCs 

terminalmente reprogramadas. Se observó que las colonias obtenidas en presencia de DAPT 

presentan morfologías asimétricas y con bordes no definidos, no típicas de las colonias iPSCs 

obtenidas en experimentos anteriores; también se observó que las agrupaciones celulares obtenidas 

en los primeros días de inducción, son más pequeñas que las obtenidas con el control de DMSO 

(Figura 36D).  

En los MEFs reprogramados con doxiciclina 1.5 µg/mL más Ciclopamina 10 µM, se observó 

la aparición de las agruaciones al día 4 y la derivación de iPSCs al día 10 de inducción. En el día 7 

de inducción se observó un desarrollo más acelerado en las condiciones MKOS + E6/E7 y MKOS + 

E7, comparado con las otras condiciones y con respecto al control de DMSO (Figura 36E). 

La identidad de las colonias iPSC obtenidas bajo la inducción de los fármacos, se comprobó 

al realizar una tinción con fosfatasa alcalina y observarse la tinción rojiza de las colonias, 

característica de las células troncales (Figura 37); de manera similar se realizó un pase de las colonias 

obtenidas para comprobar que se encontraran totalmente reprogramadas, y se observó la formación 

de clonas de colonias iPSC que presentaron la morfología tipica de las células ESC (Figura 38), lo 

que demuestra que las iPSC obtenidas estaban terminalmente reprogramadas.  

 



 68 

 
Fig. 36 La inhibición o promoción en la actividad de la proteína YAP, mediada por fármacos, no interfiere en la derivación de iPSCs a partir 
de MEFs C57 transfectados con MKOS más los oncogenes E6 y E7 de VPH-16. Se realizaron ensayos de reprogramación celular de MEFs C57 al 
T1, transfectados con MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7, inducidos por 48h con doxiciclina 1.5 µg/mL más inhibidores y 
promotores de la actividad de la proteína YAP (LPA 10 µM, DAPT 10 µM, Ciclopamina 20 µM o un control de DMSO al 0.17%). La reprogramación 
de los MEFs en presencia de los fármacos promotores e inhibidores de YAP no afecta la derivación de iPSCs. En las imágenes se observa la aparición 
de agregados celulares al día 4 (D4) de inducción con doxiciclina, y la maduración de las colonias en el día 10 (D10) de inducción. Barra de escala 
equivale a 500 µm. 
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Fig. 37 Caracterización de colonias iPSC derivadas a partir de MEFs C57 inducidos con 
fármacos promotores e inhibidores de la proteína YAP. Expansión de clonas de iPSC 
derivadas de MEFs C57 inducidas con doxiciclina 1.5 μg/mL más los fármacos LPA 10 µM, 
DAPT 10 µM, Ciclopamina 20 µM o un control de DMSO al 0.17%; las clonas fueron obtenidas 
después de un pase celular, al ser expandidas sobre una cama de feeders, cultivadas con medio 
M15 e inducidas bajo las mismas condiciones en las que fueron derivadas las iPSCs. 
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Fig. 38 Caracterización de colonias iPSC derivadas a partir de MEFs C57 inducidos con 
fármacos promotores e inhibidores de la proteína YAP. Tinción con fosfatasa alcalina de 
colonias iPSC al día 12 de inducción con doxiciclina 1.5 μg/mL más los fármacos LPA 10 µM, 
DAPT 10 µM, Ciclopamina 20 µM o un control de DMSO al 0.17%; las colonias totalmente 
reprogramadas se observan teñidas de color rojo/violeta. 

 
 

El análisis estadístico de las eficiencias obtenidas a partir de los MEFs reprogramados en presencia 

de los fármacos (Figura 39), reveló que existe una diferencia significativa a p<0.05 entre la eficiencia 
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se observó que MKOS + E6/E7 presenta un aumento significativo a p<0.05 con respecto a MKOS + 

rtTA y MKOS + E6/E7 inducidos con el control de DMSO; MKOS + E7 inducido con DAPT también 

presentó un aumento significativo comparado con los MEFs inducidos con DMSO. En la inducción 

con Ciclopamina se observó un aumento significativo en MKOS + E6/E7 con respecto a MKOS + 

rtTA reprogramado con el control de DMSO. 

 

 
 

Fig. 39 Eficiencias de reprogramación de iPSCs derivados a partir de MEFs C57, inducidos 
con doxiciclina 1.5 µg/mL más fármacos promotores o inhibidores de la proteína YAP. A) 
La figura muestra la eficiencia de reprogramación (%) de colonias iPSC obtenidas a partir de 
MEFs C57 transfectados con cuatro combinaciones de vectores MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, 
MKOS + E6 y MKOS + E7, inducidos con doxiciclina 1.5 µg/mL más inhibidores y promotores 
de la actividad de la proteína YAP (LPA 10 µM, DAPT 10 µM, Ciclopamina 20 µM o un control 
de DMSO al 0.17%). La cuantificación de las colonias iPSC derivadas se realizó al día 12 de 
inducción con doxiciclina. Cada barra muestra los valores de tres experimentos diferentes y se 
grafica la media ± SD. * Diferencia significativa de p<0.05. B) Tabla que muestra las medias ± 
SD de las eficiencias de reprogramación (en porcentaje %) obtenidas con cada combinación de 
vectores, en todas las condiciones evaluadas. 
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9. Discusión  

Desde el año 2006 en el que Takahashi y Yamanaka demostraron la posibilidad de derivar células 

troncales pluripotentes inducidas experimentalmente a partir de células somáticas diferenciadas, 

mediante la inducción exógena de los factores reprogramadores MKOS, el estudio de estas células ha 

cobrado gran importancia. En nuestro grupo de trabajo se han derivado iPSC utilizando un vector 

inducible por doxiciclina que contiene los genes reprogramadores MKOS (Covarrubias, 2020), y en 

el presente trabajo se logró la obtención de células iPSCs derivadas de MEFs con proliferación activa 

(duplicación de 0.7-0.8 días), obteniendo una eficiencia de reprogramación de 0.49 ± 0.30% que 

resultó significativamente más eficiente en comparación a las reportadas anteriormente. 

 

La reducción de la proliferación como barrera para la reprogramación celular 

Un gran número de publicaciones demuestra que la proliferación activa es un proceso celular 

necesario para la reprogramación eficiente. Así, una disminución en la tasa de proliferación 

provocado por pases sucesivos de células primarias tiene un efecto negativo en la reprogramación 

(Banito et al., 2009; Banito y Gil, 2010; Zuber et al., 2011; Polo et al., 2012; Takahashi y Yamanaka, 

2016; Chávez-Gonzalez et al., 2017). No es inesperado que se haya demostrado que entre las 

moléculas principales que frenan el proceso de reprogramación se encuentren proteínas supresoras 

tumores como las codificadas por los genes RB y p53, que actúan en la fase G1 del ciclo celular, 

regulándolo negativamente de manera importante (López-Marure, 2003; Banito et al., 2009; Banito 

y Gil, 2010; Gilbert y Barresi, 2016); se ha comprobado que la disminución en la expresión de estos 

supresores oncogénicos tiene un efecto positivo en la reprogramación (Banito et al., 2009; Hong et 

al., 2009; Kawamura et al., 2009; Kareta et al., 2015). Por otro lado, es interesante que los mismos 

genes reprogramadores MKOS provocan que las células inicien un proceso de senescencia celular 

que actúa como una barrera inicial que limita el proceso de reprogramación (Banito et al., 2009; 

Banito y Gil, 2010; Mosteiro et al., 2016), de tal forma que solo las células que escapan a este proceso 

son capaces de reprogramar y derivar en iPSCs. Este proceso de inducción de la senescencia se debe 

a que MKOS regula a la alza las proteínas p53, p16 y p21, sin embargo, se ha demostrado que la 

adición de los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 en células que expresan MKOS, contrarresta el proceso 

de senescencia inducido por los factores de reprogramación y favorece el aumento en la proliferación 

celular (Banito et al., 2009).  

Es bien sabido que los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 median su efecto en diferentes puntos de 

control del ciclo celular y logran que las células que ya no se dividen puedan reingresar al ciclo 
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mediante la inhibición de p53 y RB, respectivamente (Liu et al., 2008; Tsuruga et al., 2008; Jung et 

al., 2013). Hecho que se comprobó en el presente trabajo en los cultivos de MEFs CD1 y C57, pues 

al ser inducidos con doxiciclina, los MEFs transfectados con los oncogenes E6 y E7 aumentaron su 

tasa de proliferación celular, incluso, los cultivos de MEFs posmitóticos empleados lograron 

reingresar al ciclo celular y contribuir exitosamente en la reprogramación hacia iPSCs.  

Las distintas técnicas de obtención de iPSCs a partir de células diferenciadas que han sido 

publicadas, en su mayoría emplean células que se encuentran activamente proliferando, lo cual es 

coincidente con el hecho de que no han alcanzado la diferenciación terminal. Solo en muy pocos 

casos se ha demostrado la reprogramación celular al estado de pluripotencia a partir de células 

posmitóticas (Emili et al., 2008). Hecho que enriquece el trabajo realizado ya que se logró la 

derivación de iPSCs terminalmente reprogramadas, derivadas a partir de cultivos de MEFs 

posmitóticos. Por otro lado, se ha observado que la inclusión de oncogenes facilita la reprogramación, 

aunque no es raro que las iPSC derivadas presenten alteraciones cromosómicas (Utikal et al., 2009). 

Resulta interesante que un estudio reciente sugiere que una de las funciones primarias de Oct4 muy 

al principio de la reprogramación es promover proliferación celular (Velychko et al., 2019), hecho 

que refuerza nuestra hipótesis de que el añadir promotores de la proliferación celular, como los 

oncogenes E6 y E7 de VPH-16, contribuye exitosamente con la reprogramación celular mediada por 

MKOS. 

 
La reprogramación celular se ve favorecida en presencia de los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 

En el presente trabajo se estudió el efecto que producen los oncogenes E6 y E7 de VPH-16 sobre la 

dinámica de reprogramación y su contribución en la eficiencia de derivación de iPSCs. Para ello, se 

evalúo la eficiencia de reprogramación de MEFs con proliferación activa que expresan la 

combinación de los oncogenes E6/E7, más los factores reprogramadores MKOS; en MEFs CD1 del 

T1, y MEFs C57 del T1 y T2, se comprobó que el uso de una combinación de MKOS + E6/E7 

aumenta la eficiencia de reprogramación de 10 a 20 veces más que al usar solo MKOS, obteniendo 

con esta combinación una eficiencia de hasta 3.37 ± 1.26%. Interesantemente, se observó que las 

colonias iPSC aparecen en menor tiempo y adquieren el compromiso de pluripotencia 12 días después 

de la inducción con doxiciclina, lo cual resulta significativamente más eficiente en comparación a lo 

reportado anteriormente en los MEFs que solo expresan MKOS, ya que en estos se necesitan de 12 a 

15 días para obtener iPSCs terminalmente reprogramadas y la eficiencia de reprogramación es de 

0.49 ± 0.30%.  

En el laboratorio se logró la derivación de MEFs CD1 (T2 y T3) y C57 (T3 y T4) posmitóticos 

que contienen los vectores MKOS y E6/E7, a partir de los cuales se demostró que la presencia de los 
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oncogenes que promueven la proliferación celular y la reentrada en el ciclo celular posibilitan la 

reprogramación de MEFs hacia iPSCs. En MEFs con proliferación reducida (tasas de duplicación 

superiores a 2.2 días) se logró la derivación de iPSCs, obteniéndose una eficiencia de hasta 2.74 ± 

0.45%, mientras que en MEFs posmitóticos, se obtuvo una eficiencia de reprogramación de hasta 

1.26 ± 0.18%, efecto que se replica en astrocitos posmitóticos (Tesis de Maestría de Cortes-Servin), 

lo cual no se logra al emplear sólo los genes MKOS. Las iPSC derivadas por esta combinación 

muestran las características típicas de las iPSCs y comparten características con las células ES, 

incluyendo la capacidad para generar embriones quiméricos con alta eficiencia (Tesis de Cortes-

Servin). Por tanto, el sistema nos brinda la posibilidad de emplear esta combinación de genes en la 

reprogramación de células posmitóticas diferenciadas provenientes de tejidos en donde no hay 

renovación celular. 

Posteriormente, se planteó la posibilidad de estudiar por separado el efecto de cada oncogén, y 

comprobar si E6 y E7 poseen efectos en la reprogramación al inducirse de manera individual. Para 

ello, se construyeron dos vectores que expresan por separado a los oncogenes E6 y E7, 

comprobándose que en MEFs con proliferación activa (T1 y T2 de C57, y T1 de CD1), transfectados 

con las combinaciones MKOS + E6 y MKOS +E7, sí se logra la derivación de colonias iPSCs, además 

de que estas condiciones también promueven un aumento significativo en la eficiencia de 

reprogramación, alcanzando valores de hasta 1.19 ± 0.55% y 2.79 ± 1.28%, respectivamente. Por otro 

lado, el efecto producido por la combinación de los oncogenes E6 y E7, para facilitar la 

reprogramación de células posmitóticas mediante MKOS, también se observó cuando se utilizó 

exclusivamente E6 o E7, obteniéndose eficiencias relativamente altas (0.61 ± 0.19%, 1.45 ± 0.11%, 

respectivamente), sobretodo considerando que la eficiencia en ausencia de los oncogenes es <0.05%. 

Con estos resultados queda demostrando que los oncogenes logran que las células reingresen al ciclo 

y por acción los genes MKOS, se produzca la reprogramación al estado de pluripotencia a partir de 

células posmitóticas.  

 
Posibles efectos de la proliferación en la remodelación de la cromatina durante la 

reprogramación celular 

Se ha demostrado que el proceso de reprogramación hacia un estado pluripotente se alcanza a través 

de la interacción entre vías de señalización que conducen a modificaciones en la cromatina y a la 

acción de los factores de transcripción que promueven la pluripotencia (Jaenisch y Young, 2008; 

Chávez-Gonzalez et al., 2017). Se ha descrito que el proceso de reprogramación se lleva a cabo 

mediante dos ondas transcripcionales: la primera impulsada por c-Myc/Klf4, y la segunda onda 

impulsada por Oct4/Sox2/Klf4 (Polo et al., 2012; David y Polo, 2014), siendo ésta última la de mayor 
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importancia para el establecimiento de la pluripotencia. Este modelo propuesto, si bien es un buen 

referente de los cambios celulares que ocurren durante la reprogramación, puede ser impreciso en 

cuanto a la contribución de los genes reprogramantes, por ejemplo, recientemente se mostraron 

evidencias que indican que una de las primeras acciones de Oct4 en la reprogramación es promover 

la proliferación celular (Velychko et al., 2019). Otro esquema, propone que la sobreexpresión de los 

genes de reprogramación promueve la diferenciación a diferentes linajes embrionarios (e.g., Oct4 a 

mesodérmicos, Sox2 a ectodérmicos), de tal forma que pueden ser sustituidos por otros genes 

maestros que especifiquen los mismos linajes (Takahashi y Yamanaka, 2016).  

Sin importar el mecanismo preciso de acción de los genes reprogramantes, el proceso de 

reprogramación obligadamente se caracteriza por cambios en la cromatina. Algunos autores han 

propuesto dos fases prominentes de modificación de la cromatina que ocurren durante la 

reprogramación: una fase inicial, definida por un cierre masivo de cromatina somática, y otra, antes 

del establecimiento de la pluripotencia, donde la cromatina pasa a un estado abierto, existiendo un 

recambio de factores de transcripción somáticos por factores promotores de la pluripotencia (Chronis 

et al., 2017; Li et al., 2017). Desde otro punto de vista, se ha mostrado que muy al inicio de la 

reprogramación, la heterocromatina se desestabiliza dando oportunidad a la remodelación de la 

cromatina acorde a influencias intrínsecas (e.g., genes reprogramantes) o extrínsecas (e.g., 

condiciones de cultivo) (Jaenisch y Young, 2008; Buganim, Faddah, y Jaenisch, 2013; Chávez-

Gonzalez et al., 2017).  

En este sentido, en el proceso de represión transcripcional participa la proteína 1 de 

heterocromatina (HP1), que es un marcador característico de la heterocromatina (Hathaway et al., 

2012). Interesantemente, al realizar el seguimiento de la distribución nuclear de la proteína HP1 

durante la reprogramación de MEFs, se ha observado que Oct4 induce cambios en la heterocromatina 

en los primeros 3 días de reprogramación, lo cual sugiere que Oct4 es responsable del aflojamiento 

de la heterocromatina en las etapas iniciales de la reprogramación (Chen et al., 2020). Por lo tanto, 

es interesante preguntarse si estos cambios representan una función específica de Oct4, o bien, 

resultan de los efectos proliferativos promovidos por este factor transcripcional (Velychko et al., 

2019), de ser así, los oncogenes E6 y E7 de VPH pudieran también promover este relajamiento de la 

cromatina. En este sentido, nuestros resultados concuerdan con esta posibilidad, inclusive en la 

reprogramación de células posmitóticas, por lo que se vuelve relevante explorar hasta que punto los 

oncogenes inmortalizantes, no solo promueven proliferación celular, sino también incrementan la 

plasticidad de la cromatina durante la reprogramación celular. 

Un punto que no debemos de dejar a un lado es la preocupación que existe al usar oncogenes 

durante el proceso de reprogramación, pues es bien sabido que su actividad podría promover la 
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formación de tumores (Okita et al., 2010). Sin embargo, los vectores TET-On generados en el 

laboratorio permiten estudiar de manera controlada la expresión de los oncogenes E6/E7 de VPH-16, 

es decir, la activación de la transcripcion de E6 y E7 solo se produce en presencia de tetraciclina 

(doxiciclina). En general, los vectores diseñados en el laboratorio resultan muy eficientes y producen 

altos niveles de inducción (Covarrubias, 2020), además, una ventaja extra sobre otros vectores 

existentes, es que al ser un transposón piggyBac, su inserción durante la transgénesis de las secuencias 

se lleva a cabo preferentemente en secuencias intergénicas y en intrones (Li et al., 2016), lo que 

favorece el silenciamiento de los transgenes en ausencia de doxiciclina e incrementa la seguridad a la 

hora de generar iPSCs de alta calidad. 

 

Contribución de YAP/TAZ en la reprogramación celular 

Entre los pocos casos de derivación de células troncales a partir de células somáticas terminalmente 

diferenciadas encontramos un reporte que muestra que la activación ectópica y transitoria de las 

proteínas YAP/TAZ es capaz de reactivar el ciclo celular y provocar un fenómeno de 

desdiferenciación que culmina en la derivación de células troncales que retienen las restricciones de 

linaje del tejido de origen, es decir, poseen características similares a las de las células troncales 

somáticas adultas. En particular, se ha demostrado que células diferenciadas de la glándula mamaria, 

neuronas y células acino-pancreáticas, se convierten de manera eficiente en células proliferantes con 

propiedades de células troncales/progenitoras de sus respectivos tejidos, después de ser inducidas con 

un vector que expresa a YAP (Panciera et al., 2016). Además, existen algunos reportes que indican 

que la oncoproteína E6 estabiliza y regula positivamente a la proteína YAP, evitando su degradación 

y facilitando su translocación al núcleo por medio de un dominio de unión a PDZ en el extremo 

carboxilo terminal de ambas proteínas (Choi et al., 2014; He, et al., 2015; Strickland et al., 2018). 

Por lo tanto, los efectos de E6 pudieran ser mediados por la proteína YAP.  

En la literatura se encuentran numerosos reportes que indican la existencia de diversas señales 

que se encargan de regular a la vía Hippo, y en consecuencia a la proteína YAP, entre las que podemos 

encontrar la polaridad celular y las uniones célula-célula, la mecanotransducción dependiente del 

esqueleto de actina, factores solubles y ligandos de receptores acoplados a proteínas G, así como 

muchas proteínas que pueden regular las actividades de diferentes componentes de la vía (Yu et al., 

2012; Oku et al., 2015; Yu, Zhao y Guan, 2015; Qin et al., 2016; Han et al., 2018; Stampouloglou y 

Varelas, 2018; Totaro, Panciera, y Piccolo, 2018). Además, se sabe que la actividad de la proteína 

YAP esta interconectada con las vías de señalización Sonic Hedgehog (SHh) y Notch (Tschaharganeh 

et al., 2013; Tariki, et al., 2014; Kim, et al., 2017; Totaro et al., 2018), las cuales podrían ser un 

blanco directo para el estudio de la proteína YAP. 
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La peculiaridad de YAP para reiniciar el ciclo celular y promover desdiferenciación fue la razón por 

la que cobró importancia dentro del contexto de reprogramación. Inicialmente, se planteó valorar la 

eficiencia de reprogramación cuando YAP es provisto exógenamente, sin embargo, no se logró 

obtener a tiempo la construcción que permitiera realizar este experimento. Por lo tanto, se decidió 

realizar ensayos de reprogramación en presencia de fármacos que promovieran o inhibieran la 

actividad de la proteína YAP, y así inferir la posible contribución de esta proteína al proceso de 

reprogramación y su relación con el efecto que produce sobre los oncogenes E6 y E7.  

El acido lisofosfatídico o LPA es una molécula capaz de promover la activación de YAP 

endógena al inducir su translocación al núcleo por medio de la inhibición de las cinasas LATS1/2, 

además, esta molécula es capaz de promover el estado naive de las ESC e iPSCs humanas cuando se 

añade al medio de cultivo (Qin et al., 2016). Con esta base, se exploró la posibilidad de que el LPA 

aumentara la reprogramación celular de MEFs con proliferación activa. Se observó que al inducir 

MEFs con LPA, existe un aumento significativo en la intensidad de fluorescencia de la proteína YAP 

nuclear, lo cual concuerda con los reportes anteriores que indican que el LPA promueve la activación 

de YAP endógeno e induce su translocación al núcleo. Adicionalmente, se observó un aumento 

significativo en la eficiencia de reprogramación en los MEFs MKOS + E6/E7 inducidos con LPA, el 

cual corresponde a 5.13 ± 0.11%, siendo este valor el más alto obtenido en todos los ensayos de 

reprogramación realizados, resultado que concuerda con datos publicados en los que se ha observado 

que la adición de YAP incrementa la eficiencia de reprogramación de fibroblastos hacia iPSCs, 

comparado con células inducidas solo con MKOS, además de que resulta en una mayor expresión de 

los genes endógenos de pluripotencia Oct4, Sox2 y Klf4 (Lian et al., 2010), datos que respaldan que 

YAP contribuye positivamente a la pluripotencia de iPSCs durante el proceso de reprogramación. Las 

colonias iPSC obtenidas con la inducción de LPA presentaron una morfología más compacta y 

simétrica que en las células reprogramadas solo con doxiciclina, lo que puede deberse al efecto que 

produce YAP en la promoción del estado naive en las células pluripotentes (Qin et al., 2016). Estos 

resultados son preliminares y si bien concuerdan con la contribución de YAP en la reprogramación, 

este efecto debe analizarse desde el punto de vista de las acciones de los oncogenes, pues en su 

ausencia no se observó un efecto similar. En este sentido, YAP pudiera contribuir al aumento en la 

proliferación celular junto con los oncogenes E6 y E7 mediante la activación de la transcripción de 

genes directamente relacionados con el ciclo celular, como son las ciclinas A, B y C, y CDK1 (Totaro 

et al., 2018), o la transcripción de los genes de pluripotencia Myc, Sox2, Klf4 y NANOG (Moya y 

Halder, 2019) que se encuentran dentro de los genes blanco de YAP.   

Con el fin de explorar el efecto contrario, es decir el requerimiento de YAP en la reprogramación 

celular, se tomó como premisa que las vías de señalización de Notch y SHh están activas en los MEFs 
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en reprogramación y que, por tanto, la inhibición de las vías de señalización provocan la inactivación 

de YAP (Tschaharganeh et al., 2013; Tariki et al., 2014. Kim et al., 2017. Totaro et al., 2018). Se 

realizaron ensayos de reprogramación de MEFs con proliferación activa en presencia de DAPT, un 

inhibidor de la vía Notch, o en presencia de Ciclopamina, un inhibidor de la vía de SHh, y se evaluó 

la eficiencia de reprogramación inducida por MKOS en presencia o ausencia de los oncogenes E6 y/o 

E7. En la inducción de los MEFs con DAPT o Ciclopamina se observó un efecto similar, el cual 

corresponde a un ligero aumento en la intensidad de fluorescencia de la proteína YAP nuclear, mismo 

que solo resulta significativo en la inducción con Ciclopamina, lo cual, contrario a lo esperado, 

muestra que los inhibidores de las vías Notch y SHh no poseen efecto en la inhibición de la actividad 

de la proteína YAP.  

En cuanto a la reprogramación de los MEFs inducidos con DAPT o Ciclopamina, ocurrió un 

efecto similar, es decir, con los dos tratamientos se observó una disminución en la eficiencia de 

reprogramación, la cual fue contrarrestada cuando se combinó MKOS con E6/E7 o solo con E7, 

observación que fue más evidente en la presencia de Ciclopamina. Si bien estos datos deben 

considerarse preliminares, las observaciones son coincidentes con la posibilidad de que YAP y E6/E7 

son dos mecanismos que, quizá por vías diferentes, pueden promover el reingreso al ciclo celular y 

así facilitar la reprogramación celular por MKOS. Será necesario realizar más ensayos que permitan 

obtener resultados conclusivos sobre la participación de la proteína YAP en la reprogramación y la 

relación que esta proteína mantiene con los oncogenes E6 y E7.  
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10. Conclusiones  

• Los oncogenes E6 y/ E7 contribuyen en el aumento de la eficiencia de reprogramación 

mediada por MKOS, acelerando el proceso e incrementando la generación de iPSC. 

 

• El incremento en la reprogramación por MKOS puede ser promovido por uno solo de los 

oncogenes, E6 o E7, sin embargo, la acción conjunta de ambos oncogenes mejora 

significativamente la eficiencia de reprogramación.  

 
• E6 y/o E7 induce la reentrada al ciclo celular en células con proliferación disminuida o células 

posmitóticas y, en consecuencia, permite la reprogramación mediada por MKOS. 

 

• YAP pudiera contribuir a la reprogramación inducida por MKOS, e inclusive ser requerido, 

en convergencia con vías de señalización (e.g., LPA, Notch, SHh) que regulan la vía Hippo. 

 

11. Perspectivas  

• Realizar la reprogramación de células en presencia de los inhibidores/promotores directos de 

la proteína YAP en células posmitóticas. 

 

• Construir vectores que sobreexpresen a la proteína YAP, para estudiar con detalle los efectos 

producidos en la reprogramación celular y la contribución a la actividad de las oncoproteínas 

E6 y/o E7.  

 

• Explorar más a fondo la participación de la vía SHh en la reprogramación de MEFs.  

 

• Reprogramar células humanas con los vectores MKOS y E6/E7. 

 



 80 

12. Anexos 

 
 

  
 
 

Anexo 1. Mapa del vector que codifican al oncogén E6 . El vector está codificado dentro de un 
transposon piggyBac y posee un sistema de inducción Tet-On en respuesta a doxiciclina. 
Esta compuesto por la secuencia TRE-E6E7TTL-PGK-VENUS-IRES-rtTA.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 81 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Anexo 2. Mapa del vector que codifican al oncogén E7 . El vector está codificado dentro de un 
transposon piggyBac y posee un sistema de inducción Tet-On en respuesta a doxiciclina. 
Esta compuesto por la secuencia TRE-E6TTLE7-PGK-VENUS-IRES-rtTA.  
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Anexo 3. Inmunocitoquímica contra BrdU y Ki67, en MEFs CD1. Inmunocitoquímica contra BrdU y Ki67, en MEFs CD1 transfectados con las cuatro combinaciones 
de vectores (MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7) y cultivados en ausencia de inducción con doxiciclina. Se realizó la inmunocitoquímica contra 
ambas proteínas para cuantificar el porcentaje de incorporación de BrdU y de expresión de Ki67, en los MEFs a los diferentes tiempos de reprogramación evaluados.  
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Fig. Inmunohistoquímica contra BrdU y Ki67, en células CD1. Inmunohistoquímica para calcular el porcentaje de incorporación de
BrdU y de expresión de Ki67, de células CD1 transfectadas con las cuatro combinaciones de genes, a los diferentes tiempos de
reprogramación.
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Anexo 4. Inmunocitoquímica contra BrdU y Ki67, en MEFs C57. Inmunocitoquímica contra BrdU y Ki67, en MEFs C57 transfectados con las cuatro combinaciones 
de vectores (MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7) y cultivados en ausencia de inducción con doxiciclina. Se realizó la inmunocitoquímica contra 
ambas proteínas para cuantificar el porcentaje de incorporación de BrdU y de expresión de Ki67, en los MEFs a los diferentes tiempos de reprogramación evaluados.  
.
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Fig. Inmunohistoquímica
contra BrdU y Ki67, en
células C57.
Inmunohistoquímica para
calcular el porcentaje de
incorporación de BrdU y de
expresión de Ki67, de
células C57 transfectadas
con las cuatro
combinaciones de genes, a
los diferentes tiempos de
reprogramación.
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Anexo 5. Inmunocitoquímica contra la proteína YAP, en MEFs C57 en estado basal e 
inducidos con doxiciclina 1.5 µg/mL por 48h. Se realizó la inmunocitoquímica contra la proteína 
YAP, en MEFs C57 transfectados con MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y MKOS + E7, 
en estado basal sin inducción e inducidos por 48h con doxiciclina 1.5 µg/mL. Se muestra en color 
verde a los MEFs transfectados que expresan a la proteína reportera venus, en color rojo la proteína 
YAP y en azul los núcleos teñidos con DAPI. La punta de flecha indica los MEFs transfectados en 
los que se cuantificó la intensidad de fluorescencia nuclear y citoplasmática. Barra de escala equivale 
a 100 µm. 
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Anexo 6. Inmunocitoquímica contra la proteína YAP, en MEFs C57 inducidos por 48h con 
doxiciclina 1.5 µg/mL más LPA 10 µM o DMSO 0.17%. Se realizó la inmunocitoquímica contra 
la proteína YAP, en MEFs C57 transfectados con MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + E6 y 
MKOS + E7, inducidos por 48h con doxiciclina 1.5 µg/mL más LPA 10 µM o DMSO 0.17%. Se 
muestra en color verde a los MEFs transfectados que expresan a la proteína reportera venus, en color 
rojo la proteína YAP y en azul los núcleos teñidos con DAPI. La punta de flecha indica los MEFs 
transfectados en los que se cuantificó la intensidad de fluorescencia nuclear y citoplasmática. Barra 
de escala equivale a 100 µm. 
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Anexo 7. Inmunocitoquímica contra la proteína YAP, en MEFs C57 inducidos por 48h con 
doxiciclina 1.5 µg/mL más DAPT 10 µM o Ciclopamina 20 µM. Se realizó la inmunocitoquímica 
contra la proteína YAP, en MEFs C57 transfectados con MKOS + rtTA, MKOS + E6/E7, MKOS + 
E6 y MKOS + E7, inducidos por 48h con doxiciclina 1.5 µg/mL más DAPT 10 µM o ciclopamina 
20 µM. Se muestra en color verde a los MEFs transfectados que expresan a la proteína reportera 
venus, en color rojo la proteína YAP y en azul los núcleos teñidos con DAPI. La punta de flecha 
indica los MEFs transfectados en los que se cuantificó la intensidad de fluorescencia nuclear y 
citoplasmática. Barra de escala equivale a 100 µm. 
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