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1.-Introduccidén

1.1-Diferenciacion Celular

La diferenciacion celular es el proceso por el cual una célula troncal puede generar distintos linajes
celulares, esto por medio del establecimiento de un patrén de expresion genética definido que
otorga a la célula la generacion de proteinas especificas, asi como un cambio morfoldgico. Este
proceso se caracteriza por la pérdida progresiva del potencial de diferenciacion y la creacién de un
nuevo tipo celular que cumplira con funciones especificas (Christophersen et al., 2010; Meissner,
2010; Arteaga-Martinez y Garcia-Pelaez, 2013). Este proceso inicia después de la fecundacion, con
el cigoto y la generacion de las dos primeras blastomeras que son consideradas células
totipotenciales, es decir, que tienen la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo celular incluso
en los que generar los anexos embrionarios pudiendo generar organismos completos y se conocen
como células troncales embrionarias (ESC’s) (Arteaga-Martinez y Garcia Peldez, 2013; Singh et
al., 2015). Después de pasar por la etapa de morula, donde se generaron de 16 a 32 blastdmeras, se
forma el blastocisto temprano, donde se pueden distinguir 3 estructuras: Trofoblasto: que son las
celulas encargadas de formar los anexos extraembrionarios (corion y placenta), la masa celular
interna (MCI) o Embrioblasto: Células encargadas de generar la mayor parte de los anexos
embrionarios (cordén umbilical, alantoides, amnios y saco vitelino) y el cuerpo del embrion, asi
estas células son consideradas pluripotenciales (PSC’s), es decir, que son capaces de diferenciarse
en los tipos celulares de las 3 capas embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo) pero no

se diferencian en las células que conforman los anexos embrionarios, y el blastocele: que es una
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cavidad que facilita la migracion celular (Arteaga-Martinez y Garcia Pelaez, 2013). Asi las células
pertenecientes a alguna de las capas embrionarias pueden dar origen a distintos linajes de esa capa
exclusivamente (células troncales mesenquimales que dan origen a hueso, cartilago, tejido adiposo,
etc.) entonces a estas se les denomina células multipotentes (Krampera et al., 2007). Luego las
celulas que se restringen a un solo linaje celular son consideradas oligopotentes y las que generan
solo un tipo celular se definen como unipotentes (Singh et al., 2015).

Con el potencial de diferenciarse en distintos linajes celulares y la plasticidad innata de las células
troncales, aumenta la necesidad de regular el crecimiento, diferenciacion y expresion fenotipica
(Guilak et al., 2009). Los mecanismos que funcionan como reguladores en los cambios de los
patrones de expresion genética rio abajo del proceso de diferenciacién, son generados mediante
dos factores principales: Epigenéticos (Internos) y por medio de interacciones con la matriz
extracelular y el entorno (Externos) (Christophersen et al., 2010; Guilak et al., 2009; Engler et al.,
2006; Smith et al., 2018):

= Self-renewaIOCT 4 —Pp Active promoters of self-renewal genes
@s@ ) NANOG — (OCT4, SOX2, NANOG, C-MYC, MYST3...)

\—— S0X2 — Silent promoters of developmental genes
| (NEUROGT1, PAX6, GATA4, CDX2...)

Differentiation

I \/Mesc’de,@ JEM

-

Figura 1. Las células troncales tienen la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse. Las
células troncales mantienen un estado pluripotente por medio de la expresion de una red de factores
de pluripotencia (OCT4, SOX2, NANOG,c-Myc, KLF4) y a medida que se diferencian, estos se
van silenciando y los genes del desarrollo adquieren mayor expresion para generar las 3 capas

embrionarias (Christophersen et al.,(Christophersen et al., et al., 2010).
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1.1.1- Factores Epigenéticos
Hay factores de transcripcion encargados de mantener el estado de pluripotencia en las células

troncales, de estos se conoce que SOX2, OCT4, y NANOG tienen los papeles principales en el
mantenimiento de pluripotencia y la auto-renovacion, se encuentran interconectados
transcripcionalmente, es decir, que co-ocupan regiones promotoras de genes que inducen la auto-
renovacion (KLF4) y también las regiones promotoras de genes que inducen diferenciacién para
silenciarlos (Christophersen et al., 2010). Asi estos factores, promueven o silencian la expresion
de genes mediante el empaquetamiento de la cromatina, las modificaciones post-traduccionales de
histonas y la metilacion del DNA donde estos factores producen cambios heredables en la
expresion genética y que son independientes de la secuencia de nucleétidos (Epigenéticos)
(Christophersen et al., 2010). Las regiones promotoras de los genes silenciados por SOX2, OCT4
y NANOG también se encuentran ocupadas por los complejos represores proteicos del grupo
polycomb (Proteinas PcG), al ser estudiados se determind que la funcion de estos complejos es
reprimir los genes inductores de diferenciacion a lo largo de los ejes corporales y normalmente
estan conformados en dos complejos como multimeros y son: PRC2 y PRC1 (Christophersen et
al., 2010). PRC2 cataliza la di y tri metilacion de la histona 3 en la lisina 27 (H3K27me2/3)
reprimiendo transcripciones, también sirve como sitio de anclaje para PRC2 y para PRC1 que
cataliza la monoubiquitinizacion de la histona H2A en la lisina 119 (H2AK119ub1) y asi bloquea
la actividad de la RNAplI por medio de la atenuacién del proceso de elongacion de esta. Aunque
H2AK119ubl puede ocurrir sin el complejo PRC2-PRC1 y ambos complejos pueden generar
represion genética por medio de conformaciones alternativas (Christophersen et al., 2010). La
marca H3K27me2/3 esta enriquecida en regiones que presentan la marca H3K4me3 que se
encuentra cerca de los sitios de inicio de transcripcion, esta marca se encuentra mediada por los
complejos metil transferasa SETD1/MLL que son factores activadores de cromatina y son
antagonistas de la represion por proteinas PcG, esto le otorga a estas regiones dominios bivalentes
que mientras los genes se mantienen silenciados por las proteinas PcG la marca H3K4me3 los
“prepara” para activarse aunque la expresion genética puede suceder sin que esto necesariamente
ocurra, ademas se ha observado que la marca H3K27me2/3 puede silenciar genes durante la
diferenciacion, contribuyendo a un destino celular especifico. Asi la marca H3K27me2/3 es mas
comun entre celulas troncales y células diferenciadas que la marca H3K4me3 que es mas comun

en células troncales (Christophersen et al., 2010).
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Figura 2. Reclutamiento dinamico de las proteinas PcG. Se observa la represién de genes de
diferenciacion durante el estado de célula embrionaria por medio de los dominios bivalentes
establecidos por PcG. A medida que la célula se compromete a una ruta de diferenciacion se retiran
las marcas K27 y se activan los genes que permanecen con K4, esto mismo los protege de la
metilacion (Christophersen et al., 2010).

1.1.2- Metilacion de DNA
La metilacion de residuos de citosina en regiones promotoras CpG catalizadas por DNA metil

transferasas DNMT’s es una marca represora longeva que regula la transcripcion controlando la
accesibilidad al DNA. Esta marca es esencial para el desarrollo y esto es evidente porque el
blastocisto pasa por una etapa de desmetilacién global inmediatamente antes de la diferenciacion
de las ESC’s (Christophersen et al., 2010). Las regiones promotoras pueden clasificarse de acuerdo
con el contenido de CpG’s alrededor del inicio de los sitios de transcripcion, asi se muestran
diferencias entre sus niveles de metilacion y, por ende, como son regulados. En ESC’s las regiones
promotoras con alto contenido CpG tienen bajos niveles de metilacién mientras que las regiones
con bajo contenido CpG son altamente metiladas. Los promotores con alto contenido CpG se
asocian con nucleosomas con la marca H3K4me3 y con otros con la marca H3K27me3
(Christophersen et al., 2010). Para estos promotores existe una asociacién con CPF1 que tiene
afinidad por regiones no metiladas con alto contenido CpG vy al asociarse con la H3K4 metil-

transferasa induce a que estas regiones porten la marca H3K4me3, como las DNMT’s se unen a
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promotores no metilados estas dos marcas protegen a los que tienen alto CpG de la metilacion,
mientras que los promotores con bajo contenido CpG son metilados y reprimidos en ESC’s
(Christophersen et al., 2010). Asi, la conversion de ESC’s a células diferenciadas requiere de
cambios modestos en la metilacion del ADN y estos se mantienen a lo largo de la diferenciacion,
siendo un pequefio nimero de genes los que se metilan durante el desarrollo acompafiado del
silenciamiento de sus promotores asociados y en su mayoria suelen ser genes asociados a
pluripotencia, genes de célula troncal, y los factores de transcripcion asociados a

pluripotencialidad, evitando la desdiferenciacion (Christophersen et al., 2010).

1.1.3.- Interaccion celular con la matriz extracelular y el entorno

(microambientes)
Ademas de los factores epigenéticos, se necesita de una gama de factores fisicos para coordinar los

efectos de diferenciacion que llevaran a las células troncales a un destino celular especifico (Smith
etal., 2018; Guilak et al., 2009). El principal de estos factores es la interaccién celular con la matriz
extracelular (MEC) y sus propiedades mecanicas, especificamente su geometria, su topografia, su
rigidez, y su habilidad de transmision de factores biofisicos a la célula (Guilak et al., 2009). Muchos
efectos del desarrollo embrionario y de la diferenciacion estan influenciados por la geometria
celular ya que es un factor fundamental en el crecimiento y fisiologia celular (Guilak et al., 2009).
Esta resulta de las interacciones adhesivas alteradas entre la célula 'y su sustrato, siendo los cambios
por factores fisicos como el estrés mecanico (fuerza aplicada por unidad de area) los mas
influyentes y estos producen una respuesta mediada por médulos elasticos variados a través de los
tejidos, donde el cerebro es suave con un médulo menor a 1kPa y los huesos siendo rigidos con un
maodulo mayor a 1GPa. (Guilak et al., 2009; Smith et al., 2018). Con esto se observa una reduccion
del contenido de agua entre mayor es la rigidez del tejido y aumentan en peso componentes de la
MEC, en particular el colageno (Smith et al., 2018). Se ha reportado que, para tipos celulares
especificos como los condrocitos, en cultivos celulares tridimensionales, se mantiene su fenotipo
celular, mientras que en cultivos bidimensionales se puede observar un evento de desdiferenciacion
acompariado de una transicion a un fenotipo fibroblastico (Guilak et al., 2009). Esto se traduce en
que los ligandos de adhesion celular son cruciales para que la célula regule su morfologia por la

interaccion con su entorno y que esta es sensible a la rigidez y suavidad de este, estos ligandos
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estan presentes en la MEC y esta contiene factores de crecimiento dependientes de las propiedades
mecénicas para ser liberados, asi como fibrillas de colageno (1,2,3,5,6) que se alinean en direccién
del estrés y se vuelven rigidas bajo tension (Smith et al., 2018). Los tejidos con mayor estres
mecanico tienen la mayor cantidad de colageno y rigidez, los tejidos protegidos del estrés mecanico
tienen menos coldgeno y son mas suaves (Smith et al., 2018). Los componentes no fibrilares de
colageno, los proteoglicanos y otros componentes, modulan las propiedades mecanicas de la MEC
por interacciones con la red de fibrillas de colageno o individualmente (Smith et al., 2018). Esta
interaccion de adhesion de la célula a la MEC genera fuerza de jale por parte de la célula, esto es
producido por los mini filamentos de miosina Il que jalan el citoesqueleto de actina y las adhesiones
para contraer la célulay la MEC (Guilak et al., 2009; Smith et al., 2018). Para poder soportar estas
fuerzas se necesita de adhesiones estables a la MEC, estas son producidas por las integrinas que se
unen en complejos de adhesion focal mientras se unen a sus ligandos especificos en la MEC (Smith
et al., 2018). Asi, hay factores de transcripcién cuya activacion o desactivacion requiere de
procesos mecanotransduccionales desde la MEC hasta el ndcleo por medio de las cinasas de
adhesion focal (FAK) en conjunto con las adhesiones focales por integrinas que inician rutas
mecanosensitivas como ERK, JNK, Wnt-B-catenina, TGF-p Rho/ROCK e Hippo que son rutas
reguladoras de factores de transcripcion como YAP/TAZ (participan en diferenciacion) que suelen
encontrarse en el citosol cuando la MEC es suave y se translocan al nucleo cuando es rigida,
ademas, esta induccion cambia con el estado de diferenciacién celular (Guilak et al., 2009; Smith
etal., 2018). Lo que hace este proceso posible, es la conexion desde los puntos focales de integrina
con el citoesqueleto de actina, donde este se conecta con los filamentos intermedio y estos con las
nesprinas en la membrana nuclear, estas activas a las proteinas SUN que estan en la membrana
interior del nucleo y se conectan con las laminas A y B que determinan las propiedades mecanicas
del ndcleo y aumentan proporcionalmente al coldgeno con la rigidez de la MEC (Smith et al.,
2018). A su vez, las ldaminas regulan factores de transcripcion como el factor de respuesta al suero
y los receptores de &cido retinoico que tienen roles en la diferenciacion e interactdan con las
proteinas integrales de membrana como el receptor de lamina B (LBR) que regula factores de
cromatina, asi, se completa la red de conexion desde la MEC hasta el ADN que permite la

transduccion de sefiales por recepcién mecanosensitiva (Guilak et al., 2009; Smith et al., 2018).
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Figura 3. Escala universal de la micro rigidez de los tejidos. A. Las células troncales derivan
tejidos que difieren en una escala de rigidez, siendo algunos suaves (cerebro) y otros rigidos (hueso)
y como la rigidez o suavidad de los tejidos se relaciona con su micro elasticidad. B. Pérdida de
agua proporcional al aumento en niveles de colageno. C. Disefio de matrices por medio de
microscopios de fuerza atomica. D. Cambios morfol6gicos de acuerdo con la rigidez del sustrato.

E. Todos los componentes involucrados en la recepcion mecanica (Smith et al., 2019).

1.2.- Reprogramacion Celular

La reprogramacion celular es una técnica que promueve la induccion de la desdiferenciacion de
una célula somatica, obteniendo una célula troncal pluripotente, que es capaz de diferenciar en
distintos linajes celulares (Takahashi et al., 2014). Esta técnica tiene sus inicios en 1952 con
Thomas J. King y Robert Briggs, donde experimentaron con células de Rana pipiens. El objetivo

de su investigacion fue determinar si al diferenciarse las células, los ndcleos adquirian un juego de

16



genes distinto y permanente. Para comprobar esto, trasplantaron nucleos de células de blastula
tardia por ser similares a celulas diferenciadas en tamafio y morfologia, donde tuvieron como
resultado que los nucleos trasplantados podian formar blastulas enteras indicando que los nucleos
(al menos de células de blastula tardia) no sufrian un cambio genético irreversible al diferenciarse
las células (Briggs & King, 1954). Mas tarde, en 1958, John Gurdon trasplant6 nucleos de células
epiteliales de Xenopus laevis, especificamente, de células del intestino a 6vulos enucleados, donde,
después de ser implantados y favorecer su desarrollo, se observd el desarrollo completo de un
nuevo organismo con el primer trasplante y si este fallaba, se utilizaban trasplantes seriados que
resultaban en lo mismo, un organismo completo y funcional. Siendo la primera vez que se describio
la posibilidad de generar clones de dicha especie; demostrando que era posible cambiar el patron
de expresion de una célula diferenciada a una condicion en donde el genoma podria ser empleado
para permitir la generacion de un nuevo individuo. Después de estos descubrimientos, Evans y
Kaufman en 1981 establecieron la primera linea de cultivo de células pluripotenciales obtenidas de
ratones. Estas fueron obtenidas de blastocitos en un estado de pre-implantacién, en donde al ser
inyectadas en ratones formaban teratocarcinomas y compartian caracteristicas de crecimiento
similares a las células de carcinoma embrionario ademas de poder dar origen a ratones quimera,
comprobando su pluripotencialidad y estableciendo el campo experimental para ensayos de
pluripotencialidad en mamiferos (Evans & Kaufman, 1981). Asi, en 1996 surgieron los
experimentos de lan Willmut donde también utilizé el trasplante nuclear y determiné que los 6vulos
en meiosis Il tienen actividad de un factor promotor de maduracion que degrada la membrana de
los nucleos transferidos y permite una exposicion completa al citoplasma del 6vulo, teniendo como
resultado una reprogramacion mas efectiva y la clona de una oveja (Campbell et al., 1996). Luego,
en 1998 James Thomson establecié una linea de células pluripotenciales humanas derivadas de
blastocitos, en donde el cultivo se mantuvo en condiciones proliferativas y se comprob6 que se
mantuvo el estado pluripotencial mediante la actividad de la telomerasa, formacién de teratomas,
por presencia de marcadores de pluripotencia (SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81) y por
fosfatasa alcalina, abriendo las puertas a experimentacion in vitro con células pluripotenciales
humanas (Thomson et al., 1998). En 2001, Masako Tada descubrié que la reprogramacion era
posible mediante la fusién de células embrionarias con timocitos, donde obtuvo células hibridas en
la formacion de las 3 capas germinales, sin embargo, su trabajo presentd problemas éticos por

utilizar embriones humanos (Tada et al., 2001). Con base en estos experimentos, en 2006 Shinya
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Yamanaka y Kazutoshi Takahashi llegaron a la conclusion de que debian existir factores
especificos en el citoplasma del 6vulo, que favorecian la reprogramacién. Asi, establecieron un
experimento con fibroblastos de ratdon y con factores citoplasmicos aislados de un évulo y por
método de eliminacion encontraron que un conjunto de OCT4, SOX2, KLF4 y c-Myc (OSKM)
introducido a la célula por un vector retroviral era el més efectivo en inducir la reprogramacion
(Takahashi et al., 2006). Consecuente a este experimento en 2007, descubrieron que la
reprogramacion por medio del conjunto OSKM era posible en fibroblastos humanos y denominaron
a estas, células troncales pluripotentes inducidas (iPSC’s) evitando la necesidad de utilizar
embriones o trasplante nuclear para la obtencion de células pluripotentes (Takahashi et al., 2007).

Actualmente, se han desarrollado nuevas tecnologias para la reprogramacion celular.

1.2.1.- Métodos de reprogramacion

1.2.1.1- Retrovirus (lentivirus)
El método més comunmente utilizado para la transfeccion es el lentivirus HIV-1 cuyo genoma

consiste en RNA de una sola cadena de sentido positivo, con 3 estructuras principales: Gag, que
codifica para 3 proteinas: Las proteinas de la matriz (proteinas MA), las de la capside (proteinas
CA) vy las proteinas de la nucleocapside (proteinas NC) (Applied Biological Materials [ABM],
2016). El gen pol que codifica para las enzimas proteasa viral, la retro transcriptasa e integrasa y
el gen env que codifica para la glicoproteina de superficie 160 (gp160) que genera la gp120 y la
gp41 que son esenciales para la entrada del virus a la célula (ABM, 2016). Ademas, el genoma
contiene genes reguladores tat que activan la transcripcion viral y rev regula el splicing y el
transporte de los transcritos virales (ABM, 2016). También se encuentran 4 genes accesorios Vif,
vpr, vpu y nef donde vpr actia como un transactivador transcripcional débil, que permite la
infeccion de células en un estado no proliferativo, en las terminales de repeticion larga (LTR)
normalmente el genoma viral esta rodeado por 2 secuencias LTR’s que participan en la integracion
y transcripcidn viral y entre estas se encuentra el elemento ¥ que participa en la dimerizacion del
genoma (ABM, 2016). Asi se formulo el vector lentiviral de tercera generacion que presenta menos
riesgos al hacer separar los componentes del genoma viral dentro de 4 vectores: 1) Con los genes
pol y gag, 2) gen rev 3) gen env y 4) regiones LTR, el transgén deseado y el elemento ¥ (ABM,
2016). El de segunda generacion que divide los componentes del genoma viral en tres plasmidos:

1) las LTR’s, el transgén, el elemento W, 2) genes rev, gag, pol y tat y 3) gen env y este vector de
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segunda generacion es el que tiene més eficiencia para generar retrovirus (ABM, 2016). Para poder
utilizar la transfeccion por retrovirus, se requiere de una linea celular que tenga tiempos de
replicacion cortos para poder generar los virus, ademas debe ser especifica para el virus que se
planea usar ya que no todos infectan de manera constante a distintas células (Brouwer et al. 2016).
Las lineas celulares mas comunes y convencionales para uso como “embalaje” viral son las lineas
293T y Phoenix (ABM, 2020) que tienen los mecanismos de transduccion descritos anteriormente
y la Plat-E que tiene como novedad el uso del promotor EF1-o en combinacion con la secuencia
Kozak, que es 100 veces mas potente que el vector LTR de las lineas convencionales (Morita et
al., 2000). Asi, para la produccion de virus (titulacion) se subcultiva la linea celular de “embalaje”
hasta estar en un rango de 70-75% de confluencia, al dia siguiente se transfecta la célula con los
plasmidos virales, se recolecta el sobrenadante al siguiente dia y se cambia el medio si se necesitan
cultivar mas virus, luego el sobrenadante recolectado se centrifuga y se filtra con un filtro de 0.45
pm para recolectar solo los virus y estos pueden almacenarse a 4°C durante una semana o a -80°C
para mas tiempo (ABM, 2020).

Dado que el uso de retrovirus para la induccién de reprogramacion tiene como consecuencia la
integracion de material exogénico que no se pierde a través de las divisiones celulares, este método
tiene el riesgo de inducir tumorogénesis ademas de que al expresarse continuamente los factores
de pluripotencia, puede desencadenar una respuesta de senescencia celular resultando en una

reduccion de la eficiencia de reprogramacion con retrovirus (Chang et al., 2019).

1.2.1.2.-Integrasa PhiC31
Otro método de integracion exogénica es el que involucra la accién de la PhiC31 integrasa, la cual

se aisld del Fago PhiC31. Esta integrasa reconoce dos sitios especificos denominados attP con 34
pb en el genoma del fago y attB con 39 pb para el genoma de las bacterias del género Streptomyces
(Chalberg et al., 2006). A través de diversos estudios se descubrio que el genoma de los mamiferos
contiene varias regiones con una identidad similar a la de attB, que se denominan como pseudo-
attP (Chalberg et al., 2006). Después de que la integrasa se une a su sitio especifico, ambos sitios
no vuelven a reaccionar con PhiC31 entonces se dice que esta reaccion es unidireccional (Calos,
2006). Este método tiene una alta precision de insercion exdgena, sin embargo, posee el riesgo de
activar oncogenes y reprimir a los supresores oncogénicos por medio de mutaciones insercionales

en las regiones cercanas a dichos genes, producir deleciones, ademas de que se ha observado la
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induccion de un re-arreglo de los cromosomas donde tienen lugar translocaciones, las cuales

también presentan un riesgo relacionado a tumorogénesis (Calos, 2006).

1.2.1.3.-Escisién de exdgenes
Este tipo de métodos tienen como objetivo eliminar los residuos exogénicos producidos por la

insercion exogenica debido al uso de vectores retrovirales o por integrasas y asi evitar los
problemas relacionados a estos métodos como la mutacion insercional, traslocaciones, deleciones,
tumorogénesis, el bajo tamafio de las secuencias de los virus (7 pares kb) ademas del caracter
tedioso de su elaboracion, el costo elevado, y el tener que utilizar células de “embalaje” para la
produccion de los virus 'y engloba los siguientes métodos (Sommer et al., 2010; Kumar et al., 2020;
Chang et al., 2019):

1.2.1.4.-Escision con lentivirus
Se produce una unica insercion de genes (insercion exdgena) por medio de un casete lentiviral

policistrénico de célula troncal (STEMCCA) que contiene el coctel de genes pluripotenciales
(OSKM) y se encuentra flanqueado por secuencias LoxP. Este sistema requiere que ambas
secuencias LoxP se encuentren en la misma orientacion para que en presencia de la recombinasa
Cre se produzca una escision de los exdgenes en el momento que se desee (Sommer et al., 2010),
liberando asi a la progenie de las iPSC’s de residuos exogénicos que puedan inducir mutaciones.
Sin embargo, se ha reportado que hay células que no logran el evento de recombinacién con Cre 'y
las células que mantienen su STEMCCA, se ven afectadas en su desarrollo y las células que
lograron recombinarse con Cre y escindieron su STEMCCA mostraban trisomia en el cromosoma
8, algo similar a las ESC’s, pero anormal en iPSC’s (Sommer et al., 2010). Para este método se
reportan eficiencias del 0.1-1.5% (Malik y Rao, 2013).

1.2.1.5.- Escision de Transposon
Los transposones son elementos mdviles del genoma capaces de generar inserciones genéticas

desde una ubicacion genética a otra por medio de distintos mecanismos lo que los hace un método
viable para reprogramar células, ademas pueden escindirse después de que los factores de
reprogramacion (OSKM) se expresaron (Kesselring et al., 2020; Babakhani y Oloomi, 2018).

Existen varios tipos utilizados en reprogramacion como TC1/Mariner, Sleeping beauty o
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Piggyback y se dividen en 2 grupos: A) Clase | Retrotransposén (RTns) y B) Clase Il Transposén
de DNA (Tns DNA) (Babakhani y Oloomi, 2020).

Clase I: Se dividen en autonomos por poseer genes pol, gag y ORF que codifican para sus proteinas
de transposicion, y en no autbnomos que son incapaces de generar sus propias proteinas y utilizan
las sintetizadas a través de los autbnomos (Babakhani y Oloomi, 2020). Pueden clasificarse de
acuerdo con su estructura y tipo de transposicion en las siguientes categorias: Terminales largas de
repeticion (LTR), elementos nucleares largos interespaciados (LINE), elementos nucleares cortos
interespaciados (SINE), secuencia repetida Dyctyosemia (DIRS) y elementos semejantes a
Penélope (PLE) (Babakhani y Oloomi, 2020).

Clase II: Estos comparten un mecanismo de “cortado y pegado” por el que pueden
transposicionarse y son mas cortos que los RTns, se encuentran flanqueados en las regiones
terminales de su secuencia por terminales de repeticiones invertidas (ITR) y un gen que codifica
para una enzima transposasa que al unirse a las ITR induce el mecanismo de transposicion
(Babakhani y Oloomi, 2018; Kumar et al., 2020; Kesselring et al., 2020). Se dividen en 3 grupos
por el mecanismo de translocacién: 1) Cortado y pegado, 2) Circulo rodante y 3) autosintesis,
pudiendo tener transferencia replicativa (al transposicionar una copia del transposén mientras el
original mantiene su posicion) o no replicativa (al ser transposicionado el transposén original)
(Babakhani y Oloomi, 2020). Las transposasas normalmente contienen una triada de aminoécidos
que son aspartato-aspartato-glutamato (DDE Transposasa) que coordina los iones Mg?* que
permiten el inicio de la transposicion al liberar grupos 3-OH en cada terminal por hidrolisis
mediada por la transposasa, asi, la primera cadena de DNA es liberada del plasmido que contiene
el transposon (Kesselring et al., 2020). Luego se puede inducir una segunda hidrdlisis (Para las
transposasas TC1/Mariner) o se escinde la cadena complementaria de DNA por medio de un
hairpin intermediario para liberar completamente la secuencia del transposon (Kesselring et al.,
2018). Entonces, los grupos 3-OH liberados producen un ataque nucleofilico a la secuencia blanco
para unir finalmente al transposén con esta y por medio de re-expresion transitoria de la transposasa
(logrado en Piggyback) puede escindir al transposon una vez que se expresaron los genes deseados,
aunque para aproximadamente el 75% de los casos esto produce eventos de reinsercion y por ende,
reexpresion de los factores (Kesselring et al., 2020). Esto ha sido modificado con la creacién de la
transposasa Sleeping Beauty, que tiene modificaciones en la lisina 248 que la vuelven una

transposasa competente en escindir, pero incompetente en integrar (Kesselring et al., 2020). Asi,
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este método presenta varias ventajas frente al uso de vectores virales: 1) Capacidad de carga
genética de 100 pares kb, 2) Sin preferencia por sitios de unién como genes expresados o regiones
promotoras, 3) Se pueden escindir, 4) La produccion de los plasmidos es barata, 5) Tienen
inmunogenicidad innata reducida y 6) No necesitan de una instalacion de bioseguridad (Kumar et
al., 2020). Sin embargo, presentan una eficiencia de reprogramacion del 0.02% que las pone al
mismo nivel que los vectores retrovirales y por encima de algunos métodos no integrativos, Sin
embargo, los mas efectivos son el uso de virus sendai y el RNAm sintético, y mantiene el riesgo

de inducir mutaciones insercionales si muchos vectores entran a una célula (Kumar et al., 2020).

1.2.1.6.- Métodos no integrativos
Este tipo de métodos se enfocan en la expresion ectopica de los factores de reprogramacion

(OSKM) reduciendo el riesgo de mutagénesis insercional, de inserciones aleatorias, y expresion

permanente de dichos factores (Nishimura et al., 2011).

1.2.1.7.- Virus Sendai (SeV)
Es un virus de RNA no segmentado de cadena negativa (sin intermediario de ADN) perteneciente

a la familia paramyxoviridae y al género respirovirus, con forma esférica y con un diametro de
aproximado de 260nm (Nakanishi y Makoto, 2012; Tai et al., 2018; Nishimura et al., 2011; Nagai,
2013). Su virion esta conformado por la nucleocapside compuesta por proteinas NP, P (unidad
pequefia de la RNA polimerasa), L (unidad grande la RNA polimerasa), también conocido como
complejo interior ribonucleétido y que contiene el RNA de su genoma con aproximadamente
15,384 nucleotidos compuesto por 6 cistrones, una bicapa lipidica conformada por proteinas F
(Para la fusion de membranas) y HN (reconocimiento de receptor) que forma la envoltura, la matriz
conformada por la proteina M que une a la envoltura con la nucleocépside, las proteinas “accesorio”
V, un conjunto de proteinas denominadas C; la secuencia genética que codifica para todas las
proteinas estructurales tiene el orden 3’-N-P/C/V-M-F-HN-L-5’. Este virus no es patdgeno para
los humanos (Nishimura et al., 2011; Nakanishi y Makoto, 2012; Nagai, 2013; Borgohain et al.,
2019). Este virus tiene como receptor al acido sialico encontrado generalmente en casi todas las
células animales, teniendo una amplia gama de células blanco, y para su expresion requiere de la
codificacion de su RNA polimerasa viral y tubulina (Nakanishi y Makoto, 2012). Hubo intentos de
reemplazar la expresion de las proteinas F, HN y M con los factores para terapia o reprogramacion,

pero no fue posible, ya que para estas no se presenta un intermediario de ADN que conlleve a su
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expresion (Nakanishi y Makoto, 2012). Después, se generaron virus sendai en cuatro generaciones
(Borgohain et al., 2019): 1) Compuesta de todo el genoma viral y las dos proteinas accesorias en
donde se insertaba el gen de interés entre las secuencias que codifican para NP y P/V/C, sin
embargo al contener el genoma completo se generaban particulas infecciosas del virus (Nagai,
2013; Borgohain et al., 2019), 2) Un Virus Sendai deficiente y persistente (SeVdp) deficiente en
proteinas como F, M o HN, esto reducia su capacidad para replicarse, sin embargo, esta seguia
presente y generaba particulas infecciosas aun provocando citopatogenicidad (Nishimura et al.,
2011; Borgohain et al., 2019). 3) Un SeVV/AF sensible a la temperatura para la posterior
eliminacion de los factores OSKM vy los residuos viricos, creado a partir de la modificacion de 3
aminoacidos en las secuencias de los genes M y HN resultando en un nimero reducido de particulas
infecciosas (Borgohain et al., 2019). 4) Un vector deficiente en 3 genes F, M y HN denominado
SeV/AF/AM/AHN con una alta capacidad transgénica por la eliminacion de sus proteinas
estructurales y con el espacio suficiente para cargar con el coctel genético OSKM de
reprogramacion y este puede ser eliminado mediante un siRNA contra la proteina L (Borgohain et
al., 2019). Asi, el mecanismo de entrada se da por la fusion de membranas entre la célula blanco y
el virus sendai por medio de la proteina HN que reconocera a su receptor, el acido sialico esto
inducira la fusién de la membrana viral con la membrana celular por medio de la proteina F (Nagai,
2013; Borgohain et al., 2019). Una vez dentro de la célula, el RNA de sentido negativo ((-)RNP)
sirve como plantilla para replicacion y transcripcion y pasa por dos procesos de transcripcion
mediados por la RNA polimerasa viral compuesta por L y P, el primero es un proceso de
replicacion y el segundo de transcripcidn para obtener mas proteinas en un gradiente de expresion
donde NP se expresa mas y L tiene los niveles mas bajos, luego, las proteinas se unen a las réplicas
del (-)RNP y migran hacia la membrana celular donde se encuentra M que otorga soporte a las
proteinas HN y F después de ser procesadas en Golgi para la integracion de un nuevo virus (Nagai,
2013; Borgohain et al., 2019). Entonces, al eliminar los genes para F, M y HN se evita que el virus
exprese proteinas que le permitan salir de la célula e infectar otras, asi solo obtenemos expresion
de nuestros genes blanco (Borgohain et al., 2019). Sin embargo, este método presenta varias
desventajas para reprogramar células ya que es muy laborioso, necesita de células “embalaje” para
producir los virus, es muy caro, se mantiene la preocupacion de que en algin momento pueda ser
citopatogeno, y aunque su inmunogenicidad es reducida con el vector SeV/AF/AM/AHN aun se

mantiene en niveles bajos (Nishimura et al., 2017; Borgohain et al., 2019).
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1.2.1.8.- mRNA Sinteético
Es una molécula artificial que ha sido utilizada desde 1980 como una herramienta de investigacion,

y en 2010 fue cuando se establecié como un sistema de reprogramacion (Warren, 2019). Esta
construccion consta de una cap 5°, el gen de interés, flanqueado por las regiones no traducidas
(UTR), una cola poli A, aunque se puede omitir el incluir una cola poli A de longitud conocida y
emplear el uso de la poli A polimerasa, pero la longitud variard ademéas de que esta enzima tiene
un alto costo, de no afiadirse, se puede observar una disminucion en la expresion de los genes
blanco y puede emplearse el uso de miRNA para estabilizar la expresion (Warren, 2019). Puede
ser transcrito in vitro por medio de un vector que contenga promotores de bacteriéfago (SP6, T3 o
T7) desde una plantilla de cDNA que suele ser DNA plasmido (pDNA) (Schlake et al., 2012;
Warren, 2019). Introducir un RNAm sin modificaciones a la célula induce la activacion de
respuestas inmunes antiviricas que impiden la generacion de proteinas, esto se ha logrado evadir
por medio de la sustitucion de nucleésidos, especificamente de uridina y citidina por pseudouridina
y 5-metilcitidina, aunado a esto, se utiliza un receptor sefiuelo de Interferon I del virus vaccinia ,
Ilamado B18R que sirve para reducir drasticamente dicha respuesta inmune, también se puede
utilizar siRNA para reducir dicha respuesta inhibiendo genes del sistema inmune (Warren, 2019).
Para su introduccion a la célula se emplea el uso de transportes cationicos (Lipofeccion) en
conjunto con electroporacién a un pH adecuado, sin embargo, como se siguen presentando aunque
en bajo numero las complicaciones relacionadas a la activacion de la respuesta inmune acoplado
con que el mMRNA normalmente se degrada de 12-14h (produciendo una vida media mas corta para
los factores de transcripcién), para una expresion estable de los genes blanco se requiere de la
aplicacion de dosis diarias durante dos semanas con los métodos mas convencionales haciendo que
el uso de electroporacién sea agresivo y limita su uso, restringiendo como, blanco de
reprogramacion a las células sanguineas (Warren, 2019) Para la induccién de reprogramacion se
ha usado solamente el factor OCT4 en condiciones de hipoxia y se reportan eficiencias de
reprogramacion mas altas (dos veces las de los métodos integrativos) para pases tempranos de
fibroblastos después de 20-30 dias (Warren, 2019) . Los métodos mas eficientes reducen el nimero
de transfecciones a 4 (Warren, 2019) e incluyen el uso de la familia miRNA-367/302s de miRNA
que son especificas para ESC’s y mejoran la eficiencia del mRNA para reprogramacion en conjunto

con ciclina D1 y el uso de una version modificada de OCT4 fusionada con el dominio de
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transactivacion MyoD en combinacion con los factores SOX2, KLF4, c-Myc, LIN28 y NANOG
y las células comienzan a mostrar marcadores de iPSC’s alrededor de los 10-14 dias (Kogut, 2018;
Alvarez-Palomo, 2021). Este método evita las mutaciones ya que no requiere de insercion genética
y no deja rastro genético después de eliminarse, sin embargo, la induccidn de pluripotencia requiere

de atencidn continua para suministrar las dosis diarias (Warren, 2019).

Un obstaculo importante para la reprogramacion ha sido la senescencia celular, ya que, al activarse,
las células pierden su potencial proliferativo. Esta afecta a todos los métodos de reprogramacion
porque una vez inducido el estado senescente es dificil que los factores de reprogramacién vuelvan
a expresarse y su inhibicién presenta el riesgo de generar mutaciones que conlleven a la

transformacion celular limitando totalmente las aplicaciones clinicas.

Differentiation

Figura 4. Ruta estocastica de la reprogramacion celular. Esquema que describe las barreras que

debe superar un método de reprogramacion, es decir, poder inducir un fenotipo pluripotencial en
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una poblacién celular blanco, sin el riesgo de transformaciones tumorales y al mismo tiempo,

evadiendo los mecanismos de senescencia o0 muerte celular (Takahashi et al., 2010).

1.3.-Senescencia
La senescencia celular es un estado natural de arresto del ciclo celular particularmente inducido

durante los puntos de restriccion en las fases G1 y G2 del ciclo celular y que es inducido por
factores externos o internos que se interpretan como sefiales de estrés o dafio genético. En el
segundo caso se genera un estimulo denominado “respuesta al dafio del DNA” (DDR), para evitar
la propagacion de dichos dafios a la progenie celular. Este estado es inducido principalmente por
las vias de p53/p21 y pl16/PRB. En células senescentes se presenta un estado de diafonia entre
ambas vias, esto juega un rol critico en el mantenimiento de dicho estado (Mijit et al., 2020). p53
suele ser reversible al inhibir su expresion y p16 irreversible por concluir su sefializacion con la
induccion de la formacion de focos de heterocromatina asociados a senescencia (SAHF) para
inhibir la expresion de genes (Campo-Trapero et al., 2008) que tienen vias complementarias rio
debajo de su activacion (TGFB/BMP, MAPK, Wnt/p-Catenina, FGF, IGF, etc) (Wang et al., 2019).
Las células senescentes generadas por DDR secretan factores (IL-6, 7, 8, 13, 15, Quimiocinas
CXCL, CCL, EGF, NGF, etc) (Coppé et al., 2010) que constituyen un fenotipo de secrecion
asociado a senescencia (SASP), esto permite identificarlas y diferenciarlas lo que favorece la
induccién de apoptosis para su eliminacion (Lujambio, 2015). Este estado puede ser transitorio, ya
que, para su induccion, se requiere de un estimulo estable. Si el dafio a DNA no es muy severo o
el estimulo de estrés no es constante, se presenta un estado senescente transitorio en el que la célula
puede reparar los dafios, en cambio si el dafio es severo o el estimulo es constante, el estado

senescente serd permanente (Mijit et al., 2020)

1.3.1.- Via de p53/p21°iF!
p53funciona como un factor de transcripcion con alrededor de 3661 genes blanco y juega uno de

los papeles principales en determinar el destino celular en un tipo de respuesta dependiente de DDR
o0 independiente de DDR (Mijit et al., 2020). En el caso de ser dependiente de DDR, se activan las
cinasas ataxia telangiectasia mutada (ATM) o las relacionadas con Rad3 y ataxia telangiectasia
(ATR) que activan el eje de p53/p21°P* por medio de la fosforilacion de p53 y su ligasa de
ubiquitina Mdm2 para estabilizar los niveles de concentracion de p53 dentro de la célula (Mijit et

al., 2020). Sin embargo, a través de diversos estudios se ha comprobado que la concentracion de
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p53 no es el Unico factor que afecta su actividad. El splicing alternativo del mMRNA de p53 y las
modificaciones post-traduccionales producen isoformas como A40p53, A133p53a, y p53p que
tienen actividad importante en los inicios de la induccidn del estado senescente (Mijit et al., 2020).
Por ejemplo, A133p53a tiene una accién antagonica contra p53 induciendo estabilizacion del
estado proliferativo, esto mientras se mantenga en niveles bajos la concentracion de p53p siendo
esta abundante en células senescentes y regulado positivamente por medio de splicing de SRSF3
asi, en este estado A133p53a es regulado negativamente por STUB-1 por medio de degradacién
autofagica. Luego, A40p53 que regula el estado senescente de 2 dos maneras: 1) por medio de la
regulacion de la via IGF-1, 2) regulando la actividad transcripcional de p53 uniéndose a este en sus
genes blanco (Mijit et al., 2020). Otro factor involucrado en la induccion del estado senescente es
la acetilacion de p53 en ciertos sitios, esto previene la fosforilacion de serinas del amino terminal
de p53 asi, se permite la activacion de genes con alta afinidad por p53 como CDKN1A que codifica
para uno de los efectores mas importantes de p53, p21°P*. Si se acetilan otras zonas puede inducir
a la hiperfosforilacion de p53 teniendo como resultado la activacion de genes con poca afinidad
por p53 como los genes pro-apoptéticos (Mijit et al., 2020). p21¢P es considerado como un efector
principal ya que, en mamiferos, es el miembro fundador de la familia de proteinas inhibidoras de
CDK’s (CIP’s) y su activacion modula la expresion de genes blanco de p53 (CDC25C, CDC25B,
survivinas, etc.) a través del reclutamiento del complejo E2F4. También puede inhibir, por medio
de uniodn, agentes apopt6ticos como las caspasas, asi, p21°P* promueve el estado senescente por

medio de la inhibicion de las vias apoptéticas (Mijit et al., 2020).

1.3.2.- Via de p16'NK*4/PRB
P16'NK4A Funciona como control negativo de la via PRB/E2F. Las proteinas que involucra

pertenecen a la familia de proteinas de retinoblastoma y principalmente son PRB/p105, p107 y
PRB/p130. Siendo el papel principal el de PRB2/p130 al inhibir la ciclina A, mientras que la
proteina de retinoblastoma clasica solo esta presente en fases tempranas (Mijit et al., 2020).
Durante Go y en la fase G1 temprana, PRB es hipofosforilado y forma complejos con factores de
transcripcion pertenecientes a la familia de E2F. Estos complejos secuestran a E2F y prohiben su
acceso a promotores de la proliferacion celular como ciclina B1, dihidrofolato reductasa,
protooncogen Jun B y la timidin-cinasa 1 (Junan et al., 2011). La accion concreta de p16'N<*es la
de unirse a las CDK4/6 para aumentar los niveles de PRB e inhibir las actividades de las cinasas,
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dentro de las que se incluyen la hiperfosforilacion de PRB en G tardia por lo que se separa de E2F
y permite la transicion a la fase S del ciclo celular. Otra accién de p16 es la de romper complejos
de CDK4/6 con inhibidores de CDK’s distintos a p16, esto permite liberar dichos inhibidores como
p27 y asi suprimir la actividad de CDK2 (Junan et al., 2011). Puede contribuir al estado senescente
através de vias alternas e independientes de dos maneras: 1) Por medio de su interaccion con TFIIH
para inhibir la fosforilacion del dominio terminal carboxilo (CTD) de la unidad grande de la RNA
polimerasa Il por la CDK?7. 2) Por el contacto con el bucle rico en glicina de la N-terminal de las
cinasas c-jun (JNK1, JNK3) y suprime su actividad de cinasa (Junan et al., 2011). Asi, en el
momento de su activacion se reduce la concentracion de p53 mientras los niveles de p16'™N<* se
mantienen altos. Un efecto de la activacion de esta via es la formacion de SAHF’s que pueden ser
identificados por medio de anticuerpos contra H3K9me3 (Lapasset et al., 2011; Aird y Zhang,
2013). Esto nos proporciona una caracteristica para identificar una etapa temprana senescente

reversible (p53) y una etapa tardia senescente irreversible (p16'™<44) (Mijit et al., 2020).

1.3.3.-Caracteristicas que permiten identificar senescencia
Las células senescentes pueden identificarse por medio del SASP, o por otras caracteristicas

frecuentes en estas células como telémeros mas cortos, baja o nula proliferacion, una morfologia
mas alargada, por medio de deteccion de actividad de p53 o pl16, y uno de los marcadores mas
confiables de senescencia como la actividad de SA-B-Galactosidasa que es un remanente de la
actividad de B-Galactosidasa ocurriendo a pH 6.0 en los lisosomas y que se puede detectar ya que
en las células senescentes se ha observado un aumento en la produccion de lisosomas relacionado

a la activacion de vias autoféagicas (Lee et al, 2006).

1.3.4.- Clasificacion de Senescencia
La senescencia celular se clasifica de dos maneras:

1.3.4.1.-Senescencia replicativa

Ocurre cuando los telémeros alcanzan una longitud critica después de acortarse con cada division
celular, ocurriendo aproximadamente a las 60 duplicaciones de la poblacion, esto se recibe el
nombre de limite Hayflick. Este acortamiento es interpretado como dafio al ADN y activa las vias
de p53/p21 y p16/PRB. Si el dafio se repara la célula regresa a su estado normal, si no, permanece
en senescencia para ser eliminada posteriormente (Wang et al., 2019).
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1.3.4.2.-Senescencia prematura
Definida como la senescencia alcanzada antes del limite Hayflick y normalmente es inducida por

factores de estrés y de dafio directo al ADN. Tiene las siguientes categorias (Wang et al., 2019):

1.3.4.3- Senescencia inducida por estrés
Cuando la poblacion celular se encuentra en condiciones de cultivo sin apoyo de matriz

extracelular, con pocos nutrientes, con factores de crecimiento anémalos y con niveles bajos de
oxigeno (hipoxia) donde se induce la generacion de oxidantes o especies reactivas de oxigeno
(ROS: {H202, Oz, OH") activando p53 y p16/PRB (Wang et al., 2019).

1.3.4.4- Senescencia inducida por oncogenes
Es generada por la activacion de oncogenes (un cambio estructural en protooncogenes o un

aumento en su expresion) y se incluyen BRAF, Ras, Raf, E2F1 generando una senescencia

usualmente irreversible ocasionada por las vias p53 y p16/PRB (Wang et al., 2019).

1.3.4.5.- Senescencia inducida por pérdida de supresores de tumor
Generada por la pérdida de las contrapartes de los oncogenes, los supresores de tumor. Se incluyen

NF1, BTG3, VHL, PTEN y suelen ser activados por la via de p53 (Wang et al., 2019).

1.4.-Inmortalizacion
Al ser inhibidos los mecanismos de supresion de tumores y al activarse oncogenes, se pueden llevar

a cabo dos procesos:

Inmortalizacion: La adquisicion de un potencial proliferativo que puede sobrepasar el limite
Hayflick sin necesariamente implicar algun tipo de dafio genémico celular, esto normalmente se
genera por la re-expresion de la telomerasa (enddgena o exdgena) (Mondello y Chiodi, 2013).
Transformacion: La acumulacion de mutaciones en el genoma celular acompafada de un potencial
proliferativo por encima del limite Hayflick obtenido por la estabilizacién telomérica por
mutaciones en la regién promotora del gen de la telomerasa reverso transcriptasa (TERT) que es la
unidad catalitica de la telomerasa (Shay y Wright, 2005).

El proceso de inmortalizacion es usado en muchos experimentos donde se requiere mantener una

linea celular viable durante periodos extendidos de tiempo ya que las células inmortales tienen una
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capacidad proliferativa infinita y puede inducirse por diferentes métodos (Re-expresion de TERT
y por oncogenes virales). (ABM, 2020):

2.- Antecedentes

2.1.- Reprogramacion en fibroblastos senescentes
En 2011 se realizaron experimentos de reprogramacion en células senescentes, este estado

senescente se verific6 mediante la presencia de p21, pl6, SAHF’s, y la expresion de SA-beta-
galactosidasa. Estos experimentos tuvieron como resultado células que expresaban marcadores de
reprogramaciéon de superficie (TRA-1-60, SSEA-4), re-expresion enddgena de genes de
pluripotencia (OCT4, SOX2, NANOG y REX1), la generacion de las 3 capas embrionarias, lo cual
se identifico con marcadores para endodermo (SMA), mesodermo (FOXA?2) y ectodermo (MAP2)
(Lapasset et al., 2011). Sin embargo, esto se llevo a cabo mediante la infeccion de un coctel de 6
factores OCT4, SOX2, KLF4, c-Myc, Lin28 y NANOG con un lentivirus como vector, presentando
dos desventajas: Que los lentivirus son un vector integrativo de material genético, lo que puede
generar mutaciones (Brouwer et al., 2016) y que los genes del coctel han tenido varios reportes de
activacion de las vias de senescencia por presentar riesgos mutagénicos y esto remueve las

posibilidades de aplicaciones clinicas (Brouwer et al., 2016).

2.2.- Antecedentes directos del grupo de investigacion
En el Laboratorio de Células Troncales perteneciente a la Facultad de Medicina de la Universidad

Auténoma del Estado de Morelos y que fue dirigido por el Dr. Jests Santa-Olalla Tapia, se tienen
reportes de experimentos con un medio epidermal (UDMM-Epi) (Insulina, factor de crecimiento
epidermal (EGF), Hidrocortisona, DMEM nutrient mezclature F12 sin HEPES, SFB, antibidtico y
Adenina) elaborado en la Unidad de Diagndstico de Medicina Molecular del Hospital del Nifio y
el Adolescente Morelense, primero probado en células epidermales. En 2017, se realizaron cultivos
con queratinocitos en el medio UDMM-Epi y a partir del pase 3 se observd la expresion de
vimentina como marcador de progenitores celulares y la pérdida de expresion de K14 y K10 que
son queratinas marcadoras de diferenciacion (Esquivel-Estudillo, 2017). Luego, en 2019, se
compard el medio de cultivo mesenquimal (normal para fibroblastos) contra UDMM-Epi en
cultivos de fibroblastos, donde se observé que para UDMM-Epi hubo acortamientos del tiempo de

replicacion (reducido a la mitad), la obtencion de la morfologia caracteristica de los fibroblastos
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(fusiforme) (Ravikanth et al., 2011; LeBleu y Neilson, 2020) en el primer pase, se obtuvieron
densidades de poblacion al doble y se observé la expresion endogena de OCT4, la expresion de
vimentina y la pérdida de marcadores de diferenciacion para fibroblastos (Decorina) alrededor del
pase 8 (Mendiola-Sotelo, 2019). Con base en ambos antecedentes podemos inferir que el medio
UDMM-Epi tiene caracteristicas que le proporcionan la induccion de desdiferenciacion para
células epidermales y mesenquimales (Esquivel-Estudillo, 2017; Mendiola-Sotelo, 2019).
Adicionalmente se establecid una cinética celular para fibroblastos hasta el pase 23, en esta se pudo
observar que para los fibroblastos neonatos de dermis humana (HDFn) se comenzaba a ver una
disminucion de la proliferacion celular, de las divisiones celulares y una reduccion en las horas por
division alrededor del pase 18 (Mendiola-Sotelo, 2019).
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Figura 5. Caracterizacion por PCR de células epidermales durante su propagacion. Se evalué

Queras basales -

la expresion de distintos marcadores de identidad para queratinocitos donde desde los pases 7y 1
se perdieron marcadores de diferenciacion (K14 y K10) para las celulas cultivadas con el medio
UDMM-Epi (Mendiola-Sotelo, 2019).
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Figura 6. Expresion de marcadores de precursores y pérdida de marcadores de identidad.

Para los fibroblastos cultivados en medio UDMM-Epi se observé la pérdida de marcadores de
identidad (decorina) y la expresion de marcadores de precursores (vimentina) asi como de
marcadores de pluripotencia (OCT4) (Mendiola-Sotelo, 2019).
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Figura 7. Rendimiento celular de fibroblastos en pases tardios. Se propagaron fibroblastos
hasta pases tardios en donde se observd que a partir del pase 18 hubo una reduccion en el nimero
de células obtenidas (Mendiola-Sotelo, 2019).
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Figura 8. Numero de divisiones de fibroblastos en pases tardios. Se observa que después del
pase 18 hubo una reduccion en el nimero de divisiones que las células realizaron durante el cultivo
(Mendiola-Sotelo, 2019).
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Figura 9. horas por division celular de fibroblastos. Durante la propagacion de fibroblastos se
observé un aumento en las horas por division después del pase 18 (Mendiola-Sotelo, 2019).
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3.- Justificacion
Actualmente, existe una necesidad por establecer protocolos de reprogramacion celular que sean

mas efectivos que los actuales. Esto no solo repercutira en el mundo de la investigacion in vitro,
aumentando la efectividad de la reprogramacion y acortando el tiempo necesario para inducir en
los cultivos celulares, si no que, también podria extender sus aplicaciones a trasplantes para terapia
celular. Es necesario innovar la metodologia de reprogramacién de manera que no se involucren
factores con potencial mutagénico, asi mismo, que conlleve reduccion de costos y de complejidad
(evitando el uso de vectores y de medios de transporte que puedan involucrar afecciones celulares
por su uso continuo) ademas de poder superar barreras a la reprogramacion como lo es la
senescencia celular. Se debe Emplear un método que no involucre factores de reprogramacion de
naturaleza oncogénica ni la inhibicion de las vias de senescencia (p53, pl6) para poder disefiar
tratamientos de terapia celular en pacientes de la tercera edad resultando en la generacion de,
estudios preclinicos para enfermedades neurodegenerativas in vitro. Por ende y con base en los
antecedentes, creemos que el método que proponemos (Medio UDMM-Epi) puede ser una
respuesta a las necesidades actuales de los medios de reprogramacion y es necesario establecer

pruebas con células proximas a senescencia para determinar el alcance de este método.

4.- Pregunta de investigacion
¢Podra el medio epidermal, reprogramar fibroblastos cercanos a senescencia hacia un fenotipo

pluripotencial?

5.- Hipotesis

El cultivo de fibroblastos proximos a senescencia en medio UDMM-Epi, generara poblaciones de

fibroblastos reprogramados a un fenotipo pluripotencial.

6.- Objetivos
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6.1.- General:
Evaluar caracteristicas de reprogramacion de fibroblastos proximos a senescencia sembrados en

medio epidermal UDDM-EPI.

6.2.- Particulares
e Cultivar la linea celular de fibroblastos HDFn (Neonatos de dermis humana) PCS-201-

010™ de ATCC.

e ldentificar la actividad de factores asociados a senescencia (p53, p16) en las poblaciones

celulares por medio de PCR.
e ldentificar caracteristicas de reprogramacion por pérdida de actividad de los factores

asociados a senescencia y adquisicion de marcadores de pluripotencialidad (SOX2, OCT4)
mediante PCR.

7.- Estrategia Experimental

Llevar la poblacién de

»  fibroblastos a pases tardios

(~P18). Sembrar 3 cajas con

medio MM y 3 con medio EPI

Cultivar la linea celular de | Propagar los fibroblastos en
fibroblastos ATCC cajas de 100mm

A4

Evaluar calidad de RNA 'y
sintetizar cONA

Extraer RNA “ Lisar células de pases tardios

Realizar PCR con
oligonucledtidos para OCT4 y
SOX2
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8.- Materiales y métodos

Tabla 1.- Materiales, equipos y reactivos.

Reactivo, material o equipo Marca Modelo No. de catdlogo Pais
Fibroblastos American Type Cell Culture (ATCC) N/A PCS-201-010™ Estados Unidos
Tanque de nitrégeno Liquido Thermo Scientific 8142 04-979-258 Estados Unidos
Tubos falcon 15mL Crmglobe N/A PD1003N México
DMEM Nutrient mixture F12 Thermo Scientific N/A 12500062 Estados Unidos
Suero Fetal Bovino Thermo Scientific N/A 16000-0440 Estados Unidos
Antibidtico antimicético Thermo Scientific N/A 15140-23 Estados Unidos
Piruvato de Sodio Thermo Scientific N/A 11360070 Estados Unidos
Glutamax Thermo Scientific N/A 35050061 Estados Unidos
Tubos Falcon 50mL Argos Technologies N/A TC5000 México
Crioviales de 1.2mL Corning N/A 430658 Estados Unidos
Bafio Maria LabTech LWB-106D N/A Indonesia
Micropipeta 1mL Gilson F123602 10387322 Estados Unidos
Centrifuga Escolar Velaquin 80-2 N/A México
Azul de tripano Thermo Scientific N/A 3640 Estados Unidos
Camara de Neubauer Marienfeld N/A 640130 Alemania
Caja de cultivo de 10cm Corning N/A CLS430167 Estados Unidos
Incubadora Binder CB210 N/A Alemania
Microscopio invertido Nikon TS100 N/A Japén
Tripsina Thermo Scientific N/A 15090-046 Estados Unidos
Trizol Invitrogene N/A 155960018 Estados Unidos
Tubos eppendorf 1.5mL Axygen N/A MCT-150-C Estados Unidos
Cloroformo J.T. Baker N/A 917503 Estados Unidos
Isopropanol J.T. Baker N/A 908403 Estados Unidos
Vortex Scientific Industries G-560 SI-0236 Estados Unidos
Minifuga Benchmark C-1008P N/A Estados Unidos
Bafio seco Labnet D1100 N/A Estados Unidos
Balanza analitica Scientech SA210 N/A Estados Unidos
Horno de microondas Whirlpool WM1811D N/A Estados Unidos
Agitador Labline 3508 N/A India
Espectrofotémetro Biochrom 80-3006-57 N/A Inglaterra
2X RNA Loading dye Thermo Scientific N/A R0641 Estados Unidos
Camara de electroforesis Thermo Scientific A2 N/A Estados Unidos
Tubos eppendorf 0.2mL Axygen N/A PCRT-20F Estados Unidos
Termociclador Labnet TC9610 N/A Estados Unidos
6X DNA Loading dye Thermo Scientific N/A RO611 Estados Unidos
100bp plus DNA ladder Thermo Scientific N/A SM0321 Estados Unidos
Tritrack Buffer Thermo Scientific N/A R1161 Estados Unidos
Fuente de alimentacion Thermo Scientific EC-300XL N/A Estados Unidos
Transiluminador Ultraviolet Products (UVP) TFS-20V N/A Alemania
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9.- Metodologia

9.1.- Criopreservacion y descongelamiento de fibroblastos

La linea de fibroblastos PCS-201-010 obtenida de ATCC® (American Type Cell Culture), se ha
propagado, expandido y se mantiene congelada en un tanque de nitrogeno liquido hasta su uso.
Para cultivarlos se prepararon, previamente, un tubo falcon conteniendo 1 mL de medio para
fibroblastos ture, Piruvato de sodio y Glutamax y un tubo falcon de 50ml conteniendo medio para
fibroblastos. Se sac6 un crio vial del tanque de nitrégeno liquido y se colocé en una gradilla de
foami para introducirlo en bafio maria, previamente calentado, y se mantuvo ahi durante 1 miny
asi las células se descongelaron gradualmente. se tomo el volumen contenido en el criovial y se
deposito en el tubo falcon de 15 mL. Después se centrifugd Se adicionaron de 1-3 ml de medio de
fibroblastos. Enseguida se resuspendio el precipitado. Se preparard un tubo Eppendorf al que se le
agregaro azul de tripano yel medio contenido en el tubo falcon de 15mL, se tomaron 10 pL de esta
mezcla y se procedid al conteo celular con la cdmara Neubauer. Se harén los calculos pertinentes
para obtener el nimero de células vivas totales, células muertas totales el promedio de células vivas
y muertas, y el porcentaje de viabilidad celular para determinar la condicién de nuestro cultivo.
Posteriormente, se calculd el nimero de células a cultivar y se sembr6 el doble de densidad de
poblacion celular (1,000,000 de células) en cajas de cultivo de 10 cm para que estas se recuperaran
mas rapido de los efectos del congelamiento.

9.2.- Subcultivo de Fibroblastos

Se sacaron las células de la incubadora y se visualizaron en el microscopio invertido para crear un
registro fotografico que nos permitiera subir las fotos al programa Imagel y calcular porcentaje de
confluencia celular ademés de monitorear morfologia. Se introdujeron las cajas de cultivo de 10
cm a la campana de flujo laminar, donde posteriormente, se les retiré el medio y se lavaron 2 veces
con medio base. Luego se agreg0 tripsina a cada caja durante 3 min y se introdujeron a la
incubadora. Terminado ese tiempo, se verificd que las células se habian desprendido y entonces se

inactivo la tripsina agregando. Se transfirié el medio de las cajas a tubos falcon de 15mLy se
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centrifugaron, luego, se retird el sobrenadante hasta dejar el precipitado celular solamente, a
continuacion, se agregd de medio de fibroblastos y se procedioé a hacer el conteo celular y el

sembrado de cada caja.

9.3.- Medicién de confluencia con ImageJ

Por medio de image J, se cambio el color de las imagenes a blanco y negro Posteriormente, se
ajusto un espectro de color rojo hasta que cubri6 el area total de las células en la imagen. Después,
se selecciona la opcion “Analizar”, en seguida la opcion “Histograma” y aqui es donde se presentan
los niveles de confluencia en las células como una relacion de los pixeles ocupados por las células

sobre los pixeles totales en la imagen.

9.4.- Extraccion y purificacién de RNA

Para la extraccion de RNA primero se procedi6 a lisar las células, para esto se adiciona a un tubo
falcon de 15mL, donde se tienen las células centrifugadas obtenidas de un cultivo, trizol y se
disgregaron mecanicamente, luego, se transfirid el lisado a un tubo eppendorf rotulado. A estos
tubos se le adicion6 cloroformo y se agitaron por rotacion Después, se dejaron reposar a
temperatura ambiente durante 3 min y posteriormente, se centrifugaron. Mientras, se rotularon
tubos eppendorf de 1.5 mL para cada muestra, y la fase acuosa recolectada se transfirio a estos. Se
adiciond Isopropanol a temperatura ambiente a la fase acuosa y se homogeneiz6 por medio de un
agitador y luego se incubo a -20°C durante 10 min. Se decant6 el sobrenadante y se colocaron los
tubos sobre papel absorbente para eliminar el isopropanol restante, se adiciond etanol para
homogeneizarlo con agitador e incubarlo a -20°C durante 10 min. Se centrifugo y se desecho el
sobrenadante conteniendo el etanol. Se agregaron 85 uL de Agua MiliQ libre de ARNasas para
resuspender el precipitado celular. Se homogeneiz6 por vortex y centrifugé durante 1 min para
llevarlo a bafio seco, terminando esto, el volumen contenido en el tubo eppendorf se volvié a
homogeneizar y centrifugar para colocarlo en hielo. Después, se afiadié cloroformo al tubo, se
incubd y se transfirié la fase acuosa a nuevos tubos agregando isopropanol y haciendo lavados con

etanol frio y se resuspendié el RNA agregando agua MiliQ.
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9.5.- Preparacion de gel de agarosa
Se prepararon 3 tipos de geles de agarosa, al 1.5% (Analisis de integridad de RNA), al 1.70% y

2.00% (Visualizacion de productos de PCR). Para esto, primero se pesaron en una balanza analitica
las cantidades necesarias de agarosa Una vez pesada la cantidad deseada, se procedio a verter en
un matraz erlen meyer., después, se agregé TBE 0.5% para poder disolver los restos de agarosa
que pudieron haberse adherido a las paredes del matraz. Entonces, se calent6 la mezcla en un horno
de microondas por intervalos. Al final de cada intervalo, se saco el matraz del horno de microondas
para mezclar ligeramente la agarosa Al terminar se procedié a afiadir bromuro de etidio al matraz
con agarosa y se coloco en un agitador. Al final, se vertio la agarosa en un molde para geles.

Después de 40 min. Los geles se solidifican, se almacenan y usan.

9.6.- Analisis de pureza de RNA por medio de Biodrop
Una vez extraido el RNA, se procedié a colocar 1uL de cada muestra en un espectrofotometro

Primero se limpio el lector del Biodrop con agua miliQ, luego, se procedié a medir las muestras en
un rango de A260/A230 y A260/A280. Donde se puede verificar que tanta luz se absorbe de
acuerdo con los niveles de contaminacion de las muestras. Los valores aceptados para ambos
rangos van de 1.8-2.1. Al mismo tiempo, se obtuvo la concentracion de RNA por cada muestra en

ug/mL.

9.7.- Andlisis de integridad de RNA
Para verificar la integridad de los RNA (Que estén conformados por sus dos subunidades 28S y

18S) se calcul6 cuanto volumen se debia tomar de las muestras para obtener 1ug de RNA. Entonces,
se transfirid el volumen necesario a un tubo de 0.6mL. Luego, se aforé el nivel con agua MiliQ. A
cada tubo entonces, se le adicion62X RNA Loading dye. Las muestras se homogeneizaron y
centrifugaron. Despues, se colocaron en bafio seco. Una vez finalizado el proceso, se volvieron a
centrifugar y luego se colocaron en hielo. Para finalizar se volvieron a centrifugar y se cargaron en

un gel de agarosa 1.5% sumergido en TBE 0.5% en una cdmara de electroforesis.

9.8.- Sintesis de cDNA
Ya que se verifico la pureza de los RNA 'y su concentracion, se realizaron calculos para determinar

en cuanto volumen de cada muestra podiamos obtener 1ug de RNA (Analisis dimensional). Una
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vez teniendo los resultados, se tomd el volumen necesario por cada muestra, se depositd en tubos
eppendorf y se aford con Agua MiliQ. Después las muestras se incubaron a 65°C). Mientras tanto,
se descongelaron, homogeneizaron (10 s) y centrifugaron (5 s) los reactivos necesarios para una
mezcla de reaccion de sintesis de cDNA y se colocaron en un tubo eppendorf. Al término de la
incubacion de los RNA, se procedio a afiadir 20 uL de la mezcla al tubo de cada muestra, al sobrante
del tubo de mezcla, se le afiadid agua MiliQ para utilizarse como control negativo de sintesis de
cDNA en los PCR futuras. Luego, cada tubo de muestra se homogeneizd y centrifugo

posteriormente de colocarlos de nuevo en el termociclador en dos ciclos:

9.9.- Deteccion de mRNA por PCR
Primero, se descongelan todos los reactivos a emplearse para homogeneizar y centrifugarse cada

uno posterior a su aplicacion (H2O MiliQ Buffer para Taq Polimerasa, Cloruro de Magnesio,
dNTPs, Oligo directo del gen de interés, oligo reverso del gen de interés y las muestras de interés).
Mientras tanto, se prepararon y rotularon tubos para cada muestra. Estos se introdujeron en un
enfriador para tubos de PCR y se mantuvieron a -20°C. Una vez descongeladas, homogeneizadas
y centrifugadas las muestras, se procedia a hacer célculos para determinar la cantidad de reactivo
a emplearse segun el nimero de muestras, esto, para realizar una mezcla de PCR. Una vez todos
los componentes mezclados, se sacé el enfriador con los tubos rotulados y a cada tubo se le agreg6
mezcla de PCR, luego se agregd la cantidad necesaria de taq polimerasa y entonces se agregaron
1.5 uL de cada muestra a su tubo correspondiente. Entonces, se procedié a colocarlos en el
termociclador ya con un programa estandarizado especifico para cada gen. Al término del tiempo
programado para el termociclador, se agregan a tubos eppendorf, 5 uL de Buffer de Carga 6X para
DNA y 10 uL de cada muestra. También, se prepar6 el DNA Ladder, 1 pL de Buffer Tritrack

Posteriormente, se cargaron las muestras y el Ladder en un gel de agarosa al 1.7% o0 2%.

9.10- Electroforesis en gel de agarosa
Después de la obtencion de los productos en PCR, se realizo electroforesis en gel de agarosa

(1.5%,1.7% o0 2%) en una camara de electroforesis con un voltaje de 200 Volts. Posteriormente, se

procedio a visualizar los geles en un transiluminador
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9.11.- Medicion de intensidad por ImageJ
Utilizando la aplicacion de ImageJ, se emple6 la herramienta de medicion de pixeles para obtener

una medida semi-cuantitativa de la intensidad de las bandas de RNA obtenidas en la evaluacion de

integridad.

10.- Resultados

10.1.- Cultivo de fibroblastos en medio mesenquimal
Con la finalidad de generar senescencia replicativa en la poblacion celular de fibroblastos en

condiciones adecuadas, se llevd a cabo la primera fase del experimento, que consistio en su
propagacién durante 17 pases realizando cada tercer dia del cultivo un cambio de medio. Se llevd
un registro fotografico con microscopia de contraste. Se realiz6 un analisis de su comportamiento
in vitro por medio de estos parametros:

¢ rendimiento celular

e viabilidad

e divisiones celulares

e horas por division.
Cabe destacar que hubo variabilidad técnica durante los primeros pases del cultivo (pases del 3-9),

estos datos son descritos en las graficas de los parametros analizados (Figuras 14-17)
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10.2.- Cultivo de fibroblastos en medio MM y medio UDMM-EPI
Para el pase 18 se inicid con la segunda fase del experimento que consistié en sembrar en 3 cajas

de cultivo de 10 cm 500,000 células con medio MM y otras 3 cajas de cultivo de 10 cm con la
misma cantidad de células, pero con medio UDMM-EPI. Se observd que los fibroblastos
sembrados con UDMM-EPI alcanzaron confluencia del 90% al tercer dia, adicionalmente,
efectuaron un cambio en su morfologia (con centro mas pequefio y prolongaciones més largas y
delgadas). En cambio, los fibroblastos sembrados en medio MM alcanzaban confluencia del 90%

a los 4 dias (Fig. 12) y mantuvieron la morfologia de los pases tempranos (Véase figuras 10y 11).

Figura 10. Conservacién morfoldgica durante pases 3, 7 y 12. Registro llevado a través de los

pases 2, 7y 12 con el medio mesenquimal donde se puede observar que se mantiene la morfologia
caracteristica de los fibroblastos (fusiforme) y la confluencia se ve mas homogénea llegando al
pase 12. Fotografias tomadas con el objetivo 10X y se les agrego escala de grises y contraste en
Photoshop. A) Fibroblastos del pase 3 con una confluencia del 64%. B) Fibroblastos del pase 7 con
una confluencia del 90%. C) Fibroblastos del pase 12 con una confluencia del 83%.
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Fibroblastos P1 Fibroblastos P16 Fibroblastos P17

Figura 11. Conservacién morfoldgica durante los 3 Gltimos pases de la primera fase. A)
Confluencia al 4to dia de cultivo para los fibroblastos de los pases 15 (64%) B) 16 (70%) C) y 17
(74%) en donde el pase 17 es el Gltimo de la primera fase del experimento. Se sigue manteniendo

la morfologia de los fibroblastos (fusiforme).
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Figura 12. Diferencia morfologica en fibroblastos cultivados con medio UDMM-EPI. B)

Primer pase de la comparacion donde se observan diferencias morfologicas para los fibroblastos
sembrados en medio UDMM-EPI. A) Mientras que los fibroblastos sembrados con medio MM

mantienen su morfologia.
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Para el pase 24 es notable la diferencia de confluencia entre los fibroblastos con medio UDMM-
EPI (100% a los 3 dias) y los fibroblastos con medio MM (55% a los 4 dias). Para la condicion
MM podemos observar muchos espacios en la caja de cultivo después de 4 dias. En cambio, para
la condicion UDMM-EPI vemos una confluencia homogénea con la morfologia alterada que se

adquiri6 en el pase 18 (Figura 13).

Fibroblastos P24 N Fibroblastos P24

\
AN \e

DMM-EPI

Medio U
Figura 13. Mayor confluencia en fibroblastos con medio UDMM-EPI. B) En el pase 24 los
fibroblastos sembrados con medio UDMM-EPI muestran una proliferacion mas réapida, llegando a
confluencia (19%) al tercer dia y conservan su morfologia alterada. A) Los fibroblastos en medio
MM muestran menos células después de 4 dias (confluencia del 70%) y conservan su morfologia

tipica (fusiforme).
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10.3.- Viabilidad, rendimiento, nimero de divisiones celulares y horas por
division

Para poder establecer una comparacién de los pardmetros antes mencionados (viabilidad,
rendimiento celular, divisiones celulares y horas por division) entre ambos medios (Mesenquimal
y Epidermal) se llevé a cabo un andlisis cuantitativo por medio de los calculos obtenidos a partir
del conteo de células con la cdmara Neubauer, y calculando la desviacion estandar entre los
triplicados para cada pase, con la férmula (desviacion estandar= (Raiz cuadrada (sumatoria (cada
dato-promedio)?/N)).

Para verificar un manejo adecuado de los cultivos de fibroblastos durante los primeros 17 pases, se
llevo a cabo un registro de la viabilidad de las células mediante una féormula (células vivas
totales/células muertas totales*100) asi, obteniendo un promedio de los triplicados de cada pase.
En la primera fase del experimento se obtuvo un promedio de 98.03% de viabilidad celular a través

de 17 pases de cultivo. (Figura 14).
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Figura 14. Viabilidad celular éptima utilizando el medio MM. Gréfica de viabilidad para los
primeros 17 pases. La desviacién estandar promedio para estos calculos fue de 1.32 demostrando,
gue nuestros datos estan dispersos alrededor del promedio debido a variabilidad técnica, por lo
tanto, no se puede llegar a una conclusién sobre viabilidad celular en esta fase del experimento.
n=1 con triplicados técnicos. D. Estandar, DESVEST= Desviacion Estandar.
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Con el fin de demostrar que los fibroblastos presentaron un patrén de crecimiento celular similar a
lo largo de 17 pases, se llevd a cabo un registro del nimero de células vivas totales obtenidas. Esto
con el fin de demostrar que no habia reduccion de crecimiento (posible senescencia). Para esto se
utilizé una formula (rendimiento= celulas vivas * 20,000* Vol. de medio dividido entre 5).

Obteniendo un promedio de 1.88x10° células alrededor de 17 pases (Figura 15).
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Figura 15. Rendimiento celular de fibroblastos con medio MM. Gréfica de rendimiento celular,
con una desviacién estandar de 0.14. El rendimiento promedio para los fibroblastos de la primera
fase fue de 1.88 millones de células. n=1 con triplicados técnicos. D. Estandar= Desviacion

Estandar.
Para demostrar que los fibroblastos a través de 17 pases tuvieron un nimero de divisiones celulares

homogéneo y que estos no se encontraban totalmente quiescentes (en latencia), se determiné el

namero de divisiones promedio para cada pase de cultivo. Esto se hizo mediante un calculo (Log:
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(Células totales/Células sembradas)). Obteniendo un promedio de 1.95 divisiones a través de 17

pases (Figura 16).
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Figura 16. Numero de divisiones celulares de fibroblastos durante 17 pases con medio MM.
Gréafica del nimero de divisiones celulares con una desviacion estandar de 0.12. EI promedio de
divisiones celulares para estos 17 pases fue de 1.95. n=1 con triplicados técnicos D. Estandar=

Desviacion estandar.

Para comparar con el promedio de horas por divisién celular (H/D) establecido por ATCC (~45h/d),
se llevd a cabo un registro de las horas por divisién celular, es decir, en cuanto tiempo tardan las
células de nuestro cultivo en dividirse. Esto se llevo a cabo mediante una formula (nimero de horas
del cultivo/nimero de divisiones). Obteniendo un promedio de 59.15 horas por divisién celular.

Representando un aumento del presentado por ATCC.
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Figura 17. horas por division de fibroblastos durante 17 pases con medio MM. Grafica de las
horas por division celular donde la desviacion estandar fue de 4.35, por lo que no podemos llegar

a una conclusion con nuestros datos. n=1 con triplicados técnicos.

10.4.- Cultivos con medio MM y medio UDMM-EPI en pases tardios
Para la segunda fase del experimento se analizaron los mismos parametros, pero ahora en

comparacion con el medio UDMM-EPI en pases tardios (~P18) para que las células estén prontas
a senescencia (Mendiola-Sotelo, 2019; Mancini et al., 2012). Se analiz6 la viabilidad celular
utilizando ambos medios (MM y UDMM-EPI) para ver cual presentaba una viabilidad mas alta. El
medio UDMM-EPI mantuvo una viabilidad mayor incluso en pases tardios, de 99.21%. Mientras
que el medio mesenquimal obtuvo un promedio de 98.43%. Se destaca entonces, un buen manejo

de los cultivos celulares y empleo de reactivos para ambos medios.
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Figura 18. Mayor viabilidad celular en fibroblastos con medio UDMM-EPI. Grafica de
viabilidad para ambos medios, con una desviacion estandar para el medio MM de 0.25 y para
UDMM-EPI de 0.2. Indicando una viabilidad por encima del 90%, significando un buen manejo
de los cultivos. EI medio UDMM-EPI otorga una mayor viabilidad celular. n=1 con triplicados

técnicos.

Para determinar cual medio tenia un mayor rendimiento celular, se llevo a cabo un registro del
rendimiento a través de los pases 18-24 de cultivo celular. En el analisis del rendimiento celular se
obtuvo un promedio de 2.10 millones de células para el medio UDMM-EPI, mientras que, para el
medio MM fue de 1.59 millones de células. Se observa un promedio de rendimiento celular mas
alto para las células en medio UDMM-EPI incluso en pases tardios. Con medio UDMM-EPI se
alcanza la confluencia a los 3 dias y con MM a los 4 dias. Se destaca la disminucién del nimero
celular para el medio UDMM-EPI en los pases 21 y 23 debido a que el subcultivo se llevo a cabo
a las 64 h, sin embargo, se alcanzaron nimeros similares a los obtenidos con medio MM en menos
tiempo.
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Rendimiento celular
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Figura 19. Mayor rendimiento celular con medio UDMM-EPI. gréfica de rendimiento celular
para medio MM y UDMM-EPI, con una desviacion estandar para el medio MM de 0.25 y para
UDMM-EPI de 0.20ElI medio UDMM-EPI entonces, otorga un rendimiento celular mas alto en

pases tardios. n=1 con triplicados técnicos.

Con el fin de determinar qué medio promovia un mayor numero de divisiones celulares, se llevo a
cabo un registro de las divisiones promedio en los pases 18-24. En el nimero de divisiones celulares
se obtuvo un promedio de 1.64 divisiones medio MM y de 2.04 divisiones con medio UDMM-EPI.

Asi, el medio epidermal tiene un aumento del 24% en comparacién al medio mesenquimal.
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Figura 20. Mayor numero de divisiones celulares con medio UDMM-EPI. A) Promedios de
divisiones celulares para los fibroblastos en medio MM y medio UDMM-EPI. B) Grafica para el
namero de divisiones celulares entre el medio MM y medio UDMM-EPI, con una desviacién
estandar para el medio MM de 0.21 y para UDMM-EPI de 0.13. Los fibroblastos cultivados con

medio UDMM-EPI tienen un mayor numero de divisiones celulares. n=1 con triplicados técnicos.

Con el fin de determinar qué medio producia mas divisiones celulares en menos tiempo, se llevo a
cabo un registro de las horas por division celular. Se observé que, para el medio epidermal hubo
una tendencia de reduccion del 39.04% (35.27 h en promedio) en las horas por division celular.
Posiblemente, el medio epidermal entonces, favorece un mayor nimero de divisiones en pases
tardios.
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Figura 21. Menor nimero de horas/divisién con medio UDMM-EPI. A) promedios de horas
por division para los fibroblastos en medio MM y medio UDMM-EPI. B) Grafica de las horas por
division con una desviacion estandar para medio MM de 7.50 y para UDMM-EPI de 2.33. No

podemos llegar a una conclusién de nuestros datos. n=1 con triplicados técnicos.

11.- Obtencion de RNA y analisis de pureza

Se obtuvo RNA de 17 muestras pertenecientes a los pases 17, 18, 19y 24 de fibroblastos cultivados
con medio mesenquimal y medio epidermal, posteriormente, se obtuvieron sus lecturas de pureza
y concentracion en el Biodrop (Figura 22). La muestra 3 (P17 6x10°) fue descartada debido a que
su concentracion fue muy baja (4.67ng/uL) para proceder a la sintesis de cDNA con un volumen
de 30 pL Matlock, en 2015 describe que los niveles de pureza adecuados son de 2.0 para el rango
de A280 y de A230 entre 2.0-2.2, sin embargo, Thermo Fisher en 2015 describe rangos aceptables
para ambas lecturas de 1.8 a 2.1, por lo que, se decidi6 evaluar la integridad y contaminacion de

los RNA de las muestras por medio de un gel de agarosa al 1.5%.
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Nombre Concentracion (ug/mL) A260/A230 A260/A280 Volumen a tomar para lug
P17 MM 171.4 0.863 1.859 5.83 uL
P18 MM 356.2 1.612 1.793 2.81ulL
P17 MM 4.673 0.661 1.521 214 uL
P17 MM 168.2 1.925 1.734 5.95uL
P18 EPI 275.1 1.738 1.738 3.64 uL
P24 EPI 710 2.015 1.87 1.41uL
P24 EPI 867.4 1.422 1.935 1.15ulL
P24 EPI 710.9 1.376 1.921 1.41uL
P18 MM 461.9 2.059 1.819 2.16 uL
P18 MM 400.6 1.884 1.836 2.5ulL
P18 MM 397.7 1.956 1.827 2.51ul
P17 EPI 1916.5 2.015 1.882 0.52 uL
P18 EPI 765.5 2.146 1.88 1.31uL
P19 MM 228.6 1.255 1.823 4.37 ulL
P24 MM 759.5 2.076 1.886 1.32uL
P24 MM 406.5 1.881 1.847 2.46 uL
P24 MM 275.4 1.921 1.791 3.63 uL

Tabla 2.- Lecturas de espectrofotometria para evaluar la pureza de las 17 muestras de RNA
obtenidas de distintos pases del cultivo de fibroblastos con medio mesenquimal (MM) y
epidermal (EPI). Para la evaluacion de pureza, se puede observar que la mayoria de las muestras
se encontraron en un rango de ~1.8 - ~2.1, con niveles de concentracion aceptables para una

reaccion de sintesis de cDNA de 30uL.

12.- Evaluacion de integridad del RNA de las muestras
Con la metodologia descrita (pagina 37) se realizo la evaluacion de integridad del RNA. En donde

se observaron dos bandas. La banda superior pertenece a la subunidad 28s y la inferior a la 18s de
los RNA, donde 28s debe tener una relacién 2:1 en intensidad respecto a 18s (Wieczorek,
Delauriere y Schagat, s.f.). Para los resultados, se observo que, las muestras no contaban con dicha
relacién (Medido con Imagel). Demostrando que, los RNA de las muestras se encontraban

parcialmente integros (Figura 23).

53



2l Bl Bl Bl mal pu
mwmwzg
] kel Rl R

g INY INE INE Bl s
1 Y Y BN K R
mm%mzz
Aol mcg sy ) P B

n
o
O
=
Co
<
<

Id3 8Td 94

2 T G

WW ¥¢d g4

o IEZE

Y 1d3 /Td 94

* ¢ Iz

-~

Figura 22. Integridad parcialmente éptima de las muestras de RNA. Se realizo la evaluacion
de integridad de RNA de 16 muestras (pases 17-24 con medios MM y EPI). Se observa que la
mayoria de las muestras se encuentran parcialmente integras al conservar sus dos bandas
(representando las subunidades 28s, arriba y 18s, abajo) Los RNA del P18 EPI y P24 MM se
encuentran degradados. Sin embargo, no se muestran otras bandas por encima o por debajo de las

dos subunidades, lo que indica que las muestras no estan contaminadas (Tirabassi, 2014).
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Muestra 28s 18s

P17 MM 176.995 170.409
P18 MM 201.299 171.424
P17 MM 204.512 213.224
P18 EPI 201.787 237.726
P24 EPI 217.748 246.141
P24 EPI 192.772 241.428
P24 EPI 162.583 239.931
P18 MM 214.796 235.988
P18 MM 214.364 223.423
P18 MM 205.204 235.423
P17 EPI 181.676 226.617
P18 EPI 89.223 217.981
P19 MM 194.833 216.768
P24 MM 84.337 212.842
P24 MM 166.367 215.561
P24 MM 189.738 210.724

Tabla 3.- Datos de intensidad entre subunidades 28s y 18s de los RNA de las muestras de los
pases 17-24. En ninguna de las muestras de RNA, se observa una relacion 2:1 entre la subunidad
28sy 18s (Medido con ImageJ por medio del método descrito en la pagina 39, seccién 7.7), nuestras

muestras entonces se encuentran parcialmente integras y son Utiles para la sintesis de cDNA.

Posterior a la evaluacion de pureza e integridad de los RNA de las muestras, hubo un problema
técnico presente en un ultra-congelador (Ultrafreezer So-Low, Serie: U85-18). Donde,
normalmente, funciona a -80°C. Fabre, Colotte y Bonetta, en el 2014 reportan que dicha
temperatura es en la que los RNA se conservan sin actividad de ribonucleasas y temperaturas
mayores aumentan la reactividad del RNA. El ultracongelador se encontré funcionando a -13°C a

lo largo de un méximo de 10 horas por lo que se decidié evaluar de nuevo la pureza de las muestras.
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13.- Segunda evaluacion de pureza
Se realizaron las lecturas de las muestras de nuevo en el espectrofotometro, y es notable que la

pureza de las muestras se degradd casi al doble por encima y por debajo de los niveles adecuados.
Sin embargo, siguieron conservando una concentracion aceptable, pero el rango de absorbancia
sufrio alteraciones, por lo que, se sospecho de posible contaminacion, por lo cual se procedié a

evaluar la integridad de nuevo (tabla 3).

Nombre Concentracién (ug/mL) | A260/A230 A260/A280 | Volumen atomar para 1ug de RNA
P17 MM 252.8 0.938 4.451 3.96 uL
P18 MM 255.3 0.15 3.934 3.92 uL
P17 MM 4.673 0.661 1.521 214 uL
P17 MM 765.2 1.23 2.596 1.30uL
P18 EPI 852.2 1.237 2.584 1.17 uL
P24 EPI 410.9 1.465 2.843 2.43 uL
P24 EPI 350.7 1.779 3.123 2.85uL
P24 EPI 380.4 2.108 2.962 2.63 uL
P18 MM 1190.3 1.511 1.661 0.84 uL
P18 MM 789.1 2.398 2.54 1.27 uL
P18 MM 243.2 1.031 4.986 4.11ul
P17 EPI 266.1 0.804 4.52 3.76 uL
P18 EPI 375.3 1.724 3.21 2.66 uL
P19 MM 192.1 6.643 3.803 5.20uL
P24 MM 242.6 1.114 3.78 4,12 uL
P24 MM 265 1.293 3.476 3.77 uL
P24 MM 180.3 1.561 5.588 5.55uL

Tabla 4.- Posible contaminacion en las muestras de RNA. En la segunda evaluacion de pureza
de RNA, se obtuvieron valores muy por encima (5.588) y muy por debajo (0.938) de los valores
aceptados para ambos rangos. Esto demostraba que nuestras muestras podian tener contaminacién
de alguna molécula que absorbe luz a los mismos rangos y, que, al mismo tiempo, podrian estar

degradadas.

14.-Segunda evaluacion de integridad
Para la segunda evaluacion de integridad se observo una disminucion de 39 pixeles en promedio

en la intensidad de ambas bandas (medido con ImageJ por medio del método descrito en la pagina
39, seccion 7.7) (Tabla 4), por lo que, se determiné que el problema técnico afecté de manera
negativa a todas las muestras de RNA. Pero, las muestras seguian estando parcialmente integras y

sin rastros de contaminacion, por lo que se decidio usarlas para la sintesis de cDNA.
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Figura 23. Pérdida de integridad del RNA de las muestras. Se observa que las muestras han
perdido intensidad generalmente. Las muestras para P24 EPl y P18 EPI estan parcialmente

degradadas. La muestra P19 MM esté degradada.
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Muestra 28s 18s

P17 MM 138.969 136.756
P18 MM 131.462 163.857
P17 MM 134.862 136.722
P18 EPI 164.618 132.493
P24 EPI 141.095 159.949
P24 EPI 122.498 196.886
P24 EPI 110.597 178.986
P18 MM 149.67 211.186
P18 MM 160.479 156.292
P18 MM 139.173 185.712
P17 EPI 145.514 172.25
P18 EPI 111.787 191.472
P19 MM 68.974 104.173
P24 MM 132.037 164.502
P24 MM 150.088 169.237
P24 MM 122.314 157.606

Tabla 5. Medicion de intensidad entre las subunidades 28s y 18s para los pases 17-24.

Después del problema técnico con el ultracongelador, se puede notar una considerable reduccion

en la intensidad entre ambas subunidades para todas las muestras (medido con ImageJ por medio

del método descrito en la pagina 39, seccion 7.7).

15.- Evaluacion de los cDNA por medio de expresion de GAPDH

Para comprobar que nuestros cDNA pudieran amplificar los genes de interés (OCT4 y SOX2), se

Ilevo a cabo una prueba haciendo una PCR para amplificar un gen constitutivo: GAPDH. Para esto,

se utiliz6 un programa previamente estandarizado en donde se utilizaron las siguientes

temperaturas: 1 ciclo de 94°C durante 5 min. 40 ciclos con 3 temperaturas: 94°C por 30 s, 62°C

durante 30 s 'y 72°C por 30s. Con un ciclo final de dos temperaturas: 72°C durante 10 min y 4°C

por 5 min. Se observo amplificacion de GAPDH para todas las muestras, por lo que, se procedio a

hacer PCR con los genes de interés utilizando el cDNA de las muestras (Figura 25. Pagina 61).
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Figura 24. Expresion 6ptima de GAPDH e todas las muestras.

Se observa una expresion homogénea para GAPDH en todas las muestras utilizadas para la sintesis
de cDNA. Indicando que las muestras son candidatas adecuadas para la sintesis de los genes de

interés.

16.- Evaluacion de los cDNA para SOX2y OCT4

Para la evaluacion de ambos genes de interés, se utilizaron oligonucleétidos previamente
estandarizados en el laboratorio 11, perteneciente a la facultad de medicina de la UAEM. Esté
registrado que para SOX2 se veria un producto de 126 pb y para OCT4 uno de 100 pb.

16.1.-SOX2
Para evaluar SOX2, se utiliz6 un termociclador programado de la siguiente manera: 1 ciclo de una

temperatura: 94°C por 30s, 40 ciclos de 3 temperaturas: 94°C por 30s, 60°C por 30 sy 72°C por
30 s. Finalmente, un ciclo de 2 temperaturas: 72°C durante 10 min y 4°C durante 5 min. Para la
muestra se puede observar que solo hubo una amplificacion para el Pase 24 con medio
mesenquimal, mientras que en el resto de los pases se observan amplicones con menor peso
molecular a nuestro control positivo. Este resultado puede deberse a que, en pases tardios, el medio

epidermal podria no tener efecto en las poblaciones de fibroblastos neonatos (Figuras 25y 26).
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Figura 25.- Ubicacion del marcador de peso molecular. Se observa un desplegamiento

incorrecto del marcador de peso molecular, el control positivo de SOX2 se ubica alrededor de 126
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Figura 26.- Evaluacion de la expresion de SOX2 por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 1.7%S0OX2Se observo expresion para SOX2 solo en la muestra del P24 con medio
mesenquimal. Para el resto de las muestras, se observaron dos resultados: 1) muestras con dos
amplicones que no son consideradas validas y 2) muestras con un solo amplicon pero por debajo

del control positivo, por lo que, ninguna en ambos casos puede ser considerada como valida.

16.2.-OCT4
Para OCT4 se utilizé un programa previamente estandarizado en el termociclador que consta de: 1

ciclo de 1 temperatura: 94°C por 30s, 40 ciclos de 3 temperaturas: 94°C por 30 s, 62°C por 30s y
72°C por 30s, finalmente un ciclo de dos temperaturas: 72°C por 10 min y otro de 4°C por 5 min.
La amplificacion de OCT4 no se mostr6 en ninguna de las muestras o en los controles positivos.
Se hicieron varias pruebas en las que se cambiaron la concentracion de los cDNA (haciendo una
curvade 1.5 uL, 2.5 uL y 3.5 yL), y el porcentaje del gel de agarosa (de 2% a 2.5% y 1.7%). La
dilucion de los oligos para OCT4 se realiz6 de nuevo y se probaron distintas lineas como controles
positivos que resultaron sin expresion. Posiblemente, la razén por la que no obtuvimos
amplificacion para OCT4 se haya debido a que los oligos no se habian disefiado correctamente
(Figura 27).

17.-Discusiéon

17.1.- Propagacion de la linea celular de fibroblastos PCS-201-010.
Para la propagacion del cultivo de fibroblastos sembrados con medio mesenquimal, se observaron

numeros similares a los obtenidos por Mendiola-Sotelo en 2019 para la parte de los pases
tempranos. Normalmente, para la linea de fibroblastos neonatales PCS-201-010, se reporta
senescencia alrededor del pase 16 de cultivo (Mancini et al., 2012). Hariton, Xue, Rabbani, Fowler
y Thornalley en 2018, describen que los fibroblastos con poca concentracion de glucosa en el medio
de cultivo presentan un letargo en la expresion de procesos asociados a senescencia, esto, mediante
la activacion del factor nrf2 que es inducido por factores de estrés como ROS y que retrasa la
senescencia replicativa de los fibroblastos in vitro por un méaximo de 2 pases. Al haber algunos

dias en los que los subcultivos de fibroblastos no se hacian a las 96.00 horas, esto, posiblemente
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provocaria una respuesta de letargo de senescencia, que se relacionaria con los datos obtenidos
(Figuras 14-17).

La reduccion de horas/division celular, el aumento en el numero de divisiones celulares y el
aumento del rendimiento celular en los fibroblastos cultivados con el medio epidermal podrian
explicarse con lo publicado por Mendiola-Sotelo en 2021, donde ella demuestra que la ausencia de
dos factores crecimiento [Factor de crecimiento epidermal (EGF) e Insulina] modulan los
parametros de rendimiento y division celular. Estas dos vias de sefializacion (insulinay EGF) estan
relacionadas con la modulacion de crecimiento, proliferacion y metabolismo celular (De Meyts,
2016). La via de sefializacién de la insulina tiene 5 efectos principales: Promover el transporte de
glucosa dentro de la célula, la sintesis de glucosa, la sintesis de proteinas, gluconeogenesis y la
induccion del crecimiento y proliferacion celular. Este Gltimo es causado por un grupo de efectores
rio abajo de la via de sefializacion, los cuales son: AKT, ERK, Ras, mTOR, que son compartidos
por la via de sefializacion de EGF. Estos efectores tienen un blanco en comun, inhibir al factor
promotor de gluconeogénesis, FOXO1, el cual, en su forma no fosforilada inhibe la expresion de
factores de crecimiento y proliferacion celular, favoreciendo asi, procesos metabdlicos y actuando
como un antagonista del ciclo celular. FOXOL1 esta relacionado con p21, uno de los factores que
modulan la expresion de p53 (De Meyts, 2016). Sin embargo, al activarse la via de sefializacion de
la insulina y EGF, los factores mencionados anteriormente (ERK, AKT, Ras, mTOR) inducen la
fosforilacion de FOXO1, inhibiendo asi su actividad. El proceso de fosforilacion de FOXO1 estaria
favoreciendo la divisién y crecimiento celular (De Meyts, 2016).

Esto concordaria con los resultados obtenidos por Mendiola-Sotelo en 2021. En donde al probar
variaciones del medio epidermal, uno sin insulina y otro sin EGF, se observé una reduccion en
todos los parametros evaluados (rendimiento celular, viabilidad, namero de divisiones) y un
aumento en las horas por division. Entonces, la ausencia de ambos factores (Insulinay EGF) en el
medio epidermal evitaria la inhibicion de FOXO1 culminando en el nulo efecto del medio
epidermal. Sin embargo, el trabajo de Mendiola-Sotelo se centro especificamente en fibroblastos
de pases tempranos, por lo cual, se sugiere que en pases tardios el medio epidermal podria no tener
efecto, ya que, al agregar un medio con mayor concentracion de insulina, aumentaria la
concentracion intracelular de glucosa en los fibroblastos de pases tardios, que podrian tener
expresados factores de senescencia (p16, p53). Entonces, al estar activa la via de sefializacion de
insulina, los efectores principales (ERK, AKT, mTOR, Ras) inhibiran factores relacionados a la
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induccidn de senescencia (FOXO1, p21). Una alta concentracién de insulina induce el transporte
de glucosa extracelular hacia el interior de la célula. El aumento de la concentracion de glucosa en
la célula induce un proceso de glucolisis para eliminar el excedente de glucosa. Por lo tanto, el
crecimiento celular se veria favorecido de una manera transitoria, siendo limitado por la induccion
de glucdlisis. Entonces, durante el proceso de la glucolisis, la via de sefializacion de insulina estaria
inhibida, volviendo asi, a favorecer la expresion de factores senescentes por medio de la re-
expresion de FOXOL, teniendo asi un bucle de retroalimentacion negativa en donde los efectos de
crecimiento celular ocasionados por la insulina tendrian cada vez efectos menos evidentes en la

poblacion de fibroblastos.

17.2.- Marcadores de pluripotencia (SOX2 y OCT4).
SOX2 es conocido como un factor promotor del desarrollo embrionario el cual, dirige

principalmente la diferenciacion células provenientes de la capa germinativa del ectodermo y se ha
sugerido que también dirige procesos de diferenciacion en células provenientes del mesodermo,
entonces se podria sugerir que SOX2 se encuentra presente en células fibroblasticas multipotentes
desde pases tempranos (Novak et al., 2020). Mendiola-Sotelo en 2019 observé que los fibroblastos
durante los primeros pases mantenian una clara expresion de SOX2, dicha expresion se atenuaba
después del pase 4. Interesantemente, utilizando el medio epidermal, se observo una ligera re-
expresion de SOX2 en el pase 8. Los resultados obtenidos para SOX2 en el presente trabajo de
investigacion (Figura 25), podrian relacionarse con la existencia de poblaciones heterogéneas
dentro de una misma muestra de fibroblastos (LeBleu y Neilson, 2020). Probablemente, este efecto
podria verse aumentado, debido a que nuestra linea celular (PCS-201-01) es neonatal, es decir, con
fibroblastos multipotentes que ain pueden diferenciarse a distintos tipos celulares. Ademas,
podemos destacar que las poblaciones de fibroblastos adultos que pertenecen a un mismo tipo de
tejido tienen distintas respuestas a los factores de estrés ambiental, por ejemplo, mientras unos
miembros de la poblacion de fibroblastos pueden seguir creciendo como respuesta a estrés, otros
pueden entrar en un estado conocido como quiescencia (LeBleu y Neilson, 2020), que se podria
definir como un estado de latencia. Asi, mientras los fibroblastos quiescentes pueden resumir su
crecimiento celular en pases tardios, los fibroblastos que habian crecido sin un proceso de
quiescencia podrian dirigirse hacia procesos senescentes o apoptoticos. Lo cual explicaria la alta
expresion de un factor como SOX2 en un pase tardio cultivado con medio mesenquimal. Para

OCT4, se ha reportado (Zeineddine et al., 2014) que este factor pierde expresion de manera
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constante a partir de la formacion de la masa celular interna, en donde solo readquiere expresion
de manera transitoria para generar las células del hipoblasto, por lo que, es normal no ver su
expresion en los pases tempranos de una linea celular multipotente. En el presente trabajo no
observamos expresion de OCT4 en pases tardios, ni bajo condiciones de cultivo con el medio
epidermal, esto podria tener relacion con las caracteristicas de multipotencia de los fibroblastos, es
decir, una posible explicacion de la nula expresion de OCT4, podria deberse a que los fibroblastos
de pases tempranos podrian haberse diferenciado en otros fenotipos celulares, mientras que en los
pases tardios nuestro medio de cultivo epidermal ya no tendria efecto, lo cual concuerda con las

caracteristicas multipotentes de nuestra linea celular.

18.-Conclusiones
En la actualidad, el interés por desarrollar métodos de reprogramacion celular que no involucren

inserciones genéticas o sobre expresion de factores asociados a oncogénesis ha ganado mucha
atencion. Asi mismo, los métodos mas populares han sido los episomales, ya que, proveen una
expresion transitoria de los factores reprogramadores teniendo mejores resultados que los métodos
integrativos. Esto, para establecer estudios preclinicos y terapias celulares para enfermedades
cronico-degenerativas, y, ademas, proveer mejores métodos de trasplantes de tejido que no
involucren respuestas inmunes.

En el presente trabajo se evalud el alcance de un posible método reprogramacién, un medio
epidermal con un cultivo de firboblastos (ATCC PCS-201-010). En el que, para los primeros
cultivos (pases tempranos) se observé un letargo del proceso de senescencia replicativa reportado
para nuestra linea celular (alrededor del pase 16), evidenciando por el hecho de que nuestros
fibroblastos en el pase 17 presentaban aun, un namero de divisiones mayor al del pase 16. Para los
fibroblastos cultivados con medio epidermal, se observo un aumento en el rendimiento celular, en
el numero de divisiones y una reduccion en las horas que les tomaba a los fibroblastos dividirse,
esto, en pases tardios (P17-P24). Sin embargo, con los resultados obtenidos por medio de PCR, se
puede concluir con que el medio epidermal no reprograma los fibroblastos de pases tardios a un
fenotipo pluripotencia, ya que, no se observo expresion de SOX2 para los cultivos de fibroblastos
en medio epidermal y solo una leve re-expresion de este factor en fibroblastos del pase 24
cultivados con medio mesenquimal. Tampoco observamos expresion de OCT4 para ninguno de los

cultivos de fibroblastos. Entonces, debe hacerse mas investigacion acerca de los efectores
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principales del medio epidermal y analizar su funcién en fibroblastos de pases tardios. Cabe

destacar, que no se pudo cumplir con el objetivo de evaluar los marcadores de senescencia (p53 y

pl6).

19.-Perspectivas

Evaluar marcadores de:
- fibroblastos (decorina) en pases tempranos y tardios.

- proliferacion (ki67) en pases tempranos y tardios.
- senescencia (p53, p16 y SA-B-galactosidasa).

- pluripotencia (NANOG, KIf4, c-Myc y CD133).
- distintos linajes celulares.

- la via de sefializacién de insulina (ERK, PI3K, Ras y mTOR, FOXOL1, EGF) y de
glucolisis (piruvato).

Hacer una curva de estandarizacion para los oligonucle6tidos de OCT4.
Probar el efecto del medio epidermal durante méas pases.
Realizar xenotrasplantes.

Evaluar los complejos proteicos de las mitocondrias mediante experimentos de western
blot.
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