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1.INTRODUCCION

1.1.Medicina regenerativa

La medicina regenerativa, un concepto que con el pasar de los afios va siendo
reestructurado, tiene como objetivo reparar, reemplazar o regenerar; organos,
tejidos o células del organismo. La medicina regenerativa en general ha abarcado
desde los primeros implantes quirdrgicos como: implantes de cadera,
transfusiones sanguineas transplantes de 6rganos y médula 6sea. Aunque éstos
con ciertas restricciones hasta el momento, debido a que en los transplantes, la
demanda de drogas inmunosupresoras es inevitable; los tejidos artificiales
pueden causar inflamacion, pierden funcion y se deterioran con el tiempo
(caderas metdlicas). La médula 6sea al ser fuente de una combinacion de
poblaciones celulares puede presentar poco rendimiento no dando los resultados
deseados y contaminarse durante el proceso de extraccion (Mason and Dunnill
2008). Por algunas de estas razones actualmente el foco central de la medicina
regenerativa son las células pluripotentes. Estas podrian ser somaticas, troncales
adultas o células derivadas de embrién y actualmente una version de células
troncales llamadas iPs (Células troncales inducidas) que han sido reprogramadas
de células adultas (Takahashi and Yamanaka 2006; Takahashi, Okita et al. 2007).
Las células derivadas de embrion son excelentes candidatos en terapia celular,
aunque implican la destruccion del embridon para su obtencién, lo que presenta
limitaciones éticas y morales, mientras que las células somaticas y células
troncales adultas presentan limitaciones en proliferacion, aislamiento y
expansion. La obtencion de células pluripotentes, multipotentes y monopotentes
mediante el uso de nuevas tecnologias es indispensable, la generacion de células
pluripotentes individuo-especifico, promete ser una metodologia que ofrece la
posibilidad de generar métodos de terapia celular, para tratar patologias como:
diabetes insulina-dependiente, Parkinson y posiblemente muchas otras como

Alzheimer (Mason and Dunnill 2008).



Actualmente pruebas pre-clinicas han comenzado ha realizarse en afecciones
cardiacas, como insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, cardiomiopatia e
infarto al miocardio (MI). Estas pruebas se han realizado con la insercion directa
al tejido blanco de la fraccion de células mononucleares de médula 6sea (O'Brien
and Barry 2009). En otros estudios se ha revisado el uso de células troncales
(SC) para la regeneracion 6sea y padecimientos 6seo metabdlicos mediante el
uso de células troncales mesenquimales (MSCs)(Undale, Westendorf et al.

2009).

1.2.Células troncales (Stem Cells)

Las SC son células con potencial de desarrollarse hacia diversos tipos de células
en el organismo, funcionan como un sistema de regeneracion en algunos érganos
del cuerpo (Blelloch 2008). Estas a su vez pueden dividirse y presentar diferentes
caracteristicas dependiendo del origen de donde son obtenidas ya sea a partir de
embriones o de Organos y tejidos. Las células derivadas de embrién son llamadas
células troncales embrionarias (ESC) y pueden dar origen a células de las tres
capas germinales. Las células aisladas de 6rganos adultos son nombradas células
troncales adultas (ASC), estas son células indiferenciadas (no-especializadas)
que se encuentran dentro de tejidos diferenciados (especializados)(Figura 1),
pueden mantenerse y regenerar el érgano del cual provienen, se han reportado
distintas fuentes de ASC como: medula espinal, sangre periferia, pulpa dental,
cornea, retina, higado, tracto gastro-intestinal y pancreas. A diferencia de ESC no
se ha reportado células troncales adultas capaces de diferenciare en todos los
tipos celulares del organismo.

Las células troncales independientemente del origen, poseen dos importantes
caracteristicas que las distingue de cualquier otro tipo celular. Primera, pueden
mantenerse auto renovando in vivo como in vitro (Thomson, Itskovitz-Eldor et al.
1998; Thomson and Marshall 1998) Segunda, tanto in vivo como in vitro puedan

diferenciare en uno o varios tipos celulares del organismo (Pera, Reubinoff et al.



2000; Blelloch 2008). Mediante la capacidad que las células troncales presentan
en diferenciarse en un mayor o menor numero de células del organismo se
podran definir como:

— Células totipotenciales: poseen la capacidad de desarrollar un organismo
completo, dando origen a las tres capas embrionarias, el linaje germinal y
los tejidos que daran lugar al saco vitelino asi como los componentes
extra-embrionarios (placenta).

— Células pluripotentes: son capaces de diferenciarse en cualquier célula de
las tres capas embrionarias (endodermo, ectodermo y mesodermo).

— Las células multipotentes: son aquellas que generan células de su propia
capa embrionaria mesodermo, ectodermo o endodermo.

— Las células monopotentes: son células en 6rganos que pueden generar
Unicamente un tipo de linaje celular (Hochedlinger and Plath 2009).

Figura 1: Proceso de diferenciacion de SC, se observa la generacion de tejidos del organismos
a partir de la fecundacién. Se muestra la obtenciéon de células troncales pluripotentes a partir de la
masa celular interna (ICM) asi como que las células germinales (precursoras de espermatozoides
y gametos femeninos) no se originan a partir de las capas germinales(Modificada de Stem Cells:
Scientific Progress and Future Research Directions Terese Winslow)
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Actualmente, se ha conseguido cultivar SC tanto in vitro asi como utilizadas in
vivo en ensayos de diferenciacion celular (Figura 1). En la actualidad
encontramos diversas lineas de células troncales (SC) desde las células de
carcinoma embrionario (ECC) (Stevens and Little 1954), células troncales
embrionarias de raton (Solter, Skreb et al. 1970; Stevens 1970), células
pluripotentes derivadas de la linea germinal (EGC) (Matsui, Zsebo et al. 1992),
Células troncales embrionarias humanas (Thomson, ltskovitz-Eldor et al. 1998),
células pluripotentes inducidas (iPs) (Takahashi and Yamanaka 2006); todas ellas
han sido usadas por mas de cincuenta afios en innumerables estudios y diferentes
campos de la ciencia, en la actualidad tres lineas principalmente pudieran tener

aplicaciones en medicina regenerativa ESC, iIPS y ASC.

1.2.1.Células troncales de embrién (ESC)

Las células troncales embrionarias son ceélulas derivadas del estado temprano
embrionario de la masa celular interna (IMC) de blastocistos (5, 6 dias). En 1995
el equipo de James Thomson aislaron células troncales embrionarias (ESC) a
partir de blastocistos de Macaca mulatta y posteriormente de Callithrix jacchus.
(Thomson, Kalishman et al. 1996; Marshall, Kalishman et al. 1997) James
Thomson y colaboradores en 1998 derivan ES células de blastocistos donados de
parejas en tratamientos de fertilizacion in vitro (1VF) (Thomson, Itskovitz-Eldor
et al. 1998; Thomson and Marshall 1998). ESCs humanas ha sido derivadas de
morula, blastocistos en estado embrionario (Stojkovic, Lako et al. 2004;
Stojkovic, Lako et al. 2004; Strelchenko, Verlinsky et al. 2004), blastdmeros
(Klimanskaya, Chung et al. 2006) y embriones partenogenéticos (Revazova,
Turovets et al. 2007). Las ESC son cultivadas sobre fibroblastos de raton tratados
con mitomicina o irradiados, medio con suplemento de suero y factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) el cual se sugiere que suprime la expresion del

factor de crecimiento transformante beta TGFB en ambas células,



fibroblastos y ESCs lo que promueve la auto renovacion de ESCs (Amit, Carpenter
et al. 2000) (Figura 2). Se han descrito ciertos criterios generales que describen

las caracteristicas de ESC (Pera, Reubinoff et al. 2000).

Derivadas de la masa celular interna/epiblasto del blastocisto

Capacidad de someterse a un numero ilimitado de divisiones simétricas sin

presentar diferenciaciéon (Auto renovacion)a

Exhibir y mantener un cariotipo completamente normal y estable (diploide).

Dar origen a todos los tipos celulares que son derivados de las tres capas

primarias germinales del embrion (endodermo, mesodermo y ectodermo).

Capacidad de integrarse dentro de los tejidos embrionarios durante el desarrollo

del embrion (formacion de animales quimeras) ap

Capacidad de colonizar la capa germinal y dar origen a 6vulos y espermas. as

Pueden ser clonadas, una sola célula puede generar clones o colonias

genéticamente idénticas y tener las mismas propiedades que la célula original . a

Expresar el factor transcripciones Oct-4 con actividades o inhibiciobn en genes

anfitriones o blanco y mantener las ESC en proliferacion y un estado

indiferenciado.

Pueden ser inducidas a continuar en proliferacién o a diferenciarse.

A diferencia de las células somaticas, ESC no requieren ningun estimulo externo

para iniciar la replicacion del DNA.

No mostrar inactivacion en el cromosoma X. En cada célula somaticas de
mamifero femenino, uno de los dos cromosomas X permanece en una forma

inactiva. En ESC no se muestra inactivacion de cromosoma X.

[aNo mostrado en EGC »No mostrado en ESC. La mayoria de los criterios ha sido mostrados ESC en raton.]




Por las caracteristicas sefaladas las ESC podrian ser los mejores candidatos en
terapia regenerativa debido a que al ser células pluripotentes, pueden
diferenciarse en cualquier célula del organismo. Esto nos lleva a pensar, de que
forma se podrian obtener ESC, al parecer, la respuesta es sencilla, la clonaciéon
nos ofrece la posibilidad de obtener células individuo especifico, de no ser por las
controversias éticas y morales que esto representa, debido a que los métodos
existentes requieren de la destrucciéon de embriones humanos, por esta razon el
interés en desarrollar, estudiar y entender alternativas sin el uso de embriones
para la obtencion de SC. Otra alternativa que se ha planteado es la transferencia
de ndcleos alterados o ANT (Austriaco 2006)por sus siglas en inglés, es uno de
los métodos con mas potencial a desarrollar SC. Por otra parte, recientemente se
ha volteado la mirada al estudio de células troncales de adulto las cuales son
células indiferenciadas que se encuentran distribuidas en distintos tejidos y

organos del cuerpo.

Figura 2: Principales caracteristicas que presentan ESC. Obtenidas de origen embrionario,
auto-renovacion y pluripotencialidad (Modificada de Stem Cells: Scientific Progress and Future
Research Directions Terese Winslow).
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1.2.2.Células troncales de adulto

1.2.2.1.Células troncales de Médula 6sea

Actualmente, la médula 6sea es una fuente de células para trasplante a pacientes
con enfermedades como la leucemia. La médula 6sea contiene principalmente dos
poblaciones de SC, SC hematopoyéticas para el desarrollo de todos los tipos de
células sanguineas y, SC mesenquimales precursoras de osteogénicas,
adipogénicas y condrogénicas. La medula 6sea presenta ciertas desventajas en
terapia celular: el numero de SC disminuye con el tiempo en periodo postnatal, la
cantidad de médula 6sea que deriva de un donador es muy poca, su obtencion
presenta problemas técnicos, la obtencibn de donadores requiere numerosos
analisis preliminares para minimizar las reacciones inmunoldgicas y relacionadas
con patdégenos virales. Las células hematopoyéticas han sido mejor estudiadas y
caracterizadas, éstas son células multipotentes de meédula Osea (presentes
también en la sangre y en sangre de cordén umbilical). En la médula 6sea existen
2 compartimentos: hematopoyético y no-hematopoyético (Ratajczak, Desveaux et
al. 2007). El primero produce células sanguineas a través de la hematopoyesis y
el segundo forma el estroma necesario para la hematopoyesis y constituido por
células mesenquimales y endoteliales (van de Ven, Collins et al. 2007). En la
ultima década se ha observado la importancia que pueden jugar las células
troncales adultas en tratamiento de diversas enfermedades (Furfaro and Gaballa
2007; Harris, Badowski et al. 2007). El sistema hematopoyético esta mejor
estudiado y manipulado en comparacion con el sistema mesenquimal (Mayani and
Lansdorp 1998), mientras que este ultimo tiene posiblemente un potencial mas
extenso dentro de la terapia celular (Lee, Kuo et al. 2004), debido a su
plasticidad, las células troncales mesenquimales (MSCs) fueron detectadas en
varios tejidos y ha sido reportado que no solo pueden formar condrocitos,
osteocitos, adipositos, sino también neuronas, hepatocitos y posiblemente otros
tipos celulares, pero presentan dificultades en la obtencién y manipulaciéon in
vitro. En los dltimos afos la situaciéon en la expansion de MSCs sigue mejorando
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mediante nuevas técnicas de cultivo (Reinisch y col., 2007) y han compensado las
incursionar en el desarrollo de terapia celular (Mason and Dunnill 2008) mediante
transplante de la fraccion mononuclear de médula ésea (Reinisch, Bartmann et al.
2007) y sangre de cordén umbilical en menos escala(Harris, Badowski et al.
2007), se ha presentado algun efecto positivo pero no muy eficiente, debido a los
bajos rendimientos de mejora de la salud del paciente y siendo dificil el

seguimiento pos implante.

1.2.2.2.Células troncales Neurales

Las primeras evidencias de que la neurogénesis ocurre en ciertas regiones del
cerebro adulto en mamifero se generaron a mediados de los 60's por Altman y
Das (Temple 2001). A finales de los afios 80's comenzaron estudios sobre el
aislamiento de SC a partir del Sistema Nervioso Central (SNC) de embrién y de
mamiferos adultos, utilizando cultivos en monocapas (Temple 1989; Cattaneo and
McKay 1990). Reynolds y Weiss en 1992 generaron por primera vez en cultivo
tres tipos celulares (neuronas, astrocitos y oligodendrocitos) a partir de células
troncales aisladas del SNC de mamifero adulto, estas SC neurales fueron
llamadas células troncales neurales (NSC) o neuroesferas (Reynolds and Weiss
1992). Las NSC fueron inmunoreactivas para la proteina filamentosa
intermediaria nestina y dieron sefiales positivas para células neurales de la glia,
astrocitos y oligondendrocitos, lo cual sugiere la localizacion de precursores
neuronales en ciertas regiones del SNC (Okano 2002). Asi mismo las NSC han
sido localizadas en la zona subventricular (ZSV) del raton(Lois and Alvarez-Buylla
1993), rata (Palmer y col., 1995) y humano , en el hipocampo de la rata y el
humano, en el septum y estriado de la rata, en el bulbo olfatorio de la rata y el
humano, en la extension rostral de la ZSV del ratbn y en la espina cordal,
cerebelo y la zona subependimal del ratéon (Laywell, Rakic et al. 2000). Ademas
de la localizacién de las NSC en diversos tejidos neurogénicos existen evidencias

alternas de la localizaciobn de SC en tejidos no neurogénicos (espina dorsal)



(McKay 1997; Kennea and Mehmet 2002; Kennea and Mehmet 2002). En
embriones de mono se han detectado NSC en la placa cortical y en la zona
subventricular (ZSV) (Ourednik, Ourednik et al. 2001; Ourednik, Ourednik et al.
2001). De igual manera, en el cerebro adulto de aves se han detectado células
neurales primarias como precursoras de la glia radial y astrocitos (Alvarez-Buylla,
Seri et al. 2002). La neurogénesis se ha reportado en el giro dentado del
hipocampo de roedores y primates no humanos (Taupin and Gage 2002). Por otra
parte en el giro dentado del gerbo se ha observado neurogénesis con las
eventualés etapas de proliferacion de las NSC en la zona subgranular, migracion a
través de la capa granular y diferenciacion hacia neuronas (lwai, Sato et al.
2002). Este mecanismo de proliferaciéon, migracion y diferenciacion se ha
observado en distintas areas cerebrales de mamiferos (Garcia-Verdugo, Doetsch
et al. 1998). Considerando lo anterior es posible afirmar que la ZSV y el
hipocampo son las areas neurogénicas mas activas y las fuentes mas ricas de
NSC (Temple 2001; Galli, Gritti et al. 2003; Parati, Pozzi et al. 2004). Las SC a
partir de la masa celular interna del blastocisto son verdaderamente
pluripotenciales y con capacidad para generar todos los tejidos, incluyendo el
NSC y se ha reportado que la exposiciéon de las ESC a retinoides permite el
desarrollo de progenitores neurales (Kennea and Mehmet 2002). El progreso en la
biologia de las NSC ha sido muy rapido en los dltimos diez afios gracias a la
identificacion de marcadores selectivos de NSC, tales como Nestina, Musashi,
Sox | (Cattaneo and McKay 1990; Rietze, Valcanis et al. 2001; Okano 2002),
CD34", CD45" y CD24" (Uchida, Buck et al. 2000). El uso de estos marcadores
selectivos ha demostrado que las células progenitoras troncales del SNC estan
presentes en diversas regiones y areas anatomicas del cerebro adulto de diversas
especies de vertebrados. Por otra parte, recientemente se ha demostrado la
generacion de neuronas dopaminérgicas a partir de SC embrionarias, esta
induccion especifica en la actividad neurogénica puede ser considerada como una
herramienta en la aplicacion clinica y su uso en terapias para enfermedades
neurodegenerativas (Sasai 2002). Algunos de los mecanismos reguladores de la

9



diferenciacion y auto-renovacion de las NSC descritos hasta el momento
involucran la presencia de factores del crecimiento como Factor de crecimiento
epidermal (EGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF2) (Reynolds
and Weiss 1992). Ademéas de esto se ha observado la regulacion a través de vias
de sefalizacion JAK/Stat3 y la proteina morfogénica 6sea (BMP) para inducir la
diferenciacion de astrocitos a partir de SC neurales (Nakashima, Yanagisawa et al.
1999). En estos términos, se ha observado que la neurogénesis estad controlada
por factores de transcripcion con dominio bHLH, Mashl Neurogeninas y la familia
Math los cuales funcionan como reguladores transcripcionales (Yamamoto,
Yamamoto et al. 2001; Okano 2002). Se ha observado que el proceso de auto-
renovacion en NSC estd regulado por sefialadores como Notch. Estas
observaciones sugieren la importancia de la dependencia de los nichos

microambientales in-situ para la neurogénesis en el SNC de mamifero adulto
(Okano 2002).

1.2.2.3.Células Troncales hepaticas

En el higado adulto se ha observado que se mantiene el balance entre la ganancia
y la pérdida celular. La primera postulacion sobre la existencia de una semejanza
a SC con la capacidad de diferenciacion hacia hepatocitos fue postulada por
Kinosita ha finales de los anos 40's, posteriormente los resultados que apoyaban
la idea surgieron a finales de los afios 60's por Wilson y Leduc (Thorgeirsson
1996). No fue sino hasta finales de los afios 80's que se identificaron las células
ovaladas como precursoras de hepatocitos. En el humano solo se ha descrito la
localizaciéon de SC con la denominacion de "células ovaladas" como precursoras
de hepatocitos y células de los conductos biliares. Morfolégicamente, las células
ovaladas son pequefias en tamafo, con un nucleo ovalado, la localizacion
anatomica de las células ovaladas en ratas y ratones fueron detectadas junto al
canal de Bering, localizado junto al sistema canalicular de hepatocitos y junto a

las ramificaciones terminales del arbol biliar (Theise, Saxena et al. 1999). Las
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células ovaladas expresan marcadores similares a hepatocitos o células de los
conductos biliares como citoqueratina 19 (CK19) glutamil-transpeptidasa.y
fosfatasa alcalina (AP), marcador utilizado para medir la activacion de las células

troncales hepaticas.

Recientes estudios han demostrado la diferenciacion de hepatocitos a partir de
ESC (Miyashita, Suzuki et al. 2002), asi como también dos publicaciones han
demostrado la formacion de hepatocitos y células biliares a partir de SC de
meédula o6sea (Petersen, Bowen et al. 1999; Alison, Poulsom et al. 2000), esto
solo habia sido reportado a partir de SC de origen hepatico. La primera
demostracion sobre la diferenciacion de SC a células hepaticas de ratdn in vivo se
llevo acabo (Choi, Oh et al. 2002) utilizando cortes histoldégicos de teratoma
derivados de SC embrionarias, en donde la naturaleza hepatica fue confirmada
utilizando RT-PCR e inmunohistoquimica de marcadores especificos para higado.
Estos resultados extienden el potencial uso de SC embrionarias en el tratamiento
de enfermedades hepéaticas como las porfirias. Hasta el momento se han
reportado algunos de los factores de crecimiento involucrados en la activacion y
expansion de las SC hepaticas como el factor de crecimiento transformante-alfa,
el factor decrecimiento de hepatocitos (HGF) y el factor de crecimiento acidico
de fibroblastos (aFGF). Cada uno de estos factores es capaz de inducir la
replicacion de hepatocitos primarios in vitro. Adicionalmente, el factor de
crecimiento transformante-beta 1 (TGF-B1l) es también expresado durante la
regeneracion hepatica. (Michalopoulos 1990) Todos los factores de crecimiento
presentan niveles altos de expresion durante el periodo de diferenciaciéon de las
células ovaladas y regresan a los niveles en condiciones normales del higado al
final del proceso de regeneraciéon. Se ha reportado un nuevo factor de SC
denominado Factor de células troncales (SCF), el cual solo se ha visto
involucrado en etapas tempranas de la activacion de SC hepatica (Thorgeirsson

1996).
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1.3.HUVEC (Células humanas endoteliales de cordén umbilical)

Las células endoteliales realizan una gran variedad de funciones fisiologicas, son
influenciadas por heterogeneidad celular en diferentes zonas vasculares, ademas
de jugar papeles importantes en un sin fin de procesos fisioldgicos y
fisiopatol6égicos como el trafico de leucocitos, inflamacién, cicatrizacion de
heridas, hematopoyesis (1998), metastasis en tumores y angiogénesis
(Barthomeuf, Boivin et al. 2004; Skovseth, Kuchler et al. 2007); esta gran
variedad de funciones en las que estan involucradas convierte a HUVEC en un

modelo de células endoteliales.

La eficiencia de la hematopoyesis es usualmente inducida por la interaccion entre
las células hematopoyéticas, células estromales y células endoteliales de cordén
umbilical. En la sangre de corddon (CB), células endoteliales de cordén (HUVECS)
tienen la capacidad de soportar un micro ambiente estromal (Yamaguchi, Ishii et
al. 1998), por lo que HUVEC juegan un papel importante en la hematopoyesis en
CB. Células endoteliales de venas aisladas de cordones umbilicales son usadas en
estudios vasculares (Cajero-Juarez, Avila et al. 2002). Asi como se ha descrito un
efecto del incremento de AP y sintesis de colagena tipo | en células estromales
de médula 6sea (HBMSC) con el solo contacto en cultivo de HUVEC lo cual

reduce la diferenciacion en HBMSC (Villars, Guillotin et al. 2002).
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1.4. Induccion del estado pluripotencial

1.4.1.Reprogramacion mediante Transferencia nuclear

Durante las dudltimas décadas se han generado innumerables métodos para
obtener células pluripotentes con la finalidad de entender los procesos
involucrados en los controles de pluripotencialidad y diferenciacion. En 1952
Briggs & King demostraron que la transferencia de nucleos es posible en ranas al
realizar una trasferencia de nucleos de blastula a huevos enucleados de Rana
pipiens, donde se desarrollaron embriones normales (Briggs and King 1952).
Trabajos posteriores demuestran que trasplantar nucleos de diferentes estados
embrionarios resulta en la generacion de embriones de desarrollo anormal, lo que
sugiere gue las diferencias en los estados del nucleo afecta la capacidad de las
células somaticas en ser reprogramadas (King and Briggs 1956), Gurdon y col.
producen ranas adultos a partir de la transferencia de nucleos de células
intestinales a huevos de Xenopus enucleados (Gurdon 1962; Gurdon 1966;
Gurdon and Uehlinger 1966), lo que muestran que los genes requeridos para la
generacion de un individuo se encuentran presentes y pueden ser activados en
células sométicas. En 1976, Bromhall realiza la trasferencia de un nucleo de una
célula de moérula de conejo a un huevo sin ndcleo, aunque con muy poca
eficiencia (Bromhall 1975). Posteriormente McGrath y  Solter 1983 obtienen
ratones vivos mediante el transplante de el nucleo de un cigoto donado a cigotos
enucleados diferentes (McGrath and Solter 1983; McGrath and Solter 1983). En
1996 Wilmut, mediante transferencia nuclear y utilizando embriones de 9 dias de
diferenciacion obtuvieron una oveja clonada y posteriormente generd la oveja
adulta conocida como “Dolly” (Wilmut, Schnieke et al. 1997; Wilmut 2002;
Wilmut, Beaujean et al. 2002) .
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La generacion de la oveja Dolly demostré que la trans-activacion por el material
contenido en los ovocitos era suficiente para cambiar el estado epigenético y
diferenciar el ndcleo a un estado totipotencial, aunque por otra parte, esto no
puede ser tomado como una opcién para obtener células pluripotentes en
humanos debido a cuestiones éticas y morales acerca de la destruccion de

embriones y la obtencidon de ovocitos.

1.4.2. Reprogramacion mediante la fusidon con células troncales

Otra estrategia utilizada para reprogramar el ndcleo de células somaéaticas fue Ila
fusion con ESC, células germinales embrionarias (EGC) o carcinoma embrionarias
(ECC). Ruddle en 1976 demostré que los timocitos adquieren la capacidad
pluripotencial al ser fusionados con ECC (Miller and Ruddle 1976), se obtiene el
mismo resultado al fusionar con EGC (Tada, Tada et al. 1997) y células ESC de
raton (Tada, Takahama et al. 2001). El transplante de estas células en ratones
resulta en la formacién de teratomas que contienen varios tejidos de las tres
capas embrionarias, confirmando esto la pluripotencialidad de estas células.
Posteriormente Cowan et al. en 2005 reporta la reprogramacion mediante la
fusion de ESC de humano (Cowan, Atienza et al. 2005; Jiang, Yuan et al. 2006;
Yu, Vodyanik et al. 2006). Estos resultados sugieren que las ESC contienen
factores que inducen la pluripotencialidad en células somaticas. Sin embargo esta
tecnologia resulta en células tetraploides que contienen el genoma derivado de
las ESC.

14



1.4.3.Generacion de lainduccién del estado pluripotente.

La posibilidad de obtener SC a partir de la idea de que en el citoplasma de
ovocitos y ESC se encuentran factores especificos que pueden reprogramar el
nucleo somatico o estar dirigiendo la generacion del estado pluripotente, llevo a la
busqueda y definicion de estos factores. Yu y col. 2006 siguiendo esta misma
idea, en material humano, comienzan con la obtencion de ES reprogramadas de
células hematopoyéticas mediante la fusion célula-célula (Yu, Vodyanik et al.
2006). Basandose en esta hipdtesis Yamanaka en 2006 prueba 24 factores que
pueden estar reprogramando e induciendo la pluripotencialidad, dentro de estos
factores proponen tres grupos: el primer grupo con factores de transcripcion
especificos que solo expresan las ESCs como son Nanog, Sox2, OCT 4, UTF1,
Sall4, Sox15 y Rexl. El segundo grupo contiene factores de crecimiento y
oncogenes como Myc-c, Stat3, p-catenina, Grb2, KLF4, TCL1 y Eras. El tercer
grupo incluyé factores que solo son expresados en ESCs, pero que aun no se
define su funcién: ECAT1, ESG1, Fbx15, DNMT3L, ECAT8, GDF3, ECAT15-1,
ECAT15-2,Fthl17 y Stella (Takahashi and Yamanaka 2006). Sin embargo cuando
se realiz6 la combinacion de cuatro factores (Oct 4, Sox2, c-Myc y Kif4) se
obtuvieron colonias que presentaron morfologia y proliferacion similar a las ESCs.
Posteriormente estas células fueron transplantadas a ratones inmuno-deficientes
en donde proliferaron generando teratomas que contienen diferentes tejidos
conteniendo derivados de las tres capas embrionarias, lo que probdé que las
células son pluripotentes, por lo que fueron llamadas células iPS (Induced
Pluripotent Stem) (Takahashi and Yamanaka 2006). Este proceso de
reprogramacion fue confirmado rapidamente por 2 grupos de investigacion
(Lowry, Richter et al. 2008; Park, Lerou et al. 2008). La insercion de tres
factores, con la excepcion de OCT 4 y SOX 2 generan los mismos resultados en
morfologia y proliferacion. Subsecuentes modificaciones en el proceso de
seleccidon de células iPS, basadas en la reactivacion de los promotores de OCT 4 y

NANOG, resultaron en iPS con mayor parecido a las células ESC de raton,

15



incluyendo la habilidad de contribuir a lineas germinales. Yu y cols. 2007 a partir
de 14 genes candidatos que pueden estar involucrados en pluripotencialidad,
muestran que cuatro factores (Oct 4, Sox2, Nanog y Lin 28) son suficientes para
reprogramar células somaticas a células iPS, en estos ensayos solo el cambio de
morfologia es suficiente para seleccionarlas, ademas de que exhiben las
caracteristicas esenciales a ESC al ser inyectadas en ratones inmuno deficientes
provocan la formacion de teratomas y contribuyen a la formaciéon de quimeras

cuando son inyectados en blastocistos raton.

Recientemente se ha mostrado que Oct 4 y Sox2 son esenciales para la
reprogramacion celular en contraste KLF4/c-MYC y NANOG/LIN28 que  solo
contribuyen a la eficiencia de formacion de colonias y podrian ser sustituidas
indistintamente (Yu, Vodyanik et al. 2007). Se ha observado que la seleccidon
genética es innecesaria para la obtencion de iPS, debido a que la morfologia de
las colonias es sumamente caracteristica y suficiente para identificarlas (Blelloch,

Venere et al. 2007; Meissner, Wernig et al. 2007).

Actualmente se han obtenido células iPS derivadas de cultivos primarios de
pulmén, fibroblastos de neonato y fibroblastos de adulto estas pueden ser
reprogramados al estado pluripotencial mediante la expresién genes en distintas
combinaciones (SOX2, OCT 4, NANOG, Lin 28, KLF4, MYC). (Huangfu, Osafune et
al. 2008; Park, Zhao et al. 2008). Las células iPS obtenidas mediante los factores
anteriormente mencionados no muestran alteraciones en su cariotipo, expresan
actividad de telomerasa, muestran los marcadores celulares y expresan los genes
caracteristicos de ESC humanas. Al ser inyectadas en ratones inmunodeficientes
mantienen la capacidad de desarrollarse en las tres capas embrionarias. Lo que
satisface los criterios propuestos para células troncales humanas, con la
excepcion de provenir de embriones. (Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 1998;

Thomson and Marshall 1998).

16



Estos meétodos involucran el uso de vectores lentivirales lo que genera un

potencial riesgo de mutaciones y una limitacién en el uso de estas células con

fines clinicos.

Carey y cols. en 2009 generan iPS de raton y keratinocitos humanos mediante el
uso de un vector polycistronico que contiene los genes Oct 4, Sox2, KIf4 y c-Myc
(Carey, Markoulaki et al. 2009), esto acerca mas las posibilidades de aplicaciones
clinicas , Zhou y col. en 2009 generan proteinas recombinantes de los genes
Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc con las cuales obtienen células iPS a partir fibroblastos

humanos y de ratbn en combinacidon con acido valproico (Zhou, Wu et al. 2009).
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1.5.Factores de pluripotencialidad

1.5.1.0CT 4 (POUSF1)

POUS5SF1, siendo un gen de la familia de POU de factores de transcripcion
especificamente expresados en ESC, embrion temprano y células germinales, fue
originalmente designado como OCT 3 (Okamoto, Okazawa et al. 1990) y OCT 4
(Scholer, Hatzopoulos et al. 1989). Posteriormente conocido como OCT 4 se ha
descrito que su ausencia en embriones causa la muerte en Utero en estados de
peri-implantacion durante el desarrollo (Nichols, Zevnik et al. 1998), estos
embriones pueden llegar al estado de blastocito in vitro. En cultivos la masa
celular interna de blastocistos mutantes homocigotos tienden a producir solo
linajes de trofoblasto, y ESC mutantes solo se diferencian en trofoblasto, cuando
las células expresan una copia de OCT 4 mantienen su estado de
pluripotencialidad (Niwa, Miyazaki et al. 2000). Cuando OCT 4 es silenciado en
ESC, estas células solo logran diferenciarse en linajes de trofoblasto (Zaehres,
Lensch et al. 2005); por el contrario cuando se encuentra sobrexpresando causa

diferenciacion en mesodermo y endodermo primitivo (Niwa, Miyazaki et al. 2000).

1.5.2.50x2

Sox2 es miembro de la familia Sox (SRY-related HMG-box), parte de una familia
de factores de transcripcion expresados en ESC, embrion temprano, células
germinales y células troncales neurales (Koopman, Schepers et al. 2004). La
ausencia de Sox2 en embriones causa la muerte debido al desarrollo fallido del
epiblasto (ectodermo primitivo) (Avilion, Nicolis et al. 2003). Blastocistos
homocigotos mutantes parecen morfolégicamente normales, pero en células
indiferenciadas la proliferacion falla cuando son cultivados in vitro y solo se

producen trofoectodermo y endodermo primitivo. Cuando la expresion de SOX2
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es silenciada en ESC da como resultado una rapida diferenciacion (lvanova,
Dobrin et al. 2006; Matoba, Niwa et al. 2006).

Estos datos demuestran que Sox2 es indispensable para mantener la
pluripotencialidad tanto en embrion temprano como en ESCs. Otros genes de la
familia Sox como Sox15 son expresados en grandes cantidades en ESC, aunque

su papel no ha sido completamente entendido.

1.5.3. Nanog

Nanog es una proteina homeobox especificamente expresada en ESC y en la
masa interna celular del blastocisto en estados embrionarios (Chambers, Colby et
al. 2003; Mitsui, Tokuzawa et al. 2003). La eliminacion de NANOG en embriones
muestra la desorganizacion de los tejidos extraembrionarios. Blastocistos
deficientes en Nanog muestran morfologia normal, pero la masa interna celular
solo produce células parecidas al endodermo parietal y no deriva en epiblasto
cuando son cultivadas in vitro. La falta de Nanog en ESCs le permite
diferenciarse, pero tienden a formar linajes de endodermo extraembrionario
incluso en presencia de LIF. Hatano y col. (2005) reportaron que ESC mutantes
heterocigotos de Nanog son inestables y susceptibles a diferenciacion
espontanea (Hatano, Tada et al. 2005). Varias sefales intrinsecas como LIF, BMP
y Wnt pueden estar sosteniendo pluripotencialidad de ESCs a través de genes de
pluripotencialidad. Nanog, es uno de los principales reguladores de estas sefiales.
Niveles elevados de Nanog pueden mantener las ESCs de raton auto
regenerandose independiente de LIF y posibilitar que a las ESC de humano
crezcan sin células alimentadoras. Ademas las vias de sefalizacion con factores
de transcripcion intrinsecos como FoxD3, P53 y Oct 4 solo se encuentran
involucrados en la regulacion de la expresiéon de Nanog. Funcionalmente Nanog
trabaja en conjunto con otros factores clave de pluripotencialidad como Oct 4 y
Sox2 para controlar el conjunto de genes que tienen importantes funciones en

ESCs (Hatano, Tada et al. 2005; Chambers, Silva et al. 2007). Es notable que
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Nanog se expresa discontinuamente en el embridon, se expresa durante la
formacion del blastocisto, es regulado en el tiempo de implantacion y después se
reexpresa en la implantaciéon del huevo cilindrico. Por lo que se especula que
Nanog no es un factor esencial en la pluripotencialidad pero si ayuda a mantener
el estado pluripotencial y en la segunda oleada de expresion puede servir como
guardian del huevo cilindrico del epiblasto como un factor de precoz compromiso
durante la gastrulacién, de un modo parecido en las ESC (Chambers, Silva et al.
2007). Donde estos factores clave forman una red donde se soportan unos a
otros o limitan los niveles de expresion, para mantener las propiedades de la

ESCs.

1.54.LIN 28

Lin-28 fue el primer gen heterocrénico descrito, se le ha descrito un papel en el
control del calendario de desarrollo de C. elegans debido a que mutaciones en
este gen llevan al desarrollo precoz, aunque el mecanismo molecular no ha sido
bien entendido. Se ha sugerido que puede estar actuando como un factor post-
transcripcional debido a sus dominios de unién a RNA (CSD Cold shock domain) y
un par de dedos de zinc tipo retroviral CCHC. Se ha reportado que proteinas CSD
estan envueltas en el control transcripcional y se han encontrado unidas a mRNA
no traducido y almacenado, predominantemente en desarrollo temprano.

Se ha reportado que la sobre expresion de Lin-28 en SC disminuye la habilidad de
las células de crecer en densidades clénales, disminucién de la division celular e
incremento de la diferenciacion al presentar diferenciacion a linajes de
endodermo extraembrionario (Maherali, Sridharan et al. 2007). Ademas de que
se mostré que en el desarrollo temprano del embridn, se encuentran altos niveles
de Lin-28 en endodermo extraembrionario, puede Lin-28 ser prescindible para la
reprogramacion celular pero es de considerable importancia para autorenovacion
y evitar la diferenciacion celular (Dvash, Mayshar et al. 2004; Darr and

Benvenisty 2009).
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1.5.5. KLF4

Factor transcripcional tipo kruppel fue originalmente identificado como gen
supresor de tumores, debido a que se encuentra silenciado en cancer
gastrointestinal (Rowland, Bernards et al. 2005), lo que se ha mostrado en
modelos de ratones knock-out a kif4 (Katz, Perreault et al. 2005). Se ha descrito
la sobre expresion de kif4 en células de carcinoma escamoso y cancer de seno,
piel y testiculo (Foster, Liu et al. 2005), por lo que KIf4 podria estar asociado en
un doble papel como supresion de tumores y oncogen.

La expresion ectopica de KIf4 en células cancerosos suprime la proliferacion
celular, pero la delecion de solo uno de sus genes blanco (p21), es suficiente para
neutralizar el efecto citostatico de klIf4 (Rowland, Bernards et al. 2005), esto
podria relacionar la doble funcién de kif4 en ambos tipos de cancer.

En ES de ratéon kif4 se encuentra altamente expresado (Tokuzawa, Kaiho et al.
2003), vy la inactvacion de STAT 3 en células ES de raton decrece dramaticamente
la expresion de kIf4, mientras que la sobre expresion de kiIf4 permite la auto-
regeneracion celular independiente de LIF (Tokuzawa, Kaiho et al. 2003), asi
como se ha descrito una cooperacion de kIf4 con Oct 4 y sox 2 en la activacion
del promotor de Leftyl, lo que lo sitia en un lugar importante dentro del proceso

de reprogramacion (Nakatake, Fukui et al. 2006).
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RESUMEN

Desde la clonacion de la oveja Dolly se demostrd que en el ovoplasma existen los factores
necesarios para realizar la reprogramacion de un nucleo de célula somatica a un estado
totipotencial y la subsecuente generacion de un individuo completo. En 2006 y 2007 se
demostré que mediante la trasferencia de factores transcripcionales (Oct 4, Sox2, Klif4, Myc,
Nanog, Lin28) en distintas combinaciones a células somaticas de ratén y humano, es posible
lograr la reprogramacion a un estado pluripotente; en este punto se acufio el termino células
iPs (Induced pluripotent stem). Recientemente se ha demostrado que solo Sox2 y Oct 4 son
indispensables para completar la reprogramacion al estado pluripotente. En el presente
trabajo se ha seleccionado la combinacion de factores transcripcionales Oct 4, Sox2, Nanog
y Lin28, asi como se ha descartado el uso de c-Myc por ser un potencial oncogen. Los
genes se han transferido mediante el uso de vectores lentivirales a células endoteliales de
cordén umbilical (HUVEC) que ademas de poseer caracteristicas de participacion en la
cicatrizacion de heridas, metastasis tumoral y angiogénesis prometen ser una fuente de
células individuo-especifico para terapia celular. HUVEC alcanzan la reprogramacion
mediante la transferencia de cuatro factores (OCT 4, Sox2, Nanog y Lin 28) indistintamente.
Después de 12 dias de ser tranducidas por vectores lentivirales que contienen los genes de
interés, se presenta la formacidén de colonias con la morfologia caracteristica de células
troncales embrionarias. Las colonias expresan los genes OCT 4, Sox2, Nanog y Lin 28
mostrando la capacidad de estas células de expresar los genes exdgenos inducidos por
vectores lentivirales. Células HUVEC infectadas con 4 lentivirus expresan marcadores de
células troncales, tanto de los genes inducidos (OCT 4, Nanog) y marcadores de
pluripotencialidad (Tra-1-81, SSEA-1, SSEA-4), lo que indica los primeros indicios de la

reprogramacion de células HUVEC a un estado pluripotente inducido.
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2.PLANTEAMIENTO

HUVEC han sido utilizado como modelo de células endoteliales humano,
presentan la ventaja de poder generar células individuo especificas y no requerir
procedimientos quirurgicos para la obtencidon de la muestra. Se inducird la
expresion de los genes Oct4, Sox2, Nanog y Lin 28 mediante el uso de vectores
lentivirales, para generar la expresion de marcadores de pluripotencialidad con el
fin de evaluar la posibilidad de ser usadas en generacién de células multipotentes
o en modelos de enfermedades, dentro del area de medicina regenerativa. A
pesar de que los protocolos actuales presentan ciertas limitaciones técnicas, como
la posible mutacién por el uso de vectores lentivirales, la cual debe ser eliminada

antes de considerar alguna prueba clinicas.
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3.HIPOTESIS
La transferencia y expresion de los genes humanos
OCT 4, SOX2, NANOG y LIN28, mediante vectores

lentivirales en HUVEC, inducira la expresion de

marcadores de ES.
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4.0BJETIVOS

GENERAL
* Transferir los genes humanos Oct 4, Sox2, Nanog y Lin28 a células

endoteliales de cordon umbilical humano (HUVEC) y evaluar la expresiéon de

marcadores de pluripotencialidad.

PARTICULARES

* Estandarizar el cultivo primario de HUVEC

* Determinar si HUVEC expresan Oct 4, Sox2, Nanog y Lin28 en cultivo
primario.

* Llevar acabo la produccién del vector lentiviral con los genes de interés.

* Evaluar la expresion a nivel de mRNA de Oct 4, Sox2, Nanog y Lin28 en
cultivos HUVEC reprogramados con vectores lentivirales.

* Evaluaciéon de los cambios morfoldgicos.

* Determinar la expresion de marcadores de pluripotencialidad (SSEA1,
SSEA4, OCT 4, NANOG, Tra-1-80,) en células HUVEC reprogramadas.
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5.ENFOQUE EXPERIMENTAL

— —
Los cultivos de células endoteliales seran realizados a partir de cordones
umbilicales de no mas de 48 horas de haber sido recolectados en hospital, una
vez estandarizados y después del tercer pase en donde se asegura una poblacion
homogénea, se realizard la extraccion de RNA total por el método fenol-
cloroformo, posteriormente mediante la técnica RT-PCR se amplificara el mRNA de
los factores Oct 4, Sox2, Nanog vy LIN 28, mediante electroforesis en gel de
agarosa se analizara la presencia de dichos mensajeros en las células no
transformadas. En paralelo se realizara la produccion de los lentivirus conteniendo
los genes anteriormente mencionados y se procederd a la infeccién de los
cultivos, infectando con diferentes combinaciones de vectores lentivirales por
cultivo. Obtenidas las células transformadas se analizara mediante RT-PCR los
cuatro mensajeros a si como la deteccion mediante inmuno fluorescencia de

marcadores de ESC.
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6.MATERIALES Y METODOS

6.1.Cultivo primario de células endoteliales de cordon

umbilical humano(HUVEC).
Las células se obtienen de cordones umbilicales frescos colectados en una

soluciéon de HEPES [0.75 M NaCl, 5 mM KCIl, 5 mM HEPES, 6 mM de glucosa, pH
7.5 (SIGMA USA)] pH 7.5 o bien en PBS con el mismo pH. Los cordones se lavan
para quitar restos de sangre vy verificar que no presenten perforacion. Una vez
hecho lo anterior, se localiza la vena de corddn, la cual se distingue a simple vista
por su tamano. Por la vena se coloca una aguja de punta roma y se sujeta con
cinchos de plastico (entre 10 y 15 cm de largo), por la aguja se pasan de 10 a 20
ml de solucion HEPES esto se realiza repetidas ocasiones hasta observar que la
solucidn se encuentre limpia. Una vez observado esto el extremo opuesto se
sujeta con un cincho, el cordén es sumergido en una solucién de HEPES a 37° C.
Habiendo procesado todos los cordones en la forma antes descrita se introduce
una solucién de tripsina al 0.075% hasta saturar el corddn y se repite para todos
los cordones , posteriormente los cordones son incubados a 37° por 15 min.
Transcurrido este tiempo se colecta el contenido de los cordones en tubos falcon
conteniendo 500 microlitos de SFB.Las muestras deben ser centrifugadas a 1500
revoluciones por 15 min. a 4° C. El sobrenadante es retirado por decantacién y la
pastilla es resuspendida en medio 199 (Gibco) suplementado con 10% de SFB
(Gibco), 10 mg/ml de heparina porcina, 50 U/ml de penicilina/estreptomicina vy
25 mg/ml de factor de crecimiento vascular (Sigma). Las células se siembran en
cajas de cultivo de 25 cm?y son incubadas a 37° C con 5% de COz . Las células
requieren un tiempo aproximado de 12 horas para adherirse a la placa y el medio
debe ser cambiado a cada 12 horas en la primera parte y posteriormente cada 48
o 72 dependiendo del crecimiento y cambio de pH observado en el medio,
finalmente para verificar la pureza del cultivo se realizan dos o tres paces
dependiendo de la morfologia observada, se verifica la presencia del factor de
VonWillebran (VWF) por inmunoflorescencia (marcador de superficie caracteristico

de HUVEC)(Ozaki, Yoshida et al. 1996), a pesar que la morfologia del cultivo.
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6.2. Cultivo Primario de fibroblastos de cordon umbilical

Las células se obtienen de cordones umbilicales frescos. Los cordones se lavan
para quitar restos de sangre vy verificar que no presenten perforacion. Una vez
hecho lo anterior, se localiza la vena de corddn, la cual se distingue a simple vista
de los otros dos orificios ya que es mas grande. Por la vena se coloca una aguja
de punta roma y se sujeta con cinchos de plastico (entre 10 y 15 cm de largo),
por la aguja se pasan de 10 a 20 ml de solucidon PBS esto se realiza repetidas
ocasiones hasta observar que la solucién se encuentre limpia. Una vez observado
esto el extremo opuesto se sujeta con un cincho, el corddn es sumergido en una
solucidon de PBS a 37° C.

Habiendo procesado todos los cordones en la forma antes descrita se introduce
una solucion de tripsina al 0.1% hasta saturar el corddn y se repite para todos los
cordones , posteriormente los cordones son puestos en bafio Maria a 37° por 30

min.

Transcurrido este tiempo se colecta el contenido de los cordones en tubos falcén
conteniendo 500 microlitos de SFB, es importante que antes de colectar las
células los cordones sean masajeados manualmente con el fin de favorecer el
desprendimiento de las células.

Las muestras deben ser centrifugadas a 1500 revoluciones por 15 min. a 4° C. El
sobrenadante es retirado por decantacién y la pastilla es re-suspendida en medio
RPMI (Gibco) suplementado con 10% de SFB (Gibco), 50 U/ml de penicilina/
estreptomicina. Las células se siembran en cajas de cultivo de 25 cm? y son
incubadas a 37° C con 5% de CO: . Las células requieren un tiempo aproximado
de 12 horas para adherirse a la placa y el medio debe ser cambiado a cada 36
horas en la primera parte y posteriormente cada 72 dependiendo del crecimiento
y cambio de pH observado en el medio, finalmente para verificar la pureza del

cultivo se realizan dos o tres paces dependiendo de la morfologia observada.
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6.3.Linea Celular 293T

El cultivo de la linea celular 293T/17 [HEK 293T/17] con numero de ATCC
CRL-11268, fue adquirida del "ATCC The Global Bioresource Center” , la cual fue
propagada en medio Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) con 10% de suero
fetal bovino (SFB) y 1% de antibidticos, se mantubo en propagacién hasta ser

utilizada para la produccién de lentivirus.

6.4.Crio-preservacion de linea celular 293T

Los cultivos de células 293T una vez alcanzando el 90% de confluencia, fueron
tratadas con Tripsina-EDTA 0.25% (Sigma cat. T4049) e incubadas por 5 min. a
37 C, posteriormente fueron cosechadas mediante aspiracion y la tripsina es
inactivida con 500ul SFB para ser centrifugadas 15 min. a 800 RPM, una vez
terminada la centrifugacidon se retira el sobrenadante mediante absorcion por
trampa de vacio, las células se resuspenden en 2.5 ml de DMEM, posteriormente
se le ahade 7 ml de SFB y se adiciona 0.5 ml de DMSO, finalmente son
alicuotadas en criotubos de 1.8 ml para ser congeladas paulatinamente, 2 horas a
4 C, 12 horas a -20 Cy a -80 C indefinidamente.

6.5.Extraccion de RNA por el método de Trizol.

Las monocapa de cultivo al 90% de confluencia, fueron cosechadas con 1000pul de
Trizol (Sigma) y homogenizadas, posteriormente se adicioné 200ul de cloroformo
y agitadas manualmente por 15s para posteriormente ser Incubadas por 2 o 3
minutos a temperatura de 15° a 30° . Las muestras son centrifugadas ha no mas
de 12 000 g por 15 minutos (De 2° a 8° C), la fase acuosa es recuperada en un
tubo nuevo (un volumen aproximado de 60% del trizol) y es re precipitada con
0.5 ml de isopropanol por 1 ml de trizol se incuban la muestras por 10 minutos a

temperatura de 15° a 30°C. Se centrifugan a 12 000 g por 10 minutos de 2° a 8
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° C. Se retird el sobrenadante por decantacion vy la pastilla se lavo dos veces
con etanol al 70%, las muestras fueron agitadas y posteriormente centrifugadas 5
minutos a 10 000 rpm; Finalmente el sobrenadante fue retirado mediante
decantacién, la pastilla obtenida fue diluida en agua DEPC y cuantificado en el

“Thermo Scientific NanoDrop™ Spectrophotometers”.

6.6.RT-PCR One-Step Promega (Cat. A1250)

El RNAwtar €s sometido a reaccidon, con la enzima Transcriptasa reversa de
Mieloblastos Virus (MV-LVT) y TIfDNA polimerasa para lo cual se incuban 1 ug de
RNA bajo las siguientes condiciones; (10 ul Buffer 1° strand, 1 ul dNTP’s, 2 ul M-
DTT, 1 ul M-MLV Rey, 1 ul TIFDNA polimerasa, 1 ul de desoxinucleétidos 10mM, 2.5 ul de
MgClz (50mM)) adicionando 20pM de cada oligonucledétido sentido y antisentido, todo esto
se lleva a un volumen final de 50 ul de reaccién. La amplificacion se realizé en termociclador
PTC-100 (MJResarch, Inc.), 37 °C durante una hora, 35 ciclos de 94°C por 1 min., 55°C por
1 min. y 72 °C por 1 min., 9 ul de los 50 ul de la reaccion fueron analizados en gel

de agarosa al 1% vy tefiida con bromuro de etidio al 1 %.
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6.7.Produccion de lentivirus

Las células 293T son sembradas a una concentracion de 2.5 x 10° células/ml en
botellas de cultivo de 75 cm?, una vez que el cultivo ha alcanzado un 70% de
confluencia, se realiza la transfeccién para lo cual se retira el medio de cultivo 2
horas antes y es remplazado por 22.5 ml de medio fresco precalentado a 37 C.
Se prepara una solucion que contenga las siguientes cantidades en este orden:

* 112 pg de plasmido pSin-EF2-Gene-Pur conteniendo el gen de interés.

* 39.5 ug del plasmido pMD2G

* 73 ug del plasmido pSPAX2

* 3.3 mldeTE 0.1X

* 1.75 ml de H20 DD

* 565 pl de CaCl2 2.5 M (Adicionar gota a gota para evitar precipitado por no

menos de 5 min y no mas de 30 min)

Se adicionan 2.25 ml de esta solucién por botella de cultivo. El medio debera ser
removido aproximadamente 14 a 16 horas después de la transfeccién y se le
adicionara 14 ml de medio fresco, el sobrenadante debera ser colectado 12 horas
mantenerse a 4 C dure la cosecha, esto se puede repetir por 2 o 3 ocasiones cada
12 horas, una vez transcurrido este tiempo el sobrenadante colectado debera ser
centrifugado con el fin de retirar restos celulares y filtrado en poro de 0.22 uym
para ser almacenado o usado directamente. Se puede conservar a 4 C por un

periodo de 4 a 5 dias o a -80 C por un periodo mayor.
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6.8.Concentracion de particulas virales PEG 6000

Tomar 34 mililitro del sobrenadante del cultivo que contiene el vector, afiadir 8.5
ml de PEG 6000 al (50 %), 3.6 ml de NaCl (4 Molar), 3.9 ml de PBS; Almacenar
las muestra a 4 °C por 1.5 horas y mezclar el contenido cada 20 0 30 min.
Centrifugar las muestras a 7000 g (7500 rpm) por 10 min. a 4°C, se obtiene un
precipitado blanco, decantar el sobrenadare vy disolver en 600 ul de Tris-HCL 50
mM pH 7.4.Mezclar mediante vortex por 20 a 30 seg, transferir y alicuotar en

volumen de 100 ul.

6.9.Purificacion de RNA viral

El  RNA viral fue realizada mediante el QIAGEN RNeasy Mini kit cat. 74104,
posteriormente se verifico la integridad mediante el corrimiento de un gel de
agarosa y se cuantifico en el “Thermo Scientific NanoDropTM

Spectrophotometers”.

6.10.Inmunofluorescencia

Los cultivos HUVEC son sembradas después del tercer pase en porta objetos
(Glass Slide Sterile NUNC) , posteriormente después de 12 horas alcanzan un
80% de confluencia, en este momento es retirado el medio mediante aspiracion y
se realizan 3 lavados con PBS 1X a temperatura ambiente, en seguida son fijadas
con PFA (Paraformaldeido) al 4% por 20 min. y lavadas 3 veces con PBS 1X, para
después la muestra sea blogueada con BSA al 1%, se anadié el anticuerpo
primario contra el factor de VWF (Santacruz Biotecnology, cat. cs-14014) en una
dilucién 1:50 se incubd por 1 hora a temperatura ambiente, para posteriormente
ser retirado y lavado en 3 ocasiones con PBS 1X, enseguida es adicionado el
anticuerpo secundario en una disolucion 1:20 (Goat F(ab')2 anti-Rabbit IgG -

FITC) este es incubado por una hora en obscuridad, para ser posteriormente
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lavado en tres ocasiones con PBS1X. El portaobjetos es secado y se realizd el
montaje con VECTASHIELD Mounting Medium, para ser leido posteriormente en

microscopio de fluorescencia.

6.11.Purificacion de plasmidos.

Los vectores lentivirales han sido previamente reportados por Yu (Yu, Vodyanik et
al. 2007) los plasmidos conteniendo los genes de interés pSin-EF2-Oct4-Pur,
pSin-EF2-LIN28-Pur, psin-Ef2-NANOG-Pur, pSIN-EF2-SOX2-Pur; a si como los
plasmidos envoltura y empaque pMD2G, pSPAX2. los plasmidos fueron
proporcionados por ADDGEN (psPAX2 (Addgen 12260), pMD2.G (Addgen 12259),
pSin-EF2-OCT4-Pur. (Addgene 16579)pSIN-EF2-SOX2-Pur (Addgen 16577),
pSIN-EF2-NANOG-Pur (Addgen 16578), pSIN-EF2-LIN28-Pur (Addgen 16580)).

6.12.Purificacion de Plasmidos

La purificacion de plasmidos fue realizada mediante los el uso de columnas,
QUIAGEN Plasmid Midi Kit Cat. 12143, QUIAGEN Plasmid Maxi Kit Cat. 12163 y
Quick Plasmid Miniprep kit Cat. K2100-10, dependiendo el uso que fuera a tener
el plasmido purificado, posterior a la extraccion se verifico la integridad del
plasmido mediante gel de agarosa al 0.8 % y tefiido con bromuro de etidio al
0.1%. la cuantificacion se realizdé mediante “Thermo Scientific NanoDrop™

Spectrophotometer”.

6.13.Digestion Enzimatica
Mediante los mapas genéticos se seleccionaran 2 enzimas que liberen los

fragmento de los genes de interés contenidos en cada plasmido con el objetivo de
confirmar la secuencia del fragmento . A partir de 1 ug de plasmido, se adiciono
diferentes unidades de enzima (EcoR V, Spe 1) y 3 ml de solucidn amortiguadora
(50 mM Tris-HCI 100 mM NaCl 10 mM MgCl 1 mM dithiothreitol pH 7.9) Y 2 Wl de agua tratada con DEPC.

Se incubaron 2 hrs a 37°C y se analizaron en gel de agarosa al 0.8%
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6.14.0ligonucleétidos

Los oligonucleétidos que seran utilizados son provistos por R&D SYSTEMS y no
se tiene conocimiento de la secuencia solo de las caracteristicas abajo

mencionadas:

Gen Amplificado Numero de catalogo Tamafo de Tamafo de Tm

amplificado DNA amplificado

genomico cDNA
Sox2 RDP-323 591 pb 591 pb 55 °C
Oct 4 RDP-321 1031 pb 486 pb 55°C
Nanog RDP-320 1974 pb 596 pb 55 °C

Tabla 1: Las caracterizaciones de oligonucleotidos marca R&D SYSTEMS
Tabla de oligonucledtidos reportados por Yu (Yu, Vodyanik et al. 2007)de los

cuales se ha tomado la secuencia de referencia para ser sintetizados, desalados y

purificados.
Gen Tm GenlD Pb Oligo Direccion Secuencia

GAPDH 79.1°C 2597 152 GAPDHF Sentido TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC
GAPDHR Antisentido  GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT

OCT 4 79.9°C 5460 161 OCTCDRF1 Sentido CAGTGCCCGAAACCCACAC
OCTCDRR1 Antisentido  GGAGACCCAGCAGCCTCAAA

NANOG 74.6 °C 79923 194 NANOG-CDRF1 Sentido TTTGGAAGCTGCTGGGGAAG
NANOG-CDRR1 Antisentido GATGGGAGGAGGGGAGAGGA

BRACHYURY 74.4 °C 6862 165 BRACHYURF Sentido ACCCAGTTCATAGCGGTGAC
BRACHYURR  Antisentido CCATTGGGAGTACCCAGGTT

LIN28 80.5°C 79797 456 LIN28QF Sentido AGTAAGCTGCACATGGAAGG
LIN28QR Antisentido ATTGTGGCTCAATTCTGTGC

Tabla 2: Las caracterizaciones de oligonucleotidos se realizaron mediante el programa MacVector 10.6.0.
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7.RESULTADOS

7.1.Estandarizacion y caracterizacion del cultivo primario de
HUVEC

Las células HUVEC se adhieren dentro de las primeras 24 horas, transcurridas 72
horas se observa una duplicacién de la poblacion celular en 12 dias posteriores se
obtiene un cultivo de HUVEC con una confluencia del 80% y una poblacion

homogénea en morfologia y proliferaciéon (Figura 3).

Figura 3: Cultivo de HUVEC en propagacion Fotografia en contraste de fase, muestra cultivos HUVEC a
través del procesp de propa(;f_amén hasta el dia 12 cuando los cultivos se encuentran cagnfluentes y
dlfle_renmados en células endoteliales; A) 24 h de cultivo, B) 72 h de cultivo, C) 8 dias de cultivo D) 12 dias dé
cultivo.
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Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia contra en factor de Von Willebrand,
marcador caracteristico de HUVEC (Jaffe 1980; Hwang, Maeng et al. 2008). Se
encontrd presencia de dicho factor lo que confirma una poblacibn homogénea de
HUVEC (Figura 4). Los cultivos se continuaron en propagacion para evaluar la
expresion de genes de pluripotencialidad en una primera fase y continuar con

analisis posteriores.

Figura 4 : Fotografia en fluorescencia de HUVEC expresando FWV. Tomadas 15 dias posteriores del inicio
del cultivo primario, se encuentra una poblacion diferenciada de células HUVEC expresando el factor de Von
Willebrand marcador caracteristico de HUVEC. ( Anticuerpo contra FVW, conjugado con el anticuerpo
secundario FICT.)
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Teniendo cultivos de HUVEC caracterizados, se procedid a la construccion de
vectores lentivirales. Como primer paso se realizé la purificacion y cuantificacion
(Tabla 3) de plasmidos para la generacion de vectores lentivirales, a si como se

procedi6 al analisis de los plasmidos mediante enzimas de restriccion.

Muestra [ ng/Zul] [ Hg] Abs.260 nm Abs.280 nm 260/280 280/260

OCT 4 983 75.50 3.02 1.53 1.973856 0.506623
SOX 2 973 239.00 4.78 2.44 1.959016 0.51046
NANOG 990 160.00 3.21 1.64 1.957317 0.510903
Lin 28 390 172.00 3.44 1.78 1.932584 0.517442
psPAX2 1010 132.00 2.79 1.351 2.065137 0.484229
pMD2.G 942 63.00 1.269 0.598 2.122074 0.471237

Tabla 3: Cuantificaciéon de pldsmidos purificados.

Los andlisis mediante de enzimas de restriccion mostraron que los pldsmidos con
los genes de interés, envoltura y empaque; generaron fragmentos especificos,
pSin-EF2-OCT4-Pur restringido con las enzimas EcoRl y Spe | se obtuvo un
fragmento de 1100 pb, pSin-EF2-SOX2-Pur restringido con las enzimas EcoRIl y
Spe | se obtuvo un fragmento de 1000 pb, pSin-EF2-NANOG-Pur restringido con
las enzimas EcoRIl y Spe | se obtuvo un fragmento de 900 pb, pSin-EF2-LIN28-
Pur restringido con las enzimas EcoRIl y Spe | se obtuvo un fragmento de 600 pb
(Figura 5 A), pMD2.G se linealiz6 mediante la enzima Hin 1lIl obteniendo un
fragmento de 5824 pb y psPAX2 se linealiz6 mediante la enzima Eco RI
obteniendo un fragmento de 10703 pb (Figura 5 A) los fragmentos
anteriormente descritos coincidieron con las caracteristicas reportadas por
ADDGEN. Confirmando estos resultados se prosiguié a la construccién de los 4

vectores lentivirales.
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Figura 5. Liberacién de fragmentos de genes de interés y linealizacion de pldsmidos. Fotografias de gel
de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio, se muestran los plasmidos para produccién de los vectores.
A) 1) Marcador de peso molecular 100 pb 2)Plasmido pSin-EF2-OCT4-Pur 3) Plasmido pSin-EF2-SOX2-Pur.
4) Plasmido pSin-EF2-NANOG-Pur 5) Plasmido pSin-EF2-LIN28-Pur. 6) Marcador de peso molecular 1 Kb. B)
1) Marcador de peso molecular 100 pb 2) Plasmido pMD2.G 3) Plasmido psPAX2. 4) Marcador de peso
molecular 100 pb 5)Plasmido pSin-EF2-OCT4-Pur. 6) Plasmido pSin-EF2-SOX2-Pur. 7) Plasmido pSin-EF2-
NANOG-Pur. 8) Plasmido pSin-EF2-LIN28-Pur. 9) Marcador de peso molecular 1 Kb.
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7.2.Produccidén de vectores lentivirales

Los vectores lentivirales fueron producidos mediante el protocolo anteriormente
descrito, se obtuvieron 50 ml de sobrenadante por cada vector producido,
posteriormente la presencia de los vectores fue evaluada mediante RT-PCR donde
se observo que mediante el uso de oligonucleotidos especificos se amplificaban

fragmentos correspondientes al gen contenido en cada vector lentiviral.

7.2.1. Andlisis de Vectores Lentivirales VOct3/4, VSox2, VNanog, VLin28.
La amplificacion del cDNA viral genero fragmentos especificos para cada gen
VOCT 4 496 pb, VSox 2 591 pb, VNanog 596pb y lin 28 410pb (FIGURA 6); con
esto quedo confirmada la presencia de particulas virales conteniendo el gen de

interés en cada uno de los sobrenadante.

Figura 6. Amplificacion del DNA complementario de RNA viral de vectores lentivirales. Fotografia del gel
de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, se muestra la evaluacion de la presencia de los RNA virales de
los vectores de Oct 4, Sox 2, Nanog, Lin 28. Carril 1) Tracklt™ 100 bp DNA Ladder. Carril 2) Fragmento de 486
pb correspondiente a Oct 4 (oligos comerciales de R&D Systems). Carril 3) Fragmento de 591 pb
correspondiente a Sox2 (oligos comerciales de R&D Systems). Carril 4) Fragmento de 596 pb correspondiente a
Nanog (oligos comerciales de R&D Systems). Carril 5) Fragmento de 410 pb correspondiente a Lin 28.
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Se realizaron controles en la amplificacion del DNA complementario al RNA viral,
donde se realizé la reaccion de amplificacion sin RT y no se encontré presencia de
los fragmentos esperados (Figura 7), lo cual mostré que en el sobrenadante no
se encontraban DNA gue pudiera ser amplificado. Complementando este analisis
se realizar un tratamiento con DNasa | (Deoxyribonuclease I, Amplification
Grade) donde se encontré la amplificacion de los fragmentos esperados (Figura
7) y se descarté la contaminacion por DNA genémico independientemente de
que los oligonucleotidos reconocen y amplifican una fragmento de mayor tamafo
cuando parten de DNA gendmico. Estos resultados mostraron que los fragmentos
amplificados corresponden a las secuencias de los genes de interés contenidas en

particulas virales

Figura 7. Controles del DNA Amplificado de vectores lentivirales. Fotografia del gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio, se muestra la evaluacién de la presencia de los RNA Virales de los vectores de
Oct 4, Sox 2, Nanog, Lin 28, don de los carriles 2,3,4,5 las muestras eran sin RT, muestras 7,8,9,10 se trataron
con de DNasa. Carril 1) Tracklt™ 100 bp DNA Ladder. Carril 6) Tracklt™ 100 bp DNA Ladder. 7) Fragmento de
486 pb correspondiente a Oct 4 (oligos comerciales de R&D Systems), Carril 8) Fragmento de 591 pb
correspondiente a Sox2 (oligos comerciales de R&D Systems), Carril 9) Fragmento de 596 pb correspondiente a
Nanog (oligos comerciales de R&D Systems), Carril 10) Fragmento de 410 pb correspondiente a Lin 28.
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7.2.2. Evaluacién de presencia de antigeno p24 (Ensayo HIV Ag/Ab)

Se realizé un analisis de presencia de antigeno de p24 para confirmar la presencia

del particulas virales en el sobrenadante.

Dando una reactivad positiva donde

reactivad superior a 0.5 son consideradas pruebas positivas a VIH por p24.

Muestra Reactive Unidades* Diluciéon ml de
Muestra
VOCT 4 93.88 S/CO 1 0.5
VSOX 2 91.24 S/CO 1 0.5
VNANOG 89 s/co 1 0.5
VLIN 28 81 s/co 1 0.5

Tabla 4 La deteccion de la presencia de lentivirus se realizé mediante reaccion de fotoluminiscencia de reaccion
de anticuerpo p24, HIV Ag/Ab Combo assay (Abbott Laboratories, Abbott Park, Ill.) *(sample rate to cutoff rate

[S/CO]
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7.3.Cultivo primario de Fibroblastos de cordén umbilical.

7.3.1. Caracterizacion morfolégica
Los cultivos de fibroblastos fueron derivados de cordones umbilicales, el cultivo
alcanza a los 17 dias el 80% de confluencia. Los fibroblastos se distinguieron en
base a morfologia presentada, fusiformes con pocas prolongaciones, nucleo
pequefio y alargado (Figura 8). El cultivo primario solo pudo ser propagado en

un radio de 1:2 antes de presentar un periodo de senescencia.

Figura 8 Cultivo primario de fibroblastos de vena de cordén umbilical humano (HUVFC) Fotografia en
técnica de contraste de fases de cultivo primario de fibroblastos son extraidos de cordén umbilical humano.
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7.4.Caracterizacion de Fibroblastos infectados con factores Oct 4,
Nanog, Sox 2.

Los fibroblastos de cordén umbilical humano (HUVFC) fueron infectados con el
sobrenadante de vectores lentivirales (OCT4, SOX2, NANOG) se mantuvo el
proceso de infeccion por 48 horas, posteriormente se mantuvieron en medio
DMEN/F12. Dias posteriores los fibroblastos comenzaron a presentar cambios de
morfologia (Figura 9) donde se observaron células pequefias con nucleos al
tamafo de citoplasma lo que coincide con lo reportado (Figura 10) (Park, Lerou
et al. 2008). Se procedid a realizar un analisis de la expresion de los marcadores
OCT 4, Sox 2, Nanog; Las células fueron transferidas a medio mTeSR1 (especifico
para propagacion de ESC. StemcCell Technologies Inc) donde se mantuvieron
hasta el dia 20 donde se realiz6 un analisis de marcadores de superficie

caracteristicos de ESC, SSEA-1, SSEA-4.

Figura 9:Cambio de morfologia de fibroblastos infectados Proceso de infeccién de fibroblastos con tres
vectores lentivirales. Se aprecia el cambio de morfologia en comparacion de los cultivos de fibroblastos.
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Figura 10: Cambios de morfologia antes y después de infeccién. A,B)Comparacion entre los fibroblastos y
células iPS(Yu, Vodyanik et al. 2007). C, D) Comparacion entre fibroblastos de corddén vy fibroblastos de
cordon infectados con los lentivirus de OCT 4, Sox2, Nanog.
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7.4.1.Evaluacién de la expresion de Oct 4, Nanog, Sox 2, Lin28

Mediante el kit one-step RT-PCR de Promega se evallo la expresion de los mensajeros de
Oct4, Sox2, Nanog y Gliceraldehido-3-fosfato Deshidrogenasa (GAPDH) en fibroblastos de
cordoén vy fibroblastos de cordén infectados con 3 vectores lentivirales. En la Figura 11A se
observa la expresion de los genes inducidos mediante vectores lentivirales, estos genes se
encuentran expresando se en forma exdgena. En la Figura 11B se muestra solo la expresion
de GAPDH y no se observa expresion de los genes de pluripotencialidad en fibroblastos sin

infectar.

Figura 11: Expresion de los genes Oct 4, Sox 2, Nanog, GDPH antes y después de la infeccién. A)
Fotografia del gel de agarosa al 1% tefiida con bromuro de etidio donde se evallo la expresiéon de los genes
Oct 4, Sox 2, Nanog, GDPH a partir de RNAtotal de fibroblastos de cordon umbilical humano infectados con
los vectores lentivirales Oct 4, Sox 2 y Nanog. 1) Marcador de 100 pb. 2) Amplificacién de Oct 4 producto de
161 pb. 3) Amplificacion de Sox 2 producto de 591 pb (oligos comerciales de R&D Systems) 4) Amplificaciéon de
Nanog producto de 596 pb (oligos comerciales de R&D Systems). 5) Amplificacion de GDPH producto de 153
pb. B) Fotografia del gel de agarosa al 1% teflida con bromuro de etidio donde se evallo la expresion de los
genes Oct 4, Sox 2, Nanog y Lin 28 a partir de RNAtotal de fibroblastos de cordén umbilical humano sin
transducir 1) Marcador de peso molecular de 100 pb. 2) Amplificacion de GDPH producto de 153 pb, 3)
Amplificacién de Oct 4 producto de 161 pb no se encontr6 expresion basal. 4) Amplificacion de Sox 2 producto
de 591 pb (oligos comerciales de R&D Systems) no se encontrd expresién basal 5) Amplificacion de Nanog
producto de 596 pb (oligos comerciales de R&D Systems) no se encontrd expresion basal 6) Control sin RT. 7)
Marcador de peso molecular 100pb (Tracklt™ 100 bp DNA Ladder).
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7.4.2.Presencia de marcadores SSEA-1, SSEA-4
Se procedié a evaluar en células de fibroblastos infectadas con tres vectores lentivirales
(Figura 13) asi como en fibroblastos sin infeccion (control negativo) (Figura 12) , la presencia de
marcadores SSEA-1 y SSEA-4 los cuales se han reportado como marcadores de
pluripotencialidad (Park, Zhao et al. 2008).

Figura 12 : Control de fibroblastos sin infeccion contra SSEA-4, SSEA-1. Fotografias de
inmunofluorescencia de Fibroblastos no infectados (control negativo) en confluencia se realiz6 un control
donde no se encontrd presencia de dichos marcadores, Anti-Human SSEA-1 y Alexa 594 Goat Anti-mouse IgM,
Anti-Human SSEA-4 y Alexa 568 Goat Anti-mouse igG.
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Figura 13 :Fotografias de inmunofluorescencia de fibroblastos infectados. Se observa la presencia de los
marcadores de SSEA-1 y SSEA-4 , Anti-Human SSEA-1 y Alexa 594 Goat Anti-mouse IgM, Anti-Human SSEA-4
y Alexa 568 Goat Anti-mouse igG.

Los ensayos por inmunofluorescencia mostraron que los fibroblastos infectados
con tres vectores lentivirales, han generado la capacidad de expresar marcadores
de superficie caracteristicos de ESC (SSEA-1, SSEA-4). Durante la prueba inicial
la infeccidn con lentivirus genera la expresion marcadores de ESC no inducidos,
esto nos muestra un primer camino a seguir en el objetivo del proyecto que es
HUVEC. Para poder confirmar la reprogramacion de los fibroblastos infectados se
requieren  pruebas de la capacidad de generar células de las tres capas
embrionarias mediante la formacion de teratomas y diferenciacion in vitro, asi
como la presencia de marcadores de superficie como Oct 4, Sox 2, Nanog
Tra-1-80. En una primera parte del presente trabajo, obtenemos una excelente
aportacion, debido que la reprogramacion con los factores antes mencionados
en fibroblastos han sido altamente reportados y el tenerlos como un modelo nos
ayuda a vislumbrar obstaculos técnicos que se presentaran en la induccién de
HUVEC de la que no se tiene ningun reporte y se desconoce una metodologia
descrita a seguir. Por lo cual a partir de este punto solo nos enfocaremos a

HUVEC.
46



7.5. HUVEC

7.5.1. Expresion Basal de los genes OCT4, Sox2, Nanog y Lin 28 en HUVEC

Cultivos de HUVEC alcanzan el 80% de confluencia en aproximadamente 12 dias y
presentan una poblacibn homogénea de células endoteliales. Con el fin de buscar la
expresion de genes de interés, se procedio a evaluar si las células expresaban alguno de los
genes que seran inducidos mediante el uso de vectores lentivirales para lo cual se busco la
amplificacion de los mismos mediante RT-PCR en co-amplificacion con GAPDH como control
constitutivo. Se obtuvo solo la amplificacion de GAPDH en las cuatro reacciones (Figura 14), lo
gue nos confirma que los genes de interés no se encuentran expresando basalmente en

HUVEC.

Figura 14:Expresién basal de HUVEC. Fotografia del gel de agarosa al 1.5% teflida con bromuro de etidio
donde se evallo la expresion de los genes Oct 4, Sox 2, Nanog y Lin 28 en co-amplificacién de GAPDH, a
partir de RNAtotal de HUVEC, se analizé 5 pl del volumen de reaccion 1) Marcador de pero molecular 100 pb, 2)
Fragmento de 153 pb correspondiente a la amplificacion de GPDH, OCT 4 no se encontré presencia del
fragmento esperado de 486 pb. 3) Fragmento de 153 pb correspondiente a la amplificacion de GPDH, Sox 2
no se encontrd presencia del fragmento esperado de 591 pb. 4) Fragmento de 153 pb correspondiente a la
amplificacion de GAPDH, no se encontré presencia del gen Nanog con un fragmento esperado de 596 pb. 5)
Fragmento de 153 pb correspondiente a la amplificacion de GPDH, no se encontré presencia de Lin 28 con un
fragmento esperado de 486 pb. 6) Marcador de peso molecular 100pb.
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7.6.Infeccién de HUVEC con factores individuales OCT 4, Sox2, Nanog y
Lin28

Demostrandose que cultivos de HUVEC no expresan dichos genes, se procedio a infectar
HUVEC de forma individual con cada vector lentiviral que contenian los genes OCT 4, Sox2,
Nanog y Lin28 Transcurrido 9 dias de infeccion se evaluo la expresion de los genes OCT 4,
Sox2, Nanog y Lin28 por condicion de infeccion, se observé que en ningln caso se encontrd
expresion mas que del gen correspondiente al lentivirus infectado, HUVEC + VOCT4 solo se
observa la expresion de OCT4 (Figura 15 ), HUVEC + VSOX2 solo se observa la expresion
de SOX2 (Figura 16 ), HUVEC + VNANOG solo se observa la expresion de NANOG (Figura
17 ) y HUVEC + LIN28 solo se observa la expresion de Lin28 (Figura 18).

7.6.1.Evaluacion de la expresion HUVEC infectadas con lentivirus Oct 4.

Figura 15: Analisis de expresion de HUVEC infectadas con virus OCT4. Fotografia del gel de agarosa al
1.5% tefiida con bromuro de etidio donde se evallo la expresion de los genes Oct 4, Sox 2, Nanog y Lin 28 a
partir de RNAtwotal de endotelio de cordén umbilical humano infectados con el lentivirus de Oct 4 1) Marcador de
pero molecular 100 pb, 2) Fragmento de 153 pb que corresponde a la amplificacion de GAPDH como control
constitutivo. 3) Fragmento de 486 pb correspondiente a la amplificacion gen OCT 4 mediante oligonucleotidos
Marca R&D System 4) Amplificacion de Sox2 no se encontr6 amplificacién especifica contra el fragmento
esperado de 591 pb. 5) Amplificacién de Nanog no se encontré6 amplificacién especifica contra el fragmento
esperado de 596 pb. 6) Amplificacion de Lin28 no se encontré amplificacion especifica contra el fragmento
esperado de 410 pb. 7) Control sin RT 8) Marcador de peso molecular 100pb.
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7.6.2.Evaluacién de la expresion HUVEC infectadas con lentivirus NANOG.

Figura 16: Andlisis de exprecion de HUVEC infectadas con virus NANOG. Fotografia del gel de agarosa al 1.5%
teflida con bromuro de etidio donde se evallo la expresion de los genes Oct 4, Sox 2, Nanog y Lin 28 a partir de RNAtotal
de endotelio de cordon umbilical humano infectados con el lentivirus de Nanog 1) Marcador de pero molecular 100 pb, 2)
Amplificacién de Sox2 no se encontré amplificacion especifica contra el fragmento esperado de 591 pb. 3) Amplificacion de
Oct 4 no se encontr6 amplificacion especifica contra el fragmento esperado de 496 pb. 4) Fragmento de 596 pb
correspondiente a la amplificacién del gen Nanog mediante oligonucleotidos Marca R&D System 5) Fragmento de 153 pb
que corresponde a la amplificacion de GPDH como control constitutivo.. 6) Amplificacion de Lin28 no se encontrd
amplificacion especifica contra el fragmento esperado de 410 pb. 7) Control sin RT 8) Marcador de peso molecular 100pb

7.6.3. Evaluacién de la expresion HUVEC infectadas con lentivirus Sox 2.

Figura 17: Andlisis de exprecion de HUVEC infectadas con virus Sox 2. Fotografia del gel de agarosa al 1.5%
tefiida con bromuro de etidio donde se evallo la expresién de los genes Oct 4, Sox 2, Nanog y Lin 28 a partir de RNAtotal
de endotelio de cordon umbilical humano infectados con el lentivirus de Sox 2 1) Marcador de pero molecular 100 pb, 2)
Fragments de 591 pb y 186 pb correspondiente a la amplificacién de Sox2, GPDH como control constitutivo. 3) Reaccion
sin RT como control. 4) Amplificacion de Sox2 no se encontré amplificacion especifica contra el fragmento esperado de 591
pb. 5) Amplificacion de Nanog no se encontré amplificacion especifica contra el fragmento esperado de 596 pb. 6)
Amplificacion de Lin28 no se encontré amplificacion especifica contra el fragmento esperado de 410 pb.
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7.6.4. Evaluacién de la expresion HUVEC infectadas con lentivirus Lin 28.

Fotografia 18: Analisis de exprecion de HUVEC infectadas con virus Lin 28. Fotografia del gel de agarosa
al 1.5% tefiida con bromuro de etidio donde se evallo la expresiéon de los genes Oct 4, Sox 2, Nanog y Lin 28 a
partir de RNAtotal de fibroblastos de cordon umbilical humano infectados con el lentivirus de Lin 28 1) Marcador
de pero molecular 100 pb, 2) Fragmento de 153 pb que corresponde a la amplificacion de GAPDH como control
constitutivo. 3). Fragmento de 410 pb correspondiente a la amplificacion del gen Lin 28 mediante
oligonucleodos reportados con anterioridad. 4) Amplificacién de Sox2 no se encontré amplificacion especifica
contra el fragmento esperado de 591 pb. 5) Amplificacién de Nanog no se encontré amplificacion especifica
contra el fragmento esperado de 596 pb. 6) Amplificacién de OCT 4 no se encontré amplificacion especifica
contra el fragmento esperado de 486 pb.

Este experimento nos permiti6 demostrar que no se encontraba ninguna limitacion con
ninguno de los vectores lentivirales al ser infectados en cultivo de HUVEC y con solo 2 ml de
sobrenadante de vector lentiviral eran suficiente para lograr la expresion del gen, a su vez se
evaluo la expresion en forma cualitativa de los genes que son factores de pluripotencialidad
(Oct 4, Sox2, Nanog y Lin28 ) en todos los casos, esto con el fin de tener algin dato que nos
indicara que la expresion de estos genes enddgenos esta siendo activada por la expresion
de alguno de los genes exonenos. No se obtuvo evidencia de esto, por o que proseguimos
a realizar la infeccidén con los 4 vectores lentivirales. Se observo que HUVEC infectadas se
dirigian a un proceso de senescencia y apoptosis con excepcion de la infeccion de OCT 4,
presentaba un retraso en caracteristicas de senescencia celular en comparacion con el
control y los demas cultivos infectados, a pesar de esto no fue posible continuar con la

propagacion de dicho cultivo. Se prosiguié a realizar la infeccion de HUVEC con 4 vectores.
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7.7.Cambios morfolégicos en HUVEC Infectadas con cuatro factores.

Se realiz6 la infeccion con 2 ml de sobrenadante de cada lentivirus y completado con Medio
199 a un volumen de 10 ml, el proceso de infeccion fue de 48 horas. Posteriormente se
realizaron pruebas con diferentes combinaciones de medio, determinamos que el periodo de
7 a 9 dias pos-infeccion el medio DMEM/F12 conservaba mejor viabilidad celular.
Transcurrido este tiempo se observaron cambios de morfologia y HUVEC infectadas fueron
transferidas a medio mTeSR1, donde en el dia 12 post-infecciobn se realizo la extraccion de

RNA (Figura 19) . Se mantuvieron en propagacion hasta el dia 21 para posteriores analisis.

Figura 19. Cronograma del proceso de reprogramacion en HUVEC Protocolo realizado para
transferencia de 4 vectores lentivirales a HUVEC y condiciones que generarian la presencia de
marcadores de ESC. Se muestra los tiempos en que fueron realizados los andlisis de RT-PCR e
inmunofluorescencia, asi como las condiciones de medio utilizadas durante el protocolo.

Durante el proceso de reprogramacion se determinaron tiempos y tipos de medio utilizados
durante la infeccion, con base en lo reportado en bibliografia y principal mediante los
cambios de morfologia observados (Figura 20), los cuales han sido de suma importancia
para realizar dichas determinaciones. Después de observar los cambios de morfologia se
realizaron andlisis de expresion de los genes de interés asi como presencia de marcadores

de pluripotencialidad.
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Fotografia 20: Esquema cambios morfolégicos del
proceso de reprogramacion. Se observa el cambio de
morfologia de células endoteliales a colonias parecidas a
ESC. En el primer dia se presenta una poblacién de HUVEC
en confluencia (Se verificd la presencia del WVF),
transcurrido el dia 7 se presenta un estado de
senescencia , al dia 9 son transferidas a medio mTeSR™1
en una matriz de proteinas derivadas de sarcoma de raton.
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7.7.1.Evaluaciéon de la expresion de HUVEC infectadas con 4 factores

lentivirales.

Se analiz6 la expresién de los genes OCT4, SOX2, NANOG y LIN28 mediante RT-PCR, se
encontré que los cuatro genes se encontraban expresando(Figura 21), esto se realizo en el
dia 12 postinfeccién por lo que esta expresion es exdgena derivada de la infeccién lentiviral.
La presencia de dichos genes muestra que las células se encuentran en el proces6 de

reprogramacion.

Figura 21: Expresion de genes inducidos por vectores lentivirales en HUVEC. Fotografia del gel de
agarosa al 1.5% tefiida con bromuro de etidio donde se evallo la expresion de los genes Oct 4, Sox 2, Nanog y
Lin 28 a partir de RNAtwtal de fibroblastos de cordon umbilical humano infectados con el lentivirus de Oct 4 1)
Marcador de pero molecular 100 pb, 2) Amplificacion de Sox2 se encontré amplificacion especifica contra el
fragmento esperado de 591 pb. 3) Amplificacién de Nanog se encontré6 amplificacién especifica contra el
fragmento esperado de 596 pb. 4) Fragmento de 486 pb correspondiente Oct 4 a la amplificacién mediante
oligonucleotidos Marca R&D System 5) Amplificacion de Lin28 se encontr6 amplificacién especifica contra el
fragmento esperado de 410 pb. 6) Marcador de peso molecular 100pb.

Confirmando la expresion de los genes inducidos, las células fueron cultivadas en
condiciones de ESC. A partir del dia 12 post-infeccion se observo la presencia de las
primeras colonias con morfologia de similar a ESC (Figura 20) las colonias se propagaron
hasta el dia 21 donde se procedid a realizar ensayos de inmunofluorescencia contra

marcadores de ESC.
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7.7.2. Presencia de marcadores de pluripotencialidad en HUVEC Infectadas

Se realizaron ensayos contra marcadores caracteristicos de ESC en HUVEC infectadas con
4 lentivirus y controles negativos en HUVEC sin infectar, se encontré la presencia de OCT4,
NANOG, SSEA-1, SSEA-4, TRA-1-81 (Figura 22) al realizar la infeccion con 4 vectores
lentivirales.
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Figura 22: Células HUVEC 21 dias post-infeccién presentan expresion de marcadores de ESC . Los
nucleos fueron marcados con 4'6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Oct 4, Nanog, SSEA-1, SSEA-4 y
Tra-1-81. Se realizaron los andlisis por separado de cada marcador , asi como controles negativos con HUVEC

en todos los casos. Todas las imagenes presentan un aumento de 20x.
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Los analisis de inmunofluorescencia mostraron la presencia de marcadores (Figura 22) de
ECS. La proteina de Oct 4 se detecto mediante Anti-Human OCT 4 y Alexa 488 Donkey Anti-
Goat IgG, se encontré presente en el nicleo y localiza en el nucleo tefiido con DAPI. En el
control solo se observa DAPI. La proteina NANOG se detectdé mediante Anti-Human NANOG
y Alexa 488 Donkey Anti-Goat IgG, presentando localizacion en el nucleo. Los marcadores de
superficie SSEA-1, SSEA-4 y TRA-1-81 se detectaron mediante sus anticuerpos
correspondientes (Anti-Human SEAA-4 y Alexa 568 Donkey Anti-Mouse 1gG, Anti-Human
SEAA-1 y Alexa 594 Donkey Anti-Mouse 1gG, Anti-Human Tra-1-81 y Alexa 488 Goat Anti-
Mouse 1g) la presencia de los mismos fue detectada en HUVEC 21 dias post-infeccion, se
realizaron controles negativos con HUVEC donde no se observo la presencia de dichos
marcadores. En este punto se determiné la capacidad de HUVEC de expresar marcadores
de ESC, 21 dias post-infeccién. Con la obtencién de este resultado se obtuvo un protocolo
gue permite llevar a HUVEC a la expresién de marcadores de ESC y el inicio del camino de
iPS.
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8.DISCUSION

Con los resultados obtenidos anteriormente sobre cultivos de fibroblastos que son un tipo de
células reportado (Lowry, Richter et al. 2008), hemos observado que tres vectores lentivirales
son capaces generar cambio de morfologia (Figura 9, 10), expresién de los marcadores a nivel
de mensajero (Figura 11) y expresion de algunos marcadores de superficie propios de ESC
como SSEA-4 y SSEA-1(Figura 13, 14)(Park, Zhao et al. 2008) a pesar de ésto no podemos
con confirmar la obtencion de células iPS sino hasta propagar las células en condiciones
(Medio, Matrigel y fibroblastos embrionarios de raton MEF), propagacion como ESC y
verificar su capacidad de diferenciarse en las tres capas embrionarias. Los fibroblastos de
corddon umbilical solo se han tomado como un modelo con el fin de tener una experiencia
propia en el camino de la reprogramacion.

En cultivos HUVEC nos hemos encontrado sin antecedentes previos, por lo que empezar
desde la generacion del cultivo fue indispensable, esto a permito generar un método y saltar
obstaculos que se presentaron durante el desarrollo de la metodologia generada para
evaluar la expresién de los genes inducidos e iniciar la obtencion de iPS.

Los cultivos de HUVEC presentaron cierta limitacidon durante el proceso de reprogramacion:

A) La obtencion de células individuo especifico tiene como limitante la calidad de la muestra,
en tamafo que pueda ser recolectada y la baja capacidad de propagacidn que presenta
este tipo de células, lo cual nos llevé a realizar cultivos a partir de muestras de varios
individuos, lo que presenta una limitante en obtener iPS-individuo especifico, mas no se
descarta que este obstaculo pueda ser superando realizando un estableciendo mas

minucioso de criterios en la recoleccion y tratado de las muestra.

B) Las condiciones que requiere este cultivo para su propagacion, hacen que el cambio de
medio sea un factor muy importante a tener en cuenta durante el paso de infeccion del
cultivo, debido a que como en numerosos articulos se reporta con solo el sobrenadante se
puede lograr la reprogramacion (Nakagawa, Koyanagi et al. 2008) (Yu, Vodyanik et al.
2007; Park, Zhao et al. 2008). En nuestro caso, el volumen requerido provoca que el
medio de infeccién contenga en su gran mayoria DMEM (Medio en el cual se producen la

particulas virales en células 293T), esto afecta las condiciones del cultivo de las células
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HUVEC durante el proceso de infeccion. La expresién de los genes exdégenos
empieza dentro de las 48 horas post-infeccion, las células pueden no estar desarrollando
las condiciones en este tiempo para superar el cambio de medio de la infeccion y como se
ha reportado recientemente mediante el uso de promotores inducibles la expresion de los
genes enddgenos no comienza sino hasta los 10 a 12 dias post infeccion. (Hockemeyer,
Soldner et al. 2008) (Brambrink, Foreman et al. 2008). El considerar complementar la
suspension viral con Medio 199 nos permitié superar este obstaculo. Dentro de la
literatura se ha reportado meétodos para concentrar el vector lentiviral, como la
concentracion por ultracentifugacion el problema que esto genera es la acumulacién de
particulas téxicas para los cultivos de HUVEC, que resulta perjudicial debido a la
sensibilidad del cultivo a cambios de medio(Geraerts, Willems et al. 2006; Tiscornia,
Singer et al. 2006; Kutner, Zhang et al. 2009). Otra estrategia planteada es la precipitacion
mediante PEG 6000 (Punto 6.8 Concentraron de particulas virales PEG 6000) (Tiscornia, Singer et al.
2006) esto logra obtener una alta concentracion de particulas virales que en cuestion es
favorable para evitar el cambio de medio y elaborar un medio de infeccién a partir de
Medio 199, pero no alcanzamos a lograr reprogramacion, lo cual puede ser atribuido a
que durante el proceso de precipitacion se pierda la capacidad inefectiva del virus. La
precipitacion por dicho método resulté ser favorable para comprobar la presencia del

virus en sobrenadante y lograr extraer RNA del concentrado de particulas virales.

C) Con lo mostrado en experimentos anteriores (Figura 20) se mostré que es posible infectar 4
vectores lentivirales en HUVEC en forma individual, debido a que al realizar la extraccion
de RNA a los 9 dias post infeccibn se muestra que pueden ser expresados a nivel de
mensajero obteniendo la amplificacion mediante RT-PCR de las bandas
correspondientes a cada uno de los genes insertados mediante particulas virales. La
expresion corresponde a los tiempos sefalados de expresiéon de genes exdgeno, en este
momento no es posible identificar la variacién entre la expresion de los genes endégenos

y exdégenos, salvo el uso de promotores inducibles (Brambrink, Foreman et al. 2008).
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D) La evaluacion de la expresiéon a nivel de mensajero sobre el cultivo de HUVEC infectados
con 4 particulas virales; se puede estar presentando el caso en el que se encuentren
células que no presenten la insercion de los 4 genes debido a que como se reporta Yu. y
col. es posible obtener colonias iPS que no expresan el gen Lin28, este punto podra ser
analizado con mayor precision realizando la clonacién y propagacion de colonias en forma
individual y comparando la expresion entre las mismas (Yu, Vodyanik et al. 2007). Se
reportd en trabajos posteriores que solo Sox2 y OCT4 son indispensables para la
reprogramacion, tomando en cuenta que utilizan desinhibidores de histonas como el VPA
(Huangfu, Osafune et al. 2008). La expresion de los genes Oct 4, Sox2, Nanog y lin28 nos
mostré la presencia de los primeros marcadores de pluripotencialidad. HUVEC se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia (Oct 4 y Nanog), lo que mostrd la expresion
de no solo marcadores inducidos sino la expresién de marcadores de superficie no
inducidos como SSEA-1, SSEA-4 y Tra-1-81 que son utilizados como marcador de ESC
(Carey, Markoulaki et al. 2009).

E) La presencia de marcadores de superficie no inducidos (SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4,
Tra-1-81) ha sido un punto primordialmente evaluado para comprobar la generacion de
iPS (Lowry, Richter et al. 2008; Nakagawa, Koyanagi et al. 2008; Park, Lerou et al. 2008;
Carey, Markoulaki et al. 2009; Ebert, Yu et al. 2009) (Maherali, Sridharan et al. 2007;
Meissner, Wernig et al. 2007; Okita, Ichisaka et al. 2007; Hockemeyer, Soldner et al. 2008;
Lowry, Richter et al. 2008), asi como de marcadores inducidos (Oct4, Sox2, Nanog) por lo
que se analizaron en células HUVEC reprogramadas a los 21 dias post-infeccion, se
realizé6 la evaluacion de algunos de estos marcadores con el uso de anticuerpos
especificos como lo fueron SSEA-1, SSEA-4, Nanog, Tra-1-81 y Oct4 (Figura 21), se
encontré que estos cultivos son capaces de mostrar la expresiéon de marcadores tanto
inducidos como no inducidos, lo cual da un indicio de que dentro de las poblaciones de
HUVEC reprogramadas tenemos células que fueron infectadas con cuatro genes lo cual

desencadend la expresion de marcadores no inducidos de superficie propios de ES.
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La generacién de iPS a partir de HUVEC es una posibilidad a corto plazo, continuar con
pruebas que den la certeza de afirmar la obtencion de células iPS son indispensables, como
lo son la clonacion y propagacion de colonias, la evaluacion de las mismas a nivel de
mensajero y proteina con todos los marcadores caracteristicos de ESC. La insercion de
HUVEC reprogramadas en ratones inmunodeficientes debera provocar la formacion de
teratomas, los cuales deberan contener células derivadas de las tres capas embrionarios,
(endodermo, mesodermo y ectodermo), lo que probara la presencia de pluripotencialidad en
HUVEC reprogramadas. La idea de generar iPS partiendo de HUVEC individuo especifico
podra presentar una opcion para tratamientos en medicina regenerativa cuando otras fuentes
de células no sean viables, esto aunado a métodos de generacion de células iPs sin el uso
de lentivirus, como el uso de vectores policistronicos (Carey, Markoulaki et al. 2009) y con el
uso de proteinas recombinantes(Zhou, Wu et al. 2009) prometen un futuro prominente en
dicha tecnologia.
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9.CONCLUSION

Las células endoteliales de corddn umbilical humano son un modelo en el
cual es posible la infeccién de 4 vectores lentivirales y son capaces de
generar la expresion de marcadores de ESC.

Es posible |la transferencia de los genes Oct 4, Sox2, Nanog en fibroblastos
de cordén, asi como la expresién de los mismos, los cuales generan la
presencia de marcadores embrionarios SSEA-1, SSEA-4.

Se realizd la reprogramacién en ambos modelos, la expresion de los genes
exdgenos y la expresidon de marcadores de pluripotencialidad aunque no se
puede confirmar la obtencién de iPS, debido a que se requiere de analisis
complementarios.

HUVEC es un modelo individuo especifico con el cual es posible generar iPS
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10. PERSPECTIVAS

Generar una linea celular de iPS HUVEC.

HUVEC podria en un futuro ser una fuente de células individuo especifico,
con el cual se podrian generar terapias de medicina regenerativa.

Realizar andlisis de su capacidad de diferenciacién, la presencia de APF,

propagacién inmortal, formacién de cuerpos embrionarios asi como la

formacion de terratomas nos confirmaran la obtencidon de células iPS
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