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RESUMEN

La mayoria de las lineas de células troncales embrionarias humanas (hESC) han
sido derivadas y mantenidas sobre una capa de fibroblastos embrionarios de ratén
(MEF). Sin embargo, el uso de capas nodrizas de origen no humano tiene varios
inconvenientes como el riesgo de transmitir componentes xénicos al cultivo celular,
lo gue induciria una respuesta inmune una vez que las células fueran trasplantadas;
ergo, representaria una barrera para la futura aplicacion médica de las hESC.
Ademas, el uso de condiciones alternativas como las matrices extracelulares
sintéticas esta relacionado con un mayor riesgo de alteraciones genéticas y
epigenéticas, comprometiendo la pluripotencia de las hESC, por lo que hoy en dia
se ha sugerido que el uso de capas nodrizas humanas es aun el método méas seguro
para la derivacion y el mantenimiento rutinario de las hESC. En este trabajo
demostramos que las células del epitelio amniético humano (hAEC) soportan la
derivacion y el mantenimiento de hESC a partir de embriones de mala calidad,
aunque el mecanismo por el que interaccionan ambos tipos celulares para promover
la pluripotencia se desconoce. Por otra parte, cuando nuestra linea derivada
Amicqui-1 asi como H1 y H9 fueron cultivadas bajo diferentes condiciones (MEF,

medio condicionado MEF [MEF-CM],

hAEC y medio condicionado hAEC [hAEC-CM]) fueron positivas para todos los
marcadores pluripotentes asi como el analisis Epi-Pluri-Score dictamind que todas
las lineas en todas las condiciones eran pluripotentes. Sin embargo, al evaluar

ciertos miRNAs que estan involucrados en la pluripotencia se encontré que los



niveles de miR-200c eran mas altos en las condiciones de hAEC ya sea como capa
nodriza o con su medio condicionado en comparaciéon con MEF o MEF-CM. Esto
sugiere que las hAEC pueden mantener la pluripotencia de las hESC a través de
miR-200c el cual podria ser ademas un indicador de la heterogeneidad en el estado

pluripotente de las hESC al ser cultivadas bajo distintas condiciones de cultivo.



ABSTRACT

Most existing human embryonic stem cells (hESC) lines have been derived and
maintained in mouse embryonic fibroblasts (MEFs). However, the use of non-human
feeder layers had several drawbacks, since they have the potential to transmit xenic-
contaminants to the cell culture and, therefore, induce an immune response upon
transplantation that would present a barrier for future medical application of hESC.
In addition, the use of synthetic extracellular matrices could induce genetic and
epigenetic alterations, compromising the pluripotency of hESC, for this reason
human feeder layers in xeno-free conditions is still the safest method to derive and
maintain hESC. We demonstrated that human Amniotic epithelial cells (hAEC)
support the derivation and maintenance of hESC from poor quality embryos;
however, the mechanisms involved in the interaction between both cell types to
promote the pluripotency still remain unknown. In other hand, when Amicqui-1, H1
and H9 hESC were cultured under different culture conditions (feeder MEF, MEF
conditioned media [MEF-CM], feeder hAEC and hAEC conditioned media [hAEC-
CM]) they expressed all pluripotency markers evaluated and the analysis by Epi-
Pluri-Score (based on DNA methylation at specific genes) classified these lines as
pluripotent in all conditions. However, analysis by qPCR showed that hESC
maintained on feeder-hAEC or Matrigel with hAEC-CM expressed high levels of
microRNAs (e.g. miR-200c) as compared with feeder-MEF or MEF-CM. The above

mentioned evidence suggests that hAEC can maintain the pluripotency of hESC and

Vi



induce change in levels of miR-200c which could be an indicator of differences in

the functional potential of hESC cultured under different conditions.
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INTRODUCCION

Las células troncales embrionarias (ESC, por sus siglas en inglés Embryonic
Stem Cells) se definen de acuerdo a dos caracteristicas principales: la
autorrenovacioén y la pluripotencia. La primera se refiere a la capacidad de una célula
de generar un nuamero indefinido de sucesoras idénticas, mientras que la
pluripotencia se define como la capacidad de diferenciarse hacia cualquier tipo
celular especializado que conforma a un organismo. Ambas propiedades le
confieren una naturaleza Unica a las ESC, lo que las hacen aptas para ser utilizadas
como modelo de estudio en la biologia del desarrollo y la investigacion biomédica,
aportando informacion valiosa para comprender los mecanismos de desarrollo y
diferenciacion, en busqueda de como a partir de una sola célula puede derivarse un
organismo completo. En la Ultima década dicha investigacion ha incluido nuevos
enfoques para la elucidacion de la fisiopatologia de enfermedades; lo que ofrece
promesas para el descubrimiento de nuevas drogas y la produccion de terapias de
reemplazo celular para una plétora de enfermedades genéticas y degenerativas,
gue actualmente son intratables.

Sin embargo, a pesar de la existencia de lineas ESC de origen humano
(hESC, human ESC), la mayoria de los avances se han realizado con lineas
murinas. Ademas, de que se han reportado diferencias considerables entre éstas y
las humanas. Por ejemplo: el requerimiento de los factores de crecimiento y las vias
de sefializacién intracelular para mantenerlas en estado pluripotente, asi como los
marcadores de superficie celular, los cuales son especificos para cada especie (Wei
et al., 2005). A razdén de estas disparidades interespecie, los datos de investigacion
que se han acumulado acerca de las propiedades de las ESC de raton (mESC,
mouse ESC) no deberian ser extrapolados para la caracterizacién de las lineas
humanas, asi que es necesario ampliar el conocimiento acerca de la naturaleza
Unica de las hESC y de los otros tipos de células pluripotentes humanas (hPSC, por

sus siglas en inglés human pluripotent stem cells)



ANTECEDENTES

¢, Qué son las células troncales?

De acuerdo a la Sociedad Internacional para la Investigacion de Células
Troncales (ISSCR, por sus siglas en inglés International Society for Stem Cell
Research), las células troncales se definen de acuerdo a dos caracteristicas
fundamentales que las distinguen de cualquier otro tipo celular: una alta
autorrenovacion (facultad para dividirse y generar mas células troncales idénticas a
la antecesora) y por la capacidad de diferenciacion ya sea hacia uno o mas tipos
celulares que tendran una funcién especializada en el organismo. Grosso modo se
pueden clasificar a las células troncales con base en su potencial de diferenciacion
a lo largo del desarrollo: Totipotentes (del latin totus, “entero”), pluripotentes (del
latin pluris, “mas”), multipotentes (del latin multus, “muchos”) y unipotentes (del latin
unus, “uno”) (Figura 1).

La totipotencia se refiere a la capacidad de generar todos los linajes de un
organismo completo incluyendo los tejidos extraembrionarios. En mamiferos
anicamente el cigoto y las blastémeras de las dos primeras segmentaciones poseen
dicho potencial. Las ESC son derivadas del embrion preimplantacion y tienen un
potencial pluripotente, el cual se refiere a la capacidad de formar todos los tipos
celulares especializados que conforman un organismo a excepcion de los tejidos
extraembrionarios. Las células multipotentes se localizan en tejidos fetales y
postnatales y su potencial es mas limitado, ya que dan origen a tipos celulares de
un linaje determinado. Ejemplo de ello son las células troncales neurales del sistema
nervioso central (Jaenisch and Young, 2008). Finalmente, las células unipotentes
son competentes para diferenciarse en Unicamente un tipo celular, como el caso de

las células troncales del epitelio intestinal (Slack, 2000).
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Figura 1. Células troncales embrionarias (ESC) y células troncales adultas (ASC). En las
primeras etapas del desarrollo embrionario previo a la implantacion, la masa celular interna (ICM)
del blastocisto tiene un potencial pluripotente, ya que puede de dar origen a todos los tipos celulares
de los tres linajes embrionarios (ectodermo, mesodermo y endodermo) que conforman un organismo.
A partir de la ICM es posible derivar ESC las cuales se caracterizan por ser autorrenovables y
mantener el potencial pluripotente, capaces de responder a sefiales especificas para diferenciarse a
todos o alguno de los tres linajes y de esta forma, recapitular el desarrollo embrionario. En tanto que
las ASC residen en sitios especificos (nichos) de los tejidos fetales y postnatales a la espera de
sefiales determinadas para diferenciarse, de esta manera cumplen una funcién importante en el
organismo como lo es el reemplazo celular. Sin embargo, su autorrenovacion es menor comparado
conlas ESC, asi como su potencial de diferenciacion es multipotente al limitarse Gnicamente al linaje
celular de donde se localiza su nicho. Por ejemplo, las células troncales neurales del sistema

nervioso central pueden diferenciarse solamente a neuronas, oligodendrocitos y astrocitos.
Modificado de Shevde, 2012.



El origen de la pluripotencia durante el desarrollo celular

Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario en mamiferos, la
fecundacion del ovocito por el espermatozoide genera una célula con potencial
totipotente, el cigoto, el cual mediante una secuencia especifica espacial y temporal
daré origen a un organismo completo y fértil (Condic, 2014). De esta manera, se
presenta desde la etapa de una sola célula en el dia 0.5 postfertilizacion (E0.5) hasta
el cigoto de 8 células (E2.5) en el ratdn; mientras que en el humano, el cigoto sigue
siendo totipotente hasta la etapa de 4 células (E2.0) (De Paepe et al., 2014, Van de
Velde et al., 2008). Conforme avanza el desarrollo, las blastébmeras al compactarse
para formar el blastocisto preimplantacion pierden este potencial, ya que ocurre la
primera especificacion de linaje: las células ubicadas hacia el exterior formaran el
trofoectodermo (TE) (estructura que dard origen a las estructuras
extraembrionarias), mientras que las que poseen un mayor contacto entre ellas
conformaran la masa celular interna (ICM, por sus siglas en inglés Inner Cell Mass),
las cuales tienen un potencial pluripotente (Posfai et al., 2014) (Figura 1).

La pluripotencia se define como la capacidad de una célula para diferenciarse
en todos los tejidos derivados de los tres linajes embrionarios que conforman un
organismo (mesodermo, endodermo y ectodermo) a excepcion de las estructuras
extraembrionarias (Condic, 2014). A esta habilidad intrinseca de las células de la
morula compacta (E3.0) y de la masa celular interna del blastocisto preimplantaciéon
(E3.5-4.0) durante el desarrollo del ratén, se le denomina pluripotencia naive. Una
vez que se implanta el blastocisto (E4.5-5.25) la ICM se segregara en dos linajes
distintos: el hipoblasto que formara el endodermo primitivo y el epiblasto (ectodermo
primitivo), el cual ain conserva la propiedad pluripotente aunque en esta ventana
de tiempo se le designa pluripotencia primed (Figura 2). A partir del dia E6.0 hasta
el E8.5, durante la etapa de la gastrulacion, el epiblasto postimplantacién murino
pierde su potencial para diferenciarse en los tres linajes embrionarios (Boroviak and
Nichols, 2014, Boroviak et al., 2014).

A pesar de lo efimero de la pluripotencia durante el desarrollo en mamiferos,
dicho estado puede ser capturado en condiciones in vitro, al cultivar cigotos en

segmentacion o la ICM en condiciones especificas, dando como resultado la
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derivacion de lineas de ESC. Estas células no sélo retienen la capacidad
pluripotente, sino que, a diferencia del embrion y en condiciones especificas,
pueden mantenerse en un estado de proliferacion indefinido, generando un niamero
ilimitado de células sucesoras idénticas (Martello and Smith, 2014, Hackett and
Surani, 2014).

Actualmente, se encuentran registradas 378 lineas hESC en el National
Institute of Health (https://grants.nih.gov/grants/oer.htm) asi como 701 lineas en el
Human Pluripotent Stem Cell Registry (https://hpscreg.eu/), lo que demuestra el
gran interés que existe a nivel internacional por derivar, mantener y utilizar ESC de
origen humano en la investigacion basica, repercutiendo en su probable uso en la

medicina regenerativa a futuro.

Totipotencia Pluripotencia naive Pluripatencia primed
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Figura 2. Resumen del potencial de diferenciacion embrionario del ratén en relacién a la
ventana de tiempo desde el cigoto hasta a la postimplantacion. Las etapas de segmentacion se
indican por la linea punteada y corresponden al periodo de potencial totipotente (azul). La
pluripotencia naive (amarillo) se establece en la etapa del blastocito previa a la preimplantacion y
finalmente la pluripotencia primed (rojo) es una propiedad del epiblasto ya implantado. Modificado
de Boroviak & Nichols, 2014.



Origen historico de las células troncales embrionarias: de monstruos a maravillas

El conocimiento que se tiene acerca de la naturaleza de las ESC ha sido
posible por el descubrimiento y la investigacion en torno a los teratocarcinomas (TC)
y las células del carcinoma embrionario a partir de 1950. Los teratomas y los TC
son tumores (benignos o malignos, respectivamente) encapsulados que se originan
usualmente en las gdénadas, aunque en ocasiones pueden crecer en sitios
extragonadales. La palabra teratos proviene del griego y significa “monstruo”, en
referencia a que estas neoplasias estan conformadas por derivados de las tres
capas embrionarias, desde dientes, trozos de hueso, piel, cabello, entre otros; por
lo que para la biologia del desarrollo y la embriologia el fendmeno de los TC y
teratomas siempre ha sido un tema intrigante. Sin embargo, por muchos afos su
estudio se limitdé unicamente al reporte de casos descriptivos en humanos, debido
a que en modelos animales era extremadamente rara su aparicion, lo que dificultaba
su analisis de forma experimental (Solter, 2006).

En la década de los 50s del siglo XX, Leroy Stevens se percatdé que los
ratones de la cepa 129, a diferencia de otras, desarrollaban una mayor incidencia
de estos tumores gonadales (1%), lo que marcé no sélo el inicio del trabajo
experimental para dilucidar la biologia de los teratomas y TC, sino que también del
campo de las células troncales pluripotentes (Stevens and Little, 1954). Trabajos
pioneros demostraron que al trasplantar las gonadas primordiales provenientes de
un embrién de linaje 129 a testiculos de ratones adultos podian originar teratomas,
estos resultados llevaron a la hipétesis de que tanto los teratomas como los TC
pueden derivarse de las células germinales primordiales del embrién en desarrollo
(Stevens, 1964, Stevens, 1967).

Ese mismo afio, Kleinsmith & Pierce realizaron una serie de experimentos
cruciales al inyectar intraperitonealmente una sola célula que provenia de los TC y
observaron la formacion de nuevos TC en el sitio de inyeccion. De esta forma, se
demostré que los TC poseen un tipo celular Unico de naturaleza troncal que no
solamente podia proliferar de forma indefinida, sino que ademés conservaba su
capacidad de diferenciarse hacia multiples linajes, es decir, con un potencial

pluripotente (Kleinsmith and Pierce, 1964).



Estos hallazgos sugerian que las células troncales de los TC, tenian
peculiaridades similares a las células embrionarias de etapas tempranas del
desarrollo. Tomando en cuenta estos antecedentes, Stevens realizé otra serie de
experimentos, pero en lugar de injertar gébnadas primordiales trasplant6 el embrién
completo, observd el mismo fenomeno de aparicion de tumores en las gonadas
adultas del receptor. La obtencién de TC directamente a partir de embriones lo llevé
a afirmar que «las células embrionarias indiferenciadas pueden retener su
capacidad de proliferacion de forma indefinida para dar lugar a la producciéon de
teratocarcinomas» (Stevens, 1970).

Una vez que se confirmo la naturaleza embrionaria de los TC, el siguiente
progreso fue establecer lineas celulares in vitro a partir de ellos, dado que el cultivo
celular ofrecia las ventajas de ser un sistema experimental mas manejable y
manipulable y con ello estudiar a las células indiferenciadas responsables de la
formacién de los tumores. Los grupos de investigacion de Sato y Ephrussi lograron
aislar estas células, las cuales fueron denominadas como células del carcinoma
embrionario (ECC, por sus siglas en inglés Embryonal Carcinoma Cells) (Rosenthal
et al., 1970, Kahan and Ephrussi, 1970). Estas lineas podian ser propagadas a partir
de una sola célula para dar origen a toda una poblacion celular indiferenciada
(ensayo clonal), lo que demostraba su capacidad de proliferacién. Por otra parte,
estas poblaciones clonales podian ser inyectadas a animales y ser capaces de
formar TC, recapitulando el proceso de diferenciacién hacia diversos tejidos al igual
que los experimentos previos de Stevens, solo que esta vez el proceso era de in
vitro a in vivo.

La generacion de lineas ECC demostro que era posible mantener in vitro a
una poblacion celular responsable de la formacién de los TC, la cual conserva sus
propiedades de proliferacién y pluripotencia, no obstante eran de naturaleza
maligna. Asimismo, los investigadores se percataron que ambas propiedades iban
declinando conforme aumentaba el nimero de pases in vitro; aunque los tumores
primarios de los cuales se habian derivado originalmente las lineas, no presentaban
alteraciones en su nivel de proliferacion in vivo cuando eran trasplantados de un

hospedero a uno nuevo para originar nuevos tumores. Esto datos sugerian que no



se habia logrado obtenido las condiciones fetén de cultivo para el mantenimiento de
las ECC (Evans, 2011). Por este motivo, Martin & Evans escudrifiaron establecer
lineas ECC capaces de proliferar y diferenciarse por un extenso periodo de pasajes
continuos, para ello su estrategia fue utilizar una capa nodriza de fibroblastos
embrionarios irradiados de pollo para ser cocultivada con las ECC. Si bien en la
actualidad se ha descontinuado el uso de fibroblastos de pollo al cultivo, estos
ensayos demostraron que las ECC necesitaban de la interaccién con otro tipo
celular que le diera soporte para lograr una mayor supervivencia en cultivo (Evans,
1972, Martin and Evans, 1974).

En los siguientes afos, se llevaron a cabo diversos experimentos que
demostraron que las ECC poseian un fenotipo muy similar a las células germinales
primordiales y a la poblacién de la ICM del blastocisto, como la presencia de los
mismos antigenos de superficie, ademas que los agregados de ECC en suspension
formaban estructuras con cavidad que fueron denominadas cuerpos embrionarios
a causa de su semejanza con los embriones de etapa temprana (Adamson et al.,
1977, Martin and Evans, 1975).

Por otra parte, en la misma época que Stevens y otros investigadores
estaban revelando la troncalidad de los TC, se hicieron importantes avances para
conocer sobre los procesos de destino celular y restriccion de linajes durante el
desarrollo temprano del ratén. A inicios de la década de 1970, se llevo a cabo una
serie de elegantes experimentos, los cuales consistieron en la formacion artificial de
quimeras (del griego chimaira que significa animal fabuloso; en biologia del
desarrollo, se define como un individuo conformado por dos o mas poblaciones
celulares con carga genética distinta) manifestando que la poblacion de células de
la ICM del blastocisto tenia el potencial de formar un organismo completo. Richard
Gardner, quien fue mentor de Evans, inyecté de una a cinco células aisladas de la
ICM de un raton donador de la cepa CBA/T6 a blastocistos de una cepa albina.
Subsecuente, transfirio los blastocistos al Utero de una ratona subrogada, la cual
tuvo una descendencia de animales albinos empero con pigmentacion ocular, asi
como en la epidermis y en el pelaje, lo que demostro palmariamente que las células

de la ICM tenian una capacidad pluripotente (Gardner, 1968).



En la actualidad, el ensayo de formacién de quimeras se considera la prueba mas
estricta para demostrar la capacidad pluripotente de las células candidatas, puesto
que deben contribuir tanto a los linajes somaticos y a la linea germinal para formar
un organismo viable que sea capaz de reproducirse (Bradley et al., 1984).

Brinster fue el primero en reportar que era posible obtener quimeras al
transferir ECC a blastocistos de ratdon, demostrando que las células del TC podian
comportarse como células embrionarias (y por ende, ser pluripotentes) (Brinster,
1974). Sin embargo, la mayoria de las lineas tenian una contribucion baja a las
quimeras, ademas de que su transmision a la linea germinal era muy esporadica.
Aunado a esto, un numero significativo de los animales hibridos desarrollan
tumores, atribuido a las mutaciones y cariotipos anormales del TC de donde se
derivaron originalmente las ECC (Papaioannou et al., 1975, Mintz and Illlmensee,
1975).

No obstante, estos antecedentes fueron la base para que Evans sugiriera
qgue las células del TC tienen su origen de células normales y que ademas era
posible obtener in vitro células pluripotentes directamente del embrién (Evans,
1981).

Para resolver este desafio, Martin y Evans, de forma independiente,
cultivaron blastocistos intactos de raton sobre fibroblastos embrionarios de la misma
especie (MEF, por sus siglas en inglés Mouse Embryonic Fibroblasts). A los pocos
dias observaron que las células de la ICM comenzaron a formar colonias pequefias
y compactas compuestas de células con el nlicleo prominente y poco citoplasma.
Estas células, al igual que las ECC, podian ser cultivadas sobre nuevas capas
nodrizas para continuar proliferando, formaban cuerpos embrionarios en estado de
suspension y al ser inyectadas en ratones adultos podian formar teratomas; pero a
diferencia de las ECC, estas nuevas lineas poseian un cariotipo normal. Aunque
hubo algunas diferencias en la metodologia para derivarlas, la utilizacién de una
capa alimentadora fue fundamental para el establecimiento de estas lineas
pluripotentes derivadas del embrion, a las cuales se les denominé células troncales
embrionarias de raton (MESC) (Evans and Kaufman, 1981, Martin, 1981).



Tuvieron que pasar casi quince afios para que Thomson y colaboradores
generaran las primeras lineas ESC de primates (Macaca mulatta y Callithrix
jacchus) utilizando una metodologia muy similar para derivar a las mESC (Thomson
et al., 1995, Thomson et al., 1996). Después de casi 50 afios de investigacion en
torno a la pluripotencia, las lineas de primates fueron el antecedente directo para la
posterior derivacion de ESC de origen humano (hESC) por el mismo grupo de
Thomson, utilizando embriones supernumerarios congelados y donados previo
consentimiento informado por parte de parejas en tratamiento por el servicio de
reproduccion asistida (Thomson et al., 1998). Las hESC al igual que todas las
demas lineas pluripotentes mencionadas fueron caracterizadas mediante una serie
de pruebas para demostrar su potencial pluripotente, de las cuales se hablara a
continuacion.
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Caracterizaciéon ad hoc para la determinacion de la pluripotencia in vitro

Una vez que se deriva y mantiene una presunta linea pluripotente, es necesario
realizar una serie de pruebas para confirmar su identidad. Estas consisten en la
evaluacion de su morfologia, la presencia de marcadores especificos, el perfil de
expresion génica, la capacidad de diferenciacion in vitro, la formacion de teratomas
y quimeras (Cahan and Daley, 2013, Marti et al., 2013) .

1. Morfologia: las colonias de las mESC al mantenerse en un estado
indiferenciado tienen forma de domo, con células estrechamente compactas
de forma que una sola no se puede discernir cuando se observa en baja
amplificacion. En contraste, las hESC crecen formando colonias mucho mas
planas, con una morfologia de células en forma de pavimento (pavet,
cobblestone). Sin embargo, esta reportado que las colonias pueden
presentar dicha morfologia y a la vez diferenciandose cuando hay una
disminucion en la expresion de genes relacionados con la pluripotencia, por
lo cual la evaluacion de la morfologia no es un indicativo suficiente (Cahan
and Daley, 2013).

2. Expresion de fosfatasa alcalina (FA) de tejido inespecifica: la deteccion de
colonias positivas a FA se utiliza como un indicador sensible y riguroso del
estado indiferenciado, ya que durante los procesos de diferenciacion la falta
de expresion de la enzima se antecede a la de otros antigenos de superficie
e incluso de factores de transcripcion relacionados con la pluripotencia. No
obstante, se desconoce cudl es su funcion en las células pluripotentes
(O'Connor et al., 2008).

3. Deteccidn de antigenos de superficie relacionados con la pluripotencia: los
antigenos de superficie celular de tipo proteoglicanos o esfingolipidos
originalmente identificados en las ECC se siguen utilizando como
marcadores extracelulares de la pluripotencia, los cuales son especificos
para cada especie. Por ejemplo, SSEA-1 (por sus siglas en inglés Stage
Specific Embryonic Antigen 1) es exclusivo de mESC, mientras que SSEA-3,
SSEA-4 y TRA1-60 (por sus siglas en inglés Tumor Rejection Antigen 1-60)
son especificos de las hESC (Marti et al., 2013).
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4. Presencia de factores de transcripcion relacionados con la pluripotencia: Esta
ampliamente documentado que el mantenimiento de la pluripotencia o el
inicio de la diferenciacion depende de un equilibro altamente regulado entre
los factores de transcripcion (FT) POUSF1 (alias OCT4), SOX2 y NANOG,
usualmente denominados como la triada o el “core” de pluripotencia. Mas
adelante se hard una descripcion del papel de cada uno de estos factores
para regular la pluripotencia murina y humana.

5. Ensayos de diferenciacion: Después de detectar los marcadores de
pluripotencia, el siguiente paso en la caracterizacion es demostrar que las
ESC asi como otros tipos celulares pluripotentes pueden diferenciarse para
formar tejidos derivados de las tres capas primordiales del embrion
(ectodermo, mesodermo y endodermo). Esto puede ser a través de pruebas
de diferenciacion in vitro o in vivo.

a. Diferenciacion in vitro: Las colonias de células pluripotentes son
cultivadas en suspension de tal forma que se organizardn en
estructuras denominadas cuerpos embrionarios (EB, por sus siglas en
inglés embryoid bodies). Estos agregados pueden ser analizados in
toto para buscar mediante la técnica de inmunoflourescencia
marcadores de diferenciacion celular. De forma alternativa, los EB
pueden ser transferidos a superficies adherentes y cultivados por
varios dias para la posterior deteccién de marcadores especificos de
derivados diferenciados de cada una de las tres capas embrionarias
(Marti et al., 2013).

b. Diferenciacion in vivo: Teniendo como antecedente directo los
experimentos de induccién de TC en ratones hospederos utilizando
células aisladas de ECC (descritos en el capitulo previo). Los ensayos
consisten en inyectar células en ratones inmunodeficientes (SCID, por
sus siglas en inglés Severe Combined Immunodeficient). Si son
pluripotentes van a formar un teratoma encapsulado en el sitio de
inyeccion que contendra multiples tejidos diferenciados de las tres

capas embrionarias. Se han descrito diferentes metodologias para
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generar teratomas, con diferencias en las condiciones de cultivo,
cantidad de células inyectadas y la region de inyeccion (intratesticular,
capsula renal, intramuscular e intraperitoneal), de manera que hasta
la fecha no hay un consenso para llevar a cabo de forma rutinaria un
protocolo de induccion de teratomas. A pesar de que se considera la
prueba mas rigurosa para evaluar la pluripotencia en células
humanas, en los Ultimos afos ha sido criticada por motivos éticos en
cuanto al uso de animales, asi que se han estado buscando métodos
alternativos para caracterizar lineas pluripotentes humanas (Buta et
al., 2013).

6. Formacion de quimeras. Se considera como el estandar de oro para
determinar la pluripotencia. Descrita en el capitulo anterior, se realiza al
inyectas células a blastocistos hospederos que son implantados en ratonas
subrogadas, si son células pluripotentes deben de contribuir a todos los
linajes del embrién, incluyendo a la linea germinal. Sin embargo, por razones
éticas y de acuerdo a los lineamientos de la ISSCR esta prueba no puede
llevarse a cabo con células humanas, dado el potencial de que podrian
contribuir a la linea germinal del hospedero no humano, por tanto la
formacion de quimeras viables no es un ensayo disponible para evaluar la
capacidad de la pluripotencia en el Homo sapiens. A pesar de esta limitante,
en los ultimos afios se ha reportado que las células humanas pueden ser
retadas en el ensayo de formacion de quimeras interespecies, siempre y
cuando se destinen en embriones no viables (a los que se les removi6 las
estructuras extraembrionarias) cultivados in toto (Mascetti and Pedersen,
2016, Wu et al., 2015, Gafni et al., 2013).

7. Métodos bioinformaticos:

a. PluriTest: Como una alternativa al ensayo de quimeras, el laboratorio
de Loring desarroll6 una herramienta alternativa llamada PluriTest, la
cual es capaz de definir “el estado pluripotente humano” mediante un
analisis bioinformatico basado en la comparaciéon de los perfiles

completos de expresion génica de diferentes lineas pluripotentes. Los
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datos obtenidos a partir de un microarreglo de una muestra
‘potencialmente  pluripotente” son subidos a la péagina

http://pluritest.org/ y comparados con los metadatos previamente

almacenados de diferentes lineas. Sin embargo, una de sus
desventajas es el uso exclusivo de la plataforma Illlumina, de manera
gue es una herramienta de relativo alto costo dado el uso de un
microarreglo por muestra (Muller et al., 2011).

. Epi-Pluri-Score: Como una alternativa al PluriTest, Lenz vy
colaboradores concibieron el uso de biomarcadores epigenéticos para
discernir entre células pluripotentes y somaticas, basado en el estado
de metilacién del DNA (meDNA) de Unicamente tres sitios CpG. El
analisis dictamina que una muestra debe presentar niveles altos de
meDNA en los genes Cl4orfl15 y ANKRD46 en combinacion con
niveles bajos de meDNA de POUS5F1 para ser clasificada como
pluripotente. Para la validacion del analisis, Lenz y colaboradores
compararon las bases de datos del perfi de meDNA de 264 muestras
de lineas pluripotentes con 1951 muestras de lineas somaéaticas,
obteniendo una sensibilidad del 98.9% y una especificidad del 99.9%.
Si bien el Epi-Pluri-Score no provee informacién acerca del potencial
de diferenciacion, esta herramienta se ha sugerido como un
biomarcador sencillo, confiable y robusto para determinar si una linea

es pluripotente (Lenz et al., 2015).

14


http://pluritest.org/

La familia de las células troncales pluripotentes

Ademas de las ESC y las ECC, existen otros tipos de células pluripotentes

que fueron derivadas en la década de los 90 y a principios del siglo XXI.

Células germinales embrionarias

Las células germinales embrionarias (EGC, por sus siglas en inglés
Embryonic Germinal Cells) del raton (mEGC) y del humano (hEGC) debido a su
morfologia, la expresion de antigenos de superficie y su capacidad de formar
teratomas son analogas a las ESC (Shamblott et al., 1998, Matsui et al., 1992). Esta
semejanza se atribuye, a pesar de no ser originadas en la ICM, a que son derivadas
de las células germinales primordiales (PGC, por sus siglas en inglés Primordial
Germinal Cells), las cuales emergen durante las primeras etapas del desarrollo
embrionario (Ohinata et al., 2009, Sasaki et al., 2016). Sin embargo, en comparacion
con las ESC y las ECC, la capacidad de proliferacién de las EGC es finita, ademas
que para el caso de las mEGC cuando son usadas para el ensayo de quimeras,
algunos de los productos presentaron anormalidades como retraso en el
crecimiento y defectos esqueléticos en las costillas y en la columna vertebral
(Labosky et al., 1994).

Células troncales del epiblasto

Ademas de las mESC, existen otro tipo de células troncales derivadas
directamente del embridn, las células troncales del epiblasto (EpiSC, por sus siglas
en inglés Epiblast-derived Stem Cells) que son aisladas de blastocistos tardios post-
implantados, cuando la ICM se ha especificado a epiblasto e hipoblasto. Estas
células se caracterizan por expresar bajos niveles de los factores de pluripotencia
en comparacion con las mESC y exteriorizar marcadores especificos del epiblasto
como FGF5 (por sus siglas en inglés Fibroblastic Growth Factor 5). Pueden formar
teratomas, pero su contribucion a la formacion de quimeras es minima en contraste

con las mESC (Tesar et al., 2007, Brons et al., 2007). Ipso facto, el descubrimiento
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de estas células hizo concebir la idea de que la pluripotencia no consiste en
Gnicamente una fase estatica y relativamente efimera previo a la implantacién del
embrion, sino que podria existir un spectrum completo de la pluripotencia, del cual

hablaremos mas adelante.

Células troncales pluripotente inducidas

Durante la mayor parte del siglo XXI, el dogma que prevalecié acerca de la
diferenciacion celular es que era un proceso unidireccional, en el que las células
embrionarias eran incapaces de retornar a un estado inmaduro (pluripotente) una
vez que se diferenciaban para adquirir funciones de una célula somatica. Sin
embargo, en 1962 John. B. Gurdon demostré que el nlucleo de una célula epitelial
del intestino de rana podia ser introducido en un ovocito anucleado para dar lugar a
un embrion y formar un organismo totalmente funcional. Esta técnica denominada
“Transferencia nuclear de célula somatica” (SCNT, por sus siglas en inglés Somatic
Cell Nuclear Transfer) le sirvio a Gurdon para descifrar los enigmas de la
reprogramacion celular, es decir, de cédmo una célula especializada puede
dediferenciarse hacia un estado mas primigenio. De esta forma, concluy6 que el
nacleo de una célula somética tenia el potencial de revertirse para ser pluripotente
(Gurdon, 1962).

Pasaron décadas sin que se comprobara de forma experimental la
conversion de una célula somatica en una pluripotente, hasta que a inicios del siglo
XXI los trabajos de Shinya Yamanaka demostraron que era posible la
reprogramacion. Para ello, seleccion6 24 genes que expresaban factores de
transcripcién, con base en la hipétesis de que cada uno de estos factores tenia un
papel esencial en el mantenimiento de la pluripotencia. Cuando Yamanaka introdujo
los 24 genes candidatos en fibroblastos de raton, identific6 que la combinacion de
Oct4, Sox2, Klf4 y cMYC (OSKM) era suficiente para convertir fibroblastos
embrionarios o0 de adulto en células pluripotentes. Dichas células fueron
denominadas células troncales pluripotentes inducidas (iPSC, por sus siglas en
inglés induced Pluripotent Stem Cells,), las cuales presentaban morfologia y

propiedades de las ESC, asi como la expresion enddgena de los marcadores de
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pluripotencia Oct4, Sox2 y Nanog. El trasplante de las iPSC en ratones
inmunosuprimidos resulté en formacion de teratomas, ademas de que las células
fueron capaces de formar quimeras después de ser inyectadas en blastdbmeras de
raton (Takahashi and Yamanaka, 2006). Paralelamente, el grupo de Thomson
reportd la reprogramacion de fibroblastos humanos para obtener iPSC humanas
(hiPSC), utilizando en este caso los factores OCT4, SOX2, NANOG y LIN28 (Yu et
al., 2007). De como los factores de transcripcion sostienen la pluripotencia se
discutird mas adelante.

Aunqgue las ESC y las iPSC poseen practicamente las mismas propiedades
pluripotentes, los estudios de caracterizacion reportan que las segundas presentan
alteraciones genéticas y epigenéticas, v.gr. regiones diferenciales de metilacion del
DNA (Koyanagi-Aoi et al., 2013), cambios en la variacion del nimero de copias
(Hussein et al., 2011), ademas de la expresion irregular de genes de impronta
(genes que son expresados especificamente de acuerdo a su origen parental) (Pick
et al., 2009). Se ha sugerido que estas disparidades podrian ser consecuencia del
proceso de reprogramacion o de la “retencion” de la memoria epigenética de la
célula somética donadora. Asimismo, algunos estudios que se han enfocado en la
obtencién de tejidos derivados a partir de iPSC, desde neuronas, cardiomiocitos,
células endoteliales y hematopoyéticas, entre otros, reportan que la obtencion
puede ser ineficiente o variable en estas lineas cuando se comparan con las ESC,
ademas de presentar alteraciones celulares (mutaciones, muerte celular,
senescencia) que podrian afectar su funcionalidad y su probable uso en la clinica
(Hu et al., 2010, Feng et al., 2010, Zhang et al., 2009).
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Células troncales embrionarias obtenidas por transferencia nuclear

Los experimentos de Gurdon y la obtencion de iPSC llevaron a proponer la
existencia de rutas alternativas para obtener células que fueran de naturaleza
idéntica a las ESC, pero utilizando como fuente de derivacién embriones clonados
por SCNT. En esta técnica, el nucleo de una célula somética es insertado en un
ovocito anucleado, el cual es activado mediante un estimulo eléctrico o quimico para
iniciar la embriogénesis, en donde el ndcleo donador es reprogramado por los
factores citoplasmaticos del ovocito para convertirse en el nacleo de un cigoto. El
embrién continuara con su desarrollo in vitro hasta formar un blastocisto, que es de
donde se obtiene la ICM para derivar las ESC, en este caso denominadas SCNT-
ESC (Trounson and DeWitt, 2013).

Aunque en el 2001 se crearon las SCNT-mESC que satisfacian con los
estandares mas rigurosos para probar su potencial (incluyendo formacién de
guimeras con transmision a la linea germinal) (Wakayama et al., 2001), tuvo que
pasar mas de una década para que el grupo de Mitalipov consiguiera las primeras
lineas humanas mediante SCNT (SCNT-hESC) utilizando nucleos donadores de
fibroblastos fetales (Tachibana et al., 2013). En trabajos posteriores, el mismo
laboratorio report6 que era posible utilizar los nucleos somaticos de tejidos
provenientes de adultos mayores de 35 y 75 afos, incluyendo una paciente con
diabetes tipo | (Yamada et al., 2014, Chung et al., 2014). Debido a la naturaleza de
estos resultados, reavivo el interés por clonar células humanas mediante SCNT con
fines terapéuticos, ya que la generacion de ESC “personalizadas” a partir de células
somaticas de un paciente podrian servir como modelo de estudio de los
mecanismos de enfermedades y en Ultima instancia para su posible uso en la
terapia celular (Yang et al., 2007). Un ejemplo de probable intervencion terapéutica,
es el reemplazo de mitocondrias durante la derivacion de las lineas SCNT-hESC
para el tratamiento de enfermedades causadas por mutaciones en el DNA
mitocondrial (Ma et al., 2015).

Se ha propuesto que este proceso es mas efectivo que el método para

generar iPSC, puesto que el nicleo de una célula somética estaria bajo un “reseteo
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genético y epigenético” por factores citoplasmaticos del ovocito (los cuales se
desconocen), recapitulando la misma secuencia del desarrollo de un embrion
fertilizado in vivo. De hecho, en un estudio donde se comparo el transcriptoma vy el
patrén de metilacion del DNA de las hESC, hiPSC y SCNT-hESC, se reporté que
los perfiles de las SCNT-hESC fueron mas similares al de las hESC, mientras que
las hiPSC presentaban patrones de metilaciéon aberrantes, concluyendo que las
SCNT-hESC son mas parecidas alas hESC que las hiPSC, aunque Unicamente en
Su caracterizacion epigenética (Ma et al., 2014a).

Sin embargo, dado que ambos procesos de reprogramacion per se
ocasionan que las lineas tengan una estabilidad genética relativa y residuos de
memoria epigenética somatica, se ha enfatizado que las hiPSC y las SCNT-hESC
aun no pueden compararse con las hESC (derivadas mediante métodos
tradicionales) en cuanto a poseer la misma capacidad pluripotente, debido a lo cual
éstas aun son consideradas el estandar de oro para el estudio de la pluripotencia

humana (Trounson et al., 2013).
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El Atlas de la pluripotencia: las vias de sefializacién descritas en las mMESC y hESC

Para que las células pluripotentes conserven su identidad, deben responder

a distintos factores extracelulares que activen sus respectivas vias de sefializacion
intracelular, dando como resultado la expresion de genes involucrados en la
pluripotencia, promover la autorrenovacion y el bloqueo de vias que induzcan la
diferenciacion. En el raton, el factor inhibidor de la leucemia (LIF, por sus siglas en
inglés Leukemia inhibitory factor) es la molécula extrinseca que estimula la
proliferacion de las mESC por excelencia, miembro de la familia de citosinas de la
interleucina 6, cuyos efectos son mediados a través de un complejo heterodimero
compuesto por el receptor de LIF y la proteina gp130 (Williams et al., 1988).
La unién de LIF a sus ligandos conduce a la activacion de tres vias: 1) JAK (por sus
siglas en inglés Janus associated tyrosine kinase)/STAT3 (por sus siglas en inglés
Signal Transducer and Activator of Transcription 3), 2) PI3K (por sus siglas en inglés
phosphatidylinositol 3-OH kinase)-Akt y 3) MAPK/ERK (por sus siglas en inglés
Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular signal-Regulated Kinase) (Dejosez
and Zwaka, 2012). En mESC la via de JAK/STAT3 es activada exclusivamente por
LIF y la fosforilacion de STAT3 por JAK promueve su dimerizacion y traslocacion
nuclear, en donde actia como activador transcripcional (Niwa et al., 1998).

Sin embargo, la sola via LIF/STAT3 no es suficiente para mantener la
pluripotencia en mESC en condiciones de cultivo libres de suero; ya que su
identidad pluripotente se ve comprometida y las células se diferencian hacia linajes
del ectodermo, debido a la falta de proteinas morfogenéticas del hueso (BMP, por
sus siglas en inglés Bone Morphogenetic Proteins) que activan vias de sefalizacion
para suprimir procesos de desarrollo. Las BMP son antagonistas potentes del
desarrollo neural y junto con LIF son los factores extrinsecos necesarios para
bloguear la diferenciacion en las mESC (Ying et al., 2003).

Por otra parte, entre los factores que desencadenan los procesos de
diferenciacion en las células murinas son el factor de crecimiento fibroblastico 4
(FGF4, por sus siglas en inglés Fibroblastic Growth Factor 4) (Kunath et al., 2007)
y la quinasa de la glucégeno sintetasa (GSK3, por sus siglas en inglés Glycogen

Synthase Kinase-3) (Sato et al., 2004). Se ha demostrado que la activaciéon de la
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via de ERK2 por FGF4 induce la transicion de un estado de autorrenovacion hacia
el compromiso de linajes embrionarios, mientras que GSKS3 fosforila a 3-catenina
para impedir su asociacion con E-cadherina en la membrana celular o su
traslocacion al nucleo para funcionar como transactivador en las mMESC (Kunath et
al., 2007, Sato et al., 2004). De esta forma, datos en la literatura sustentan que la
via activa de LIF/STAT3 es suficiente para mantener el estado indiferenciado en
estas células, al adicionar inhibidores selectivos sintéticos de las vias de ERK2 y
GSK3, PD0325901 y CHIR99021, de forma respectiva (Martello and Smith, 2014).

De forma interesante, la via de LIF/STAT3 no tiene ningun efecto en el
mantenimiento de las hESC convencionales (Daheron et al., 2004), mientras que
las BMP son inductores de su diferenciacion hacia mesoendodermo y tejido
extraembrionario (Sudheer et al., 2012). Estos datos sugieren que las vias de
sefalizacion que regulan la pluripotencia humana son diferentes a lo que se ha
descrito en el ratdn, a pesar de que comparten la expresion de la triada maestra de
OSN, PRDM14, KLF4, entre otros.

A diferencia del papel que tiene ERK2 en las mESC como inductor de la
diferenciacion, en las hESC es la via principal activada por FGF2 en mantener la
autorrenovacion. La union de la molécula a su receptor (FGFR1) promueve las
siguientes vias de sefializacion: 1) JAK/STAT, 2) PI3K-Akt, 3) proteina quinasa C
(PKC, por sus siglas en inglés Protein Kinase C) y 4) ERK2 (Dejosez and Zwaka,
2012). De hecho, FGF2 fue el primer factor crucial en ser identificado para su
mantenimiento en estado indiferenciado y proliferacion de las hESC (Eiselleova et
al., 2009). De esta forma, los protocolos convencionales para cultivarlas incluyen la
adicion de la susodicha molécula en forma soluble al medio de cultivo. Asimismo,
influye en la proliferacién y en la represion intrinseca de genes de diferenciacion
para mantener la identidad de las células pluripotentes. Para ello, la via de ERK2
activada por FGF2 regula genes clasificados en tres médulos: 1) involucrados en la
pluripotencia, transcripcion y regulacion de la cromatina cuyos promotores activos
son sitio de unién de ERK2. Uno de estos genes blancos es ELK1, componente de
la cascada de sefializacion de ERK2; 2) implicados en el metabolismo, traduccion y

progresion del ciclo celular, activados al ser ocupados por ERK2 y ELK1 y 3) genes
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de diferenciacion inactivados por la ocupacion de ELK1, actuando como represor
(Goke et al., 2013).

Otra ruta importante en el mantenimiento de las hESC es activada por los
ligandos Activina y Nodal de la familia TGF-f3, los cuales comparten a los receptores
tipo | (Alk4 y AIk7) y tipo Il (ActRIIIB) para activar la via de sefalizacion de SMAD2
y 3 (por sus siglas en inglés Mothers against decapentaplegic homolog 2 and 3)
estos mediadores se unen directamente al DNA desencadenando la expresion de
factores involucrados en la pluripotencia como NANOG (Dejosez and Zwaka, 2012).
Aunado a esto, el bloqueo de la via mediante el uso de inhibidores selectivos
(SB431542, SB) promueve la rapida diferenciacion de las hESC, demostrando su
importancia para mantener el estado pluripotente (Vallier et al., 2005). En células
humanas, BMP4 induce la diferenciacion hacia estirpes del mesodermo vy tejidos
extraembrionarios; situacion opuesta a lo que sucede con sus pares murinas.
Asimismo, se ha descrito que las vias principales que mantienen a las hESC
(activadas por FGF2 y Activina/Nodal) suprimen a BMP4 previniendo su
diferenciacion (Sudheer et al., 2012).

Se sabe que la via de Wnt/ 3-catenina en combinacion con LIF ayuda a
mantener la autorrenovacion de las mESC (Ogawa et al., 2006). En ausencia de
Wnt, R-catenina es degradada rapidamente por el complejo conformado por Axina,
APC (por sus siglas en inglés Adenomatous polyposis coli) y GSK3. Cuando Wnt se
une al receptor Frizzled y al correceptor LRP5/6 (por sus siglas en inglés Low-
Density-Lipoprotein-Receptor-Related Protein 5 0 6), el complejo de degradacion es
inactivado y por lo tanto 3-catenina se mantiene estable para traslocar al ndcleo, en
donde interactta con el factor celular T (TCF, por sus siglas en inglés T-cell factors)
y regula la expresiéon de genes especificos de la pluripotencia murina (Sokol, 2011).

Sin embargo, el papel de Wnt/ [3-catenina en la pluripotencia humana es
contradictorio. Por una parte, se ha sugerido que su activacion o el uso de
inhibidores de GSK3 promueven la autorrenovacion en hESC (Sato et al., 2004). En
contraste, diversos estudios demuestran que la via no es necesaria para la
autorrenovacion y que su activacion induce la diferenciacion (Dravid et al., 2005,

Davidson et al., 2012). No obstante, reportes recientes apoyan la hip6tesis de que
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la via de Wnt efectla la autorrenovacion o diferenciacion de las hESC dependiendo
de la localizacion de R-catenina dentro de la célula, i.e., cuando la via de Wnt es
activada y GSK3 inhibido, se evita la degradacion de 3-catenina y su retencion en
el citoplasma ayuda a mantener la identidad de las hESC, pero su traslocacion
nuclear e interacciéon con TCF induce la diferenciacion (Kim et al., 2013). A pesar
de ello, se desconoce el mecanismo por el que 3-catenina tiene su efecto a nivel
del citoplasma, aunque se ha sugerido que interactia con E-cadherina, a-catenina
y con filamentos de actina, lo que repercutiria en procesos de adhesién celular y

transduccion de sefiales (Yamada et al., 2005).
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Bases moleculares de la pluripotencia humana y murina

En ratones transgénicos se llevaron a cabo las primeras pruebas referentes
a que POUSF1 es un gen esencial para la pluripotencia. En estos estudios se
demostré que su eliminacion impedia la formacion de la ICM, ocasionando un
arresto en el desarrollo de los embriones, asi como la imposibilidad de obtener
lineas MESC (Nichols et al., 1998). Ademas de afectar el desarrollo temprano y la
derivacion de lineas, su pérdida de funcion directamente en mESC conduce a una
alteracion en la regulacion del mantenimiento de la pluripotencia y al fallo en la
diferenciacion hacia los tres linajes embrionarios (Niwa et al., 2000).

Por otro lado, la pérdida del factor de transcripcion Nanog produce que el
embrién de ratén se desarrolle solo hasta la etapa de blastocisto, asi como la
desestabilizacion de la red de pluripotencia tanto in vivo como in vitro (Chambers et
al., 2007, Silva et al., 2009). El factor de transcripcion Sox2 también es esencial
para el mantenimiento y autorenovacion de las mESC, en este caso, su inactivacion
conduce a la formacién de trofoblasto, evitando que los embriones no se formen
mas alla de la implantacion (Avilion et al., 2003).

Mediante ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina combinados con
metodologias para la localizacion de secuencias de DNA especificas, se ha
demostrado que en las ESC tanto murinas como Homo sapiens la triada de OCT4,
SOX2 y NANOG (OSN) se unen a los mismos sitios en las regiones reguladoras de
genes de la pluripotencia o de diferenciacion, efectuando su activacion o represion
transcripcional respectivamente (Boyer et al., 2005, Loh et al., 2006).

Estos datos fueron la base para construir el modelo imperante el cual
establece que OSN controlan sus genes blanco de forma dependiente, actuando de
forma coordinada para mantener el programa transcripcional de la pluripotencia
(Jaenisch and Young, 2008). Para lograrlo, los tres factores ejercen las siguientes
funciones: 1) forman un asa de autorregulacion positiva interconectada para activar
Sus propios promotores, 2) ocupan las mismas secuencias reguladoras para activar
otros genes pluripotentes y 3) reprimen los mismos genes que favorecen la
diferenciacion (Young, 2011). Sin embargo, este dogma solamente se puede aplicar

para las mESC, ya que mediante experimentos de pérdida y ganancia de funcién
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en combinacién con analisis de perfiles de transcripcion realizados en hESC
demuestraron que las funciones de la triada OSN en humanos discrepan a lo
reportado en el modelo murino.

En las hESC, OCT4 puede inhibir tanto los linajes extraembrionarios como
los de las tres capas embrionarias a través de una dosis dependiente de BMP4. Los
niveles altos de OCT4 y la ausencia de BMP4 permiten su autorrenovacion, pero en
presencia de BMP4 las células se diferencian hacia mesodermo. En contraste,
niveles bajos de OCT4 y la ausencia de BMP4 inducen la diferenciacion a
ectodermo, pero con BMP4 hay una preferencia hacia tejidos extraembrionarios
(Wang et al.,, 2012c). Por otra parte, la funcibn de NANOG es la de reprimir
exclusivamente la diferenciacion hacia ectodermo, con poca contribucién para
inhibir otros linajes, de esta forma en vez de ser un represor general de la
diferenciacion, NANOG tiene una funcion de restriccion de linaje especifico en las
hESC. En cambio, SOX2 reprime Unicamente a los genes de diferenciacion hacia
mesoendodermo, no obstante es un factor dispensable para la autorrenovacion
debido a la compensacion por SOX3, el cual tiene bajos niveles de expresion en las
hESC, pero es regulado de forma positiva una vez que SOX2 es eliminado,
permitiendo la autorrenovacion (Wang et al., 2012c).

Por ello, mientras que en las mESC los tres factores funcionan como
activadores reciprocos de los genes de la pluripotencia y como panrepresores de la
diferenciacion, en las hESC cada miembro de la triada controla un linaje especifico
de forma independiente, teniendo una participacion minima en la represiéon de otros
linajes (Wang et al., 2012c).

Sin embargo, en los Uultimos afios, se han descrito otros factores de
transcripcion que participan de forma directa para mantener el estado
indiferenciado, al modular la expresion de los genes maestros. Uno de los escasos
trabajos que aborda esta tematica en hESC es el de Chia y colaboradores, en donde
utilizaron un sistema de RNA de interferencia para dilucidar qué factores eran
determinantes para conservar su identidad. Descubrieron que la proteina con
dominios de dedos de zinc PRDM14 (por sus siglas en inglés PR Domain Containing

14) puede regular directamente la expresion de OCT4 a través de la uniéon a su
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enhancer proximal. Ademas, puede formar complejos con cada uno de los
componentes de la triada al unirse a las regiones reguladoras de los genes
involucrados en procesos desarrollo, por lo que PRDM14 funciona como un
correpresor de la diferenciacion en las hESC (Chia et al., 2010).

KLF4 (por sus siglas en inglés Kruppel like factor 4) es un factor de
transcripcion altamente expresado en células pluripotentes, cuyos niveles
disminuyen de forma drastica durante la diferenciacion celular. Estudios tanto en
MESC como en hESC demuestran que KLF4 es un regulador positivo directo de
NANOG, al unirse tanto a su promotor como a elementos distales y proximales
(Zhang et al., 2010, Chan et al., 2009). Asimismo, como se menciono, la expresion
ectdpica de KLF4 junto con OCT4 y SOX2 es capaz de reprogramar fibroblastos
humanos hacia iPSC tanto de ratébn como de humano (Takahashi et al., 2007,
Takahashi and Yamanaka, 2006).

REX1 (por sus siglas en inglés Reduced Expression Proteon 1, alias ZFP42)
es otro de los transcritos altamente enriquecidos en las hESC (Richards et al.,
2004). Si bien ha sido catalogado como no esencial para la pluripotencia en mESC
debido a que su eliminacion no conlleva pérdida significativa del potencial de
diferenciacion, en las hESC parece ser que juega un papel fundamental (Scotland
et al., 2009). En diferentes lineas humanas se ha demostrado que REX1 forma un
asa de autorregulacion positiva con ONS y al ser inhibido mediante short hairpin
RNA (shRNA), las células no son capaces de formar cuerpos embrionarios ni
teratomas que presenten tejidos derivados del mesodermo (Son et al., 2013). Otro
trabajo describe que las hESC con el knockout a REX1 presentan alteraciones en
procesos celulares tales como traduccion, regulacion de la funcion mitocondrial y
diferenciacion especifica hacia cardiomiocitos (Son et al., 2015), aunque no se ha
determinado el mecanismo exacto por el cual REX1 fomenta la identidad de las
hESC.

Tfcp2l1 es un factor de transcripcion que puede actuar de forma sinérgica
con otros factores como KIf2 para regular hacia arriba la expresién de Nanog, de
manera que tiene un papel critico en el mantenimiento de las mESC. En contraste,

las hESC no presentan éste factor (Qiu et al., 2015, Ye et al., 2013). Sin embargo,
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cuando O’Leary realizé una busqueda de marcadores en comun entre el blastocisto
y las ESC humanas, encontr6 que la ICM presenta niveles altos de TFCP2L1,
concluyendo que durante los procesos de derivacion las hESC pierden la expresion
de TFCP2L1, probablemente a causa de las condiciones de cultivo (O'Leary et al.,
2012). De hecho, en los ultimos afios se ha propuesto que existen diferentes
estados de pluripotencia in vivo y que pueden ser capturados in vitro dependiendo
de las condiciones de cultivo. Precisamente TFCP2L1 ha sido catalogado como un
componente especifico de un tipo de pluripotencia denominada naive, al cual las
MESC pertenecen, pero de forma intrigante las hESC no son consideradas como
naive, sino estan clasificadas dentro de otro estado de pluripotencia denominado
primed (Takashima et al., 2014). Cuando se ha intentado obtener las condiciones
idéneas para convertir las hESC de primed a naive, uno de los factores que
incrementa es precisamente TFCP2L1, asi que es probable que este factor pueda
ser importante para un determinado tipo de pluripotencia humana (Guo et al., 2016).
Mas adelante se discutirA en un capitulo con mayor detalle los estadios de

pluripotencia que se han descrito hasta el momento en el ratén y en el humano.
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La epigenética de la pluripotencia humana

El perfil epigenético (cambios estructurales en la cromatina que no alteran la
secuencia del DNA) de las mESC y hESC se caracteriza principalmente por distintas
modificaciones en las histonas, asi como un patron especifico de metilacion en el
DNA, lo que le confiere un estado Unico de la cromatina. Para ello, varios
reguladores epigenéticos son los que se encargan de hacer dichos cambios en la
estructura de la cromatina, permitiendo la activacién o represion de genes. Por
ejemplo, el complejo represor Polycomb 2 (PRC2, por sus siglas en inglés Polycomb
Repressive Complex 2) es el encargado de mediar la trimetilacion de la lisina 27 de
la Histona 3 (H3K27me3), la sefial de reconocimiento para la incorporacion de
PRC1, lo que resulta en una mayor condensacion de la cromatina y por ende una
represion génica. La contraparte corresponderia al complejo Trithorax (TrxG), el
cual induce la trimetilacion en la lisina 4 de la Histona 4 (H3K4me3), una marca
asociada a cromatina abierta que permite la activacion transcripcional (Delgado-
Olguin and Recillas-Targa, 2011). Ipso facto, el rasgo epigenético que hace a las
MESC y hESC unicas se le conoce como cromatina bivalente: los genes que
promueven la diferenciacion estan enriquecidos con ambas marcas de H3K27me3
y H3K4me3, de tal manera que permanecen inactivados mientras las células son
pluripotentes, pero estan “preparados” para su rapida activacion una vez que se
reciben las sefiales necesarias para comenzar los procesos de diferenciacion (Pan
et al., 2007). Cabe mencionar que los complejos epigenéticos carecen de un
dominio de unidn para el establecimiento de estas marcas en la cromatina, asi que
deben ser acarreados por factores de transcripcion. Por ejemplo, en hESC los
represores epigenéticos se asocian con los factores OSN para ocupar los mismos
sitios en los genes de diferenciacion (Lee et al., 2006). Para que ocurra esta
asociacion, algunos RNAs largos no codificantes (IncCRNA, del inglés long non
coding RNA) interactuan fisicamente con la proteina SUZ12 del complejo Polycomb
asi como con SOX2, por lo que los INcCRNA podrian actuar como andamio para
reclutar a PRC2 y de esta manera conseguir el silenciamiento de los genes blancos
de la triada pluripotente en hESC (Ng et al., 2012).
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La metilacibn del DNA es otro de los mecanismos epigenéticos, el cual
consiste en afiadir un grupo metilo en el carbono de la posicién 5 de las citosinas
en regiones ricas de islas CpG. A grandes rasgos, esta marca evita la union de
factores de transcripcion y es reconocida por proteinas de unién a metilos como
MeCP2 y MBD2 (del inglés Methyl CpG binding protein 2 y Methyl-CpG Binding
Domain Protein 2), que a su vez atraeran a enzimas desacetilasas y
metiltrasnferasas de histonas para contribuir a la represion génica (Moore et al.,
2013). La metilacion en el DNA es mediada por tres principales metiltransferasas
(DNMT, del inglés DNA methyltransferases): la DNMT1 es la responsable del
mantenimiento de la metilacion una vez que las células se replican, mientras que
DNMT3A y 3B depositan la marca de novo en el DNA no metilado. La ausencia de
estas tres enzimas es letal en embriones knockout de raton, demostrando la
importancia de la metilacién del DNA durante el desarrollo; sin embargo, mESC con
el triple knockout aiun son capaces de proliferar y expresar marcadores de
pluripotencia, lo que significa que la metilacion del DNA no es esencial para
mantener la pluripotencia murina (Tsumura et al., 2006).

En cambio las células humanas tienen un comportamiento diferente: si bien
las hESC carentes de DNMT3A y 3B no afecta su pluripotencia, la eliminacion
constitutiva o inducida de DNMT1 ocasiona la inmediata muerte celular, sugiriendo
que el mantenimiento de la metilaciéon en el DNA es indispensable para la identidad

de las células pluripotentes humanas (Liao et al., 2015).
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Estados alternos de la pluripotencia: naive y primed

Se ha expuesto que las hESC, por su origen embrionario, se les considera la
representacion in vitro de la pluripotencia humana; sin embargo, en los ultimos afios
se ha descubierto que las diversas condiciones de cultivo pueden tener un efecto
directo sobre las células pluripotentes, cambiando su nivel de expresion de genes,
su perfil epigenético y de RNAs no codificantes, asi como la activacion de distintas
vias de sefalizacion, dando como resultado estados alternos de pluripotencia, los
cuales a su vez podrian representar diferentes etapas durante el desarrollo. A
continuacion, se describiran los dos tipos de pluripotencia que se han caracterizado
en el raton, denominados naive y primed.

El primero se refiere a la condicion cuya contraparte en la naturaleza
corresponderia a la ICM o epiblasto preimplantado (EpiPre), el cual da origen a
todos los linajes embrionarios y se define como el estado ground durante el
desarrollo (Nichols and Smith, 2009). En esta etapa del blastocisto, las células
embrionarias se caracterizan por una expresion uniforme de los factores
involucrados en la pluripotencia, asi como la reactivacion de ambos cromosomas X
en los embriones femeninos, como consecuencia de la hipometilacion global del
DNA, liberandolo de restricciones epigenéticas (Hackett and Surani, 2014),
sugiriendo que el epiblasto preimplantado es el estado méas excelso de la
pluripotencia (naive) hallado en la naturaleza. Posteriormente, cuando la ICM se
divide en epiblasto e hipoblasto, las células naive transitan a un estado distinto de
pluripotencia, que corresponderia a la etapa del epiblasto postimplantado (EpiPost)
con potencial pluripotente primed, el cual ya posee restricciones epigenéticas y por
lo tanto un potencial pluripotente mas limitado (Hackett and Surani, 2014).

Como ya se menciong, en el ratén se han logrado capturar estos dos niveles
de pluripotencia: las mESC y las EpiSC. Las primeras representan la adaptacion in
vitro de las células del EpiPre (y por lo tanto son naive) (Boroviak et al., 2014),
mientras que las EpiSC provienen del EpiPost (primed) (Tesar et al., 2007). Estas
células pluripotentes murinas pueden ser catalogadas como naive y primed con
base en mdltiples caracteristicas: los niveles de metilacion global del DNA, el estado

de inactivacion del cromosoma X en células femeninas, la expresién de marcadores
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relacionados con la pluripotencia naive o primed, asi como la respuesta a diferentes
vias de sefializacion para conservar su estado indiferenciado (Xiao et al., 2016).
Para la obtencién del estado naive, las mESC requieren de la activacion de
STAT3, asi como de la inhibicién de ERK2 y GSKS3 (ya se habia mencionado que
ambas vias promueven la diferenciacion en células pluripotentes murinas), de modo
que se utiliza un medio suplementado con LIF y con las moléculas pequefas
PD0325901 y CHIR99021 que inhiben a ERK2 y a GSK3, respectivamente
(condiciéon LIF/2i). En contraste, las EpiSC dependen de las vias de FGF/ERK2 y
Activina/Nodal para mantener su identidad. La diferencia funcional de estos dos
estados pluripotentes se puede determinar mediante los ensayos de formacién de
quimeras; las células naive pueden reintegrarse a un blastocisto para contribuir a la
formacion de un nuevo organismo, mientras que las primed son menos competentes

para integrarse en el blastocisto hospedero (Manor et al., 2015).
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¢,Cual es la auténtica naturaleza de las hESC?

De forma interesante, las hESC a pesar de ser derivadas de la ICM y no del
EpiPost comparten un gran numero de caracteristicas con las EpiSC de raton. De
esta forma, las vias de sefializacion para mantenerla en estado indiferenciado son
dependencia de FGF/ERK2 y Activina/Nodal, no contribuyen a la formacion de
quimeras, baja eficiencia de clonacion a partir de una sola célula, presentan altos
niveles de la marca de represion epigenética H3K27 y de metilacion global en el
DNA, expresion reducida de los marcadores asociados a la pluripotencia naive
(KLF2, KLF4, ESRRB, TBX3, TFCP2L1) y no responden a LIF/2i (Manor et al.,
2015, Gafni et al.,, 2013). Los datos anteriores sugieren que las hESC son de
naturaleza primed; sin embargo, es importante sefialar que no son idénticas a las
EpiSC murinas debido a que también presentan atributos inherentes a las mESC.
Por ejemplo, al igual que las células naive de ratdn, las lineas hESC expresan KLF4,
REX1 y E-Cadherina. Asimismo, FGF5 es un marcador de células primed murinas,
el cual se encuentra ausente en las lineas convencionales de humano (Manor et al.,
2015).

Cabe mencionar que estas caracteristicas son propias de las hESC cuando
son cultivadas en lo que se denomina condiciones estandar o convencionales: en
medio suplementado con reemplazo de suero Knockout (KOSR, por sus siglas en
inglés Knockout Serum Replacement) al 20% mas FGF2. Sin embargo, en fechas
recientes se han empleado diversos protocolos en los que se incluye la adicion de
otros factores y moléculas pequefias inhibitorias, con la finalidad de encontrar las
condiciones idoneas para conseguir un estado de pluripotencia humana naive
(Avila-Gonzalez et al., 2016).

El gran interés por obtener este tipo de células radica en las diferencias que
se han reportado entre mESC y EpiSC, puesto que la generacion de un estado
pluripotente humano con propiedades naive podria servir como modelo de estudio
que sobrepasara las limitaciones que tienen las actuales hESC debido a sus
propiedades primed, como la baja eficiencia de clonacion y su potencial de

pluripotencia mas restringido (Gafni et al., 2013).
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Sin embargo, los diferentes grupos de trabajo que estudian la pluripotencia
humana no han llegado a un acuerdo acerca de las condiciones idéneas para
capturar células humanas naive. Por una parte, varios autores han sefialado que es
posible la conversion de las hESC hacia un estado naive cuando son derivadas o
mantenidas en la condicion LIF/2i, al mismo tiempo que seguirian siendo
dependientes de FGF y Activina. Sin embargo, la formula de un medio definido para
conseguir la condicién naive no solo incluye a LIF/2i y FGF/Activina, sino que cada
uno de los grupos reporto la adicion de diferentes moléculas pequefias para inhibir
distintas vias de sefializacion, entre ellas JNK (c-Jun N-terminal Kinases) y p38
(Gafni et al., 2013); BMPs (Chan et al., 2013); desacetilasas de histonas (Ware et
al., 2014), serina/treonina quinasa BRAF (B-Raf Proto-Oncogene) y la tirosina
quinasa SRC (Theunissen et al., 2014) o PKC (Gafni et al., 2013, Takashima et al.,
2014). Estos trabajos sugieren que aungue haya diferentes rutas para conseguir la
pluripotencia humana naive, la adicion de FGF2 sigue siendo fundamental para el
mantenimiento de las células humanas en estado naive, aunque no necesariamente
a través de la via ERK2. De hecho, cuando Duggal reporté una nueva combinaciéon
de moléculas pequefias y factores de crecimiento (2i/LIF/FGF2/Acido
ascorbico/Forskolina) para facilitar la induccion del estado naive en hESC, al igual
gue en los trabajos previos, las células seguian siendo dependientes de FGF2 para
mantener el estado indiferenciado, solo que en este trabajo se propuso que es a
través de la via de PISK/AKT/mTORC) (Duggal et al., 2015). Sin embargo, Chan y
col. demostraron que la activacion constitutiva de STAT3 junto con la adicion de
LIF/2i era suficiente para que las hESC presentaran un fenotipo naive, utilizando
una ruta de sefalizacién independiente de FGF2, puesto que las células no se
diferenciaban al agregar un inhibidor de FGF2 (SU5402) (Chen et al., 2015). Por
dltima mencion, se reporté que la condicion LIF/2i junto con un inhibidor de la
tanquirasa | (o Polimerasa 5A Poli-[ADP-ribosa]) puede promover dicho estado
pluripotente (Zimmerlin et al., 2016). Estos dos ultimos articulos se contraponen a
lo reportado por los otros grupos que derivaron lineas humanas con caracteristicas
naive dependientes de FGF2. En breve, la descripcion de dos tipos de pluripotencia

en el ratdon, asi como los recientes y diversos protocolos con moléculas pequefias
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para cultivar células pluripotentes humanas, sugiere la existencia de otros estados
pluripotentes que aun no se han descrito, en consecuencia las actuales lineas PSC

qgue se utilizan como modelo de estudio muy probablemente no representan dicho

spectrum (Avila-Gonzalez et al., 2016).
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Los microRNAs: su biogénesis y funcién

Los microRNAs (miRNAs) son una clase de RNAs pequefios no codificantes
de aproximadamente 22 nucleétidos que juegan un papel muy importante en la
modulacion de la expresion génica, a través de la inhibicion de la traduccion del
RNA mensajero o induciendo su degradacion (He and Hannon, 2004).

Los miRNAs se pueden transcribir de dos maneras: a través de la via
canonica o clasica y de una via no canodnica. En la primera, los miRNAs utilizan su
propio promotor y son transcritos por la polimerasa de RNA |l y lalll, tanto de manera
policistrénica o en “cluster”, es decir, varios miRNAs se transcriben al mismo tiempo
por un solo promotor, o de manera monocistronica, cuando solamente un miRNA
es transcrito (Ruby et al., 2007). Su biogénesis comienza con el producto transcrito
de una molécula de RNA de alrededor 1kb de nucleétidos, conocida como miRNA
primario. La estructura primaria de este miRNA inmaduro es en forma de tallo asa,
el cual es procesado por la endonucleasa Drosha (enzima que escinde cerca de la
base del tallo para dar lugar a un producto de aproximadamente 70-80 nucle6tidos
denominado pre-miRNA) en el nucleo. Posteriormente, es exportado hacia el
citoplasma a través de la Exportina V y su cofactor Ran-GTP, en donde la
endonucleasa Dicer corta al pre-miRNA, lo que resulta en la generacién de un
mMiRNA maduro de 22 nucleétidos de doble cadena (duplex). Finalmente, una de las
dos cadenas es incorporada al complejo de silenciamiento inductor del RNA (RISC,
RNA-induced silencing complex) y por complementariedad se une a los RNAmM
blancos para inducir su degradacion o inhibicion de la traduccion (Diaz et al., 2014).
Por otra parte, en la via no canodnica, un RNA es transcrito a partir de un intrén y
procesado mediante splicing alternativo, generando un fragmento corto denominado
mirtron que mimetiza al pre-miRNA y subsiguiente entrar a la via canonica, con la
excepcion de que su procesamiento es independiente de Drosha (Ruby et al., 2007).

Como se menciong, el mMiRNA debe llevar a cabo su funcién en asociacion
con RISC, el cual posee un componente principal denominado Argonauta, que actda
como endonucleasa de RISC. Para que el miRNA en conjunto con el complejo
silenciador reconozca sus blancos especificos, los nucleétidos 2-8 de su extremo 5’

deben ser complementarios al extremo 3 del RNAm, en una regién llamada
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“secuencia semilla”, siendo de suma importancia para la prediccion de la unién con
los RNAs mensajeros diana. Debido a que es una regién muy corta, los miRNAs
pueden regular un numero considerable de transcritos. Asimismo, en ausencia de
complementariedad perfecta entre el miRNA y el blanco, la asociaciéon con RISC
bloguea la traduccion del RNAmM en vez de promover su corte y degradacion (Lai,
2004).

De forma interesante, se ha reportado la presencia de miRNAs en fluidos del
cuerpo humano, asi como en el espacio extracelular y en el medio condicionado
(CM, conditioned media) derivado de células en cultivo (Weber et al.,, 2010,
Turchinovich et al., 2011). Estos estudios sugieren la transferencia horizontal de
miRNAs entre células como una nueva forma de comunicacion intercelular. De esta
forma, se ha descrito la liberacion de miRNAs hacia sus células blanco a través de
un trafico activo de vesiculas pequefias llamadas exosomas en donde se
encapsulan los miRNAs, asi como su asociacion con proteinas de union al RNA
(Valadi et al., 2007, Chen et al., 2012). Dentro del campo que nos concierne, se ha
reportado que las mESC secretan microvesiculas cargadas de miRNAs que son
transferidas hacia los MEF (Yuan et al., 2009). Asimismo, se ha descrito que los
telocitos de tejido cardiaco pueden modular la liberacién de miRNAs en exosomas
hacia células troncales hematopoyéticas y progenitores de cardiomiocitos (Cismasiu
and Popescu, 2015). Recientemente, se han reportado los posibles efectos de la
transferencia de miRNAs entre células troncales con otros tipos celulares, vgr,
células de Muller humanas fueron expuestas a microvesiculas liberadas por mESC
cuyo contenido eran miRNAs del cluster 290 (reguladores importantes del ciclo
celular en células troncales). En este experimento, las células tratadas presentaron
cambios morfoldgicos, asi como la induccion endégena de factores de transcripcion
(como OCT4) (Katsman et al., 2012). A su vez, la incubacion de mESC en medio
de cultivo que contenia vesiculas con miRNAs secretadas de una linea celular de
preosteoblastos indujo cambios significativos en la expresion de genes, sobre todo
en el incremento de marcadores para linajes de diferenciacion (Nair et al., 2014).

Estos resultados sugieren que los miRNAs al ser secretados al medio de

cultivo pueden tener un efecto funcional sobre células receptoras en cocultivo, ya
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sea al incidir en la regulacién de la pluripotencia o en los mecanismos de

diferenciacion. Sin embargo, la investigacion en este campo apenas esta iniciando.
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Pequeniios reguladores no codificantes: pedestales de la pluripotencia

Los primeros reportes que demuestran el papel crucial de los miRNAs en la
regulacion de la pluripotencia consistian en la eliminacién de las enzimas Dicer y
Drosha (consideradas como reguladores maestros del procesamiento de miRNAS).
La falta de ellas induce una pérdida global de miRNAs, resultando en defectos en
procesos de diferenciacion y proliferacion en mESC. Ademas, en ratones knockout
a Dicer se presentd la muerte durante etapas tempranas del desarrollo
(Kanellopoulou et al., 2005); mientras que en hESC afecta los procesos de
proliferacion y de diferenciacion (Qi et al., 2009), sugiriendo la importancia general
de los miRNAs en la pluripotencia de los mamiferos.

Enfocandonos en el humano, se ha reportado que la triada OSN se une a
promotores especificos para estimular la expresion de clusters de miRNAs (Marson
et al., 2008), siendo los miembros de las familias miR-302 y miR-92 los mas
abundantes en las hESC (Bar et al., 2008, Suh et al., 2004).

La familia miR-302 fue identificada como un cluster en el cromosoma humano
4 y consiste de nueve diferentes miRNAs que se transcriben de manera
policistronica: miR-302a, miR-302a*, miR- 302b, miR-302b*, miR-302c, miR-302c*,
miR-302d, miR-367 y miR-367*, siete de ellos con la regién 5’ altamente conservada
(Tabla 1) (Suh et al., 2004).

En cuanto a la familia miRNA-92, el miR-92a pertenece al cluster 17/92 que
se expresa a partir del cromosoma 13, mientras que para el miR-92b el gen se
localiza en el cromosoma 1, no obstante ambos comparten la secuencia semilla
(Tabla 1).

Diversos estudios han demostrado que los miRNAs para mantener la
pluripotencia reprimen reguladores claves del ciclo celular o de la diferenciacion.
Por ejemplo, los miembros de las familias miR-302 y miR-92 inhiben a RbI2
(Retinoblastoma-like 2), asi como inhibidores de la cinasa dependiente de ciclina 1A

(Cdkn1A 0 p21) y 1C (Cdknl1C o p57) lo que permite una transicion rapida de la fase
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G1-S (Card et al., 2008, Leonardo et al., 2012). Los miembros miR-302 no solo
regulan el ciclo celular, puesto que otro de sus blancos especificos es AKT1, la cual
fosforila a OCT4, promoviendo su degradacion via el sistema ubiquitina-
proteosoma. De esta forma, miR-302 es capaz de regular indirectamente los niveles
proteicos de OCT4 al suprimir a AKT1 y con ello mantener la pluripotencia humana
(Li et al., 2016).

Recientemente, se ha descrito la importancia que tiene la familia miR-200 en
la pluripotencia humana; el miR-200c localizado en el cromosoma 12, esta
enriguecido en hESC y es regulado hacia abajo cuando las células comienzan a
diferenciarse. Estudios de pérdida y ganancia de funcion de dicho miRNA sugieren
gue uno de sus papeles es la inhibicion directa de los factores involucrados en la
diferenciacion endodérmica como GATA4 (Huang et al., 2014). Por otra parte, inhibe
a ZEB1 y ZEB2, quienes a su vez reprimen la expresion de E-cadherina,
favoreciendo el mantenimiento del fenotipo epitelial (caracteristica importante de la
pluripotencia) al evitar la transicion hacia mesénquima. Cabe mencionar que estos
trabajos solo se han demostrado con lineas de cancer y durante los procesos de
reprogramacion de células sométicas hacia iPSC (Park et al., 2008, Wang et al.,
2013).

De hecho, se ha demostrado que la transfeccién directa de miRNAs (cluster
miR-302 y algunos miembros de la familia miR-200) es suficiente para reprogramar
células somaticas humanas, incluso con una mayor eficiencia que el método
descrito por Yamanaka, asi como potenciar el proceso cuando se utiliza en conjunto
con los factores OSKM (Anokye-Danso et al., 2011, Subramanyam et al., 2011,
Miyoshi et al., 2011). Estos resultados confirman que los miRNAs tienen un efecto
en vias esenciales para la induccién y el mantenimiento de la pluripotencia.

Ademas de regular el ciclo celular y la diferenciacion, estas moléculas pueden
repercutir en los niveles de metilacion del DNA, asi como en modificaciones de las
histonas aunque el mecanismo es de forma indirecta, al ser reguladores negativos
postranscripcion de las metiltransferasas de DNA y de histonas. Sin embargo, un
reporte actual sugiere que los miRNAs pueden regular la pluripotencia directamente

a nivel epigenético, al descubrir que se requiere la biogénesis de miRNAs
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dependiente de DICER para la unién de los componentes del complejo PCR2 (EZH2

y SUZ12), asi como la presencia de la marca H2K27me3 en genes bivalentes de

células pluripotentes. De esta forma, un papel novedoso de los mMIRNAs

independiente de su funcion inhibitoria postranscripcional es el mantenimiento de

una cromatina bivalente, aunque solo se ha descrito en mESC (Graham et al.,

2016).
miRNA Secuencia
hsa-miR-92a UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
hsa-miR-92b UAUUGCACUCGUCCCGGCCcuUcCC
hsa-miR-302a UAAGUGCUUCCAUGUUUUGGUGA
hsa-miR-302b UAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAG
hsa-miR-302c UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG
hsa-miR-302d UAAGUGCUUCCAUGUUUGAGUGU
hsa-miR-302e UAAGUGCUUCCAUGCUU
hsa-miR-200c UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA

Tabla 1. miRNAs con mayor expresion en las hESC. Las secuencias corresponden al antisentido

(3p) de cada miRNA. En color gris se remarca la secuencia semilla de la familia miR-92, en color

negro resalta la secuencia semilla de la familia miR-302 y finalmente el subrayado la secuencia

semilla de la familia miR-200.
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Problemas en la investigacién con hESC

El potencial que poseen las hESC las coloca como un modelo atractivo y
anico para el estudio de los mecanismos del desarrollo de los vertebrados. El
cultivar a estas células de forma indefinida, las hacen aptas para ensayos de
mecanismos que confieren la autorrenovacion y pluripotencia. Ademas, dada su
capacidad de dar origen a todos los tipos celulares, se consideran un modelo de los
eventos moleculares que definen la diferenciacion celular (Warmflash et al., 2012),
lo que resultaria en la obtencion de protocolos de diferenciacion dirigidos hacia un
tipo celular especifico y con ello un reservorio de material biolégico para un posible
uso en la medicina regenerativa. Sin embargo, existen una serie de problemas en

torno a la investigacion con las hESC que es necesario resolver a mediano plazo.

Uso de embriones humanos para la derivacion de hESC

El primero implica cuestiones bioéticas, puesto que la obtencion de estas
células mediante las técnicas estdndar de derivacion implica la destruccion de
un blastocisto con potencial de desarrollo en un ser humano (McLaren, 2001)
motivo por el cual se han buscado métodos alternativos para su obtencion. Una
posible solucién a este problema es el uso de cigotos de mala calidad; durante los
procesos de fertilizacién in vitro (IVF) en las unidades de reproduccion asistida, la
calidad de los embriones se clasifica de acuerdo a una serie de caracteres
morfoldgicos que se evallan en los dias 3 y 5 post IVF (Tabla 2). De acuerdo a
éstas, los cigotos considerados de mala calidad presentan una muy baja o nula
posibilidad de éxito en la implantacion o embarazo bioquimico (deteccion de
gonadotropina coridnica humana beta en el suero materno una vez que ocurre la
implantacion), por lo que son descartados de forma rutinaria para su uso en la clinica
(Alikani et al., 1999, Racowsky et al., 2003).

No obstante, se ha demostrado que estos embriones son una fuente para el
establecimiento de nuevas lineas celulares de hESC, las cuales presentan las
mismas caracteristicas que las lineas derivadas de cigotos de buena calidad. Un

estudio pionero utilizd embriones de 5 dias de la categoria blastocisto poco
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desarrollado (considerado de mala calidad) para cultivarlos sobre una capa de MEF
en medio suplementado con FGF y suero, derivando un total de 4 lineas las cuales
al ser caracterizadas presentaban los marcadores de pluripotencia, ademas de
mantener su potencial de diferenciacién al formar células neuronales y del tejido
cardiaco inclusive 12 meses después de su derivacion (Mitalipova et al., 2003).
Asimismo, en otro reporte se utilizaron 171 embriones de mala calidad del dia 3 que
de igual manera fueron sembrados sobre MEF, pero en solo cinco embriones se
observé el crecimiento celular sobre la capa nodriza, los cuales fueron pasados de
forma mecéanica pero solo uno continué proliferando en cada pase. Esta Unica linea
hESC fue derivada a partir de un cigoto arrestado en la etapa de 6-células, pero
cuya caracterizacion demostré6 que las células tenian cariotipo normal y eran
capaces de formar teratomas en ratones SCID, sugiriendo que a partir de
embriones de mala calidad del dia 3 es posible obtener lineas hESC (Lerou et al.,
2008a, Lerou et al., 2008b). El grupo de Hovatta analizé la relacién entre la calidad
de la morfologia del embrién y el éxito de derivar una linea de hESC y concluy6 que
al utilizar tanto embriones de mala como de buena calidad, se obtiene el mismo
porcentaje en la obtencion de lineas celulares (Strom et al., 2010). Es por ello que
con base en estos primero reportes, se ha considerado el uso de los embriones
anormales como una fuente que se utiliza de forma mas frecuente para la derivacion
de hESC (Bradley et al., 2014, Wang et al., 2012b, Wang et al., 2012a).
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Grado |I. Fragmentacion minima (0-5%)
asociada a solo un blastémero. Blastbmeros de

igual tamafio.

Grado Il. Blastébmeros de igual tamafio.

Fragmentacion localizada, de un 6-15%.

Grado Ill. Fragmentos  pequefios pero
dispersos. Blastomeros de tamafio diferente.
Fragmentacion del 16-25%.

Grado IV. Fragmentos grandes, distribuidos
al azar. Blastbmeros desiguales en tamafio.

Fragmentacion del 26-35%.

Grado V. Fragmentacion severa (>al 35%),
apariencia granular.

Tabla 2. Escala de Scott para la clasificacion de cigotos. La clasificacion se basa principalmente
en el porcentaje de fragmentacion citoplasmatica y nimero de blastémeras. Cigotos de buena
calidad poseen fragmentacién minima y los blastomeros de igual tamafio, mientras que los de mala
calidad tienen mayor fragmentacion o tamafio desigual de blastémeras. Micrografias tomadas de
Alikani et al., 1999.
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Falta de disponibilidad de lineas hESC

En el 2010 un grupo de la Universidad de Michigan realiz6 un estudio para
determinar el origen étnico de las lineas hESC utilizadas en la mayoria de los
articulos publicados. Para ello se genotipificé los SNP (polimorfismos de un solo
nucléotido) de cada linea celular y se compararon con genotipos de sujetos que
representaban a un total de 63 poblaciones mundiales obtenidos de los proyectos
HapMap y Human Genome Diversity. Los resultados fueron representados en un
analisis de cluster que combinaba los genotipos de las lineas con el de las muestras
poblacionales, demostrando que la mayoria se agrupaban exclusivamente con
sujetos de origen europeo y de Asia del Este, sin representar a regiones como Africa
y América Latina. Dicho trabajo concluyé que deberian hacerse méas esfuerzos para
obtener y difundir nuevas lineas hESC de poblaciones con poca representacion
genética (Mosher et al., 2010). Este es un dato critico dado que se ha demostrado
las diferencias en la epidemiologia de las enfermedades y susceptibilidad a ellas
entre los diferentes grupos étnicos, por lo que la disponibilidad de lineas con mayor
variabilidad genética reduciria el riesgo de que los beneficios potenciales de la
investigacion con hESC se limite a solos unas poblaciones (Stepanov, 2010).

Con base en esto, en los ultimos afios aumentd el namero de lineas
pluripotentes humanas que se han generado a partir de poblaciones
afroamericanas, asiaticas e hispanas (Chang et al., 2015), pero para Latinoamérica
la mayoria proceden de Brasil (Fraga et al., 2011, de Oliveira Georges et al., 2014,
Tofoli et al., 2016), no existiendo hasta el momento lineas que representen a la
poblacién mexicana. Por lo tanto, es necesaria la obtencién de nuevas lineas hESC
bien caracterizadas, asi como nuevos métodos para su derivacion que no conlleven

problemas ético-legales.
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Capas nodrizas de origen animal para el cultivo de hESC

Otro de los problemas actuales es el uso de productos derivados de animales
para la obtencion y mantenimiento de las lineas de hESC. Desde la obtencion de
las primeras lineas humanas, el sistema de cultivo convencional emplea medio
suplementado con suero y una capa alimentadora de MEF (Thomson et al., 1998).
La presencia de componentes indefinidos en este sistema es problematica, por dos
razones: a) los factores desconocidos en el suero o producidos por la capa
alimentadora pueden confundir la interpretacion de los estudios de los efectos de
agentes exogenos en el crecimiento y en la diferenciacion de las ESC y b) es
deseable reducir el nUmero de factores exdgenos, ya que pueden tener el potencial
de transmitir patégenos a las células cultivadas, lo que presentaria una barrera para
su futura aplicacion clinica (Stacey et al., 2006). Por ejemplo, el uso del suero fetal
bovino (FBS, del inglés Fetal Bovine Serum) conlleva el riesgo de una exposicion
potencial a virus y priones bovinos (Desai et al.,, 2015); ademas que se ha
identificado la presencia de glicoproteinas de ratdon en la superficie membranal de
células hESC que fueron mantenidas previamente MEF, dichas moléculas pueden
desencadenar reacciones inmunolégicas severas al momento de realizarse los
trasplantes en el hospedero (Martin et al., 2005). Otro riesgo son los virus y priones
de origen murino, porque si bien la mayoria son incapaces de infectar células
humanas, se hareportado que algunos elementos retrovirales enddgenos si pueden
ser transmitidos a lineas humanas (Song et al., 2002).

Dado esta problematica, se han buscado alternativas para la derivacion y
mantenimiento de lineas libres de la capa alimentadora de MEF. Una de las
primeras opciones descritas fueron las matrices definidas (Matrigel, Geltrex,
derivadas del tumor murino Englebreth-Holm-Swarm), constituidas por colagena IV,
laminina, entactina, heparan sulfato y proteoglicanos. Sin embargo, Ludwig derivd
dos lineas de hESC sobre Matrigel en un medio de cultivo quimicamente definido;
pero ambas lineas no conservaron su estabilidad gendémica a lo largo del tiempo,
presentando trisomias en los cromosomas 12 y X (Ludwig et al., 2006). A pesar de

este antecedente, el Matrigel es uno de los componentes mas ampliamente usados
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en la investigacion para mantener hESC sin depender de la capa nodriza de origen
animal. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que el mantenimiento de las
lineas en condiciones libres de capa, se asocia con altas tasas de inestabilidad
genética (duplicacion y delecion total o parcial de regiones cromosomicas) Yy
aberraciones epigenéticas (cambios en la metilacion de DNA), comprometiendo la
capacidad pluripotente (Garitaonandia et al., 2015).

De esta forma, diversos investigadores apoyan la idea de la continuidad del
mantenimiento de las hESC dependiente de capas alimentadoras de origen
humano, las cuales podrian ser hasta el momento el método mas seguro para

derivar y mantener lineas (Unger et al., 2008).

La heterogeneidad de las hESC

Como aun no se ha confirmado la existencia de diferentes tipos de
pluripotencia humana que puedan representarse in vitro, por ende, la mayoria de
las hESC (asi como las hiPSC) se podrian considerar de naturaleza primed
independientemente de la metodologia del cultivo (capas nodrizas, sustratos
sintéticos, medios definido, suero). Las lineas que se utilizan en la investigacion a
grandes rasgos presentan el mismo patrén de marcadores pluripotentes y
aparentemente no hay diferencias en el potencial para formar teratomas (Avila-
Gonzalez et al., 2016). Sin embargo, un analisis mas detallado indica que hay
variaciones intrinsecas entre cada linea, haciéndola Unica. Verbigracia, Bock
comparo los perfiles de transcriptoma y metilacion del DNA entre 20 lineas de hESC
mediante tres técnicas distintas; sus resultados demostraron que si bien todas las
lineas presentaban niveles globales de metilacion y expresion de genes muy
similares, entre ellas habia varios genes con expresion diferencial significativa, 1o
que les conferia un perfil especifico (Bock et al., 2011).

En concordancia con esta heterogeneidad, algunos grupos evaluaron la
capacidad de diferenciacion de diferentes lineas utilizando protocolos de
diferenciacion espontanea y especificos de linaje; mientras que en la mayoria no se

observaron acentuadas diferencias en los marcadores pluripotentes previos a la
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diferenciacion, durante dichos procesos se encontré que la expresion de los genes
especificos de linaje fueron diferentes, sugiriendo que varias de las lineas que se
utilizan actualmente tienen una marcada propension para diferenciarse hacia cierto
tejido. Por ejemplo, Osafune reporté que HUESS8 es idénea para ser utilizada en
diferenciacion pancreética mientras que las HUESS para el linaje cardiaco (Osafune
et al., 2008). En otro trabajo, Bock concluyé que las lineas H1 y H9 son mas
competentes para diferenciarse hacia linaje neural, mientras que HUESS8 tiene
predileccion hacia un destino endodérmico, corroborando trabajo previos (Bock et
al., 2011).

Se habia mencionado los inconvenientes de utilizar capas nodrizas de origen
animal y matrices sintéticas en cuanto a riesgos de contaminacion xénica e
inestabilidad cromosémica. Recientemente, se ha reportado que estas condiciones
de cultivo podrian ser en parte la causa de la heterogeneidad de las lineas humanas.
Como prueba, Ojala midi6 la eficiencia de diferenciacion de hESC e hiPSC hacia
linaje cardiaco cuando crecian sobre la capa nodriza de MEF o Matrigel. A pesar
que en ambas condiciones se obtuvieron células con fenotipo parecido a
cardiomiocitos, la eficiencia fue mas alta al crecer sobre la capa nodriza (Ojala et
al., 2012). Asimismo, el grupo de Bhatia evalu6 el potencial de diferenciacion hacia
linaje neural y hematopoyético cuando las células crecian con medio condicionado
de MEF (MEF-CM) o con un medio comercial disefiado para células pluripotentes
(TesR1); los resultados mostraron que las células con TesR1 se diferenciaron
preferentemente hacia tejido neural mientras que el MEF-CM indujo hacia tejido
hematopoyético (Lee et al., 2015b). Estos trabajos demuestran que las condiciones
de cultivo pueden inducir heterogeneidad en el potencial de las células
pluripotentes. De forma intrigante, en estos trabajos no se observd que las
condiciones de cultivo afectaran grosso modo los niveles globales de expresion de
marcadores pluripotentes como OSN; sin embargo, no se ha estudiado si hay una
correlacion entre diferentes condiciones de cultivo con cambios en el perfil de
MIRNAs relacionados con la pluripotencia (a partir de este momento abreviado

como pluri-miRNAS).
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Células epiteliales del amnios humano: una alternativa de capa nodriza

Durante el periodo gestacional, las membranas fetales humanas (HFM,
Human Fetal Membranes) envuelven al feto en la cavidad amniética, cuyas
funciones principales incluyen brindarle proteccion durante su desarrollo, facilitar el
intercambio de gases y desechos y juegan un papel critico como barrera de defensa
contra infecciones, traumas y toxinas, entre otras (llancheran et al., 2009). Las HFM
estan conformadas por el corion y el amnios, la membrana mas externa corresponde
al corion, el cual esta vascularizado y en contacto con la pared uterina, mientras que
el amnios es una membrana trasllicida y avascular en contacto con el fluido
amniético (Figura 3) (Garcia-Lopez et al., 2015).

Histol6gicamente el amnios humano se compone de cinco capas: el epitelio
amniético, la membrana basal, la capa compacta, la fibroblastica y la espongiforme.
El epitelio amniotico corresponde a la capa mas interna y esta constituida por una
monocapa de células cuboides con microvellosidades. Estas células secretan varios
componentes de la matriz extracelular como colagenatipo IV, V y VII, fibronectina 'y
laminina que constituyen la membrana basal del amnios. A estas dos primeras
capas se les conoce en conjunto como ectodermo amnidtico, la cual esta en
contacto con el mesodermo amniético que constituye las siguientes tres capas.
Subyacente a la membrana basal esta la capa compacta acelular, en donde
hallaremos una red conectiva de mas componentes extracelulares como colageno
tipo I, Il, V, VI y fibronectina. La siguiente es la capa fibroblastica y contiene
principales células mesenquimales y algunos macrofagos. Finalmente, tenemos la
capa esponjosa, compuesta por colageno tipo I, lll, IV y proteoglicanos y es la que

separa al amnios del corion (Figura 3) (van Herendael et al., 1978).
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Figura 3. Membranas fetales. A) Representacion esquematica de la localizacién de las membranas
fetales (amnios y corion) en los tejidos extraembrionarios durante la etapa de gestacion. B)
Representacion esquematica de la histologia de las membranas fetales humanas. El amnios se
conforma por una monocapa de células epiteliales, una membrana basal, una capa compacta, una
fibroblastica y la esponjosa; mientras que el corion se conforma por la capa reticular y células del
trofoblasto. Ambas capas son separadas por otra membrana basal. Modificado de Dobreva et al.
2010.
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Estudios comparativos del desarrollo del amnios entre el mono Rhesus y el
humano demostraron que el proceso de formacién es béasicamente igual entre
ambas especies, aungque en el humano la cavidad amnidtica comienza entre 7 y 8
dpf comparado con los 10 dpf en el mono (Luckett, 1975). Por otra parte, el corion
y el mesodermo amniotico se originan del hipoblasto, mientras que el epitelio
amniético se deriva directamente del epiblasto. En el humano, el ectodermo
amniédtico es la primera estructura derivada del epiblasto una vez que ocurrio la
postimplantaciéon y antes de la etapa de gastrulacion (15-17 dpf) (Bianchi et al.,
1993). Por muchas décadas, la unica evidencia de la formacién del amnios
(amniogénesis) humano fueron andlisis histolégicos, los cuales indicaban que el
epitelio amnidtico surgia de la cavidad que forma el epiblasto y no fue hasta 1986
en donde un estudio minucioso permiti6 conocer como era el proceso de
amniogénesis en primates (mono Rhesus). De acuerdo a Enders, una vez que
ocurre laimplantacion del embrion, las células del epiblasto comienzan a polarizarse
y a congregarse de forma radial para formar una pequefia cavidad en el sitio en
donde ellas convergen. Posteriormente, conforme el namero de células del
epiblasto aumenta, la cavidad se amplia para formar la denominada cavidad
amniotica y en este momento, las células que estan en el borde y que anteriormente
formaban parte del epiblasto ahora se denominan como ectodermo amniético. Mas
adelante, el mesodermo extraembrionario se asociara con el ectodermo amniotico
para formar la membrana del amnios, conformada por las dos capas celulares ya
mencionadas (el epitelio amnidtico y la capa fibroblastica) rodeadas de una
acumulacion de matriz extracelular (Enders et al., 1986).

Recientemente, tres grupos de investigacion obtuvieron pruebas del origen
del amnios humano. Por una parte, dos laboratorios de forma independiente
diseflaron una estrategia para cultivar por primera vez embriones humanos
postimplantacién hasta un estadio equivalente a los 13 dpf. Ellos observaron que
una vez que el blastocisto se adheria a la placa de cultivo, el trofoectodermo
comenzaba a expandirse y posteriormente diferenciarse a tipos celulares
especializados de las estructuras extraembrionarias. Al mismo tiempo, la ICM se

segregaba en endodermo primitivo y epiblasto. En ambos trabajos se describié que
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alos 8-9 dpf un grupo de células del epiblasto (identificadas con el marcador OCT4)
comenzaban a adquirir una polarizacion basal-apical y a organizarse de forma radial
alrededor de una pequefia cavidad central. Dados los antecedentes de los trabajos
hechos en primates, se consider6 que la formacion del pequefio lumen en el sitio
exacto de la incipiente polarizacion apical del epiblasto era el nacimiento de la
cavidad amniética y por lo tanto, una prueba de que el amnios proviene en efecto
del epiblasto en el humano (Deglincerti et al., 2016, Shahbazi et al., 2016).

Como complemento, un tercer grupo utiliz6 un sistema a base de
biomateriales que permitia el cultivo 3D de lineas pluripotentes humanas (hPSC) y
Su posterior autorganizaciéon, mimetizando los procesos que ocurren en el epiblasto
después de la implantacién. De forma sorprendente, las hPSC formaron un quiste
conformado por un epitelio columnar de células con una morfologia escamosa que
eran negativas para los marcadores de pluripotencia pero cuya expresion de E-
cadherina revelaba su naturaleza todavia epitelial. La ausencia de marcadores del
surco primitivo, asi como la expresion de genes que se habian observado
previamente en tejido del amnios humano del primer trimestre de gestacion, llevé a
la conclusién que la amniogénesis humana ocurre por la autorganizacién de células
pluripotentes por lo menos en un nicho sintético que simula la implantacion (Shao
et al., 2016).

Bajo estos antecedentes, puede asumirse que el epitelio amniético humano
proviene directamente del epiblasto postimplantado, mucho antes de que ocurra la
formacion del surco primitivo de la etapa de la gastrulacién y por lo tanto, la pérdida
de la pluripotencia. De hecho, células epiteliales recién aisladas del amnios humano
a término (hAEC, human Amniotic Epitelial Cells) son positivas para varios
marcadores relacionados con la pluripotencia humana, como los antigenos de
superficie SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60y los factores de transcripcion OCT4, SOX2,
NANOG, KLF4 y REX1, por lo que las hAEC podrian considerarse como un
remanente del estado efimero de la pluripotencia (Garcia-Castro et al., 2015, Miki
et al., 2005).

Dado su origen embrionario y la estrecha relacibn que guardan con el

epiblasto durante la ontogenia de los primates, se ha sugerido que las hAEC pueden

51



ser idoneas para el mantenimiento de células pluripotentes (Chen et al., 2013).
Asimismo, poseen caracteristicas Unicas que las hacen aptas para servir como capa
nodriza: 1) pueden ser obtenidas con relativa facilidad (su obtencion no representa
muchos problemas ético-legales) ya que se consideran un material de desecho
médico después del nacimiento del producto; 2) una vez que son aisladas
mantienen las propiedades de las membranas fetales como lo es una baja o nula
respuesta inmunologica, efectos anti-bacteriales, anti-inflamatorios y anti-virales,
peculiaridades que podrian ser utiles en su posible aplicacién clinica (Garcia-Lopez
et al., 2015, Niknejad et al., 2008); 3) secretan factores de crecimiento como: EGF
(por sus siglas en inglés Epidermal Growth Factor), TGF-a (por sus siglas en inglés
Transforming Growth Factor-a), KGF (por sus siglas en inglés Keratinocyte Growth
Factor), HGF (por sus siglas en inglés Hepatocyte Growth Factor), bFGF (por sus
siglas en inglés basic Fibroblastic Growth Factor), TGF- B1 y B2 (Koizumi et al.,
2000) y 4) secretan proteinas que forman parte de la matriz extracelular como la
colagena del tipo IV, fibronectina y laminina, las cuales podrian estar favoreciendo
la adhesioén celular de otras células como en este caso de las lineas pluripotentes
(Roubelakis et al., 2012).

En congruencia con los antecedentes mencionados, se ha demostrado que
las hAEC pueden mantener lineas pluripotentes como las mESC e hiPSC, de hecho
las colonias presentaban niveles de expresion de la triada OSN mucho més altos
cuando crecian sobre hAEC en comparacion sobre la capa convencional de MEF
(Liu et al., 2010, Liu et al., 2012b, Chen et al., 2013).

Por otra parte, en un par de estudios se propuso que las hAEC pueden
regular al miR-145, asi como al factor epigenético DNMT 1 como posibles
mecanismos por los cuales mantienen a las células pluripotentes en estado
indiferenciado (Liu et al., 2012b, Chen et al., 2013). Sin embargo, es importante
considerar que estos analisis se realizaron exclusivamente con hiPSC, las cuales
son muy diferentes de las hESC, de acuerdo alo que se explico en capitulos previos,
poseen aberraciones epigenéticas contraidas durante la reprogramacion asi como

un potencial de diferenciacion limitado (Hu et al., 2010, Liang and Zhang, 2013).
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Hasta el momento el momento no ha habido reportes acerca de cudles
podrian ser los mecanismos mediante los cuales las hAEC pueden ayudar a
mantener la pluripotencia de las hESC.

Aunado a esto, proponemos a las hAEC como una capa alimentadora para
derivar hESC a partir de embriones de mala calidad y de esta manera contar con

nuevas lineas pluripotentes que representen a la poblacion mexicana.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dados los antecedentes mencionados, podemos inferir que las hPSC y en patrticular
las hESC tienen una importancia inestimable en la biologia, tanto como un modelo
para comprender los procesos del desarrollo en el humano, asi como su empleo
para la obtencion de protocolos de diferenciacion dirigida hacia un linaje en
especifico. Por ello, como contribucién para resolver algunos de los problemas de
la investigacion basica de las hESC, en esta tesis se plantea derivar lineas
mexicanas a partir de embriones de mala calidad, utilizando como alternativa a los
MEF una capa nodriza de hAEC. Sin embargo, aparte de estos inconvenientes que
son necesarios resolver a mediano plazo, aun falta por estudiar los mecanismos en

la pluripotencia de las hESC (Figura 4).

OCT4, SOX2 'NANOG

Reguladores epigenélicos

Pluripotencia humana

Vias de bFGF, Activina/Nodal

microANAs (miR-302. miR-92, miR-200c)

Figura 4. Resumen de los mecanismos que imperan la pluripotencia de las hESC. Las hESC
se caracterizan por expresar el “core” de la pluripotencia conformado por OCT4, SOX2 y NANOG,
factores de transcripcién que interaccionan a nivel nuclear con reguladores epigenéticos para la
activacion de genes relacionados con la autorrenovacion y pluripotencia asi como la represion de
genes especificos de linaje. Estas interacciones nucleares son el resultados de las principales vias
de activacion (ERK2/FGF2 y Activina/Nodal de la familia TGF-R) presentes en hPSC. Se ha sugerido
que los microRNAs tienen un papel fundamental en la pluripotencia al regular la expresién de varios
componentes de procesos elementales como el ciclo celular, la diferenciacion, la transicion de
epitelio-mesénquima y reguladores epigenéticos
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De esta forma, en los ultimos afios ha habido grandes avances en nuestra
comprensién de las redes implicadas en estos procesos, pero la caracterizacion
rigurosa de las hESC sigue siendo un tema vasto por estudiar, puesto que se ha
demostrado la heterogeneidad dentro de las lineas, probablemente a causa de la
diversidad de protocolos para su derivacion y mantenimiento (Cahan and Daley,
2013). Esta heterogeneidad puede manifestarse en respuestas diferenciales a las
sefales de diferenciacion, lo que en un futuro causaria un sesgo en la obtencién de
linajes especificos durante los protocolos de terapia celular. Motivo por el cual es un
gran desafio el identificar, analizar y describir las interacciones de las células
pluripotentes en su nicho, asi como con las capas alimentadoras o con los sustratos
sintéticos para detectar las diferencias que podria haber en su potencial de
autorrenovaciéon y pluripotencia in vitro. A pesar que se ha demostrado la
importancia de los miRNAs en la pluripotencia humana, poco se sabe de su
dinamica de expresion cuando las hPSC crecen en diferentes condiciones de
cultivo. En cambio, en el raton se sabe que las mMPSC en condiciones naive tienen
un perfil de miRNAs totalmente distinto cuanto estan en condiciones primed, siendo
un reflejo de las diferencias funcionales entre los dos tipos pluripotentes (Jouneau
et al., 2012), pero ya hemos mencionado que en el humano ain no se ha
determinado si hay diferentes estados de pluripotencia. Nosotros pensamos que
antes de continuar con la caracterizacion del fenotipo naive humano, es necesario
realizar estudios comparativos entre las actuales condiciones para cultivar hPSC
(condiciones de capa nodriza versus libres de capa nodriza, de las que hablaremos
en el siguiente apartado). Por ello, como afiadidura a la derivacion y caracterizacion
de hESC sobre hAEC, también evaluaremos los niveles de algunos pluri-miRNAs

bajo diferentes condiciones de cultivo.

55



HIPOTESIS

Las células del epitelio amniético humano pueden soportar la derivacion y el
mantenimiento de células troncales embrionarias humanas a partir de cigotos en

segmentacion de mala calidad.
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OBJETIVOS

V.I. Objetivo general:

Obtener células troncales embrionarias a partir de cigotos en segmentacion de mala

calidad utilizando células epiteliales del amnios humano como capa nodriza.

V.Il Objetivos particulares
1. Desarrollar un protocolo para la obtencion de hESC a partir de cigotos en
segmentacion de mala calidad.
2. Caracterizacion de las hESC derivadas y mantenidas sobre una capa nodriza
de hAEC para demostrar su pluripotencia.
3. Determinar la expresion relativa de los microRNAs relacionados con la
pluripotencia en las hESC, al ser mantenidas bajo diferentes condiciones de

cultivo.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencién de cigotos de mala calidad

Se obtuvieron cigotos en segmentacion humanos descartados por sus
caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas para ser usados en tratamientos de
infertilidad en la Unidad de Reproduccion Asistida del Instituto Nacional de
Perinatologia (INPer), previa firma del consentimiento informado de la pareja. La
seleccion de los cigotos fue realizada por el embriélogo coordinador del laboratorio
de Reproduccion Asistida del INPer. El protocolo fue aprobado por el Comité de
Investigacion y Bioética del INPer (niumero de registro 212250-21071), ademas de
cumplir con los lineamientos establecidos para la investigacion con células troncales

de la ISSCR (http://www.isscr.org/home/publications/guide-clintrans).

Obtencion de la capa nodriza del epitelio amniético humano

Para el aislamiento y cultivo de hAEC, utilizamos el protocolo de Miki y
colaboradores (Miki et al., 2010). Se obtuvieron membranas fetales de mujeres con
edad gestacional de 37-40 semanas, cuyo parto se realizé mediante cesarea y sin
presentar antecedentes de infeccién alguna, previa autorizacién y firma de
consentimiento informado en la unidad tocoquirdrgica del INPer. Las membranas
fueron transportadas al laboratorio donde se procedié con el aislamiento de las
hAEC bajo condiciones estériles. Una vez que el amnios se separ6é de forma
mecénica del corion, la membrana se lavd con solucion salina para remover los
coagulos adheridos y se incub6 durante 2 periodos de 45 minutos en tripsina/EDTA
al 0.05% (Gibco, 25300-054) a 37°C sin agitacion. Posteriormente, la tripsina fue
inactivada con medio con FBS (Gibco, 16000-044). Las células obtenidas fueron
centrifugadas por 10 min a 200 g a temperatura ambiente. Se resuspendio el pellet
en medio de cultivo para hAEC [DMEM alto en glucosa (Gibco, 12430-054), 10%

58


http://www.isscr.org/home/publications/guide-clintrans

FBS, aminoacidos no esenciales (Gibco, 11140-050), mercaptoetanol (Gibco,
21985-023), antibiético-antimicético (Gibco, 15240-062), piruvato de sodio (Gibco,
11360-070) y 10 ng/mL de EGF (Peprotech, AF-100-15)]. Las células fueron
sembradas a una densidad de 3x10%/cm?2 y se mantuvieron en cultivo a 37°C hasta
llegar a confluencia (5-7 dias). Una vez que las células llegaron a confluencia, fueron
despegadas con Tripsina/EDTA al 0.05%, centrifugadas a 200 g por 5 min, el medio
se retird y el pellet celular fue suspendido en 10 ml de medio hAEC para
posteriormente contabilizarlas con una camara de Neubauer.

Las células fueron de nuevo centrifugadas y resuspendidas en medio DMEM
con 10% de FBS y 10% de dimetilsulfoxido (DMSO, por sus siglas en inglés Dimethyl
Sulfoxide) (D2650, Sigma) a una concentracion de 3x10° células/ml y se
almacenaron a -70°C. Para preparar una capa nodriza de hAEC, un criovial con
3x10°% células fue descongelado a 37°C para suspender las células en 5 ml de medio
hAEC tibio y se centrifugd a 200 g por 5 minutos a 4°C. Se retird el medio y el pellet
celular fue resuspendido en 12 ml de medio hAEC, se agreg6 2 ml de la suspension
a cada pozo de una placa de cultivo de 6 pozos (Corning, 3516) a una densidad
celular de 5x10%cm? y se incub6é a 37°C. Cuando las células alcanzaron una

confluencia del 80% (2-3 dias) fueron utilizadas como capa nodriza.

Obtencién de la capa nodriza de fibroblastos embrionarios de ratén inactivados

Los MEF fueron aislados a partir de embriones de E12.5. Las madres
prefiadas fueron sacrificadas por dislocacion cervical y se extrajeron los embriones
los cuales fueron colectados en PBS (del inglés Phosphate Buffered Saline) 1X
sobre hielo para remover las estructuras extraembrionarias, la cabezay los érganos
intratoraxicos e intraabdominales. El tejido restante fue macerado para su
incubacion en Tripsina/EDTA al 0.25% (Gibco, 25200-056) a 37°C por 30 min e
inactivacion con DMEM + 10% FBS. Posteriormente, se centrifugd a 200 g por 5
minutos a 4°C, retirandose el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en 2 ml de
medio por cada embrién procesado para obtener una suspension celular. Después

se transfirieron 2 ml de la suspension a una caja de cultivo de 55 cm? (430167,
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Corning) con 5 ml de medio para MEF [DMEM, 10% FBS, aminoacidos no
esenciales y penicilina/estreptomicina (Gibco, 15070-063)] para incubarse a 37°C
con 5% CO, hasta llegar a confluencia (1-3 dias). Una vez que las células llegaron
a confluencia fueron tratadas con tripsina/EDTA 0.05% por 5 minutos, se agrego
DMEM con FSB 10% para inactivar y se centrifugd a 200 g por 5 minutos a 4°C. El
pellet fue resuspendido en medio de congelacion (DMEM con FBS 10% mas 10%
de DMSO) y las células fueron congeladas en crioviales en nitrégeno liquido para
Su uso posterior. Para preparar MEF inactivados (iMEF), se descongelé un criovial
a 37°C, las células fueron transferidas a un tubo conico de 50 ml con 10 ml de medio
MEF y centrifugadas a 200 g por 5 minutos a 4°C. Los MEF fueron sembrados en 4
placas de 55 cm?con 7 ml de medio MEF por placa, a 37°C con 5% CO2 y se
cambié el medio cada tercer dia hasta llegar a confluencia (3-5 dias). Se retir6 el
medio y se hicieron 3 lavados con 7 ml de PBS 1X por placa; las células fueron
tratadas con 10ug/ml de mitomicina C (Sigma, M4287) para inactivar el ciclo celular
y se incubo por tres horas a 37°C. Posteriormente, se aspiré el medio y las células
inactivadas fueron lavadas dos veces con PBS 1X, se hizo un periodo de incubacién
de 5 minutos con tripsina/EDTA 0.05% y se agregé medio DMEM con 10% FBS
para inactivarla. Las células despegadas se centrifugaron a 200 g por 5 minutos a
4°C, el pellet se resuspendié en medio MEF y se contabiliz6 para sembrar 5x10* de
IMEF por cm? en placas de seis pozos previamente tratadas con gelatina porcina al
0.1% (Sigma, G1890). 24 horas después los IMEF se habian adherido formando

una monocapa la cual se utiliz6 como capa nodriza.

Derivacion de hESC a partir de embriones de mala calidad

Para lograr el primer objetivo, cigotos arrestados de mala calidad fueron
tratados de 30 segundos a 2 minutos con solucién &cida de Tyrode (T1788,
Milipore) para remover la zona pellcida. El proceso de degradacion de la zona
pellucida fue observado bajo un estereoscopio Olympus (SZX16) en campo claro.
Posteriormente, las células fueron sembradas sobre una capa de hAEC en placas
de cuatro pozos (14444, NUNC) con medio de derivacion de hESC [DMEM Knockout
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(10829-018, Gibco), 17% KOSR, (10828-028), 3% FBS certificado para células
troncales (10439-024, Gibco), L-glutamina (25030-081, Gibco), aminoacidos no
esenciales, mercaptoetanol y 10 ng/ml de FGF2 (100-18B, Peprotech) y se incubaron
a 37°C en condiciones hipoxicas (5% CO, y 5% O,). El cambio de medio fue cada
24 horas. Al cabo de dos semanas, las colonias que crecieron se pasaron
mecéanicamente utilizando agujas 27G (302485, BD) con la ayuda del estereoscopio
Olympus en campo oscuro hacia una nueva capa de células nodriza hAEC y asi

sucesivamente por varios pases hasta la obtencién de una linea de hESC.

Mantenimiento de hESC en condiciones de capa nodriza

Las colonias de la recién linea hESC se pasaron de forma mecanica durante
los primeros 5 pases y de forma enzimatica con Acutasa (A1110501, StemPro) en
los pases subsecuentes. A partir del pase 5 las células se cultivaron en medio de
mantenimiento hESC [DMEM/F12 (11330-032), 20% de KOSR, aminoacidos no
esenciales, L-glutamina, mercaptoetanol y 4 ng/mL de FGF2] en condiciones
hipéxicas. Las lineas H1 (WiCell, WAO1) y H9 (WiCell, WA09) de hESC fueron
utilizadas como grupo control. De esta forma, los viales fueron descongelados y
cada linea se sembro en un pozo de 9.6 cm? sobre IMEF a 37°C en condiciones de
hipoxia. Cuando las colonias crecieron (7 dias aproximadamente), la H1 y H9 fueron
pasadas a nuevos pozos ya sea sobre hAEC o IMEF, el medio se cambié
diariamente y cada 5-7 dias se hizo el pase en ambas condiciones. Durante los
primeros 5 pases el procedimiento fue mecénico, mientras que para los
subsecuentes pases se uso la enzima Acutasa. Para la realizacion de los pases
mecanicos, el medio fue aspirado, se agregé 1ml de medio DMEM/F12 y con una
aguja de 27G las colonias fueron cortadas en trazos perpendiculares y horizontales,
todo ello bajo el estereoscopio Olympus de campo oscuro. Los cumulos celulares
fueron despegados con una punta de plastico de 1000 pl y trasladados con el medio
de cultivo a un tubo conico de 15 mL. Las células se centrifugaron a 200 g por 3 min

a 4°C y se descartd el sobrenadante. Finalmente, el pellet fue resuspendido en
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medio de mantenimiento fresco y se incub6 a 37°C, 5% CO,, 5% O, sin mover las
cajas por 48 h.

Para el pase enzimatico, cada pozo de células fue lavado con DMEM/F12 y
se adicion6 1 ml de Acutasa para su incubacion a 37°C. Bajo el microscopio
estereoscopico se revisO cada 5 minutos que las colonias comenzaran a
disgregarse como célula Unica. Las células despegadas se colectaron en un tubo
conico de 15 mL y se centrifugaron a 200 g por 3 minutos a 4°C. Finalmente, las
células se sembraron sobre las capas nuevas de hAEC o iIMEF a 37°C en

condiciones hipoxicas y no se movieron por 48 h.

Deteccion de fosfatasa alcalina

Se utilizé un kit de sustrato BCIP/NBT (del inglés 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate) / nitro blue tetrazolium) el cual produce una reaccion indigo en presencia
de FA activa. Se sigui6 el procedimiento recomendado por el proveedor (SK-5400,
Vector Laboratories) para la preparacion y mezcla de los reactivos. Para preparar
una solucion de trabajo del sustrato, a 5 ml de 100 mM Tris-HCI (pH 9.5) con Tween
0.1% (P1379, Sigma) se afiadié 84 pl del Reactivo 1, 40 pl del Reactivo 2 y 80 ul
del Reactivo 3. Las colonias se incubaron con la solucion del sustrato de 10 a 30
min a temperatura ambiente, hasta observar que las colonias adquirieran una
coloracién indigo. Se hizo tres lavados con PBS 1x para retirar el sustrato, las
colonias fueron observadas bajo un microscopio Zeiss Axio Vert.Al y se obtuvieron

micrografias en formato RGB con una camara AxioCam ICC5 de 5 megapixeles.

Analisis del cariotipo

Para determinar si las hESC no tienen alteraciones cromosémicas, se llevo
a cabo un analisis del cariotipo in situ mediante la técnica G-banding para colorear

las bandas de los cromosomas.
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Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos (Corning, 2935)
previamente tratados con gelatina porcina al 0.1% y se cultivaron con medio de
mantenimiento hESC sin FGF2. Al cabo de 48 horas, se retir6 el medio y las células
fueron lavadas con PBS al 1X. Se afiadi6 medio con colchicina (0.1 pg/ml) (Life
Technologies, 15212-012) al cultivo y se dejé incubar por 45 min a 37°C. Al finalizar
el periodo de incubacién, el medio fue retirado y se hizo otro lavado con PBS 1X.
Las células fueron tratadas con una solucion hipotonica (citrato de sodio al 0.8%)
por un periodo de 30 min a 37°C. Se retir6 la solucién hipoténica y las células fueron
fijadas con metanol: acido acético glacial a una relacion de 3:1 por 5 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se retiré la solucién fijadora y se hicieron
otros tres periodos de fijaciébn de 20 min cada uno. Los cubreobjetos con las células
fijadas fueron colocados toda la noche en una cdmara Thermotron a 60°C. Al dia
siguiente, las muestras fueron embebidas en una solucién de Tripsina al 0.1% por
30 segundos y se hicieron dos lavados con PBS 1X. Las células fueron tefiidas con
una solucién de Giemsa [2 ml de Gurr’s Giemsa Stain (Life Technologies, 35086HE),
4 ml Harleco-Wright Giemsa (WWR, 15204-232) y 74 ml de Gurr's Buffer (Life
Technologies, 10582-013)] por 5 minutos a temperatura ambiente. Se lavo con agua
destilada y se dejé secar dentro de una campana de flujo laminar. Finalmente, las
muestras fueron cubiertas con medio de montaje (Polysciences, 18606) y
portaobjetos (63411-01, Electron Microscopy Sciences). Los cromosomas fueron
observados utilizando una lente de inmersion en aceite 100x a campo claro, para
detectar al menos 20 metafases. La interpretacion de los resultados se llevé a cabo
en conjunto con un experto en citogenética del Departamento de Genética del
INPer.

Retrotranscripcion (RT) y Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

El RNA de los cultivos celulares se extrajo con el método de fenol-cloroformo
(Trizol). Para ello, las células fueron despegadas con 1 ml de Acutasa por 5 minutos,
colectadas en tubos Eppendorf de 1.5 ml y centrifugadas a 200 g por 5 minutos a
4°C. A cada pellet celular se le afiadio 100 pl de Trizol (Ambion, 10296028). Las
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muestras fueron mezcladas de forma vigorosa utilizando un vortex por 60 segundos
y se incubaron 15 minutos a 30°C. Después, a cada muestra se le adicion0 20 ul de
cloroformo (Sigma, 650498), se volvido a mezclar con un vortex por 15 segundos y
se incub6 3 minutos a 30°C. Las muestras fueron centrifugadas por 15 minutos a
1700 g a 4°C para obtener la fase acuosa, la cual fue transferida a tubos nuevos.
Se agreg6 un volumen igual a la fase acuosa recuperada de isopropanol (Sigma,
19516) y se mezclé con el vértex por 15 segundos. Las muestras fueron incubadas
por 10 minutos a 30°C y centrifugadas a 1700 g por 10 minutos a 4°C. Se retir0 el
sobrenadante y se hizo un lavado con 1ml de etanol puro (Sigma, E7023). Se
mezcld con el vértex por 15 segundos y se volvié a centrifugar a 1700 g por 5
minutos a 4°C. Se retird el sobrenadante y se repitid el lavado con etanol pero esta
vez a una concentracion del 75%. Se volvio a centrifugar y se retir0 el sobrenadante.
Las muestras se dejaron secar toda la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente cada muestra de RNA fue resuspendida en 40 pl de agua inyectable e
incubadas por 10 minutos a 60°C.

La pureza del RNA fue determinada por la relacion 260/280 nm (= 1.6)
usando un espectrofotometro (Glomax Multi Microplate Multimode, Promega) y la
integridad del RNA fue evaluada mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

La transcripcion reversa (RT) se llevo a cabo con el kit Reverse Transcription
System (Promega, A3500). De cada muestra se tomo el volumen necesario para
1 ug de RNA 'y se mezclé con 2 pl del Buffer de la transcriptasa reversa 10X, 4 u
de MgCl, 25 mM, 2 pl de la mezcla de desoxinucleotidos (ANTPs) 10 mM, 0.5 pl del
inhibidor de ribonucleasa, 2 pl de los primers Oligo-dT, 0.2 ul de la enzima
transcriptasa reversa y el volumen necesario de agua libre de nucleasas, para un
volumen final de 20 pl. La reaccién se incubé a 45°C durante 30 minutos, seguido
de un periodo de inactivacion de la enzima a 95° por 5 minutos, para finalizar con 5
minutos a 4°C. El DNA complementario (cDNA) se almacené a -20°C para su uso
posterior. Una vez obtenido el cDNA, se llevdé a cabo la amplificacion utilizando
primers especificos para cada gen (ver Tabla 3) y el kit Access PCR System
(Promega, A1250). Para la reaccion de PCR se tomo el volumen necesario para 1

Hg de cDNA y se afadié en una soluciéon de reaccion que contenia 5 ul de Flexi
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Buffer Gotag 5X, 2.5 pl de MgCl2 2.5 mM, 1 pl de dNTPs 10 mM, 1 pl de primer
sentido (25 pmol), 1 ul de primer antisentido (25 pmol), 0.40 pl de la DNA polimerasa
GoTag® Flexi (5 u/pl) y el volumen necesario de agua libre de nucleasas, para un
volumen final de 25 pl.

La amplificacion siempre incluyd controles negativos en donde se omitié el
cDNA para descartar falsos positivos, asi como controles positivos (muestras H1 y
H9) para validar el experimento. Las condiciones de amplificaciéon fueron las
siguientes: 95° por 15 minutos seguidos de 35 ciclos de amplificacion
[desnaturalizaciébn a 95°C por 60 segundos, alineacion por 60 segundos cuya
temperatura fue determinada de acuerdo a los primers utilizados (ver Tabla 3),
elongacion a 72° C por 60 segundos] y una extension final a 72°C por 10 minutos.

Los productos amplificados fueron visualizados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% y las imagenes capturadas por un analizador MiniBis Pro (Bio-

Imaging System), usando el programa Gel Capture.

65



Referencia

NCBI GEN PRIMERS Tmc® Tamafio
OCT4 F-GAGGAGTCCCAGGACATCAA

NM_002701  (POUSF1) 570 149
R— GTGGTCTGGCTGAACACCTT

NM_ 024865  NANOG  F- TGCAAATGTCTTCTGCTGAGAT 540 287
R- GTTCAGGATGTTGGAGAGTTC

NM_003106  SOX2 F- GCCGAGTGGAAACTTTTGTC 552 264
R- GTTCATGTGCGCGTAACTGT

NM_001314052 KLF4 F- GATGGGGTCTGTGACTGG AT 550 134
R- CCCCCAACTCACGGATATAA

NM_174900  REX1 F- GCGTACGCAAATTAAAGTCCAGA  57.5 307
R-CAGCATCCTAAACAGCTCGCAGAAT

NM_199286  DPPA3 F- GTTACTGGGCGGAGTTCGTA 560 168
R- TGAAGTGGCTTGGTGTCTTG

NM_020436  SALL4 F- TGCAGCAGTTGGTGGAGAAC 568 68
R- TCGGTGGCAAATGAGACATTC

NM_005996 TBX3 F- GCAGCTTTCAACTGCTTCG 55.0 67
R- TGAGGTTCGATGTCCCTACA

NM_016270  KLF2 F- CTACACCAAGAGTTCGCATCTG 558 137
R- CCGTGTGCTTTCGGTAGTG

NM_002007  FGF4 F- CTACAACGCCTACGAGTCCTACA  57.2 371
R- GTTGCACCAGAAAAGTCAGAGTTG

NM_001485  GBX2 F- CACCACGTCTACGGGCAAGAA 505 309
R- AGCTGCTGATGCTGACTTCTGA

NM_000222.2  KIT F-GGCGACGAGATTAGGCTGTT 560 76
R-CATTCGTTTCATCCAGGATCTCA

NM_ 003641  IFITM1 ATGTCGTCTGGTCCCTGTTC 558 184
GTCATGAGGATGCCCAGAAT

NM 014553  TFCP2L1 F-CCCCTGCAATATGTGTTGTG 550 129
R-AAAGTCTCCCAGCTTCCGAT

NM_002046  GAPDH  F-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC 568 229

R-CCTGGAAGATGGTGATGGGAT
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Tabla 3. Secuencias de primers utilizados para la identificacibn de genes relaciones con la

pluripotencia humana.

Inmunohistoquimica

Las células cultivadas fueron fijadas con PFA al 4% y lavadas 3 veces con
PBS 1X para posteriormente permeabilizarlas con Tritén (Sigma, T8787) al 0.3%
por 30 minutos, seguido de un bloqueo con albumina al 5% por 30 minutos. Una vez
hecho esto, las células se incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpos primarios
en solucion de blogueo (Tabla 4). Al dia siguiente se lavaron 3 veces con PBS 1xy
se adiciond los anticuerpos secundarios acoplados a fluoréforos [Alexa 488 (Thermo
Fisher, A11029), Alexa 596 (Thermo Fisher, A11036)] en solucién de bloqueo a una
concentracion de 1:1000 y se incub6 una hora a temperatura ambiente. Se hicieron
3 lavados con PBS 1X y se adicion6 una solucion con 4 ',6-diamino-2-fenilindol en
PBS 1x (5 pg/ml) (D1306, Thermo Fisher) para tefir los nacleos. Como control
negativo, muestras de hESC fueron incubadas unicamente con el anticuerpo
secundario. Las tinciones fueron Vvisualizadas bajo un microscopio de
epifluorescencia (Olympus 1X-81) y se obtuvieron fotografias con una camara CCD
(Hamamatsu, ORCA-Flash). A su vez, para establecer la coexpresion de
marcadores nucleares, se adquirieron imagenes mediante microscopia confocal
(LSM710, Zeiss). Una vez obtenidas, se realiz6 el empalme de las imagenes con

ayuda del programa Zeiss Zen Pro.
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Anticuerpo Hospedero Concentracion Marca

primario

OCT4 Raton 1:100 611202, BD
OCT4 Conejo 1:400 19857, Abcam
NANOG Conejo 1:500 500-P236, Peprotech
SOX2 Conejo 1:1000 AB5603, Millipore
SSEA4 Raton 1:250 16287, Abcam
TRA 1-60 Raton 1:500 16288, Abcam
E-CADHERINA Raton 1:100 610181, BD
B-II-TUBULINA Raton 1:2000 410P, Covance
PAX6 Conejo 1:200 154253, Abcam
BRACHURY Conejo 1:100 20680, Abcam
SOX17 Raton 1:100 84990, Abcam
FOXA2 Conejo 1:1000 40874, Abcam

Tabla 4. Lista de anticuerpos primarios utilizados en la técnica de inmunoflourescencia.

Diferenciacion in vitro

Para la formacion de EB, las células hESC fueron despegadas de forma
mecanica con una aguja G27 y transferidas a placas no adherentes de 57 cm?2
(Corning, CLS3262) en medio de mantenimiento hESC sin FGF2. Las células fueron
cultivadas en suspensién durante 7 dias para permitir la formacion de EB y el medio
se cambi6 diariamente. Al dia 8, los EB fueron transferidos a placas previamente
tratadas con 0.1% de gelatina porcina, y se mantuvieron en cultivo (DMEM/F12, L-
glutamina, aminoacidos no esenciales y 20% FBS) por dos semanas, con cambio
de medio cada tercer dia. Para finalizar, los EB fueron fijados para su posterior
tratamiento con inmunohistoquimica para detectar marcadores especificos de las

tres capas embrionarias (Tabla 4).

Ensayo de formacion de teratomas

Se evalué la capacidad in vivo de diferenciacion a traveés de la formacion de

teratomas en ratones inmunodeficientes de la cepa C.B-17/IcrHsd-Prkdcscid. Los
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animales fueron criados en el bioterio del Instituto de Neurobiologia-UNAM (INB),
en un ambiente libre de patégenos con condiciones de temperatura, luz y humedad
controladas. El agua y el alimento fueron ad libitum en condiciones estériles. Cabe
mencionar que el cuidado de los animales, asi como la experimentacion con ellos
se llevo a cabo con la aprobacion del Comité de Etica e Investigacion del INB
(proyecto 70) y bajo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-
1999.

Animales de 8 semanas de edad fueron anestesiados en una camara de
anestesia con isofluorano a una dosis de induccién al 3% y de 1.5 % para
mantenimiento en un mezcla de 95% 02 y 5% CO2. Se colocé al ratdén en posicion
decubito prono y previa asepsia-antisepsia de la regién se realiz6 una incision
vertical en la linea media de la piel y con las tijeras se corté el tejido conectivo de
los musculos de la pared abdominal. Después, para sacar el rifidén derecho, con las
tijeras se perford perpendicularmente la pared abdominal. Una vez descubierto el
rifidn, por medio de una aguja Hamilton y de un microinyector se inyectd 1x106
células en 30 pl de DMEM/F12: Matrigel directamente en la capsula renal. Por
altimo, se regreso el rifidn a su sitio anatdmico y se procedio al cierre de los planos
quirargicos mediante sutura de nylon 3-0. Los animales estuvieron en monitoreo
continuo y bajo un tratamiento con antibiético para evitar infecciones. Seis semanas
después fueron sacrificados por dislocacion cervical y se buscd estructuras
ectépicas adosadas al riién. Los tumores fueron fijados con PFA al 4%, se
montaron en parafina y finalmente se analizaron mediante histologia tincion de
hematoxilina-eosina para revisar los tipos celulares derivados de las capas
embrionarias. Un médico especialista en anatomia patolégica determiné los tejidos

diferenciados en el teratoma.

Obtencién de medio condicionado de las capas nodrizas

La obtencién del medio condicionado de los MEF inactivados (MEF-CM) se

llevd a cabo de acuerdo a reportes previos, y se usé como referencia para la
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obtencién del medio condicionado de hAEC (hAEC-CM) (Xu et al.,, 2001).
Brevemente, las células fueron sembradas en placas de 55 cm? y se cultivaron con
10 ml de medio de mantenimiento hESC. El medio condicionado de ambos tipos
celulares fue colectado cada 24 horas por siete dias consecutivos, el cual se
congeld a -80°C hasta su posterior uso. Al descongelarlo para su uso, al medio se
le afiadio 6 ng/ml de FGF2 y se filtr6 a través de una membrana con poros de 0.2um

de diametro.

Mantenimiento de las lineas hES en condiciones libres de capa nodriza

Para estas condiciones se uso de referencia reportes previos (McElroy and
Reijo Pera, 2008). Brevemente, para preparar placas tratadas con Matrigel, dicha
matriz extracelular sintética fue resuspendida con base en el factor de dilucion del
certificado de analisis dependiendo del lote; posteriormente se agregd 1 ml de esta
dilucion a cada pozo de 9.6 m2 de area y se dejo incubar 1 hora a temperatura
ambiente o toda la noche a 4°C en condiciones estériles. El Matrigel fue retirado y
se agreg6 1.5 ml de MEF-CM o hAEC-CM a cada pozo. Para adaptar las lineas
hESC de condiciones de capa nodriza a condiciones de Matrigel, las colonias sobre
MEF o hAEC fueron despegadas de forma mecanica y sembradas en los pozos
tratados con Matrigel, y se agreg6 1.5 ml de medio condicionado con el inhibidor de
Rho-cinasa (ROCK) (Y27632, Stem Cell Technologies) a una concentracion 10 pM
para incrementar la sobrevivencia celular. En los pases subsecuentes, unavez que
las células llegaron a confluencia, se aspiré el medio y las células fueron incubadas
con 1 ml de Acutasa/pozo a 37°C durante 3-10 min, revisando que las células
comenzaran a despegarse, para después colectarlas en un tubo cénico de 15 ml.
Los pozos se limpiaron con 1 ml de medio DMEM/F12 para recuperar células
restantes y se centrifugd a 200 g por 3 min a 4°C. Finalmente, las células fueron
sembradas sobre placas tratadas con Matrigel, utilizando MEF-CM o0 hAEC-CM con

Y27632, a 37°C en condiciones hipoxicas y no se movieron por 48 h.
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Extraccidon del DNA y andlisis Epi-Pluri-Score

Brevemente, se aislé el DNA gendmico utilizando el High Pure FFPET DNA
Isolation Kit de acuerdo a instrucciones del provedor (11732668001, Roche). Las
muestras fueron enviadas a Alemania para el analisis del Epi-Pluri-Score por parte
de la empresa Cygenia, en donde fueron tratadas con bisulfito de sodio utilizando
el kit EZ DNA Methylation ( D5001, Zymo Research), posteriormente las regiones
de interés de los genes ANKRD46, C140RF115 y OCT4 fueron amplificadas por
PCR utilizando primers especificos (Tabla 5). A partir de estos productos
amplificados se preparo DNA lineal de una sola cadena utilizando el PyroMark Q96
Vacuum Prep Workstation (Qiagen). Finalmente, la reaccion de secuenciacion fue
llevada a cabo con un primer de secuenciacion especifico para cada gen (Tabla 5),
en un PyroMark Q96 ID System y se analizé con el programa PyroMark CpG SW
1.0.

El puntaje del Epi-Pluri-Score para cada muestra se obtuvo de la combinacién
de los niveles de metilacion del DNA de los sitios CpG ANKRD46 y C140rf115, en
conjunto con un sitio CpG en el gen POU5SF1 que fue utilizado para discriminar
muestras pluripotentes de no pluripotentes (Lenz et al., 2015).

Los resultados del andlisis fueron representados en un esquema en donde
se mostro la clasificacion de las muestras analizadas al compararlas con una base

de datos de células pluripotentes o células no pluripotentes.

Primer CpG-ID Secuencia

ANKRDA46-seq ANKRD46 (cg23737055) 5- CACAATTTTAATACTTTCCC

ANKRDA46-for 5’- Biotin-AGGGGAGGGGTTAGATAGGGGTAG
ANKRDA46-rev 5°- CCACAATTTTAATACTTTCCCTAATTCAAAAC
C140RF115-seq C140RF115 (cg22247240) 5°- CCAAAACCAATTTCATATC

C140RF115-for 5-Biotin -GATTTTTTGGGGGGAGTGGTTTAAGT
C140RF115-rev 5°- CCACCTTCCAACCTAAAACATTTAAATCACC
POU5F1/0CT4-seq POU5F1/0CT4 (cg13083810) 5- TAGTTTTTTAAATTTATTGAATG
POU5F1/0OCT4-for 5 -GATTTTTGGTATTGTGTTTTTAGGGGTTAGTTA
POU5SF1/OCT4-rev 5’-Biotin-TAAAACCCAATCAATCCAAAATCTAATCCC

Tabla 5. Primers para pirosecuenciacion de tres regiones especificas CpG para ANKRD46,
C140RF115 y POU5SF1 (OCT4) para en analisis Epi-Pluri-Score.
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Disefio de primers para la deteccion de miRNAs por RT y PCR

La identificacion de miRNAs en el medio de cultivo de las hAEC se evalu6
mediante la utilizacién de primers especificos para las reacciones de RT y de PCR
los cuales se disefiaron de acuerdo a estudios previos (Chen et al., 2005a). Para
cada miRNA se utilizé un primer especifico para la RT, el cual se compone de un
“stem-loop” base de 44 nucledtidos, en donde los que se ubican en la posicion 1-14
del extremo 5" forma una doble cadena con los nucle6tidos 31-44 del extremo 3,
dando lugar a la estructura del tallo, mientras que los nucleétidos intermedios
constituyen el asa (Figura 5). La especificidad para cada primer RT esta
determinaba por los ultimos seis nucledtidos del extremo 3’, que corresponden a la
secuencia complementaria de los ultimos seis nucléotidos del extremo 3’ de cada
miRNA (Tabla 6).
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Figura 5. Esquema representativo del primer “stem-loop” disefiado para la RT. La secuencia
de 44 nucledtidos (representada por el color naranja) forma una estructura de tallo-asa, mientras que

en el extremo 3" los Ultimos seis nucle6tidos (en azul) son complementarios para cada miRNA.

MIiRNA Secuencia especifica para el
primer “stem loop” RT

hsa-miR-92a-3p ACA GGC

hsa-miR-92b-3p GGA GGC

hsa-miR-302a-3p TCA CCA

hsa-miR-302b-3p CTACTA

hsa-miR-302c-3p CCACTG

hsa-miR-302d-3p ACA CTC

hsa-miR-200c TCC ATC

Tabla 6. Secuencias especificas para la RT. Los Ultimos seis nucle6tidos complementarios y anti-

sentido de cada microRNA se unen en el extremo 3" del miRNA especifico.

Identificacion de miRNAs relacionados con la pluripotencia mediante RT y PCR

Las células hAEC en P1 fueron cultivadas en medio de mantenimiento hESC,
y tanto las células como el medio fueron colectados por separado. El medio fue
filtrado a través de una membrana con poros de 22 um de didmetro para eliminar
restos celulares. Para la extraccion de RNA enriquecido con miRNAs a partir de las
células, se utilizé la técnica de Trizol con la adicion de glucégeno para la

precipitacion de RNAs pequefios. Para el caso del medio de cultivo, las muestras
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fueron purificadas y concentradas a partir de columnas del kit RNA Clean &
Concentrator™-5, siguiendo el procedimiento recomendado por el proveedor
(R1016, Zymo Research). Posteriormente, se realizaron las RT especificas para
cada miRNA, seguidas de una PCR en punto final; las condiciones de amplificacién
fueron diferentes a las mencionadas para los mMRNAs: 95° por 10 minutos seguidos
de 35 ciclos de amplificacién (95°C para desnaturalizacion por 30 s, 58°C de
alineacion por 10 sy 72° C de elongacion por 20 segundos).

Parala PCR, los primers fueron disefiados con las siguientes caracteristicas:
el “forward” (sentido) contiene en su extremo 3’ la secuencia exacta correspondiente
a los primeros 9-12 nucle6tidos del miRNAy en el extremo 5 una secuencia rica de
citosinas y guaninas necesarias para aumentar el punto de fusién (58°C) ala cadena
del DNA complementario (cDNA). La secuencia del “reverse” (antisentido)
corresponde a los ultimos 15 nucledtidos complementarios y anti-sentido de la
secuencia del primer universal tipo “stem-loop”, de manera que es utilizado para

todas las reacciones de PCR sin importar el miRNA (Tabla 7).

miRNA Forward Reverse

hsa-miR-92a-3p CGG CCG TAT TGC ACT TGT CC

hsa-miR-92b-3p CGG CCG TAT TGC ACT CGT CC

hsa-miR-302a-3p GTG CAG GGT CCG AGG T
hsa-miR-302b-3p CGG CCG TAA GTG CTT CCA

hsa-miR-302c-3p

hsa-miR-302d-3p CGG CCG TAAGTG CTT CCATGT

hsa-miR-200c CGG CCG TAA GTG CTT CCA TGC

Tabla 7. Secuencias de “primers” para la reaccion de PCR. En el extremo 3’ de cada “forward”
se agreg6 la secuencia CGGCCG para aumentar la temperatura de fusion. El “reverse” es una
secuencia universal para todos los miRNAs dado que reconoce el “stem loop” que se disefid para la
RT.
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Secuenciacién de los productos de miRNAs de PCR punto final

Una vez que se realizaron las PCR de punto final para la identificacion de los
mMiRNAs en las células hAEC, las bandas obtenidas en los geles de electroforesis
fueron cortadas y purificadas con el kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery (D4001,
ZymoResearch). Las muestras purificadas de cDNA fueron clonadas en el vector
PGEM-EASY (Promega) y posteriormente secuenciadas por el método de
terminacion con el Big Dye de Applied Biosystems y en un secuenciador ABI PRISM

310 Genetic Analyzer en la Unidad de Proteogendmica del INB.

Cuantificacion de los niveles de miRNAs por g°PCR

Mediante PCR cuantitativa (QPCR) se determinaron los niveles de los
MIRNAs candidatos en las hAEC y se compararon con el cocultivo de las hAEC con
las hESC. Los grupos experimentales se muestran en la Figura 6. Se determing la
expresion relativa mediante el método 244CT, Para normalizar las muestras, se
utiliz6 como control el Spike-In miR-39 de C. elegans, el cual se agreg6 a cada
muestra previo a la extraccion del RNA (Li and Kowdley, 2012). Los valores
obtenidos se calibraron utilizando las lineas que se mantuvieron sobre la capa MEF.

Para cada miRNA, previo a la reaccion de qPCR se realizd una
preamplificacién a partir de 800 ng de cDNA; las condiciones fueron las siguientes:
95° C por 10 minutos seguidos de 15 ciclos de amplificacion (95°C para
desnaturalizacién por 30 segundos, 58°C de alineacion por 10 segundos y 72° C de
elongacion por 20 segundos). A partir de la preamplificacion se tomé 1 pug de cDNA
preamplificado por muestra, al cual se le afiadio 12.5 yl de KAPA SYBR FAST gPCR
Master Mix 2X (KM4100) con 1 pl de primer sentido (20 pmol) y 1 pl de primer
antisentido (20 pmol) y H20 libre de RNAsas para tener un volumen final de 25 pl
por reaccion. Las condiciones de la gPCR fueron las siguientes: un periodo inicial
de desnaturalizacién a 95° por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion
(95°C de desnaturalizacién por 5 s, 60°C de elongacion por 20 s, y 72°C de

elongacion por 5 s).
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Figura 6. Grupos experimentales para determinar la expresion relativa de miembros de las
familias miRNAs relacionados con la pluripotencia. El simbolo v significa que se ha demostrado
la presencia de miRNAs (Bar et al. 2008; Huang et al. 2014), mientras que el signo ? significa que

aun no se ha caracterizado

Validacion del método 244CT

Para estandarizar y validar el método de cuantificacion relativa por qPCR se realizé
un rango dinamico para cada miRNA, con este fin se utilizaron concentraciones
conocidas de cDNA (1000, 100 y 10 ng) por duplicado y se procesaron bajo las
condiciones de temperatura y tiempos previamente mencionadas. Una vez

obtenidos los datos se obtuvieron los valores de ACT, mediante la siguiente formula:

ACT = CTmir-x-CTmir-39

Donde CTnirx €s el ciclo umbral obtenido en la reaccion de qPCR para un
determinado miRNA, y CTnir-30 €S €l ciclo umbral del control exégeno que se utiliza
para normalizar los datos, en este caso, el miR-39 de C. elegans.

Después de haber obtenido los valores de ACT se procedera a calcular el valor de

AACT, con la féormula:

AACT = ACTX-ACTH9/H1

Donde ACTX es ACT para cada muestra a analizar mientras que ACTH9/H1 es el

ACT de las lineas H1 y H9 utilizadas como control positivo. Una vez obtenido el
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valor de AACT, se calculé el 224CTy |os datos se mostraron como expresion relativa

para cada miRNA analizado.
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RESULTADOS

Derivacién de una linea de hESC utilizando hAEC como capa nodriza

64 embriones de mala calidad (Figura 7) fueron cultivados sobre una capa
nodriza hAEC; 48 h después se observd una masa de células compactas rodeada
de otro tipo de células mucho méas alargadas (denominado crecimiento externo, del
inglés outgrowth) que corresponderia a células del trofoblasto. La estructura
compacta parecida a la ICM ha sido reportada como un paso intermedio entre el
cultivo del embrion y la derivacion de hESC, llamada PICMI (del inglés post ICM
intermediate) (O'Leary et al., 2012) (Figura 8). De cinco PICMI que emergieron del
total de los 64 embriones, solamente uno sobrevivié a los subsecuentes pases (P1-
P5) formando colonias, las cuales fueron pasadas de forma mecénica y expandidas
en una relacion 1:2. A partir del P6, se utilizd6 Acutasa para disgregar las colonias
asi como la adicion de Y27632 (inhibidor especifico de la proteina cinasa

dependiente de Rho), lo que permitié la sobrevivencia de las hESC al bloquear la

apoptosis inducida por la disociacion de las colonias al momento de hacer los pases
(Ohgushi et al., 2010).

Figura 7. Micrografia a campo claro (10x) de cigotos de mala calidad descartados de la Unidad de

Reproduccion Asistida. Barra de calibracion 500 um.
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Figura 8. El inicio de la derivacién de una linea hESC a partir de embriones de mala calidad.
Magnificaciones (10x) a campo claro de un embrién de mala calidad cultivado sobre capa nodriza
hAEC. lzquierda, se puede apreciar la formacién del PICMI rodeado de crecimiento externo que
corresponderia al trofoblasto. Derecha, PICMI en crecimiento después del primer pase (P1) sobre una
nueva capa nodriza hAEC. Barra de calibracion, 100 pM.

Morfologia de las hESC

La morfologia tipica de una colonia indiferenciada de hESC de la linea H1 o
H9 sobre una capa nodriza consiste en células estrechamente compactas, con los
bordes definidos y con nucleo grande (Figura 9). Nuestras colonias que derivamos
de un embrion de mala calidad presentaron una morfologia similar a las lineas H1 y
H9 (Figura 10), la cual se ha mantenido hasta el P50, lo que sugeriria que las hAEC
soportan la derivacién y el mantenimiento de colonias con morfologia de hESC. Esta
nueva linea fue bautizada como Amicqui-1, palabra derivada del nahuatl que
significa “cosa inmortal”.

Debido a que la H1 y H9 se mantienen de forma rutinaria sobre una capa de
MEF, nuestra nueva linea fue cultivada bajo las mismas condiciones y como se
puede observar en la Figura 10B, las colonias de Amicqui-1 poseen la misma

morfologia que las colonias de las lineas H1 y H9 bajo las mismas condiciones de
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cultivo. A partir de este momento comenzaremos a definir nuestra linea derivada
como Amicqui-A cuando se mantuvo sobre hAEC, y como Amicqui-M cuando se

utilizaron iIMEF.

Figura 9. Morfologia de las lineas H1 y H9 sobre iMEF. Magnificacion (10x) en contraste de fases
de una colonia de linea H1 (A) o H9 (B) sobre una capa de iIMEF, presentando una morfologia tipica
de hESC: células estrechamente compactas en una colonia con bordes definidos, barra de

calibracién 50 uM. D.

Figura 10. Morfologia de la Amicqui-1. Magnificaciones (10x) en contraste de fases de la linea
Amicqui-1 sobre capa nodriza hAEC (A) o de IMEF. (B). Ambas colonias presentan células

estrechamente compactas, colonia plana con bordes definidos. Barras de calibracién, 200 uM

80



Caracterizacion de la linea Amicqui-1 derivada y mantenida sobre hAEC

Una vez que obtuvo la linea Amicqui-1, se procedi6 a caracterizarla mediante
la deteccion de una bateria de marcadores relacionados con la pluripotencia. Como
se observa en la Figura 11A, las colonias de la Amicqui-1 fueron positivas a FA,
mientras que las células de la capa nodriza no fueron tefiidas; ademas, se determino
el cariotipo de la linea, utilizando la técnica de la tincion de Giemsa. El estudio

citogenético resultd en un cariotipo 46, XY (Figura 11B).

T 1 pé Ak i1

" £ .t
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Figura 11. Deteccién de fosfatasa alcalina y cariotipo de Amicqui-1. A) Micrografia de colonias
Amicqui-1 positivas a fosfatasa alcalina sobre una capa de hAEC. Barra de calibracion 500 pm. B)
Fotografia de la metafase de una célula de una colonia de Amicqui-1 con cariotipo 46, XY, en donde

se muestran organizados los cromosomas en pares

Posteriormente, se llevaron a cabo varias RT-PCR en punto final para buscar
la presencia de mMRNA de marcadores de hESC. Nuestra linea Amicqui-1 en ambas
capas nodrizas (hAEC y IMEF) presentd el mRNA de la triada OSN asi como de
otros factores clave para mantener la red de pluripotencia como KLF4 o REX-1. En
adicion, se encontraron marcadores propios del epiblasto temprano (IFITM1, FGF4,
Gbx2, Kit, TCFLP2). Muestras de H1 y H9 sobre MEF fueron utilizadas como

controles positivos (Figura 12).
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Figura 12. Expresion de genes relacionados
REES con la pluripotencia en la linea Amicqui-1. A)
STELLA Genes del “core” de pluripotencia; B) otros
B SALL4 genes involucrados en la red de pluripotencia;
TBX3 C) genes del epiblasto humano. Carril 1y 2, H1
KLE2 y H9 sobre iIMEF como controles positivos; carril
3 y 4, Amicqui-1 sobre capa nodriza hAEC y
FGF4 capa nodriza IMEF respectivamente; carril 5,
TFCP2L1 control negativo. GAPDH se utilizé como control
ZFP42 constitutivo (D).
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En complementacién con la deteccion de mRNAs, se llevaron a cabo
inmunofluorescencias para monitorear la presencia de las proteinas de los
marcadores de pluripotencia, utilizando colonias que fueron fijadas a diferentes
intervalos entre los P6 y P38. Se detectaron los factores de transcripcion de la triada
OSN, marcadores de superficie celular SSEA-4 y TRA1-60, asi como la molécula
de adhesion E-cadherina (marcador pluripotente que confirma la naturaleza epitelial
de las hESC); para ello se realizaron diferentes combinaciones y se observé en las
colonias la co-localizacion de estos marcadores (demostrado por dobles
inmunoflourescencias). La presencia de estas moléculas nos indicé un estado
indiferenciado, lo que sugiere que las células Amicqui-1 sobre hAEC son

pluripotentes (Figuras 13-16). A su vez, Amicqui-1 se puede mantener bajo las
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condiciones dependientes de la capa nodriza de MEF, demostrado por la deteccién
de los marcadores pluripotentes mendiante RT-PCR (Figura 12) e
inmunoflourescencia (Figura 17-20). Al igual que con la RT-PCR, se utiliz6 como

control positivo las lineas H1 y H9 sobre iMEF, las cuales de forma esperada fueron

positiva para todos los marcadores de pluripotencia evaluados (Figura 21)

Figura 13. La linea Amicqui-1 derivada y mantenida sobre hAEC es positiva a la triada de
pluripotencia. Micrografias (20x) tomadas con microscopia confocal de colonias Amicqui-1 sobre
una capa de hAEC con inmunaotincién para OCT4 con NANOG y OCT4 con SOX2. Se puede
observar que los nicleos celulares (tefiidos con DAPI) de la colonia presentan doble marcaje

positivo. Barra de calibracién, 50 uM.
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Figura 14. Presencia del antigeno de superficie TRA1-60 en Amicqui-1. Micrografias (20x)
tomadas con microscopia confocal de colonias Amicqui-1 sobre la capa de hAEC con doble
inmunotincidn para cada factor de transcripciéon (OCT4, SOX2 y NANOG) con el antigeno TRAL-
60. Se puede observar que para los factores de transcripcion la marca es nuclear (ndcleos
identificados con DAPI), mientras que para TRA1-60 las células presentan marcaje mas periférico.

Barras de calibracién, 50 uM.
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Figura 15. Presencia del antigeno de superficie SSEA-4 en Amicqui-1. Micrografias (20x)
tomadas con microscopia confocal de colonias Amicqui-1 sobre la capa de hAEC con doble
inmunotincidn para cada factor de transcripcién (OCT4, SOX2y NANOG) con el antigeno SSEA-4.
Se puede observar que para los factores de transcripcion la marca es nuclear (nicleos identificados
con DAPI), mientras que para SSEA-4 las células presentan marcaje mas periférico. Barras de
calibracion, 50 uM
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Figura 16. Expresion de E-Cadherina en Amicqui-1. Micrografias (20x) tomadas con microscopia
confocal de colonias Amicqui-1 sobre la capa de hAEC con doble inmunotincion para cada factor de
transcripcion (OCT4, SOX2 y NANOG) con la molécula de adhesion E-Cadherina. Se puede
observar que para los factores de transcripcién la marca es nuclear (nicleos identificados con DAPI),
mientras que para E-Cadherina las células presentan marcaje mas periférico (ver Addendum). Barras
de calibracién, 50 uM
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Figura 17. La linea Amicqui-1 mantenida sobre la capa nodriza convencional MEF es positiva
a la triada de pluripotencia. Micrografias (20x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de
colonias Amicqui-1 sobre una capa de IMEF con doble inmunotincién para NANOG con OCT4 y
SOX2 con OCT4. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI para su identificacion. Se puede observar

que las células de la colonia presentan doble marcaje positivo en el nicleo. Barra de calibracién, 50

UM.
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Figura 18. Amicqui-1 presenta TRA1-60 en condiciones de capa nodriza MEF. Micrografias (20x)
tomadas con microscopia de epifluorescencia de colonias de Amicqui-1 sobre una capa de IMEF con
doble inmunotincidn para cada factor de transcripcion (OSN) con el marcador de superficie celular
TRA1-60. Se puede observar que para los factores de transcripcion la marca es nuclear (nicleos
identificados con DAPI), mientras que para TRA1-60 las células presentan marcaje mas periférico.

Barras de calibracién, 50 uM
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Figura 19. Amicqui-1 presenta SSEA-4 en condiciones de capa nodriza MEF. Micrografias (10x)
tomadas con microscopia de epifluorescencia de colonias de Amicqui-1 sobre una capa de IMEF con
doble inmunotincién para cada factor de transcripciéon (OSN) con el marcador de superficie celular
SSEA-4. Se puede observar que para los factores de transcripcion la marca es nuclear (nicleos
identificados con DAPI), mientras que para SSEA-4 las células presentan marcaje mas periférico.

Barra de calibracion, 100 uM
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Figura 20. Expresion de E-cadherina en Amicqui-1 en condiciones de capa nodriza MEF.
Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de colonias de Amicqui-1 sobre una
capa de IMEF con doble inmunotincion para cada factor de transcripcién (OSN) con el marcador de
superficie celular E-cadherina. Se puede observar que para los factores de transcripcién la marca es
nuclear (ndcleos identificados con DAPI), mientras que para E-cadherina las células presentan

marcaje mas periférico. Barras de calibracion, 100 uM
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Figura 21. Validacion de los anticuerpos primarios en la linea H1. Micrografias (10x) tomadas
con microscopia confocal de colonias H1 con doble inmunotincidn para marcadores de pluripotencia.
Las colonias H1 son positivas para los factores de transcripcion OCT4, SOX2 y NANOG vy los
antigenos de superficie E-cadherina, Tral-60 y SSEA-4. Barra de calibracién, 50 uM.
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Diferenciacion in vitro de la linea Amicqui-1 hacia los tres linajes embrionarios

Prosiguiendo con la caracterizacién, mediante el ensayo de formacion de
cuerpos embrionarios y su diferenciacion se buscaron marcadores de las tres capas
germinales por la técnica de inmunofluorescencia. Para el caso del ectodermo, se
detecto la presencia de células PAX6 positivas, el cual es un marcador de células
progenitoras neurales, asi como B lll-Tubulina, marcador de neuronas inmaduras,
lo que sugiere que las hESC son capaces de diferenciarse hacia un destino neuronal
(Figura 22). Asimismo, se detectaron células positivas a FOXA2 y SOX17,
marcadores de endodermo definitivo (Figura 23). Finalmente, se observo la marca
positiva de BRACHURY, factor de transcripcion presente en células comprometidas

hacia linaje mesodérmico (Figura 24).

Bl Tubulina

Figura 22. Diferenciacién in vitro de Amicqui-1 hacia el linaje del ectodermo. Micrografias (20x)
de confocal, de células derivadas de Amicqui-1 a partir de la formacion de cuerpos embrionarios. Se
observan rosetas neurales positivas a PAX6, marcador de células troncales neurales, asi como

células con prolongaciones positivas para B-1ll Tubulina. Barra de calibracién, 50 pm.
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Figura 23. Diferenciaciéon in vitro de Amicqui-1 hacia el linaje del endodermo. Micrografias
(20x) de confocal, de células derivadas de Amicqui-1 a partir de la formacién de cuerpos
embrionarios. La marca corresponde a células positivas a FOXA2 (en rojo) y SOX17 (verde),

marcadores de endodermo definitivo. Barra de calibracién, 50 um.

Figura 24. Diferenciacion in vitro de
Amicqui-1 hacia el linaje del
mesodermo. Micrografia (20x) de
confocal, de células derivadas de
Amicqui-1 a partir de la formacion de
cuerpos embrionarios. Se observan
células positivas a BRACHURY, un
marcador caracteristico de
mesodermo. Barra de calibraciéon, 100

pm.
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Diferenciacion in vivo de Amicqui-1 hacia los tres linajes embrionarios

Se llevo a cabo la prueba “estdndar de oro” para demostrar la capacidad
pluripotente de lineas de origen humano que es la formacion de teratomas. Se hizo
un trasplante de Amicqui-1 en la capsula renal de ratones inmunodeficientes de la
cepa C.B-17/IcrHsd-Prkdcscid; seis semanas después los animales fueron
sacrificados y se observo que en los animales se habian desarrollado tumores. El
analisis histologico determiné que en los tumores habia tipos celulares derivados
del ectodermo, mesodermo y endodermo. Para el caso del ectodermo se encontrd
rosetas neurales, las cuales consisten en agrupaciones celulares circulares con
lumen central, presuntamente del tipo célula troncal neural. Para el mesodermo, se
identificd cartilago en desarrollo, en forma de una estructura denominada placa de
crecimiento, la cual contiene cuatro principales capas de condrocitos
morfoldégicamente distintos (zona en reposo, zona proliferativa, zona prehipertréfica
e hipertréfica). Finalmente, para el endodermo se identificd epitelio intestinal,
conformado por un epitelio columnar y algunas células de Goblet rodeando un
lumen (Figura 25). Para validar este ensayo, se inyectaron células de la linea H1
sobre IMEF en ratones inmunodeficientes, observando de manera semejante

estructuras de las tres capas embrionarias (Figura 26).
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Figura 25. La linea Amicqui-1 es capaz de formar teratomas compuestos por los tres linajes
embrionarios. Micrografias a campo claro de cortes histolégicos con tincion hematoxilina-eosina de
teratomas formados en ratones inmunodeficientes, después de haber trasplantado la Amicqui-1 en
la capsula renal. En A se puede observar la clasica morfologia de rosetas neurales (ectodermo). En
B se puede observar tejido cartilaginoso en formacion (mesodermo). En C, con la flecha se sefala

epitelio intestinal (endodermo). Barra de calibracion, 250 uM.

Figura 26. Validacion del ensayo de formacién de teratomas utilizando la linea H1. Micrografias
a campo claro de cortes histolégicos con tincion hematoxilina-eosina de teratomas formados en
ratones inmunodeficientes, después de haber trasplantado la linea H1 en la capsula renal. En A se
puede observar la clasica morfologia de rosetas neurales (ectodermo). En B se puede observar tejido
cartilaginoso en formacion (mesodermo). En C, con la flecha se sefiala epitelio intestinal
(endodermo). Barra de calibracion, 250 puM.
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Mantenimiento de las lineas H1 y H9 sobre la capa nodriza de hAEC

Con el fin de determinar si la capa nodriza de hAEC era capaz de mantener
otras lineas hESC, las H1 y H9 fueron mantenidas sobre hAEC durante 10 pases
consecutivos, en donde se observd que las células seguian formando colonias
uniformes y compactas, preservando la misma morfologia que se observo cuando
crecian sobre la capa convencional de MEF; asimismo fueron positivas a FA,

sugiriendo que se mantenian indiferenciadas (Figura 27).

Figura 27. Morfologia de las colonias de H1 y H9 sobre hAEC. Micrografias de H1 (A) y H9 (C)
mantenidas sobre capa nodrizas hAEC. Las colonias presentan una morfologia tipica de hESC:
células uniformes, estrechamente compactas y formando colonias con bordes definidos. B y D
corresponde a colonias de H1 y H9 sobre hAEC, positivas para FA. Barra de calibracion, 100 puM.
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Posteriormente, se buscaron los marcadores de la pluripotencia mediante la
técnica de inmunofluorescencia. Las colonias de ambas lineas fueron positivas para
el “core” OSN (Figura 28 para H1 y Figura 31 para H9) y para el antigeno de
superficie TRA1-60 y E-cadherina (Figuras 29 y 30 para H1; Figuras 32 y 33 para
H9), lo cual sugiere que las H1 y H9 se pueden mantener pluripotentes sobre la
capa hAEC.

Figura 28. Deteccién de la triada de pluripotencia OCT4, NANOG Y SOX2 en H1 sobre hAEC.
Micrografias (20x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de colonias H1 sobre la capa de
hAEC con doble inmunotincion para NANOG con OCT4 y SOX2 con OCT4. Los nucleos fueron
tefiidos con DAPI para su identificacion. Se puede observar que la marca de los factores esta

localizada en los nucleos. Barras de calibracion, 100 pm.
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TRA-1-60

TRA-1-60

TRA-1-60

Figura 29. Deteccidn del marcador de superficie relacionado con la pluripotencia TRA1-60 en
la linea H1 sobre hAEC. Micrografias (20x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de
colonias de H1 sobre una capa de iIMEF con doble inmunotincion para cada factor de transcripcion
(OSN) con el marcador de superficie celular TRA1-60. Se puede observar que para los factores de
transcripcién la marca es nuclear (ndcleos identificados con DAPI), mientras que para TRA1-60 las

células presentan marcaje mas periférico. Barra de calibracion, 50 uM.
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E-Caderina

E-Caderina

E-Caderina

Figura 30. Deteccién de E-Cadherina en lalinea H1 sobre hAEC. Micrografias (20x) tomadas con
microscopia de epifluorescencia de colonias de H1 sobre una capa de IMEF con doble inmunotincién
para cada factor de transcripcion (OSN) con la molécula de adhesion E-cadherina. Se puede
observar que para los factores de transcripcién la marca es nuclear (nicleos identificados con DAPI),
mientras que para E-cadherina las células presentan marcaje mas periférico. Barra de calibracion,
50 uM.
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Figura 31. Deteccién de la triada de pluripotencia OCT4, NANOG Y SOX2 en H9 sobre hAEC.
Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de colonias H9 sobre la capa de
hAEC con doble inmunotincion para NANOG con OCT4 y SOX2 con OCT4. Los nucleos fueron
tefiidos con DAPI para su identificacion. Se puede observar que la marca de los factores esta

localizada en los nucleos. Barras de calibracion, 100 pm.
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TRA-1-60

TRA-1-60

TRA-1-60

Figura 32. Deteccidon de TRA1-60 en la linea H9 sobre hAEC. Micrografias (10x) tomadas con
microscopia de epifluorescencia de colonias de H9 sobre una capa de iIMEF con doble inmunotincion
para cada factor de transcripcion (OSN) con el marcador de superficie celular TRA1-60. Se puede
observar que para los factores de transcripcion la marca es nuclear (nicleos identificados con DAPI),
mientras que para TRA1-60 las células presentan marcaje mas periférico. Barra de calibracién, 100
UM.

101



E-Caderina

E-Caderina

E-Caderina

Figura 33. Expresion de E-Cadherina en la linea H9 sobre hAEC. Micrografias (10x) tomadas con
microscopia de epifluorescencia de colonias de H9 sobre una capa de iIMEF con doble inmunotincion
para cada factor de transcripcion (OSN) con la molécula de adhesion E-cadherina. Se puede
observar que para los factores de transcripcién la marca es nuclear (nicleos identificados con DAPI),
mientras que para E-cadherina las células presentan marcaje mas periférico. Barra de calibracién,
50 uM.

102



Mantenimiento de las lineas Amicqui-1, H1 y H9 en condiciones libres de capa
nodriza

Una vez que las tres lineas hESC fueron adaptadas a crecer sobre MEF y
hAEC, se prosiguié con el mantenimiento en condiciones libres de capa nodriza
(“feeder-free”), utilizando como soporte la matriz sintética Matrigel con MEF-CM o
hAEC-CM. Cuando se utilizé el MEF-CM, la morfologia de las tres lineas cambié de
acuerdo a lo reportado en la literatura: en lugar de colonias compactas con células
estrechas, las células fueron mas grandes y alargadas, no formaron colonias
compactas con bordes definidos y crecieron como una monocapa hasta alcanzar la
confluencia (Figura 34).

A continuacion, las células fueron cultivadas sobre Matrigel con hAEC-CM
para determinar si el medio condicionado de las hAEC puede mantener la
pluripotencia de hESC al igual que el MEF-CM. De forma interesante, las tres lineas
mostraron la misma morfologia que cuando fueron cultivadas con MEF-CM (Figura
35).

Amicqufﬁ’f :

Figura 34. Morfologia de lineas hESC en condiciones libres de capa nodriza con medio
condicionado de MEF. Micrografias de campo claro (10x) de Amicqui-1, H1 y H9 al crecer sobre

Matrigel con MEF-CM. Barra de calibracion, 200 pm.
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Figura 35. Morfologia de lineas hESC en condiciones libres de capa nodriza con medio

condicionado de hAEC. Micrografias de campo claro (10x) de Amicqui-1, H1 y H9 al crecer sobre

Matrigel con hAEC-CM. Barra de calibracion, 200 pm.

Posteriormente, se detectd mediante la técnica de inmunofluorescencia
diversos marcadores de pluripotencia. Las tres lineas fueron positivas a la triada
OSN (Figura 36 para Amicqui-1, Figura 40 para H1 y Figura 44 para H9), asi como
a los antigenos de superficie Tral-60, SSEA-4 y E-Cadherina (Figura 37 para
Amicqui-1, Figura 41 para H1 y Figura 45 para H9) cuando crecieron con el MEF-
CM. Cuando repetimos estos ensayos con las células creciendo con AEC-CM,
obtuvimos resultados similares tanto para OSN (Figura 38 para Amiqui-1, Figura 42
para H1 y 46 para H9), como para los antigenos de superficie (Figura 39 para
Amicqui-1, Figura 43 para H1 y Figura 47 para H9), lo que sugiere que la condicion
de AEC-CM puede soportar el mantenimiento de lineas pluripotentes de la misma
forma que el MEF-CM.
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Amicqui-1-MEF-CM

Figura 36. Presencia de los factores de transcripcién relacionados con la pluripotencia en
linea Amicqui-1 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado MEF.

Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células Amicqui-1 creciendo en
monocapa sobre Matrigel con MEF-CM, donde se muestra la doble inmunotincion para NANOG con

OCT4 y SOX2 con OCT4. Barra de calibracion, 100 pm.
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Amicqui-1-MEF-CM

E-CADHERINA

b

TRA1-60

Figura 37. Presencia de los marcadores relacionados con la pluripotencia E-cadherina. TRA1-
60 y SSEA-4 en linea Amicqui-1 en condiciones libres de capa nodriza con medio
condicionado MEF. Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células
Amicqui-1 creciendo en monocapa sobre Matrigel con MEF-CM, donde se muestra la doble
inmunotincion de OCT4 con E-cadherina, NANOG con TRA1-60 y SOX2 con SSEA-4. Barra de
calibracién, 50 y 100 pum.
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Amicqui-1-HAEC-CM

Figura 38. Presencia de los factores de transcripcién relacionados con la pluripotencia en
linea Amicqui-1 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado HAEC.
Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células Amicqui-1 creciendo en
monocapa sobre Matrigel con HAEC, donde se muestra la doble inmunotincién para NANOG con

OCT4 y SOX2 con OCT4. Barra de calibraciéon, 100 pm.
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Amicqui-1-HAEC-CM

E-CADHERINA

TRA1-60

Figura 39. Presencia de los marcadores relacionados con la pluripotencia E-cadherina. TRA1-
60 y SSEA-4 en linea Amicqui-1 en condiciones libres de capa nodriza con medio
condicionado HAEC. Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células
Amicqui-1 creciendo en monocapa sobre Matrigel con HAEC-CM, donde se muestra la doble
inmunotincion de OCT4 con E-cadherina, NANOG con TRA1-60 y SOX2 con SSEA-4. Barra de
calibracion, 50 y 100 pm.
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H1-MEF-CM

Figura 40. Presencia de los factores de transcripcion relacionados con la pluripotencia en
linea H1 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado MEF. Micrografias
(10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células H1 creciendo en monocapa sobre
Matrigel con MEF-CM, donde se muestra la doble inmunotincién para NANOG con OCT4 y SOX2
con OCT4. Barra de calibracién, 100 pm.
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H1-MEF-CM

E-CADHERINA

TRA1-60

Figura 41. Presencia de los marcadores relacionados con la pluripotencia E-cadherina. TRA1-
60 y SSEA-4 en linea H1 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado MEF.
Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células H1 creciendo en
monocapa sobre Matrigel con MEF-CM, donde se muestra la doble inmunotincién de OCT4 con E-
cadherina, NANOG con TRA1-60 y SOX2 con SSEA-4. Barra de calibracién, 50 y 100 pm.
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H1-HAEC-CM

Figura 42. Presencia de los factores de transcripcién relacionados con la pluripotencia en
linea H1 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado HAEC. Micrografias

(10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células H1 creciendo en monocapa sobre
Matrigel con HAEC-CM, donde se muestra la doble inmunotincion para NANOG con OCT4 y SOX2

con OCT4. Barra de calibracion, 100 pm.
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H1-HAEC-CM

E-CADHERINA

TRA1-60

Figura 43. Presencia de los marcadores relacionados con la pluripotencia E-cadherina. TRA1-
60y SSEA-4 en linea H1 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado hAEC.
Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células H1l creciendo en
monocapa sobre Matrigel con hAEC-CM, donde se muestra la doble inmunotincion de OCT4 con E-
cadherina, NANOG con TRA1-60 y SOX2 con SSEA-4. Barra de calibracién, 50 y 100 pym.
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H9-MEF-CM

Figura 44. Presencia de los factores de transcripcién relacionados con la pluripotencia en
linea H9 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado MEF. Micrografias
(10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células H9 creciendo en monocapa sobre
Matrigel con MEF-CM, donde se muestra la doble inmunotincién para NANOG con OCT4 y SOX2
con OCT4. Barra de calibracion, 100 pm.
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H9-MEF-CM

E-CADHERINA

TRA1-60

Figura 45. Presencia de los marcadores relacionados con la pluripotencia E-cadherina. TRA1-
60 y SSEA-4 en linea H9 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado MEF.
Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células H9 creciendo en
monocapa sobre Matrigel con MEF-CM, donde se muestra la doble inmunotincién de OCT4 con E-
cadherina, NANOG con TRA1-60 y SOX2 con SSEA-4. Barra de calibracion, 50 y 100 pm.
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H9-HAEC-CM

Figura 46. Presencia de los factores de transcripcidn relacionados con la pluripotencia en
linea H9 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado hAEC. Micrografias
(10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células H9 creciendo en monocapa sobre
Matrigel con hAEC-CM, donde se muestra la doble inmunotincién para NANOG con OCT4 y SOX2
con OCTA4. Barra de calibracion, 100 pm.
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H9-HAEC-CM
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TRA1-60

Figura 47. Presencia de los marcadores relacionados con la pluripotencia E-cadherina. TRA1-
60y SSEA-4 en linea H9 en condiciones libres de capa nodriza con medio condicionado hAEC.
Micrografias (10x) tomadas con microscopia de epifluorescencia de células H9 creciendo en
monocapa sobre Matrigel con hAEC-CM, donde se muestra la doble inmunotincién de OCT4 con E-
cadherina, NANOG con TRA1-60 y SOX2 con SSEA-4. Barra de calibracién, 50 y 100 pm.

116



Andlisis Epi-Pluri-Score

Como se menciono6 anteriormente, la técnica de formacion de teratomas es
considerada como el estandar de oro para demostrar la pluripotencia de células de
origen humano. No obstante, en los ultimos afios se le ha atribuido a este ensayo
una carencia en su estandarizacion, asi como posibles problemas éticos por el uso
de animales para inducir la formacién de tumores, por lo que se han propuesto otras
metodologias. Es por ello que en lugar de realizar los ensayos de formacién de
teratomas se utilizé el Epi-Pluri-Score.

Las muestras analizadas fueron las siguientes: en condiciones de capa
nodriza Amicqui-1 sobre MEF y sobre hAEC, asi como las lineas control H1 y H9
sobre MEF y hAEC; en condiciones feeder-free Amicqui-1 con MEF-CM o hAEC-
CM; asi como las dos lineas H1 y H9 con MEF-CM o hAEC-CM, y por ultimo las
células hAEC sin haber estado en cocultivo con las hESC.

El reporte del Epi-Pluri-Score determiné que todas las condiciones en que
fueron sembradas las hESC fueron pluripotentes, con especial interés de las
provenientes de las tres lineas que estuvieron sobre hAEC o con hAEC-CM,
mientras que la capa nodriza hAEC que no tuvo interaccion con hESC se reporto

como somatica (Figura 48).
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Figura 48. Determinacion de la pluripotencia en lineas hESC a través del analisis Epi-Pluri-
Score. Se analiz6 el nivel de metilacion del DNA en tres sitios CpG especificos. Uno de estos sitios
esté localizado en el gen relacionado con la pluripotencia POUSF1 (alias OCT4). Aunado a ello, el
resultado del Epi-Pluri-Score para cada muestra es definido como el valor B de [ANKRD46] — valor
3 de [C14orf115] (Lenz et al., 2015). Las nubes de color rojo y azul se refieren a los perfiles de
metilacién del DNA (obtenidos con la plataforma de llumina Human Methylation27 BeadChip) de 264
preparaciones de células pluripotentes y 1951 no pluripotentes, respectivamente. El Epi-Pluri-Score
clasifico a las muestras 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 2A, 2B, 2C, 3B, 3C y 3E como pluripotentes. 1A, Amicqui-
1 sobre MEF; 1B, H1 sobre MEF; 1C, Amicqui-1 sobre hAEC; 1D, Amicqui-1 con MEF-CM; 1E,
Amicqui-1 con hAEC-CM; 2A, H9 sobre hAEC; 2B, H9 sobre MEF; 2C, H9 con hAEC-CM; 3B, H1
con MEF-CM; 3C, H1 sobre hAEC; 3E, H1 con hAEC-CM; 5A, hAEC.
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Identificacion de miRNAs relacionados con la pluripotencia en las células y en el
medio de cultivo

Como una primera aproximacion sobre el mecanismo por el cual las hAEC
mantienen la pluripotencia en células humanas y una vez que comprobamos que
las tres lineas se mantienen pluripotentes en cuatro diferentes condiciones de
cultivo (sobre MEF, sobre hAEC, con MEF-CM y hAEC-CM), nos enfocamos en
analizar la expresion de pluri-miRNAs bajo dichas condiciones. De esta forma, se
buscé la presencia de miembros de la familia miR-92 (92a-3p, 92b-3p), MmiR-302
(302a, 302b, 302d) y miR-200c, tanto en las células como en el medio de cultivo de
Amicqui-1 creciendo sobre MEF o hAEC. Las lineas H1 y H9 sobre IMEF fueron
utilizadas como control positivo. De acuerdo a los resultados obtenidos mediante
PCR de punto final, se detecté la presencia de bandas que corresponden al peso
esperado del producto final de PCR (60-70 pb) de miR-92a y 92b; del cluster miR-
302a-d y el miR-200c en la linea Amicqui-1 (en ambas condiciones de capa nodriza).
Por lo que se refiere a las lineas H1 y H9 sobre iIMEF (grupos control), también
fueron detectados este conjunto de miRNAs. De manera interesante, la capa
nodriza de hAEC por si sola (sin haber estado en cocultivo con hESC) present6
algunos de los miRNAs evaluados (miR-92a, miR-302d, miR-200c) con excepcion
del cluster miR-302a/b/c (Figura 49). Las bandas de los productos obtenidos en los
geles de agarosa se mandaron secuenciar para comprobar la amplificacion de los
productos esperados (Tabla 9). Con base en estos resultados, elegimos el miR-92a,
miR-302d y miR-200c para medir su expresion relativa de las hESC en diferentes

condiciones de cultivo.
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Figura 49. Presencia de miRNAs relacionados con la pluripotencia en las células y en el medio
de cultivo de las hAEC. En geles de agarosa al 4% se corrid el producto final de PCRs en donde
se amplificd con primers especificos para cada miRNA. Se puede observar que todas las lineas
embrionarias presentan todos los miRNAs candidatos, en cambio, las hAEC no presentaron los
miembros miR-302a, miR-302b y miR-302c.
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Secuenciacion de los productos de PCR para identificacion de
miRNAs

. Query 1 TATTGCACTIGICCCGECCTIGT 22
miR-92a I
Sbjer 12 TATTGCACTIGICCCGGCCIGT 33
- Query 1 TAITGCACTCGTICCCGEGCCTCC 22
miR-92b LLLLELEL R R R ETrnntl
Sbjct 17 TATTGCACTICGICCCEECCTICC 38
- Query 1 TAAGTGCTICCATGITITGETGA 23
miR-302a TN I AN
Skjet 111l TARGTGCTTCCATGITITGGIGA 133
. guery 1 TAAGTGCTICCATGTITTAGTIAG 23
miR-302b SRERERERRRRRRENRAENANE
Sbject 78 TAAGTGCTTCCATGITITAGTAG 100
H Query 1 TRAAGTGCTICCAIGITICAGIGG 23
miR-302c ; TNt
Sbijct 14 TAAGIGCITCCAIGITIICAGIGG 36
» Query 1 TAAGTGCTICCATGEITTGAGIGT 23
miR-302d TN NN
Sbijct 155 TAAGTIGCTTCCATGTITIGAGTIGT 133
. Query 1 TAATACTGCCGGGTAATGATGEA 23
miR-200c T
Sbjet 163 TAATACTGCCOGGGTAATGATGGER 141

Tabla 9. Los resultados de la secuenciacion de los productos de PCR (Shjct) de muestras hESC

Amicqui-1 sobre hAEC se compararon con la secuencia de cada miRNA (Query) de la base de datos
miRBase.org

Cuantificacion de los niveles de miRNAs por g°PCR

Antes de evaluar la expresion relativa de los pluri-miRNAs, se estandarizé el
protocolo y se validé el método de cuantificacion. Para ello, la eficiencia de las
reacciones se llevo a cabo a través de los rangos dinamicos para cada uno de los
MIRNA utilizando concentraciones de 1,000, 100 y 10 ng/ul de cDNA. Los valores
de CT variaron de acuerdo a las concentraciones de cDNA usadas, obteniendo los
valores mas bajos para 1,000 ng y los mas altos para la concentracién de 10 ng de
cDNA. Al graficar los valores de CT para cada miRNA versus la concentracion (10,
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100 y 1000 ng/ul), se observd que las pendientes obtenidas presentan valores

cercanos al valor 6ptimo esperado de -3.3 (Tabla 8 y Figuras suplementarias 1-4).

cDNA (ng/ul) CTs Pendiente r2 Eficiencia Figura
1000 4.84
hsa-miR-92a 100 6.9 -3.26 0.95 1.03 17
10 11.36
1000 3.72
hsa-miR-302d 100 5.82 -3.22 0.96 1.04 18
10 10.17
1000 8.07
hsa-miR-200c 100 11.22 -3.13 0.99 1.08 19
10 14.34
1000 13.59
ce-miR-39 100 16.24 -2.8 0.99 1.27 20
10 19.205

Tabla 8. Resultados de los rangos dinamicos para cada miRNA. hsa: Homo sapiens, ce: C. elegans

Ademas, las eficiencias de las reacciones oscilaron entre 1.04 a 1.2, valores
cercanos a 1, el cual es indicador de una eficiencia del 100%. Posteriormente, al
graficar el logaritmo de la concentracién conocida de cDNA versus el ACt de cada
muestra, se obtuvieron valores de pendiente cercanos a cero con cada uno de los
mMiRNAs analizados (Figura Supl. 5), lo que nos indicé que las eficiencias entre los
mMiRNAs (miR-92a, miR-302d y miR-200c) y el miRNA de referencia (miR-39) son
similares. Una vez validada la eficiencia de las amplificaciones se procedié a
analizar las muestras de los diversos grupos experimentales (Figura 6). Para cada
linea se usaron las cuatro condiciones de cultivo (sobre iIMEF [M], Matrigel con MEF-
CM [M-CM], sobre hAEC [A] y Matrigel con hAEC-CM [A-CM]), con la condicién
sobre M como control.

Para el caso de los niveles de miR-92a presente en las células de H1, H9 y
Amicqui no se detectaron diferencias entre las cuatro condiciones. Sin embargo, en
el medio de cultivo de H1 se encontré un aumento de los niveles del miRNA en las

condiciones M-CM, A y A-CM (Figura 50A); este mismo fendmeno ocurrié para
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Amicqui-1 (Figura 50C), mientras que para H9 solo se detectd un incremento en la
condicion M-CM (Figura 50B). En cuanto a los niveles de miR-302d en las células,
no se encontré diferencias entre las cuatro condiciones para las tres lineas. No
obstante, en el medio de cultivo la condicion A-CM presentd los valores mas altos y
significativos para todas las lineas, aunque la linea H9 en M-CM, también fue
diferente respecto a su control (Figura 51). Finalmente, la cuantificacion de miR-
200c demostré que no hubo diferencias en el medio de cultivo de todas las hESC
bajo todas las condiciones, a diferencia de los otros dos miRNAs; mientras que en
las células si hubo cambios en los niveles de miR-200c cuando las tres lineas fueron
cultivadas en condiciones feeder-free con A-CM, mientras que H9 y Amicqui-1 sobre
hAEC también presentaron niveles mas altos a comparacion de su respectivo
control (para H1-AEC hubo tendencia a incrementar pero no fue significativo)
(Figura 52). Por ultimo, dado que se encontraron diferencias significativas en las
células de este miRNA, se presenta en una misma gréafica los niveles relativos de
miR-200c de las tres lineas, asi como de las capas nodrizas. De manera interesante,
los datos muestran que las hAEC presentaron los niveles mas altos de este miRNA
(Figura 53).
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Presencia de miR-92a en H1
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Figura 50. Expresion de miR-92a en H1, H9 y Amicqui-1 mantenidas en diferentes condiciones
de cultivo. A) H1-M, H1 sobre MEF; H1-M-CM, H1 sobre Matrigel y MEF-CM; H1-A, H1 sobre hAEC;
H1-A-CM, H1 sobre Matrigel con hAEC-CM. B) H9-M, H1 sobre MEF; H9-M-CM, H1 sobre Matrigel
y MEF-CM; H9-A, H1 sobre hAEC; H9-A-CM, H1 sobre Matrigel con hAEC-CM. C) A) Amig-M,
Amicqui-1 sobre MEF; Amig-M-CM, Amicqui-1 sobre Matrigel y MEF-CM; Amig-A, Amicqui-1 sobre
hAEC; Amig-A-CM, Amicqui-1 sobre Matrigel con hAEC-CM. La muestra calibradora en cada grafica

corresponde a la condicién sobre MEF. P > 0.0001.
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Figura 51. Expresion de miR-302d en H1, H9 y Amicqui-1 mantenidas en diferentes
condiciones de cultivo. A) H1-M, H1 sobre MEF; H1-M-CM, H1 sobre Matrigel y MEF-CM; H1-A,
H1 sobre hAEC; H1-A-CM, H1 sobre Matrigel con hAEC-CM. B) H9-M, H1 sobre MEF; H9-M-CM,
H1 sobre Matrigel y MEF-CM; H9-A, H1 sobre hAEC; H9-A-CM, H1 sobre Matrigel con hAEC-CM.
C) A) Amig-M, Amicqui-1 sobre MEF; Amig-M-CM, Amicqui-1 sobre Matrigel y MEF-CM; Amig-A,
Amicqui-1 sobre hAEC; Amig-A-CM, Amicqui-1 sobre Matrigel con hAEC-CM. La muestra calibradora
en cada grafica corresponde a la condicién sobre MEF. P > 0.0001.
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A) Presencia de miR-200c en H1
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Figura 52. Expresién de miR-200c en H1, H9 y Amicqui-1 mantenidas en diferentes
condiciones de cultivo. A) H1-M, H1 sobre MEF; H1-M-CM, H1 sobre Matrigel y MEF-CM; H1-A,
H1 sobre hAEC; H1-A-CM, H1 sobre Matrigel con hAEC-CM. B) H9-M, H1 sobre MEF; H9-M-CM,
H1 sobre Matrigel y MEF-CM; H9-A, H1 sobre hAEC; H9-A-CM, H1 sobre Matrigel con hAEC-CM.
C) A) Amig-M, Amicqui-1 sobre MEF; Amig-M-CM, Amicqui-1 sobre Matrigel y MEF-CM; Amig-A,
Amicqui-1 sobre hAEC; Amig-A-CM, Amicqui-1 sobre Matrigel con hAEC-CM. La muestra calibradora
en cada grafica corresponde a la condicién sobre MEF. P > 0.0001.
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DISCUSION

En este trabajo el objetivo principal fue la derivacion y mantenimiento de
hESC sobre una capa nodriza de hAEC utilizando como fuente embriones de mala
calidad, esto como una aportacion para resolver algunos de los problemas en la
investigacion basica con hPSC y especificamente con hESC, entre ellos, la falta de
disponibilidad de lineas, el uso de componentes animales para su cultivo y los
debates éticos en torno a la derivacion de ellas, lo cual seria el principio de prueba
para su posterior uso en la medicina regenerativa. La mayoria de las lineas que se
utilizan actualmente en la investigacion provienen de poblaciones caucasicas o del
este de Asia (Mosher et al., 2010), lo cual representa un punto critico para su futuro
uso en la terapia celular, asi como en las diversas aplicaciones de las hESC en la
investigacion biomédica. Por ejemplo, en farmacogenética se ha demostrado que la
variacion génica que distingue a las diversas poblaciones humanas induce a que no
respondan de la misma forma a una droga, afectando su eficacia asi como el
incremento de reacciones adversas para ciertos grupos étnicos (Weinshilboum,
2003). De esta forma, el uso de las lineas actuales de hESC como modelo para
evaluar el efecto de drogas nuevas, solo beneficiaria a poblaciones especificas. De
hecho, para Latinoamérica hasta el 2014 se habia reportado solo tres lineas hESC
de origen brasilefio aunque para octubre del 2016 se publicé un trabajo del
establecimiento de 23 lineas hiPSC de individuos procedentes de dicho pais (Fraga
et al., 2011, de Oliveira Georges et al., 2014, Tofoli et al., 2016). No obstante, se ha
demostrado que las hiPSC poseen un numero significativo de mutaciones
cromosomicas, ya sea debido a los métodos de reprogramacién o por su origen
somatico, por lo que las hiPSC no pueden equipararse a las hESC para el estudio
de la pluripotencia humana (Lo Sardo et al., 2017).

Estos reportes resaltan el interés por derivar lineas con nuevos genotipos,
hasta nuestro conocimiento, Amicqui-1 es la Unica linea obtenida de la poblacién
mexicana, aunque es necesario resaltar que no se realizo el genotipo, pero de

acuerdo a estadisticas proporcionadas por el INPer, mas del 99% de los pacientes
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gue se han atendido en la Unidad de Reproduccion Asistida es de origen mexicano
(Avila-Gonzalez et al., 2015).

Por otro lado, existe un dilema ético en torno a la investigacion con hESC, ya
que para la obtencion de lineas la mayoria de los protocolos implica la posible
destruccion de un embrion humano. Si bien el status moral del embrién humano
todavia sigue en debate, varios grupos de investigacion han propuesto el uso de los
embriones de mala calidad como una fuente para la derivacion de nuevas lineas
(Mitalipova et al., 2003, Lerou et al., 2008a, Liu et al., 2009, Strom et al., 2010, Wang
et al., 2012a, Wang et al., 2012b, Bradley et al., 2014). Hasta el dia de hoy, en
Reproduccion Asistida el criterio estandar para la seleccion de embriones a
implantar se basa exclusivamente en caracteres morfolégicos. Las caracteristicas
como el arresto celular, asi como una excesiva fragmentacion son indicativos del
bajo potencial de los embriones, puesto que se ha demostrado que los que
presentan dichas caracteristicas tienen porcentajes mucho mas bajos para la
obtencién de un embarazo bioquimico en comparacion con los que presentan una
morfologia adecuada, en consecuencia, no se consideran aptos para su
implantacion, ni para su criopreservacion y son descartados de forma rutinaria en
Reproduccion Asistida como desecho médico (Racowsky et al., 2003). Sin embargo,
la falta de embriones de buena calidad donados para la investigacion, asi como las
objeciones éticas han conducido a que los embriones descartados sean
considerados de forma mas frecuente para la derivacion de lineas, aunque la tasa
de éxito sea mucho mas baja (Taei et al., 2010). vgr., en trabajos previos, para la
derivacion de lineas a partir de embriones del dia 3 de mala calidad se obtuvieron
eficiencias que van desde 0.3% (Genbacev et al., 2005), 1.4% (Lerou et al., 2008b),
1.5% (Chen et al., 2005b), hasta el 2.4% (Liu et al., 2009). Ademas, cabe mencionar
que en estos trabajos se utilizé6 una capa nodriza IMEF para la derivacién y el
mantenimiento de las colonias. En este proyecto obtuvimos una linea hESC con
cariotipo 46, XY, después de haber cultivado sobre hAEC 64 embriones descartados
de la Unidad de Reproduccion Asistida del INPer, por lo que la eficiencia fue del
1.56%, la cual entra dentro del rango de eficiencia que reportaron los otros grupos

de investigacion.
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Por otra parte, durante los procesos de IVF, se ha observado que el
porcentaje de embriones con anormalidades cromosémicas como la aneuploidia es
mayor en los de mala calidad, lo que sugiere un efecto negativo de la aneuploidia
en el desarrollo del embrion y una probable causa de las alteraciones morfologicas
gue se observan in vitro (Alfarawati et al., 2011). Con este planteamiento, se podria
inferir que el cultivo de cigotos de mala calidad resultaria en la obtencion de “lineas
hESC anormales”. Sin embargo, existen reportes en la literatura en donde
embriones descartados aneuploides fueron utilizados para la derivacion de lineas y
de manera sorprendente, el analisis del cariotipo demostré que las células tenian
genotipos normales, ademas de presentar los marcadores de pluripotencia y la
capacidad de diferenciarse hacia los tres linajes embrionarios (Bradley et al., 2014,
Taei et al., 2010, Lavon et al., 2008).

Se han postulado diversas hipotesis para explicar por qué las lineas hESC
son aparentemente normales a pesar del uso de embriones de mala calidad. Estos
cigotos suelen tener un mosaicismo de células diploides y aneuploides, asi que un
probable mecanismo para la estabilizacion de células pluripotentes in vitro seria que
las células anormales del cigoto solamente contribuirian al trofoectodermo, mientras
que las que formarian propiamente el embrién no presentan alteraciones (Bazrgar
et al., 2013). Otra posibilidad es que la derivacién es un proceso selectivo de las
células que formaran la linea hESC. i.e, en la etapa de segmentacion del cigoto la
aneuploidia correlaciona con un arresto celular, de modo que este letargo en la
divisién podria ser un mecanismo para la seleccion de células diploides versus
aneuploides en cultivo (Munne, 2006). De hecho, se ha reportado que durante el
proceso de derivacion con cigotos con células anormales, las poblaciones con
cariotipo euploide van incrementando a lo largo de los primeros pasajes, hasta la
estabilizacion de una linea hESC sin aneuploidias (Munne et al., 2005). Asimismo,
no se descarta la posibilidad que la obtencion de lineas “estables” gira en torno al
incremento de la expresion de genes de reparacion del DNA que son necesarios
para el control de la divisiéon celular en las hESC (Maynard et al., 2008).

Estos trabajos, asi como los presentes resultados sugieren que los cigotos

de mala calidad pueden ser utilizados para generar lineas que no tengan diferencias
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con las obtenidas a partir de embriones de buena calidad, dado que durante la
derivacién podrian darse una serie de procesos de seleccién, reparacion o de
adaptacion a las condiciones de cultivo (Bazrgar et al., 2013). No obstante, faltaria
verificar la estabilidad del cariotipo mediante técnicas con una mayor resolucién
(como la hibridacion in situ flourescente) para la deteccién de pequefias deleciones
y duplicaciones.

Ademés de la calidad morfologica del cigoto, existe un diverso namero de
variables (edad de la donadora, calidad del ovocito y del espermatozoide, tipo de
tratamiento hormonal para la obtencion de évulos, entre otras) que hace dificil la
deteccion de un pardmetro que sea fundamental para la derivacion de hESC.
Aunado a esto, diversos estudios reportan que no existen disimilitudes entre las
hESC obtenidas de diferentes estadios (8-células, moérula, blastocisto), lo que
sugiere que no importa la fuente embrionaria ni su calidad, siempre y cuando
corresponda con la ventana de tiempo de la pluripotencia durante el desarrollo del
embrion preimplantacion. De esta forma, serian las condiciones de cultivo las que
podrian influir de forma definitiva para obtener las lineas pluripotentes (Strom et al.,
2010, Giritharan et al., 2011).

Actualmente, las hESC asi como otros tipos de hPSC requieren de un
sistema de cultivo complejo que incluye un medio enriquecido con diversos
componentes, asi como un sustrato sobre el que puedan mantenerse. Las capas
nodrizas soportan el crecimiento de las lineas al producir factores de crecimiento y
proveer moléculas de adhesién y componentes de la matriz extracelular para la
adhesion de las células. La capa nodriza de iIMEF es la que se utiliza de forma méas
frecuente para el mantenimiento rutinario de diferentes tipos de células pluripotentes
(Mallon et al., 2006), pero los MEF constan de subpoblaciones heterogéneas,
ademas de ser un componente xénico para el cultivo de células humanas (Chen et
al., 2014b), por lo que en este trabajo sugerimos a las hAEC como capa nodriza,
demostrando que en efecto estas células son capaces de mantener la pluripotencia
de las hESC. Al comparar con los IMEF, el uso de hAEC conlleva diferentes
ventajas, dado que posee diversas propiedades que las hacen aptas como capa

nodriza. Por ejemplo, estas células expresan varias proteinas antiangiogénicas y
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antiinflamatorias, como el antagonista del receptor a interleucina 1 (inhibiendo la
inflamacion mediada por interleucina 1), lactoferrina (la cual suprime la produccion
de la citosina proinflamatoria interleucina 6) e inhibidores de metaloproteasas. A su
vez, producen B-defensinas, las cuales son péptidos antimicrobianos que forman
parte integral del sistema inmune innato. Por otra parte, las hAEC expresan el
antigeno no polimorfico HLA-G, mientras que carecen de los antigenos polimorficos
HLA-A, B y C, lo que les confiere una baja inmunogenicidad y por lo tanto, una
ventaja inmunologica al disminuir el riesgo de rechazo en un posible trasplante
(Niknejad et al., 2008, Garcia-Lopez et al., 2015).

Una vez que obtuvimos una linea de hESC con cariotipo normal sobre hAEC,
fue necesario llevar a cabo una serie de técnicas para demostrar que nuestra linea
derivada era pluripotente. Como la morfologia no es indicativo Unico para determinar
la presencia de células indiferenciadas, la deteccion de colonias positivas a FA tejido
inespecifico se considera como el primer ensayo para caracterizar ESC, esto de
acuerdo a estudios en donde se ha demostrado que la ausencia de esta enzima es
uno de los indicadores tempranos de la diferenciacion y pérdida de la capacidad
pluripotente (O'Connor et al., 2008). Ademas de la actividad de la FA que se observo
en todas las colonias (Figura 11), la caracterizacion molecular de Amicqui-1 incluyo
la deteccion del RNA mensajero y la proteina de la triada de los factores OSN, asi
como de la presencia de los antigenos de superficie celular SSEA4 y TRA-1-60y la
molécula de adhesion E-Cadherina (Figuras 11-16). Aunado a esto, nuestra linea
también presento otros marcadores que en los ultimos afios se ha demostrado que
forman parte de la red de pluripotencia, tales como KLF4, KLF2, ZFP42 o STELLA,
ademas de expresar marcadores caracteristicos de la ICM (IFITM1, GBX2, KIT,
TFCP2L1), lo que demuestra la naturaleza embrionaria de Amicqui-1 (Figura 12).

No obstante, la verificacion de las moléculas relacionadas con la
pluripotencia tampoco es suficiente para dictaminar que una linea es pluripotente,
sino que es necesario poner a prueba el potencial de diferenciacion de las células,
de tal manera se llevd a cabo un protocolo de diferenciacion in vitro mediante la
formacion de EB, asi como la formacion de los teratomas. Para el caso de las células

derivadas de los EB, mediante la técnica de inmunoflurescencia se detectd la
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proteina de diferentes marcadores asociados con cada uno de los tres linajes
embrionarios, mientras que el andlisis histologico determiné que las hESC formaban
teratomas en ratones SCID que incluian derivados de cada una de las tres capas
(Figuras 22-25).

Con estos resultados podemos concluir que se logré derivar una linea
pluripotente, confirmando la hipétesis de que las hAEC pueden funcionar como capa
nodriza (Avila-Gonzalez et al., 2015). Cabe mencionar que pocas semanas antes
de que nuestros hallazgos fueran publicados, otro grupo de investigacion, de forma
independiente, reportd el uso de las hAEC como capa nodriza (Lai et al., 2015). Sin
embargo, la fuente que ellos utilizaron fueron embriones de buena calidad, mientras
gue el aporte de nuestro trabajo fue haber demostrado que es posible utilizar
embriones descartados para la obtencion de lineas hESC. Por otra parte, en dicho
trabajo los autores no detectaron el marcador epitelial E-Cadherina en las lineas
que derivaron, lo cual es desconcertante, ya que esta ampliamente documentado
gue las hESC expresan E-Cadherina, teniendo dicha molécula de adhesion celular
una funcién importante para la regulacién de la pluripotencia y la autorrenovacion
(Li et al., 2012, Soncin and Ward, 2011).

Por ejemplo, se ha demostrado que E-Cadherina puede reemplazar a OCT4
durante los procedimientos de reprogramacion para la obtencion de células
pluripotentes inducidas (Redmer et al., 2011). A su vez, las células embrionarias de
etapas preimplantacion poseen un fenotipo epitelial, caracterizadas por la expresion
de esta molécula de interaccién célula-célula. De hecho, la expresion de esta
molécula es elemental durante etapa de especificacion de los primeros linajes, ya
que su pérdida induce a que las blastbmeras tengan una preferencia para
diferenciarse hacia tejido extraembrionario y no se forme la ICM, probablemente por
la pérdida de contacto celular (Stephenson et al., 2010). Con base en esto, se tiene
la hipotesis de que las células de la periferia de las colonias de hESC que crecen
sobre MEF o sobre otro tipo celular tipo fibroblasto pierden su identidad pluripotente
y adquieren un fenotipo con caracteristicas mesénquimales, porque la interaccion
entre hESC con este tipo de capas nodrizas no involucra a E-Cadherina (Chen et

al., 2014a). Dado su naturaleza embrionaria, se esperaria que las hESC en estado
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indiferenciado expresen esta molécula de adhesién, lo cual no fue detectado en el
trabajo de Lai y colaboradores. En comparacion, en esta tesis se demostro que tanto
Amicqui-1 como la H1 y H9 mantenidas sobre hAEC, seguian presentando este
importante marcador de la pluripotencia (Figura 16 y Figura 16.1 en Addendum para
Amicqui-1, Figura 30 para H1 y Figura 33 para H9).

Después de haber demostrado que las hAEC soportan la derivacion y el
mantenimiento de hESC, determinamos si las hAEC también podrian soportar la
sobrevivencia de lineas arquetipo. Para ello, células H1 y H9 fueron cultivadas por
mas de diez pasajes sobre las hAEC y se procedi6 a su caracterizacion. De forma
interesante, ambas lineas cultivadas sobre hAEC conservaban la misma morfologia
gue cuando estan con IMEF, eran positivas a FA (Figura 27) y presentaron la bateria
pluripotente de OSN, los antigenos de superficie TRA1-60, SSEA-4 y E-cadherina
(Figuras 28-30 para H1 y Figuras 31-33 para H9). Posteriormente, una vez que
conseguimos el mantenimiento rutinario de las tres lineas sobre ambas capas
nodrizas, procedimos a la tarea de cultivarlas sobre Matrigel y con el medio
condicionado de los IMEF y de las hAEC (MEF-CM, hAEC-CM), esto como un
principio de prueba para indagar si el medio condicionado de las hAEC en
condiciones feeder-free puede mantener la pluripotencia de las hESC, sin que haya
interaccion de célula a célula. Al utilizar el MEF-CM o el hAEC-CM, las tres lineas
presentaron la morfologia caracteristica cuando hESC crecen libres de la capa
nodriza (Figura 34 para la condicion MEF-CM, Figura 35 para hAEC-CM). Asimismo,
expresaron el juego de marcadores pluripotentes (Figuras 36-47). A pesar de que
los teratomas son considerados como la prueba estandar de oro para demostrar la
pluripotencia de células humanas, en los Ultimos afios se han buscado alternativas
basadas en métodos bioinformaticos para un diagnéstico mas sencillo que
determine si cierto tipo celular es o no pluripotente sin necesidad de utilizar modelos
animales. Por ello, como parte de la caracterizacibn de nuestros grupos
experimentales, se llevd a cabo la prueba Epi-Pluri-Score (Lenz et al., 2015). El
analisis demostré que los “clusters” de color rojo y azul se refieren al perfil de
metilacion de 264 tipos celulares pluripotentes y 1951 células somaticas,

respectivamente; notablemente, la prueba clasific6 a las tres lineas como
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pluripotentes, tanto en las dos condiciones de capa nodriza (iIMEF o hAEC) asi como
en condiciones libres de capa nodriza (MC-M o MC-hAEC) (Figura 48). Esto en
conjunto con los datos de las inmunofluorescencias, sugiere que las tres lineas no
solo se mantienen pluripotentes sobre la capa convencional de iIMEF y su respectiva
condicion de Matrigel con medio condicionado (MEF-MC), sino que las hAEC
también son capaces de mantener las tres lineas hESC tanto como capa nodriza o
con su medio condicionado (hAEC-CM).

Sin embargo, surge la pregunta de si las lineas hESC poseen el mismo
estado pluripotente cuando estan sobre hAEC en comparacion con los iMEF. El
ensayo de formacion de teratomas, el protocolo de formacion de EB de
diferenciacion espontanea o el analisis Epi-Pluri-Score son metodologias cuya
finalidad solo es determinar si cierto tipo celular es o no pluripotente, i.e., que tenga
la habilidad de formar los tres linajes del ectodermo, mesodermo y endodermo. Al
respecto, en los Ultimos afios se ha descrito en el modelo murino dos estados
alternos de pluripotencia que se distinguen por tener diferentes vias de sefializacion
y perfiles de expresion (ver Antecedentes). De esta forma, cuando son retadas para
determinar su pluripotencia, las EpiSC forman teratomas y EB con derivados de los
tres linajes germinales al igual que las mMESC, concluyendo que ambos tipos
celulares son pluripotentes. No obstante, en el ensayo de formacién de quimeras
las MESC se integran con éxito a los blastocistos de la etapa preimplantacion (E4.5)
mientras que las EpiSC son incapaces de contribuir a la formacion del embrion en
este periodo del desarrollo y en cambio, solo integrarse en etapas mas tardias
(E6.5-7.5) (Brons et al., 2007, Huang et al., 2012). Este ensayo nos indica que,
aunque las mESC y EpiSC tienen en comun la capacidad pluripotente, la
equivalencia funcional de su contraparte in vivo difiere. Mas aun, cuando ambos
tipos celulares son sometidos a protocolos de diferenciacién para la obtencion de
linajes especificos, las MESC tienen un mejor desempefio para recapitular un
proceso de diferenciacion que las EpiSC. Por ejemplo, cuando se compard su
eficiencia para generar células troncales neurales (NSC, por sus siglas en inglés

Neural Stem Cells), las NSC derivadas de mESC tenian un perfil de expresion mas
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similar a las NSC obtenidas directamente del neuroepitelio que las derivadas de
EpiSC (Jang et al., 2014).

Aunado a esto, el afio pasado el grupo de Brickman demostré que distintas
condiciones de cultivo pueden “reprogramar” el potencial de las mESC. Si bien en
todas las condiciones utilizadas (suero, KOSR o LIF/2i) la expresién de marcadores
pluripotentes eran similares, el transcriptoma de las mESC cultivadas con KOSR o
LIF/2i correlacionaba con los estadios mas tempranos de preimplantacion, capaces
de integrarse a un embrién de la etapa de 2-células; en cambio, las mESC cultivadas
con suero tenian un perfil de expresion diferente a las otras condiciones y fallaban
para formar quimeras con los embriones de 2-células; lo cual demuestra que las
condiciones de cultivo pueden soportar distintos estados pluripotentes en las mESC
(Martin Gonzalez et al., 2016).

Si bien todos estos trabajos han sido realizados en especie murina, aun no
se ha determinado si existen diferentes tipos de pluripotencia en el humano, ni las
condiciones adecuadas de cultivo para poder retener in vitro dichos estados
alternos. Motivo por el cual el objetivo de muchos laboratorios de investigacion es
definir en el humano los estados equivalentes al naive y primed del ratén (Kalkan et
al., 2017, Boroviak and Nichols, 2017). No obstante, se ha descrito la variacion en
la capacidad de las hESC e hiPSC para diferenciarse en determinados linajes como
cardiomiocitos, progenitores hematopoyéticos o neurales, dependiendo si crecen
sobre capas nodrizas, matrices sintéticas, medio condicionado o medios definidos
(Ojala et al., 2012, Lee et al., 2015b). Por ello, es posible que entre las cuatro
condiciones utilizadas, las tres lineas presenten cambios que no fueron detectados
con las metodologias empleadas, por lo que se necesitaria un mayor escrutinio para
concluir si hay diferencias cuando hESC crecen sobre hAEC versus MEF o con su
respectivo CM en condiciones feeder-free. Dentro de las perspectivas se propone
llevar a cabo las siguientes metodologias: a) comparar el transcriptoma de las
hESC entre las cuatro condiciones de cultivo; b) llevar a cabo protocolos de
diferenciacion dirigida para generar tipos celulares especificos de las tres capas
germinales y comparar el rendimiento y su funcionalidad de las células obtenidas

entre las cuatro condiciones; c) hacer experimentos de formacion de quimeras para
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dilucidar si hay correlacién entre las cuatro condiciones de cultivo con diferentes
etapas del desarrollo temprano.

Y esto nos lleva a la cuestion de ¢como es que las hAEC influyen para que
las células pluripotentes puedan mantenerse en estado indiferenciado? Previos
trabajos en donde se utilizé a las hAEC como capa nodriza para el mantenimiento
de otro tipo de células pluripotentes, proponen como mecanismo la accién de
MiRNAs especificos. Liu y colaboradores transfectaron hAEC con una version
mutada de miR-199a, lo que permitié la regulaciéon hacia arriba de los blancos
especificos de este miRNA, entre ellos LIF. De esta forma, los autores sugirieron
que la ausencia de miR-199a permite la expresion de LIF en las hAEC, y que este
ligando podria ser un componente crucial para la pluripotencia en mESC (Liu et al.,
2012a). Sin embargo, como se menciono en los antecedentes, la via de LIF/STAT
es caracteristica de las mESC, a su vez que se ha demostrado que esta via es
incapaz de mantener activa la red puripotente humana (Daheron et al., 2004).

En otra publicacion, se reporté que los niveles de miR-145 son mas bajos
cuando las hiPSC crecen sobre hAEC versus MEF y se ha reportado que este
mMiRNA reprime directamente la pluripotencia al tener como blancos especificos los
RNA mensajeros de OCT4, SOX2, KLF4, entre otros factores (Xu et al., 2009),
apoyando la idea que el efecto de las hAEC también podria ser a nivel de los
mMiRNAs (Liu et al., 2012b).

De manera interesante, con base a nuestros resultados, se encontré que las
hAEC expresan algunos pluri-miRNAs (Figura 42), lo que sugiere que los miRNAs
podrian tener un papel importante en nuestro sistema de interaccion de capas
nodrizas y hESC. Como principio de prueba se midieron los niveles de expresion
relativa de tres pluri-miRNAs, previa deteccion mediante una PCR de punto final en
los controles H1 y H9 sobre iIMEF y nuestra linea Amicqui-1 sobre ambas capas
nodrizas (Figura 49). Para la expresion relativa se encontraron algunas diferencias
entre las diferentes condiciones de cultivo, lo que sugiere una heterogeneidad por
lo menos en cuanto al patrén de expresion de pluri-miRNAs. Para el miR-92a no
hubo cambios dentro de las células de las tres lineas utilizadas, pero en el medio

condicionado se encontré que cuando células H9 eran cultivadas con MEF-CM, los
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niveles de miR-92a aumentaban respecto al control, mientras que en H1 y Amicqui-
1 la presencia de este miRNA fue mas alta en todos los grupos comparados con la
condicion MEF (Figura 50). Para el miR-302d tampoco se observé diferencias en
las células, aunque en el medio de la H9 hubo mayor expresion relativa de miR-
302d en ambas condiciones feeder-free (MEF-CM, hAEC-CM), mientras que para
H1y Amicqui-1 solo hubo aumento cuando eran cultivas con CM-hAEC (Figura 51).

Finalmente, para el miR-200c si hubo diferencias dentro de las células: para
H1 el miRNA incrementé Unicamente en la condicién hAEC-CM, mientras que para
H9 y Amicqui-1 las dos condiciones donde se utilizd hAEC como capa nodriza o su
medio condicionado con fueron significativamente diferentes en comparacion con el
control asi como la condicion feeder-free que utiliza el MEF-CM, aunque parala H1
hubo una tendencia cuando crecia sobre hAEC (Figura 52).

De forma interesante, las hAEC presentaron niveles relativos de miR-200c
mas altos que las células pluripotentes (Figura 53). Este dato sugiere que uno de
los mecanismos involucrados en el mantenimiento de las hESC es a través de los
miRNAs provenientes de las hAEC. En apoyo a esta posible hipétesis, se ha
reportado que los miRNAs no solo pueden ser liberados al medio extracelular, sino
que también pueden ser transferidos de una célula hospedera a otro tipo celular
(como una célula troncal), en donde el miRNA puede inducir cambios en la célula
receptora. Por ejemplo, Lee y colaboradores encontraron que al cocultivar mESC y
hESC con células endoteliales aumento la expresion de varios miRNAs, entre ellos:
miR-125b-5p, miR-199a-5p, miR-221 y miR-222. En este sistema la alta expresion
de estas moléculas se correlacioné con una mejora en la obtencion de
cardiomiocitos maduros derivados de PSC, concluyendo que la induccién de esta
combinacion de miRNAs a través del cocultivo con células endoteliales incrementa
la maduracion de cardiomiocitos derivados de PSC. No obstante, no discernieron si
los miRNAs incrementados eran resultado de la biosintesis enddgena de las PSC o
provenian de las células endoteliales (Lee et al., 2015a). Otro estudio, utilizando un
modelo de ratdén con obstruccién ureteral unilateral para analizar el efecto de células
troncales mesenquimales que sobreexpresaban miR-let7, las cuales fueron

alojadas en el rifién dafiado. De manera sorprendente, la presencia de las células
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mesenquimales con miR-let7 atenuaba el dafio renal, mediante la regulacion
negativa de varios blancos relacionados con la fibrosis renal como: colagena
IValfal, metaloproteinasa 9, TGF-B1 y su receptor TGF- B R1. Estos resultados
fueron confirmados en un modelo in vitro al cocultivar let7-MSC con células
NRK52E; la expresion de genes propios de los fibroblastos fue reprimida en las
células de rifibn y se demostrd que el miR-let7 era transferido desde las MSC
mediante la secrecion de exosomas (Wang et al., 2016).

Estos datos apoyan la hipétesis que en nuestro sistema las hAEC pueden
inducir la alta presencia de miR-200c en las hESC, ya sea mediante la biosintesis
por las propias hESC o la liberacion del miRNA al medio extracelular. De hecho, los
altos niveles de miR-200c que encontramos en las hAEC (Figura 53) nos sugiere
que en el cocultivo el miIRNA podria ser liberado y recapturado por las hESC,
aungue esta teoria necesita ser demostrada.

Nuestros resultados del aumento de miR-200c en diferentes condiciones de
cultivo son interesantes en cuanto a la importancia que tiene miR-200c para regular
procesos celulares involucrados en el mantenimiento de la pluripotencia. De
acuerdo a bases de datos de MirPath, algunos de los blancos candidatos que
podrian estar regulados directamente por miR-200c son: TCF3, SMAD4, BMPR?2,
ERRB, AKT1, GATA 4 y ZEB1/2, componentes involucrados en procesos de
diferenciacion durante el desarrollo. TCF3 (Transcription Factor 3) es un factor de
transcripcién que forma un complejo con B-catenina en el nacleo para inhibir genes
blancos de la via de canonica de WNT y se ha sugerido que en las hESC esta via
se activa durante los procesos de diferenciacion (Kim et al.,, 2013). A su vez,
SMAD4 y BMPR2 son una proteina de transduccion de sefial y un receptor
respectivamente de la via de BMP, la cual en hESC debe estar inhibida para evitar
la diferenciacion hacia mesodermo (Avery et al., 2010). Por otro lado, se ha
reportado que en hESC PI3K/AKT puede inhibir a SMAD2/3 en la via de
Activina/Nodal para evitar la expresion de NANOG. Ademas, AKT seria un factor
de diferenciacion temprana altamente expresado durante la formacion de EB (Singh
et al., 2012, Li et al., 2016). Asimismo, Huang y colaboradores reportaron como

miR-200c inhibe a su blanco GATA4 en las hESC para evitar la diferenciacion hacia
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mesoendodermo (Huang et al., 2014). Finalmente, se ha demostrado que miR-200c
inhibe directamente a ZEB1 y ZEB2 (Zinc Finger E-box binding homeobox 1 or 2),
los cuales son represores transcripcionales de E-Cadherina, aunque esto solo se
ha demostrado en células de cancer (Park et al., 2008). La expresion de ZEB1/2 en
células troncales con un fenotipo epitelial induce a que adquieran una morfologia
mas fibroblastica, dicho proceso se conoce como transicion de epitelio a
mesénquima, el cual es uno de los eventos clave durante el desarrollo temprano
para la formacion del surco primitivo, en donde células del epiblasto pierden su
polaridad y adhesion celular para eventualmente migrar y diferenciarse hacia tejido
mesodérmico (Levayer and Lecuit, 2008).

Con base en estos antecedentes, nosotros conjeturamos que uno de los
posibles mecanismos por el cual la capa nodriza de hAEC mantiene la pluripotencia
es mediante la induccién de un aumento de los niveles de miR-200c para evitar la
transicion epitelio-mesénquima, y por lo tanto la induccién de los procesos de
diferenciacion en las hESC.

Por otra parte, se ha propuesto que las hESC necesitan estar en cocultivo
con una capa nodriza adecuada para estimular interacciones no solo entre células
y matriz extracelular, sino también el contacto de célula-célula (Chen et al., 2014a).
Una propiedad esencial de las hESC es que conservan el fenotipo epitelial de las
células embrionarias de las etapas tempranas del desarrollo, al expresar E-
Cadherina, cuya importancia para la pluripotencia se describié en parrafos previos.
A diferencia de los MEF y de otros tipos de capas nodrizas, las hAEC expresan E-
Cadherina dada su naturaleza epitelial, de manera que la derivacion vy
mantenimiento de hESC sobre este tipos de células es solo el principio de prueba
para plantear si es a través de interacciones mediadas por E-Cadherina entre
ambos tipos celulares (Avila-Gonzalez et al., 2016).

Otro posible mecanismo podria ser mediante la secrecion de factores. Se han
reportado niveles proteicos de EGF, KGF, HGF, TGF-B, TGF-a y FGF2 dentro de la
membrana amnidtica, pero esto incluiria a las seis capas que conforman el amnios
y se desconoce si estos factores son producidos Unicamente en el epitelio

amniético, ademas de la posibilidad de que puedan ser secretados al medio
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extracelular (Lopez-Valladares et al., 2010, Koizumi et al., 2000). No obstante, existe
un solo reporte que explora esta idea, utilizando células del fluido amniético (hAFSC,
Human amniotic fluid stem cells) en lugar de hAEC como capa nodriza. Los
resultados demostraron que hAFSC soportan la propagacion indiferenciada de
hESC sin la necesidad de agregar FGF2 al medio de cultivo, sugiriendo en primera
instancia que las hAFSC podrian mantener la pluripotencia mediante la secrecion
de factores. Sin embargo, la cantidad exdgena convencional de FGF2 para el
mantenimiento rutinario de las hESC es de 4-10 ng/ml ya sea sobre MEF o
condiciones feeder-free y al determinar la concentracion de FGF2 en el medio
condicionado de las hAFSC los niveles fueron inferiores a 4 ng/ml, por lo que se
tiene que explorar otros mecanismos subyacentes por los cuales hESC no
dependan del FGF2 secretado por las capas nodrizas (Ma et al., 2014b). Asimismo,
las hAEC no solamente podrian secretar factores de crecimiento, la capa basal
(matriz extracelular) de la membrana amnittica se compone de colagena,
fibronectina, laminina, ligandos para los receptores de integrinas presentes en las
membranas celulares permiten la adhesion al sustrato (Niknejad et al., 2008). Las
hESC asi como otros tipos de células pluripotentes (hiPSC) expresan niveles altos
de integrinas, ademas que diversos estudios han fundamentado la interaccion de
los componentes de la matriz extracelular con las integrinas como un elemento
crucial para el mantenimiento de la pluripotencia (Hayashi and Furue, 2016,
Rowland et al., 2010, Villa-Diaz et al., 2016). De esta forma, seria interesante
dilucidar si las hAEC secretan algunos componentes especificos de la matriz
extracelular que interactiien con los receptores de integrinas de las hESC.

Bajo dicho contexto, recientemente se publicé un trabajo donde se demostro
gue la adicion de una sola proteina, inhibidor-inter-alfa (lal, inter-alpha-inhibitor),
permite la adhesiéon de las hESC e hiPSC a un sustrato de vitronectina,
manteniéndose indiferenciadas por diversos pases y se sugiere que es a través de
la interaccion con las integrinas (Pijuan-Galito et al., 2016). De manera interesante,
las subunidades HC1 y HC2 de lal estan presentes de forma constitutiva en la

membrana amniética, siendo uno de los pocos tejidos en donde se ha reportado
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(Zhang et al., 2012). Con ello, la liberacion de lal seria un buen candidato para
profundizar en el mecanismo de interaccion de hAEC con hESC.

Finalmente, se necesitan estudios que determinen la interaccion de los
diversos componentes (incluyendo vias de sefializacion, factores de transcripcion,
microRNAS) que podrian estar participando en la compleja interaccion de las hESC
con la capa nodriza hAEC que da como resultado la derivacion y el mantenimiento

de la pluripotencia humana.
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CONCLUSIONES

Es posible la derivacion y el mantenimiento de hESC (Amicqui-1) a partir de
embriones de mala calidad y utilizando una capa nodriza de hAEC, siendo hasta el
momento la primera y Unica linea obtenida de la poblacion mexicana. Asi mismo,
las hAEC ya sea como capa nodriza o en condiciones libres de capa nodriza pueden
mantener la pluripotencia de las lineas H1 y H9 esto con base en la presencia de
marcadores pluripotentes asi como de acuerdo al andlisis de Epi-Pluri-Score.

Si bien la caracterizacion desarrollada en este trabajo sugiere que las cuatro
condiciones de MEF, MEF-CM, hAEC y hAEC-CM pueden mantener un estado
basal pluripotente, la deteccion de niveles mas altos de miR-200c en las células que
crecen sobre hAEC o AEC-CM podria ser un indicador ya sea directo o indirecto de
cémo diferentes condiciones de cultivo pueden influir en el potencial funcional de
las hESC, asi como sugerir que las hAEC podrian estar manteniendo la

pluripotencia de las hESC mediante un mecanismo que involucra a miR-200c.
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Figura Suplementaria 1. Rango dinamico miR-39. Se muestran las graficas
generadas por el programa Rotor-Gene Q. A) Curvas de amplificacién obtenidas al
graficar la fluorescencia por ciclo para cada concentracion de cDNA (1000, 100y 10
ng/ul). B) Curvas de fusion de las muestras en donde se corrobora la especificidad
de la reaccion por la presencia de un solo pico. C) Regresion lineal del promedio del
CT de las réplicas para cada concentraciéon de cDNA contra el logaritmo de la
concentracion de cDNA empleada (puntos). R2 =indice de correlacion lineal y M=

pendiente.
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Figura Suplementaria 2. Rango dindmico miR-92a. Se muestran las graficas
generadas por el programa Rotor-Gene Q. A) Curvas de amplificacion obtenidas al
graficar la fluorescencia por ciclo para cada concentracion de cDNA (1000, 100y 10
ng/ul). B) Curvas de fusion de las muestras en donde se corrobora la especificidad
de la reaccion por la presencia de un solo pico. C) Regresion lineal del promedio del
CT de las réplicas para cada concentracion de cDNA contra el logaritmo de la
concentracion de cDNA empleada (puntos). R2 =indice de correlacion lineal y M=

pendiente.
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Figura Suplementaria 3. Rango dinamico miR-302d. Se muestran las graficas
generadas por el programa Rotor-Gene Q. A) Curvas de amplificacién obtenidas al
graficar la fluorescencia por ciclo para cada concentracion de cDNA (1000, 100y 10
ng/ul). B) Curvas de fusion de las muestras en donde se corrobora la especificidad
de la reaccion por la presencia de un solo pico. C) Regresion lineal del promedio del
CT de las réplicas para cada concentracion de cDNA contra el logaritmo de la
concentracion de cDNA empleada (puntos). R2 =indice de correlacion lineal y M=

pendiente.
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Figura Suplementaria 4. Rango dinamico miR-200c. Se muestran las graficas
generadas por el programa Rotor-Gene Q. A) Curvas de amplificacion obtenidas al
graficar la fluorescencia por ciclo para cada concentracién de cDNA (1000, 100y 10
ng/ul). B) Curvas de fusion de las muestras en donde se corrobora la especificidad
de la reaccion por la presencia de un solo pico. C) Regresion lineal del promedio del
CT de las réplicas para cada concentraciéon de cDNA contra el logaritmo de la
concentracion de cDNA empleada (puntos). R2 =indice de correlacion lineal y M=

pendiente.
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ADDENDUM

E-CADHERINA

E-CADHERINA

E-CADHERINA

Figura 16.1 Expresién de E-Cadherina en Amicqui-1. Micrografias (40x) tomadas con microscopia
de epifluorescencia de colonias Amicqui-1 sobre la capa de hAEC con doble inmunotincién para cada
factor de transcripcion (OCT4, SOX2 y NANOG) con la molécula de adhesion E-Cadherina. Se
puede observar que para los factores de transcripcion la marca es nuclear (nicleos identificados con
DAPI), mientras que para E-Cadherina las células presentan marcaje no nuclear. Barras de

calibracion, 25 uM
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Data from the literature suggest that human embryonic stem cell (hESC) lines used in research do not genetically
represent all human populations. The derivation of hESC through conventional methods involve the destruction
of viable human embryos, as well the use of mouse embryonic fibroblasts as a feeder layer, which has several
drawbacks. We obtained the hESC line (Amicqui-1) from poor-quality (PQ) embryos derived and maintained
on human amniotic epithelial cells (hAEC). This line displays a battery of markers of pluripotency and we dem-
onstrated the capacity of these cells to produce derivates of the three germ layers.

© 2015 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Amicqui-1

Instituto Nacional de Perinatologia (INPER)
Daniela Avila Gonzélez and Néstor Fabidn Diaz
nestor.diaz@inper.mx

June, 2015

3 day poor-quality embryos

Biological reagent: hESC derived

Cell line

POU5F1, SOX2, NANOG, KLF4, ZFP42, STELLA,
SALL4, TBX3, KLF2, FGF4, TFCP2L1, GBX2,
IFITM1, KIT
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1. Resource Details

Sixty-four IVF 3-day embryos (Fig. 1A) that were deemed PQ and
thus unsuitable for either uterine transfer or cryopreservation were
donated and cultured on hAEC. Morphological grading criteria used by
embryologists were previously described Racowsky et al., 2003. We ob-
served embryo outgrowth in 3 samples on the 4th day after plating. Just
one embryo outgrowth survived (Fig. 1B) consecutive mechanic pas-
sages until colonies were obtained and the line Amicqui-1 was
established. Our derivation efficiency was 1.5%, similar to that reported
in the literature Lerou et al., 2008a. This line presented a normal karyo-
type 46, XY (Fig. 1C), and it was positive for unspecific alkaline phospha-
tase (Fig. 1D). Amicqui-1 cells expressed the core genes of pluripotency,
0CT4, SOX2 and NANOG, detected by immunofluorescence (Fig. 1E) and
by RT-PCR (Fig. 1F). Also, the line was positive for surface antigens TRA-
1-60, SSEA-4 and the cellular adhesion molecule E-CADHERIN (Fig. 1E),
and it expressed KLF4, STELLA, SALL4, TBX3, KLF2, FGF4 mRNA:s for tran-
scription factors involved in pluripotency (Fig. 1D). Later, we evaluated
the differentiation capacity of Amicqui-1 cells through in vitro and
in vivo assays. The tissues derived from embryoid bodies were positive
for specific markers: mesoderm (T), ectoderm (PAX6 and TUJ-1) and
endoderm (FOXA2 and SOX17) (Fig. 1G), while the teratomas contained
differentiated cellular types from the three embryonic layers (Fig. 1H).
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Fig. 1. Characterization of the Amicqui-1 hESC line obtained from a poor-quality embryo using hAEC as feeder layer. A) Representative bright-field micrography of poor-quality, 3-day
embryos taken on an Olympus IX81 microscope; Scale bar = 100 um. B) Outgrowth of a poor-quality, 3-day embryo on hAEC observed with a Zeiss Axio Vert A1 microscope; Scale
bar = 500 um. C) Karyotype analysis, Amicqui-1 presents a normal karyotype 46, XY. D) Colonies of the Amicqui-1 line are positive for alkaline phosphatase; Scale bar = 500 pm.
E) Representative confocal micrographs showing double immunostaining for pluripotency markers on the Amicqui-1 cell line. The core pluripotency markers SOX2 and NANOG colocalize
with POU5F1; moreover, these transcription factors and surface antigens are expressed in the same colony (POU5F1 with E-CADHERIN, NANOG with TRA-1-60, SOX2 with SSEA-4). Nuclei
stained with DAPI. Scale bar 50 = um. F) Detection by RT-PCR of core pluripotency (POU5F1, SOX2, NANOG), ground-state (KLF4, STELLA, SALL4, TBX3, KLF2, FGF4) and epiblast (TFCP2L1,
ZFP42, GBX2, IFITM1, KIT) genes in the Amicqui-1 cell line maintained on hAEC (AMQ-A) as well as on conventional iMEF (AMQ-M) feeder cell layers; hESC lines H1 and H9 served as pos-
itive controls; NEG: negative control. G) Micrographs of immunostaining for differentiation markers (PAX6 and TUJ-1 for ectoderm; T for mesoderm; FOXA2 and SOX17 for endoderm) of
tissues derived from embryoid bodies of Amicqui-1. Images were taken by confocal microscopy. Scale bar = 50 pm. H) Histological sections of teratomas formed by the Amicqui-1 hESC
line contain tissues derived from three embryonic layers. Scale bar = 200 pm.
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Finally, we demonstrated that our ESC line maintained on a convention-
al feeder layer still expressed mRNAs for pluripotency factors (Fig. 1F).

2. Materials and methods

The PQ embryos from in vitro fertilization were donated, and the
fetal membranes were collected in accord with the INPER Ethics
Committee (212250-21071) as well as the Guidelines for the Conduct
of hESC Research (ISSCR, 2006).

The hAEC were isolated and cultured from human fetal membranes
according to the protocol described previously Miki et al.,, 2010. The cells
were seeded at a density of 3 x 10%/cm? to use as feeder layer in passage
(P) 1. Primary and inactive CF-1 mouse embryonic fibroblasts (iMEF)
were obtained as described in the literature Lerou et al., 2008b. The
hESC lines, H1 and H9 were obtain from WiCell Research Institute, Inc.
and were used as controls.

Discarded PQ 3-day embryos were transferred using pipettes (Cook)
onto 4-well plates (Nunc) and treated with Tyrode's acid solution
(SIGMA) to remove the pellucida zone. The embryos were washed
with hESC derivation medium containing KO DMEM, 3% fetal bovine
serum (FBS) embryonic stem cell-qualified, 17% KO serum replacement,
100 pM nonessential amino acids, 1 mM Glutamine, 100 pM (-
mercaptoethanol (all from Gibco), and 4 ng/ml basic fibroblast growth
factor (bFGF) (Peprotech), then plated on a hAEC feeder layer in 4-
well dishes and incubated at 37 °C, in a 5% CO, and 5% O, atm. The
cells were undisturbed for two days and subsequently, the hESC deriva-
tion medium was changed every day until the embryo outgrowth was
observed. After two weeks, the embryo outgrowth was excised using
a 27G needle and passaged onto fresh hAEC feeder layers. The initial
passages were mechanical until colonies with a hESC-like-morphology
were observed. The Amicqui-1 line was maintained on hAEC as well
as on conventional iMEF feeder layers using maintenance medium
(DMEM/F12, 20% KO serum replacement, 100 pM nonessential amino
acids, 1 mM Glutamine, 100 pM 3-mercaptoethanol (all from Gibco),
and 4 ng/ml bFGF (Peprotech)) until P40.

Alkaline phosphatase was detected with the Alkaline Phosphatase
Staining Kit (Stemgent) following the manufacturer's instructions.

2.1. Immunodetection

After fixing cells with 4% paraformaldehyde (PFA) for 10 min, primary
antibodies were applied as follows: mouse anti-OCT-4 (Becton Dickson,
1:100), rabbit anti-OCT-4 (1:400, Abcam), rabbit anti-SOX2 (1:1000,
Millipore), rabbit anti-NANOG (1:500, Peprotech), mouse anti-E-
CADHERIN (Becton Dickson, 1:100), mouse anti-SSEA-4 (Abcam,
1:200), mouse anti-TRA-1-60 (Abcam, 1:250), rabbit anti-PAX6
(Abcam, 1:200), mouse anti-TUJ-1 (Covance, 1:1000), mouse anti-
SOX17 (Abcam, 1:100), rabbit anti-T (Abcam, 1:200), rabbit anti-
FOXA2 (Abcam, 1:1000). Appropriate fluorescently labeled secondary
antibodies (Life Technologies) were used. The images were acquired
in a LSM 710 confocal microscope (Zeiss).

2.2. RT-PCR

Total RNA was isolated using TRIzol (Life Technologies). Total RNA
was reverse-transcribed into cDNA with OligodT (Promega) using
AMV Reverse Transcriptase (Promega). PCR was performed Tfl DNA
polymerase (Promega). Cycling conditions were as follows: 95 °C for
15 min followed by 35 cycles of amplification (95 °C denaturation for
60 s, 54 to 58 °C annealing for 60 s, 72 °C elongation for 60 s) and a
final extension at 72 °C for 10 min.

2.3. Primers

POU5F1_F: GAG GAG TCC CAG GAC ATG AA; POU5F1_R: GTG GTC
TGG CTG AAC ACC TT; SOX2_F: GCC GAG TGG AAA CTT TIG TC;

SOX2_R: GTT CAT GTG CGC GTA ACT GT; NANOG_F: TGC AAA TGT CIT
CTG CTG AGT; NANOG_R: GTT CAG GAT GTT GGA GAG TTC; KLF4_F:
GAT GGG GTC TGT GAC TGG AT; KLF4_R: CCC CCA ACT CAC GGA TAT
AA; STELLA_F: GTT ACT GGG CGG AGT TCG TA; STELLA_R: TGA AGT
GGC TTG GTG TCT TG; SALL4_F: TGC AGC AGT TGG TGG AGA AC;
SALL4_R: TCG GTG GCA AAT GAG ACA TTC; TBX3_F: GCA GCT TTC AAC
TGC TTC G; TBX3_R: TGA GGT TCG ATG TCC CTA CA; KLF2_F: CTA CAC
CAA GAG TTC GCA TCT G; KLF2_R: CCG TGT GCT TTC GGT AGT G;
FGF4_F: CTA CAA CGC CTA CGA GTC CTA CA; FGF4_R: GTT GCA CCA
GAA AAG TCA GAG TTC; TFCP2L1_F: CCC CTG CAA TAT GTG TTG TG;
TFCP2L1_R: AAA GTC TCC CAG CTT CCG AT; ZFP42_F: GCG TAC GCA
AAT TAA AGT CCA GA; ZFP42_R: CAG CAT CCT AAA CAG CTC GCA GAA
T, GBX2_F: CAC CAC GTC TAC GGG CAA GAA C; GBX2_R: AGC TGC
TGA TGC TGA CTT CTG A; IFITM1_F: ATG TCG TCT GGT CCC TGT TC;
IFITM1_R: GTC ATG AGG ATG CCC AGA AT; KIT_F: GGC GAC GAG ATT
AGG CTG TT; KIT_R: CAT TCG TTT CAT CCA GGA TCT CA; GAPDH_F:
AAG GTG AAG GTC GGA GTC AAC; GAPDH_R: CCT GGA AGA TGG TGA
TGG GAT.

2.4. Spontaneous in vitro differentiation

Embryoid bodies (EB) were grown in hESC maintenance medium
without bFGF on non-adherent plates. The EB differentiations were
performed on 0.1% gelatin-coated plates with DMEM medium plus
20% FBS, and the medium was changed daily.

2.5. In vivo differentiation assay

For experimental production of teratomas, 1 x 10° hESC were
transplanted into the kidney capsule of immunodeficient SCID mice.
After 6 weeks, the resulting tumors were collected and fixed in 4%
PFA. For histology analysis, sections of the teratomas were analyzed
after hematoxylin—eosin staining. All experiments involving laboratory
animals were performed under protocols approved by INPER and
Instituto de Neurobiologia Committees.

3. Verification and authentication

The karyotype was performed by Departamento de Genética
at INPER. The analysis through Giemmsa-Banding of chromosomes
showed a normal karyotype 46, XY.
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During human development, pluripotency is present only in early stages of development. This ephemeral cell potential can be
captured in vitro by obtaining pluripotent stem cells (PSC) with self-renewal properties, the human embryonic stem cells (hESC).
However, diverse studies suggest the existence of a plethora of human PSC (hPSC) that can be derived from both embryonic and
somatic sources, depending on defined culture conditions, their spatial origin, and the genetic engineering used for reprogram-
ming. This review will focus on hPSC, covering the conventional primed hESC, naive-like hPSC that resemble the ground-state of
development, region-selective PSC, and human induced PSC (hiPSC). We will analyze differences and similarities in their differen-
tiation potential as well as in the molecular circuitry of pluripotency. Finally, we describe the need for human feeder cells to
derive and maintain hPSC, because they could emulate the interaction of in vivo pluripotent cells with extraembryonic structures

that support development. Developmental Dynamics 245:762-773, 2016. © 2016 Wiley Periodicals, Inc.
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Introduction

Pluripotency is defined as the ability of a single cell to differenti-
ate into all the specialized lineages that make up an organism
proper. This transitory cell property present in early embryo
stages can be captured in specific conditions in vitro to derive
embryonic stem cell (ESC) lines. These cells do not only retain
their pluripotent ability, but unlike the embryo, can undergo self-
renewal in the presence of specific growth factors. The pluripo-
tency and self-renewal characteristics confer a unique nature to
ESC, making them suitable as models for developmental biology
and regenerative medicine.

The first ESC lines were obtained by the groups of Martin (Mar-
tin, 1981) and Evans (Evans and Kaufman, 1981), who cultured
the isolated inner cell mass (ICM) from a mouse blastocyst on a
feeder layer of mouse embryonic fibroblasts. Derivation of human
ESC (hESC) lines from human blastocysts, through in vitro fertil-
ization procedures, was later achieved (Thomson et al., 1998).

The Nature of HESC

Due to the essence of the methods to obtain these particular cells,
the following question emerged: Are hESC an artifact or an immor-
tal representation of human pluripotency in vitro? To explore the

Additional supporting information may be found in the online ver-
sion of this article.
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nature of hESC, diverse groups compared the expression profiles of
established lines with those of early-stage human embryos. One pio-
neering study compared gene expression among hESC and human
blastocysts and demonstrated the presence of two distinct sets of
genes; one set is expressed differentially between human lines and
the ICM and another set is expressed only in hESC, and could confer
properties of pluripotency and self-renewal (Reijo Pera et al., 2009).

Giritharan et al. demonstrated that hESC derived from a blasto-
mere or ICM exhibited comparable functional and genetic proper-
ties. These findings suggested that, during the derivation process,
hESC acquired a specific phenotype and that the developmental
stage used to obtain pluripotent cells was not relevant (Giritharan
et al.,, 2011). Galan et al. analyzed differential gene expression
among various stages of human embryo development (eight-cell
stage, ICM-blastocyst) and the conventional hESC (primed pluri-
potency, see below). Although hESC lines expressed several
native transcripts from early human embryos, the whole genome
expression profile indicated that hESC lines have a unique tran-
scriptome signature, which could be a consequence of their in
vitro adaptation process (Galan et al., 2013).

O’Leary et al. described a unique transitory structure that pre-
cedes the formation of hESC colonies from a blastocyst. This
structure, denominated PICMI (post ICM-intermediate), expressed
genes of the human ICM, such as transcription factor CP2-like 1
(TFCP2L1) and ZFP42 zinc finger protein (ZFP42); however, there
was a decrease of these markers during the subsequent passages
before the acquisition of hESC colonies. These same authors also
Article is online at: http:/onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/dvdy.

24405/abstract
© 2016 Wiley Periodicals, Inc.
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reported an up-regulation of genes involved in pluripotency
(POU5F1, SOX2, NANOG, LIN28) and the Activin/Nodal pathway
(NODAL, LEFTY1, LEFTY3, TDGF1) in the PICMI, which are still
expressed at higher levels in human ICM (O’Leary et al., 2012).
These results suggest that hESC are indeed derived from pluripo-
tent cells of the ICM; however, they undergo changes in their cel-
lular organization as PICMI, as well as gene expression profile
due to culture conditions before stabilizing in a pluripotent state
in vitro.

Recently, Yan et al. analyzed the transcriptome of early human
embryo stages (zygote, two-cell, four-cell, eight-cell, morula, and
late blastocyst) and hESC in passage 0 (P0) and P10 using single-
cell RNA sequencing (Yan et al.,, 2013). They found that tran-
scriptomes of human epiblast and hESC PO showed differential
gene expression, concurring with previous studies (O'Leary et al.,
2012). Together, these data suggested that changes during the ini-
tial process of deriving hESC are a consequence of an exclusive,
signature expression profile that does not resemble that of the in
vivo pluripotent cells. It is important to note that all these studies
were performed with conventional hESC maintained on mouse
embryonic feeder layers.

So, what is the importance of feeder layers on the biology of
hESC? Their importance resides in the finding that maintenance
of hESC in conventional conditions (derivated and maintained in
culture medium supplemented with 20% Knockout Serum
Replacement [KOSR] and fibroblast growth factor-2 [FGF-2]) with
feeder layers, induces a heterogeneous cell population. However,
cell lines present the essential core transcription factors (POU5F1,
S0X2, and NANOG), and they produce teratomas (the gold stand-
ard assay to evaluate pluripotency in human lines). Thus, hESC
are integrated into different subpopulations with distinct cell-
cycle properties, clonogenic potential and gene expression, which
would impact their pluripotent potential and the design of differ-
entiation protocols (Stewart et al., 2006).

On the other hand, recent studies have described a
“homogenous” pluripotent state in mouse ESC (mESC) character-
ized as having less predisposition for differentiation and more
similarities with the epiblast, defined as the naive ground state.

Introduction of The Terms Naive
and Primed Pluripotency

The concept of “ground state” was introduce by the Smith’s
group, meaning the ability to self-renewal and unrestrained
capacity from developmental specification and epigenetic restric-
tions of embryonic mouse cells in vitro and in vivo (Silva and
Smith, 2008; Ying et al., 2008). The nonepigenetic restrictions
allow cells to have a uniform expression of pluripotent transcrip-
tion factors, reactivation of both X alleles in female cells, and a
global DNA hypomethylation pattern (Marks et al., 2012; Leitch
et al,, 2013; Hackett and Surani, 2014). Afterward, the same
group proposed two pluripotency states in mouse: naive and
primed. During mouse development, an unrestricted potential to
produce all embryo lineages, including germline, characterize
epiblast cells from preimplantation embryos. This property has
been named naive pluripotency (Nichols and Smith, 2009; Boro-
viak and Nichols, 2014).

Also, these cells express a set of transcription factors involved
in pluripotency (estrogen related receptor beta [Esrrb], Nanog and
Kruppel-like factor 2 [K1f2]), which are down-regulated once the

epiblast is implanted (Boroviak and Nichols, 2014). Whereas, dur-
ing postimplantation epiblast stage, cells acquire a primed nature,
express another set of genes (Fgf5, Nodal, T), and become pre-
pared to initiate lineage specification and epigenetic restrictions
(Nichols and Smith, 2009, 2012; Boroviak and Nichols, 2014;
Hackett and Surani, 2014). The benchmark to classify pluripotent
cells in the mouse as naive or primed is the formation of chime-
ras. This assay consists in the injection of pluripotent cells into a
mouse blastocyst, which is reimplanted into the uterus to con-
tinue its development (Hyun, 2015).

On the other hand, Hackett and Surani defined the “ground
state” as the “unrestricted naive pluripotent state” present only in
vivo mouse epiblasts, and used the term “naive pluripotency” to
name the property of a cell, either in vitro or in vivo, to contrib-
ute to all the embryonic linages and the chimera formation. How-
ever, a clear definition of the terminology remains to be reached
in the literature. Smith’s group asserts that “naive preimplanta-
tion epiblast” as well as mESC represent the “ground state” (Silva
and Smith, 2008; Wray et al., 2010; Nichols and Smith, 2012).
Indeed, they use the terms “ground state naive pluripotency”
(Nichols and Smith, 2009), and “naive ground state” (Nichols and
Smith, 2012) to encompass both in vitro and in vivo pluripotent
cells.

Recently, they have described that ground state is a property of
mESC on specific conditions. mESC cultured on serum supple-
mented with leukemia inhibitory factor (LIF) show a heterogene-
ous population. There is not a uniform expression of pluripotent
factors and the cells present a high rate of spontaneous differen-
tiation; thus, these cells are considered naive but not ground state
because of their metastability (Hackett and Surani, 2014; Kumar
et al., 2014). Conversely, it has been demonstrated that mESC cul-
tured in serum-free conditions, specifically on defined medium
supplemented with LIF and small molecule inhibitors of the ERK2
and GSK3 pathways (2i/LIF condition), form more homogeneous
colonies, with a pluripotency stable state that mostly resembles
to the naive preimplantation embryo (Ying et al., 2008). For this
reason, it has been considered that the 2i/LIF condition does not
only maintain naive pluripotency but also stabilizes the ground
state in mESC (Wray et al., 2010; Boroviak et al., 2014; Hackett
and Surani, 2014).

On the other hand, Brons et al. and Tesar et al. reported the
derivation of another type of murine pluripotent cells from late
stages, postimplantation epiblasts and named them epiblast-
derived stem cells (EpiSC) (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007).
These present a naturally primed pluripotency, because the in
vivo counterpart of EpiSC, the postimplantation epiblast,
although still pluripotent (as previously mentioned), presents epi-
genetic restrictions and a state poised to initiate differentiation
(Tesar et al., 2007; Guo et al., 2009). While, mESC required exog-
enous LIF to activate JAK/STAT and suppress the ERK2 and
GSK3 signaling pathways to maintain their identity (Ying et al.,
2008), EpiSC are dependent on the FGF/ERK2 and Activin/Nodal
pathways (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007).

Another difference between naive mESC and EpiSC is their
capacity to integrate into chimeras during their development,
mESC contribute to three embryonic layers and germ lineage in
preimplantation stages (Marks et al., 2012), while primed EpiSC
only contribute in the later postimplatation blastocyst stage
(Huang et al., 2012). Remarkably, conventional hESC share
several characteristics of mouse EpiSC, such as dependence on
FGF/ERK2 and Activin/Nodal signaling routes, low contribution
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to the chimera formation, high levels of bivalent epigenetic
marks, one inactive X chromosome in female cells, and low
expression of naive markers. Moreover, the LIF/STA3 pathway is
unessential for their maintenance (Daheron et al., 2004; Vallier
et al.,, 2005; Eiselleova et al., 2008; Gafni et al., 2013; Manor
et al,, 2015).

Furthermore, human pluripotent cells have low contribution to
the chimera formation in the early blastocyst (Gafni et al., 2013).
However, a recent study has demonstrated that hESC efficiently
integrate to chimeras when the cells are injected in later stages of
development (gastrula primitive streak) (Mascetti and Pedersen,
2016). All this evidence suggests that hESC are more similar to
primed pluripotent cells, although they are not identical to EpiSC.
For example, hESC lack the postimplantation marker FGF-5, and
they express naive markers like Kruppel-like factor 4 (KLF4),
ZFP42, PR domain-containing 14 (PRDM14), and E-Cadherin
(Chia et al., 2010; Bhatia et al., 2013; Manor et al., 2015).

In summary, the generation of mouse pluripotent stem cells
resemble different stages of embryonic development which repre-
sent different pluripotency stages (Fig. 1). On the other hand,
hESC show a pluripotent state that does not represent the in vivo
human embryo. This characteristic could be explained by the fact
that the culture conditions are not optimal to derivate and main-
tain hESC, instead it suggests that these cells are an artifact. As a
result, this raises a question: Is it possible to obtain human lines
with a naive phenotype that resembles the ground state?

The State of The Art of In Vitro Human
Ground State Naive Pluripotency

Several groups have reported obtaining naive hESC-like cells by
using small-molecules induction protocols or induced pluripotent
stem cells (iPSC) reprogramming. However, the conditions for
obtaining human cells with a phenotype similar to mESC/2iLIF
were divergent between studies, so there is not yet a consensus
about the optimal conditions to capture naive human pluripotent
cells in vitro (Fig. 2).

In a pioneering study, the Jaenisch group generated human
naive-like cells through a secondary reprogramming system of
fibroblasts genetically modified to overexpress POU5F1, KLF2,
and KLF4 using a doxycycline-inducible lentiviral system and
cultured them in 2i/LIF conditions. Their cells had characteristics
of naive mESC and could be maintained for over 50 passages.
However, the cells began to differentiate once doxycycline was
withdrawn; thus, unlike mESC, the 2i/LIF condition was not
enough to maintain naive pluripotency in human cells (Hanna
et al., 2010). Gafni et al. supplemented the 2i/LIF medium with
inhibitors of JNK, PKC, ROCK, and low doses of FGF-2 and trans-
forming growth factor-betal (TGF-B1) (NHSM, naive human
stem cell medium). When they cultured hESC in NHSM, their col-
onies presented nuclear expression of TFE3, a lack of H3K27me3,
down-regulation of lineage-associated and primed genes, and
up-regulation of naive transcripts; the cells were also able to con-
tribute to the formation of cross-species, nonviable chimeras, all
of which are features of ground state naive cells (Gafni et al.,
2013).

On the other hand, Chan et al. described the derivation of hESC
that resembled the preimplantation epiblast. They used a combi-
nation of three small molecules (inhibitors of GSK3, ERK2, and
BMP) together with LIF (3i/LIF) and high doses of FGF-2 and

Naive “metastable”

Serum/LIF mESC

Heterogeneity

XaXa
PrgjmpEantalion Chimeras
epiblast (preimplantation
B blastocyst)
Naive 2i/LIF mESC diterentationt
ol A Kif4, KIf2, Esrib, dlffer_e_ntl_atlon into
g s / specific lineages
Genetic and S
epigenetic OSN  rgrs
unrestrictions
XaXi

~ Primed
Postimplantation epiblast

EpiSC

Fig. 1. Mouse pluripotency spectrum. mouse PSC (mPSC) can be sub-
classified according to their growing response in defined culture condi-
tions, which induce them a representative specific pluripotent state,
although all mPSC have in common the expression of master genes
Pou5f1, Sox2, and Nanog, and the ability to form teratomas, and differen-
tiate into specific cell lineages. Naive cells have the ability to give rise to
all embryonic lineages and germline, demonstrated by chimeras forma-
tion when they are injected in preimplantation embryos. Naive mESC
have both X chromosomes activated, present high clonogenicity, acti-
vated self-renewal by the STATS signaling pathway, and the expression of
mouse naive specific markers Kif4, Kif2, Esrrb, Tbx3. However, naive
mESC cultured in serum and LIF exhibit a cell heterogeneity with a meta-
stable pluripotency that do not represent a counterpart from the embryo.
In contrast, naive mESC that grown in 2i/LIF conditions are more homo-
geneous and represent the ground state from the preimplantation epi-
blast, which it refers as the unrestricted naive pluripotency, freedom from
developmental specification, or epigenetic restriction. The primed EpiSC
exhibit an XaXi status and are less readily integrated into the preimplanta-
tion blastocyst; but share some characteristics with the postimplantation
epiblast, like present epigenetic restrictions and a state poised to initiate
differentiation.

TGF-B to maintain the naive properties of hESC, which expressed
intrinsic genes from preimplantation cells such as KLF4, T-box 3
(TBX3) and developmental pluripotency associates 3 (DPPA3).
Nevertheless, they did not observe X-gene reactivation in female
cells and did not perform assays to demonstrate if the cells could
integrate into nonviable mouse blastocysts (Chan et al., 2013).
Ware et al. designed a protocol to obtain naive-like hESC using
the 2i/FGF-2 condition plus a mix of histone deacetylase (HDAC)
inhibitors. However, withdrawal of FGF-2 induced the differen-
tiation of the cells, even in presence of LIF (Ware et al., 2014).
These reports suggest that addition of FGF-2 is fundamental for
the maintenance of the hESC in a state similar to the primed state,
but this did not involve the ERK2 pathway. Valamehr et al. gener-
ated human induced PSC (hiPSC) by episomal reprogramming,
using small molecules to derive and maintain feeder-free hiPSC,
which exhibited a pluripotency with similar characteristics to
ground state: repression of differentiation associated genes and a
high clonality in comparison with hiPSC in conventional medium;
however, evidence do not confirm the ground state as blastocyst
injection. The novelty of their method consisted in the use of
“specific-stage media,” i.e., the media FRM (Fate Reprogramming
Medium) during process reprogramming and media FMM (Fate
Maintenance Medium) for long-term maintenance. FRM was com-
posed by inhibitors of ROCK, GSK3, MEK, and TGF-$3 pathways, as
well as FGF-2 and LIF; while FMM had the same components,
except the inhibitor SB431542 (SB) (Valamehr et al., 2014). That
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Human clevage (8-cell) embryo Human blastocyst
(3 dpf) (5 dpf)

Blastomer

Human blastocyst
(6-7 dpf)

Genes: OCT4, SOX2, NANOG, DPPA3,
DPPAS, TBX3, PRDM14, KLF17,
NODAL, GDF3, TFCP2L1, LEFTY1
Pathways: TGF3, FGF27?

naive-like hPSC

r’.—\

primed hPSC l primed hrsPSC

Q)

Possible pathways:
FGF2,TGFRB, Activin/Nodal
STAT3, PIBK/AKT, cAMP

Human epiblast genes:

OCT4, SOX2, NANOG, KLF4,

TBX3, DPPAS, TFCP2L1,

NODAL, GDF3
IERK2/IGSK3, PKCi, BRAFi, JNKi, SRCI,
ROCKi, p38i, BMPi

) FGF2, iWnt
lfé‘?\, —_— 'o.:‘
~ o °w®

Human epiblast genes:
OCT4, SOX2, NANOG,

PRDM1, KLF4 Reprogramming factors
Pathways: FGF2, i SCF,:H-Q .
Activin/Nodal . .

Somatic cell

Fig. 2. Spectrum of human pluripotency. hPSC lines derived from different stages of the human pluripotent embryo (eight-cell, ICM-isolated from
5-7 days post fertilization) and by reprogramming methods are similar in their expression profile, and they are considered primed (green line),
which suggested that human cells progress to an in vitro adaptation and rewiring of a pluripotent molecular circuitry supported by the FGF-2 and
Activin/Nodal pathways. However, some primed lines displayed heterogeneity in their functional potential, probably because the culture conditions
for derivation and maintenance. It has been demonstrated that, by using factors and molecules that modulate or enforce pathways different from
the conventional FGF-2/ERK2, it is posible to generate novel hPSC lines which have an alternative state to primed human region-selective PSC
hrsPSC [gold line] or naive [red line]). However, the relevance of these signalling pathways in the pluripotent human epiblast is still unknown.

suggested, at least in these reports, the derivation of hiPSC and the
maintenance process suggest specific pathways; for example, the
inhibition of TGF- is crucial to enhance reprogramming, but non-
essential to support the continuous passage of hiPSC.

Recently, Theunissen et al. described the use of 2i/LIF condi-
tions together with Activin A and inhibitors of the protein
kinases BRAF, ROCK, and SRC (5i/L/A). In these conditions, the
cells presented a pronounced positive regulation of naive markers
(TECP2L1, KLF2, and KLF4) as compared with previous reports.
Nevertheless, the cells acquired chromosomal aberrations, inacti-
vation of their X-chromosome persisted, and they were not able
to form chimeras (Theunissen et al., 2014). Takashima et al. sup-
plemented 2i/LIF medium with a PKC inhibitor (G66983) to gen-
erate naive-like hESC, which had high levels of naive markers
(TECP2L1, KLF2, and KLF4) in comparison with the lines reported
by Gafni et al. and Chan et al. Although the “cocktail” was not
supplemented with FGF-2 and Activin A, it could not be con-
cluded that the naive circuitry was dependent on these, because
the cells were always maintained on feeder layers (Takashima
et al., 2014).

Using a combination of small molecules with growth factors
(2i/LIF/FGF-2 plus ascorbic acid and forskolin), Duggal et al.
reported to promote the naive state in hESC independently of
KLF2 and NANOG transgenes. As previously reported, the naive
state was dependent on FGF-2, but using PI3K/AKT/mTORC path-
way. The human cells obtained expressed diverse naive markers,
but their pluripotent potential was only determined by spontane-
ous and directed differentiation (Duggal et al., 2015). Finally,
Chen et al. analyzed the effect of forced activation of STAT3
induced by LIF in hESC. To this end, cells were transfected with a
lentiviral vector expressing the hormone-dependent STAT3; they

demonstrated that constitutive STAT activity together with 2i/LIF
induced the naive phenotype in hESC. Moreover, the addition of
an inhibitor of the FGF- receptor (SU5402) did not affect the
characterization of human cells as naive, in contrast to the FGF-
2-dependent naive lines previously reported (Chen et al., 2015).

It is important to note that the current reference to derive
human naive cells is preimplantation epiblasts from mouse; how-
ever, it has been demonstrated that human epiblasts do not
express all murine epiblast markers, e.g., KIf2 and Esrrb (Blakeley
et al., 2015). Furthermore, some reported naive lines are depend-
ent on and others are independent of the FGF pathway. Therefore,
it is necessary to derive human naive cells using screening
markers from early human embryos as reference. Also, the major-
ity of cell lines were maintained on feeder layers, which repre-
sents an additional variable for understanding naive human
pluripotency, due to the numerous factors released by the feeder
cells that could affect pluripotent cells (Eiselleova et al., 2008).

Considering all this evidence, we can answer the following
question: Is there a genuine naive state of the human cell? It has
already been demonstrated in mouse that naive ESC originate
from a specific population in the early embryo, and they are con-
sidered a genuine in vitro counterpart captured from the in vivo
pluripotent cell population. Boroviak et al. compared the tran-
scriptional profile of established mESC lines with that of early-
stage embryos. The analysis showed that mESC in serum-free 2i/
LIF conditions correspond to the E4.5 stage, which means that
mESC resemble preimplantation epiblasts more than any other
development stage (Boroviak et al., 2014, 2015).

On the other hand, the human gene network analysis per-
formed by Huang et al. revealed that the established naive-like
hESC do not overlap in the majority of gene modules with naive
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mESC, except the lines generated by Theunissen and Takashima.
Actually, these lines were the most similar to the human blasto-
cyst. These data suggested that the naive state is not conserved
between species; instead the naive human and mouse lines
resemble their respective blastocysts (Huang et al., 2014).

Human vs. Mouse Development

It is probable that the regulation of the naive state in human cells
is different from that of naive mESC. This discrepancy could be
explained by developmental differences among species at the
blastocyst and epiblast stages. Smith’s group proposed that mESC
emulate the ability of the embryo to enter into a state of delay
(diapause) in response to specific environmental conditions, stay-
ing in “suspended animation,” and self-renewing once they wake
up from their lethargy (Martello and Smith, 2014). In contrast
with human, only mouse embryos can enter into diapause (Ros-
sant, 2015), which would explain the differences between the
ESC of the two species. However, it has been suggested that dia-
pause could be a phenomenon characteristic of all mammalian
cells, including human (Ptak et al., 2013).

Another key point to consider is the comparison between spe-
cies of the formation of extraembryonic structures. In human,
after blastocyst implantation, the placenta begins to form with a
high proliferation of trophoectoderm (TE), which produces syncy-
tiotrophoblasts that invade the decidua and myometrium. In con-
trast, the TE invades the decidua basalis until late stages of
development and does not reach the myometrium in mouse
(Malassine et al., 2003).

Accordingly, diverse studies suggest that the role of FGF in the
human early embryo is different from that in mouse. The inhibi-
tion of FGF signaling stimulates epiblast formation, while its
activation promotes primitive endoderm (PE) specification (Cha-
zaud et al., 2006), which agrees with the requirement for ERK2
inhibition to maintain the undifferentiated state of naive mESC
in mice. Likewise, the lack of FGF apparently does not affect
human PE development; therefore, the participation of this path-
way in human embryo development is still not clear (Kuijk et al.,
2012; Roode et al., 2012).

Blakeley et al. reported that components of the TGF-3 pathway
(LEFTY1, NODAL, ALK1) were more enriched in human epiblasts
than in mouse ICM. Of interest, inactivation of this pathway by
the SB inhibitor eliminated NANOG and reduced POU5F1 expres-
sion in human embryos. Furthermore, SB-treated mouse embryos
showed no reduction of NANOG/POU5F1 levels. These results
suggested that TGF-B signaling is essential for the appropriate
maintenance of epiblast and PE markers on human embryos,
unlike in mouse (Blakeley et al., 2015). In addition, the authors
reported differences in gene expression in human epiblast vs.
mouse ICM. For example, in the mouse, KIf4 was expressed from
the two-cell stage, but in human, it was not detected until the
eight-cell stage; Esrrb was present in mouse zygotes and main-
tained during preimplantation development, but in human, it was
expressed in the morula and blastocyst stages (Blakeley et al.,
2015).

Of interest, these differentially expressed genes are key factors
for maintenance of the naive mESC (Dunn et al., 2014). Also,
genes associated with mouse epiblasts Kif4, Tbx3, Prdm14 were
expressed in the human epiblast as well as in primed and naive-
like hESC; however, Esrrb and KIf2 (mouse naive markers) were
not significantly expressed in human epiblasts (Blakeley et al.,

2015), and were up-regulated in human naive-like lines (Taka-
shima et al., 2014; Theunissen et al., 2014). Interestingly, unique
genes enriched in the human embryo were identified, such as
Kruppel-like factor 17 (KLF17), whose function in human pluri-
potency is still unknown (Blakeley et al., 2015). This factor along
with NODAL are expressed in nonhuman primate (marmoset)
embryos, which suggests that there are specific factors and sig-
naling pathways involved in pluripotency that are conserved in
primates and differs from other species (Boroviak et al., 2015).

Another difference between species is the expression of human
endogenous retrovirus (HERV). hESC expressed specific, large
noncoding RNAs (IncRNA) derived from the long terminal repeat
(LTR) of HERV type H (HERVH). Thus, it has been suggested that
LTR7-HERVH elements are required to maintain the identity of
hESC (Lu et al., 2014) and to enhance the naive state through
interaction with LPB9, also called TFCP2L1 (Wang et al., 2014).
These data, together with recent reports, suggested the participa-
tion of these genes in early development and human-derived plu-
ripotent stem cells (Fort et al., 2014; Ohnuki et al., 2014). It is
important to mention that murine Tfcp2l11, and is involved in the
pluripotency circuitry of naive mESC (Qiu et al., 2015). The most
recently acquired human endogenous retrovirus is HERVK; which
is expressed from human embryo genome activation to blastocyst
preimplantation. HERVK was highly enriched in naive hESC vs.
primed lines. Also, the overexpression of Rec (one of the tran-
scripts derived from HERVK) in a pluripotent cell line was suffi-
cient to increase the levels of the epiblast marker IFITM 1, which
suggested a role in pluripotency and early human development
(Grow et al., 2015).

This way, these remarkable contrasts between human and
mouse development point out the specific need to increase our
knowledge about human development to reach a better under-
standing of the cellular and molecular mechanisms that regulate
human pluripotency. If there is an in vivo human naive state sim-
ilar to the mouse ground epiblast, the culture conditions required
to capture such a novel human pluripotent state are different
from the requirements for conventional hESC and mouse PSC
(Fig. 3).

Reprogramming Methods to Obtain
Human Pluripotency Cells, Equal or
Not to HESC?

hiPSC are another type of human pluripotent stem cells. To
become pluripotent, these cells are generated from somatic cells
through different reprogramming methods (Takahashi et al.,
2007; Yu et al., 2007). Although conventional hESC and hiPSC
share pluripotent properties, the latter cells present genetic and
epigenetic aberrations, including differentially methylated
regions (DMRs) (Koyanagi-Aoi et al., 2013), change in copy-
number variations of DNA (Hussein et al., 2011), irregular expres-
sion of imprinted genes (Pick et al., 2009), and differentiation
potential (Kim et al., 2011), which are likely a consequence of the
reprogramming process and/or retention of a residual “epigenetic
memory” of the donor cell type (Kim et al., 2011; Ma et al., 2014).
Nonetheless, recent reports show that hiPSC and hESC do not
exhibit differences in expression profile and differentiation
potential, for example, a subset of genes can segregate hiPSC
from hESC in DNA methylation and gene expression like
FAMI19A5 and TCERGIL (Lister et al., 2011; Ruiz et al., 2012),
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Fig. 3. Human pluripotency. The hPSC share in common core pluripotency POU5F1, SOX2, and NANOG, as well as surface antigen like SSEA-4,
TRA1-60, TRA1-81, and the ability to form teratomas and differentiate into specific lineages. However, hPSC culture in conventional conditions
(KOSR and FGF-2) are considered prime pluripotent cells, because of their low clonogenicity, general XaXi status, and a response to FGF-2 and
Activin/Nodal to self-renewal instead LIF/STAT3. These cells did not integrate to form chimerism interspecies in early-stages of development,
although it has demonstrated that primed hPSC are able to integrate in mouse development in later stages (postimplantation embryo). Culture
conditions involved the inhibition of Wnt signaling induced alternative primed hPSC, which have high clonogenicity and a selective integration into
postimplantation embryos to form chimeras, denominated “region selective” PSC. In the past years, several groups have stablished distinct
defined conditions to obtain hPSC (hESC and hiPSC) with a naive phenotype, even with properties that could resemble the ground state from
mouse embryo. These naive-like hPSC share high clonogenicity, a response to LIF/STAT3 and a most uniform expression of naive markers, in
comparison with the conventional hPSC dependent of KOSR and FGF-2. However, some lines do not form chimeras and remain dependent of
FGF-2 or have one activated X-chromosome. So actually there is not a consensus about the conditions to obtain the authentic naive state/naive

ground state in the human.

while, in other studies, these genes are only differentially
expressed in some hiPSC lines (Koyanagi-Aoi et al.,, 2013;
Schlaeger et al., 2015). A possibility to explain this discrepancy is
that the first studies analyzed hiPSC derived from nonfibroblast
somatic cell types and obtained by retroviral reprogramming,
while the latter groups compared with most of the hiPSC derived
from fibroblasts, and some lines were reprogrammed with nonin-
tegrative methods.

Actually, previous studies have reported differences between
hESC and hiPSC lines, which could be attributed to the genetic
background rather than the cellular origin or reprogramming
method. Thus, Rouhani et al. reported that genetic differences of
donor cells have a major impact in the transcriptional variation
of hiPSC, while their epigenetic memory has a minimal contribu-
tion to hiPSC heterogeneity (Rouhani et al., 2014). Choi et al.
generated hiPSC from fibroblast derived from hESC by noninte-
grative methods to compare their transcriptional profile, methyla-
tion global status, and differentiation potential between matched
(same genetic background) hiPSC and hESC lines using a series of
elegant experiments. They found that genetic and epigenetic var-
iations were minor between both cell lines genetically matched as
compared with unmatched lines, and demonstrated influence of
genetic background as possible source of variation between

hiPSC and hESC. Also, they reported that genetically matched
lines are similar in their potential differentiation.

The authors concluded that both pluripotent cells types cannot
be distinguished from each other, in terms of molecular expres-
sion and differentiation potential (Choi et al., 2015). Despite these
reports, indicating that hESC and hiPSC share a transcription pro-
file and have the same potential to differentiate, it has been dem-
onstrated that cells derived from hiPSC present functional
deficiencies, as well as some hiPSC lines are defective in their dif-
ferentiation potential. For example, Lanza’s group showed that,
although hiPSC are able to differentiate into several cell types
(blast cells, endothelial cells, hematopoietic cells) with properties
similar to those of cells derived from hESC, the derivatives from
hiPSC display abnormal molecular and cellular processes, includ-
ing apoptosis, decreased growth, and senescence (Feng et al.,
2010).

Accordingly, Koyanagi-Aoi et al. identified hiPSC lines that
maintained undifferentiated cells after a neural differentiation
protocol. They named these lines “differentiation-defectives.”
Intriguingly, most of these defective lines were generated by inte-
grative methods (retroviral), while all the lines (except one) gen-
erated by nonintegrative reprogramming were considered as
“good” or “intermediate” lines, so it is likely that the abnormal
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hiPSC are a consequence of the reprogramming method (Koya-
nagi-Aoi et al., 2013). Schaleger et al. did not report differences
in the potential and transcription profile of hiPSC lines obtained
by integrative and nonintegrative methods, although there were
significant differences in reprogramming efficiency, reliability,
and aneuploidy rate (Schlaeger et al., 2015).

Another key point to consider is the impact of culture condi-
tions on the properties of hiPSC. For example, a study showed
that the X-inactivation on hiPSC depends of feeder-layer cells.
hiPSC lines derived or maintenance on SLN feeders have an
XaXa, but when they were passaged into feeder non-SLN cells,
the hiPSC converted into an X-inactivation status. The authors
suggested that feeders are an important factor affecting hiPSC
state (Tomoda et al., 2012). Therefore, more comparative studies
between specific reprogramming methods and culture conditions
focusing in the functionally of the cells derived from hiPSC are
necessary.

Another alternative route to capture in vitro human pluripotent
cells is through somatic cell nuclear transference (SCNT) to an
oocyte. Recently, it was reported that SCNT-hESC had been suc-
cessfully derived from nuclei of human somatic fibroblasts of
fetal and adult donors, even from a type I diabetes patient (Tachi-
bana et al., 2013; Chung et al, 2014; Yamada et al., 2014).
Assuming that the nucleus of the donor cell undergoes a genetic
and epigenetic resetting by oocyte factors, this reprogramming
method should be more effective than hiPSC reprogramming,
because it recapitulates the earlier stages of embryo development.
Actually, when hESC are compared with genetically matched PSC
obtained by the reprogramming methods mentioned above, the
DNA methylation state and transcriptome profile of SCNT- hESC
were similar to that of hESC, while hiPSC showed a major reten-
tion DNA methylation pattern of somatic cells.

The authors concluded that SCNT-hESC are significantly more
similar to hESC than hiPSC (although only in the characterization
methylation patterns) (Ma et al., 2014). However, the same
authors established that both hiPSC and SCNT-hESC can offer
complementary strategies to derive corrected human pluripotent
stem cells from donors with mtDNA diseases (Ma et al., 2015). On
the other hand, the studies reported by Johannesson et al. are
contradictory from Ma et al. 2014. They did not find differences
in expression profile, methylation status, and de novo coding
mutations between isogenic hiPSC and SCNT-hESC, remarking
that both cell types are very similar (Johannesson et al., 2014).
However, these comparative studies were focused in the genetic
and epigenetic characterization, without any functional analysis
to determine if there are differences in the pluripotent potential
of these cells. Therefore, more comparative studies between the
hiPSC and hESC with emphasis in the differentiation potential
and to compare the functionality of the derived cells from both
pluripotent cells are necessary.

Recently, the group of Belmonte described the derivation of
PSCs alternative to the naive and primed lines (Wu et al., 2015).
New lines were derived from anterior-posterior and proximal-
distal regions from preimplantation and postimplantation mouse
embryos, which were derived and maintained with a WNT inhibi-
tor (R1) and FGF (R1/F condition). This indicates that the spatio-
temporal embryonic source is not relevant for the derivation of
these stem cells, but rather the in vitro culture conditions. Also,
the R1/F condition supported the culture of human and nonhu-
man primate ESC lines, which acquired the same phenotype of
the mouse cells. R1/F PSC presented primed characteristics, but in

contrast to conventional EpiSC, they showed high cloning effi-
ciency and higher proliferation. Surprisingly, the R1/F PSC from
all species preferentially reintegrate into the posterior region of
epiblasts from nonviable embryos. The preference for this region
confers a unique property on these cells, for which they were
named “region-selective PSC” (Wu et al., 2015).

In conclusion, all these results indicate that the current PSC
lines do not represent the full range of pluripotency (Supplemen-
tary Table S1, which is available online). Therefore, it is important
to characterize and derive new lines of hPSC, which could gener-
ate specific cell types through directed differentiation protocols.

Heterogeneity in HESC In Terms
of Differentiation Potential

As mentioned before, diverse studies suggested no differences
between lines derived from different human developmental
stages, because they presented global levels of gene expression
and revealed no apparent differences in the teratoma formation
assay. However, major scrutiny has indicated intrinsic variations
among conventional hESC. For example, Bock et al. compared
the transcriptome and DNA methylation profiles among 20 hESC
lines with three different methods of genomic analysis. Although
their results showed that all lines displayed similar DNA methyla-
tion patterns as well as gene-expression levels, there were several
genes with variable expression per line, conferring them a unique
cell-line-specific profile. These variations could determine the
functional potential of hESC (Bock et al., 2011).

Actually, previous reports have demonstrated differences in devel-
opment potential in both conventional hESC and hiPSC lines. Osa-
fune et al. evaluated the differentiation potential of 17 hESC lines
through spontaneous differentiation and specific-lineage protocols.
While no significant differences were found in pluripotent markers,
the spontaneous differentiation showed that markers from three
embryonic layers varied between the lines; this suggested that some
lines could have a preference to generate a specific embryonic tissue.
These findings were confirmed with protocols of directed differentia-
tion; while some lines had a major expression of genes from pancre-
atic or cardiac lineages, other lines exhibited a very low detection of
the specific markers for these tissues (Osafune et al., 2008).

Furthermore, Bock who identified the variations between different
hESC as previously mentioned, also found functional differences
during the differentiation process. For example, the H1 and H9 hESC
lines were preferentially differentiated into cells of neural lineage,
while HUES8 had a predilection toward endodermic differentiation.
One possible cause of this heterogeneity would be the culture condi-
tions used to derive and maintain the cell lines. Thus, an important
aspect to consider is that, in Bock and Osafune studies, the hESC
were maintained in mouse embryonic fibroblasts (MEF). Although
MEF release factors such as TGF-31 and Activin to maintain hESC in
undifferentiated states (Eiselleova et al., 2008), MEF are composed by
multiple subpopulations, each identified by differential cell surface
proteins and transcriptional profiles (Singhal et al., 2016). Then, this
heterogeneity could be having an effect on derivation and mainte-
nance of hESC.
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Feeder Layers vs. Feeder-Free Conditions
for Cultured HPSC

It is well knowing that the use of feeder layers is suitable for rou-
tine maintenance of hESC and the other hPSC, because they pro-
vide growth factors to support self-renewal and pluripotency
(Eiselleova et al., 2008). However, although most hESC lines were
derived and maintained on inactivated mouse fibroblasts, the use
of nonhuman feeder layers had some drawbacks. Besides their
heterogeneity, MEF have the potential to transmit xeno-
components to the cell culture and to induce an immune response
upon transplantation. Therefore, they present an obstacle for
future applications of hESC (Martin et al., 2005). Several research
groups have sought alternatives by culturing hESC in a feeder-
free environment, such as a basement membrane matrix (Matrigel
or Geltrex).

However, recent studies suggest that the long-term culture on
feeder-free conditions could induce genetic and epigenetic altera-
tions, which disturb hPSC functionality. For example, abnormal
hESC karyotypes have been reported during long-term culture on
Matrigel with defined medium (Ludwig et al., 2006). The effects
of switching MEF feeder for feeder-free conditions in the culture
of four hESC lines have been reported. Adaptation to feeder-free
conditions induces DNA methylation changes (hypermethylation,
de novo methylation, and demethylation) at least in gene-rich
CpG islands (Allegrucci et al., 2007). A study comparing Geltrex
vs. MEF feeder demonstrated that feeder-free conditions are asso-
ciated with recurrent chromosome aberrations and changes in
DNA methylation in hESC as well as in hiPSC.

However, the comparison included another variable: mechani-
cal vs. enzymatic passage. Although hPSC cultured on extracellu-
lar matrix with enzymatic passage (EcmEnz) presented genetic
aberrations (deletions and duplications), the enzymatic passage in
feeder condition (MEFEnz) had the largest number of deletions,
even in comparison with extracellular matrix with mechanical
passage (EcmMech) condition, which suggested that enzymatic
passaging could influence the induction of alterations in hiPSC
culture. In addition, the assay of teratoma showed a persistence
of undifferentiated POUSF1 positive cells in feeder-free condi-
tions. They concluded that feeder-free culture per se was associ-
ated with genetic instability and defects at the differentiation
potential, although the effects were more severe with an enzy-
matic passage (Garitaonandia et al., 2015).

All these data suggest that feeder-free conditions could compro-
mise the pluripotent potential of hPSC and functionality of hPSC-
derived cells. Ojala et al. evaluated the efficiency of hESC and hiPSC
lines to differentiate into a cardiac lineage, under three different cul-
ture conditions (MEF or SNL feeders and Matrigel). The hPSC in all
three conditions were able to differentiate into cardiomyocytes.
However, the highest efficiency was observed in hPSC cultured on
both MEF or SNL layers, and the lowest cardiac differentiation was
observed in feeder-free conditions (Ojala et al., 2012).

These reports remark the importance of culture conditions,
which can affect the integrity and functional properties of hPSC.
Indeed, Bhatia’s group evaluated the differentiation potential of
hESC under feeder-free conditions (TeSR1 media) and with condi-
tioned medium from MEF (CM-MEEF). They found that hESC cul-
tures on defined media preferentially differentiated into neural
tissue, and a lower proportion had hematopoietic potential as
compared to the CM-MEF, which suggests functional differences

in hESC due to culture conditions (Lee et al., 2015). On the other
hand, it has been suggested that using clinical-grade human
feeder layers in xenocomponent-free conditions would be the
safest method to derive and maintain hESC (Unger et al., 2008).
However, the interaction between feeders and hPSC to support
the pluripotency it is still unknown, as well as the mechanism by
which feeders could induce genetic, epigenetic, and functional
changes in hPSC, as a result of the adaptation to different culture
conditions.

We have previously mentioned the report by Tomoda et al. who
analyzed the X chromosome status of hiPSC in specific culture con-
ditions. Usually, female hPSC lines have an inactive X chromosome
(denominated XaXi condition), but female hiPSC grown on SLN
feeders, immortalized cells derived from mouse fibroblasts STO,
acquire X-reactivation (XaXa condition), while MEF or human
fibroblasts do not support this phenomenon. SLN expressed LIF;
thus, the authors suggested that SNL could maintain the XaXa con-
dition through the role of LIF. To prove this hypothesis, hiPSC were
cultured in MEF plus recombinant LIF (rLIF) to verify the
X-reactivation. rLIF induced a down-regulation of XIST and up-
regulation of some X-linked genes, but not all the evaluated genes
were up-regulated; therefore, rLIF did not have the same effect on
X-reactivation as the culture with SLN feeders.

The authors concluded that SLN might have more roles other
than releasing LIF to maintain the XaXa status in hiPSC (Tomoda
et al., 2012). This is one of the first studies to suggest the impor-
tance of feeder layers in the regulation of pluripotency, which
involves epigenetic changes in hPSC by effect of the feeder cells.
It is necessary to elucidate the possible mechanism used by feeder
cells to maintain human pluripotency, for example, factor(s)
release and physical interactions. Decoding these interactions
would allow us to have a better understanding of how the in vitro
adaptation of human pluripotency occurs.

The Importance of HPSC-Feeder
Layer Interactions

We proposed that hESC required co-culture with a suitable feeder
layer to simulate in vivo interactions between pluripotent cells.
hPSC retain the epithelial phenotype of the embryonic cells dur-
ing development, and they express E-Cadherin (ECAD), an impor-
tant cellular adhesion protein. During development, a series of
events result in differentiation of two linages from blastocysts
(ICM and TE). At compaction, blastomers make adherens junc-
tions due to ECAD, whereas outer cells acquire apical-basal
polarity and a lower grade of compaction; in contrast, inner cells
display a higher compaction and loss of polarity. The outside
polar cells will generate an epithelial monolayer that corresponds
to the TE enclosing the remnant apolar cells that will originate
pluripotent ICM (Stephenson et al., 2012).

Thus, Stephenson et al. reported that embryos lacking zygotic
and maternal ECAD have a disorganized polarity that induces an
abnormal spatial distribution of TE and ICM, where cells prefer-
entially differentiate into TE (Stephenson et al., 2010). Consistent
with the importance of ECAD for pluripotency, several reports
have demonstrated that this molecule contributes to the self-
renewal and maintenance of hESC (Li et al., 2012). It has been
hypothesized that colonies of hPSC grown on fibroblast-like
cells lose their pluripotent identity and acquire mesenchymal
characteristics because the hPSC interact with fibroblasts at the
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periphery where there is no ECAD-mediated cell-cell contact. In
contrast, a noncolony monolayer of hPSC will have continuous
intercellular adhesions mediated by ECAD and a more stable
pluripotent phenotype (Chen et al., 2014).

Unlike other structures that form fetal annexes, it has been sug-
gested that human amniotic epithelial cells (WAAEC) derive from the
epiblast before gastrulation (stage where cells are spatially segre-
gated from the embryo by amniotic fluid). Thus, it has been
hypothesized that amniotic cells are partially isolated from the dif-
ferentiation pathways and consequently, hAEC would be a remnant
from the epiblast (lancheran et al., 2009; Miki and Grubbs, 2014).
These peculiar features give the hAEC a unique quality as a source
of feeder layer. Also, these tissues express pluripotency-associated
markers (POU5F1, SOX2, NANOG, REX 1, FGF-4) (Miki et al., 2005),
and they are positive to ECAD (Garcia-Lopez et al., 2015). Hence,
two research groups who reported the derivation of hESC used
hAEC as a feeder layer (Avila-Gonzalez et al., 2015; Lai et al,,
2015). These results are proof-of-principle that hESC can be derived
using a feeder layer that supports ECAD interactions. However,
more studies are necessary to evaluate if these cells will maintain
the most stable pluripotency and least heterogeneity through cellu-
lar adhesion interactions with feeder layers.

Future Perspectives

The importance of hPSC in basic research and their potential use
in cell therapy is unquestionable. There have been great advances
in this field: the derivation of clinical-grade lines, design of syn-
thetic basement membrane matrices and chemically defined
medium, large-scale production of hPSC for possible therapeutic
purposes, high-resolution analysis to identify heterogeneity in
stem cells and the discovery of novel states of human pluripo-
tency with functional potential. Still unknown, however, are the
direct effects of feeder layers or substrates that allow pluripotent
cells to adapt to in vitro conditions and establish the rewiring of
their pluripotent circuitry; therefore, more comparative studies
between the different conditions are necessary to derive hPSC as
well as to determine the potential causes of their heterogeneity.

There is no doubt about the usefulness of mice as a model in
the areas of development and stem cell research; however, using
the mouse embryo as reference in the search for naive or ground
naive hPSC may not be a good model because of the develop-
mental differences between these species. Thus, a deeper under-
standing about the signaling pathways and factors to establish
proper segregation of different lineages from early human
embryo is indispensable to elucidate the spatial and temporal
spectra of human pluripotency. This knowledge could be used to
design better strategies that allow a fine control of the cell subpo-
pulations that comprise hPSC lines and in this way, will improve
the subsequent protocols of directed differentiation.
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