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‘Generacion y Caracterizacion de Células Pluripotentes Inducidas Equinas’

Las células madre representan un modelo experimental Unico para numerosas areas de investigacion en
veterinaria, biologia y medicina debido a su capacidad de autorrenovacion y a su naturaleza pluripotente. En
los ultimos afios el campo de las células madre pluripotentes se vio revolucionado por una nueva forma de
obtencidon de células muy similares a las células madre embrionarias (CME), las células madre pluripotentes
inducidas (CPI). Estas células son obtenidas a partir de la reprogramacion de células somaticas adultas. Las
CPI presentan expresién génica y proteica muy similares a las de CME y evitan los problemas presentados
por las CME, dado que su costo de obtencidon es menor, pueden ser expandidas en gran cantidad in vitro y
diferenciadas a distintos tipos celulares, ya sean progenitores o células terminalmente diferenciadas. Debido

a esto, las CPI resultan particularmente prometedoras en el campo de la medicina regenerativa.

Los caballos tienen gran valor como animales tanto deportivos como de compaiia. En la salud equina las
lesiones articulares y musculo-esqueléticas son las mas frecuentes, y las opciones terapéuticas disponibles
actualmente sélo logran proporcionar una solucién a corto plazo. En este marco, las aplicaciones
terapéuticas de las células madre proporcionarian una alternativa para alcanzar terapias regenerativas que
permitan la completa restauracién del tejido adulto.El estudio de CPI equinas es un campo emergente que
actualmente sdlo cuenta con 6 trabajos a escala mundial.Si bien en todos los casos se estudid la capacidad
de pluripotencia y la expresion génica y proteica de cada linea, las caracteristicas descriptas difieren entre

lineas, por lo que no existe un consenso entre las lineas CPI existentes.

El objetivo del presente trabajo de Tesis fue establecer, caracterizar y validar una linea de CPI equinas segun
los criterios actuales de pluripotencia. Las CPI fueron inducidas a partir de fibroblastos equinos embrionarios
gue fueron transfectados con un plasmido conteniendo las secuencias codificantes para los genes Oct4, Sox2,
KIf4 y C-Myc utilizando un vector lentiviral. Se seleccioné un clon CPIl para analizar su cariotipo, perfil de
expresién génico y proteico, actividad de fosfatasa alcalina y capacidad de diferenciacién in vitro. Los
resultados obtenidos indican que las células obtenidas presentan caracteristicas asociadas a las células

pluripotentes.
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INTRODUCCION



l. Células madre

Conrad Waddington asemejé el desarrollo embrionario normal a una pelota rodando colina abajo, desde un
estado inicial pluripotente hasta uno de muchos posibles estados diferenciados finales (1). El hecho que un
embridon temprano deba contener células con la capacidad de generar y diferenciarse a todos los tipos
celulares adultos, y que los linajes individuales pierden potencialidad gradualmente a medida que avanzan
en su camino de diferenciacion, ha sido el dogma establecido por mucho tiempo (2). De esta forma, se
entiende por ‘célula madre’ aquella célula que al dividirse genera una copia de si misma y una célula
diferenciada. Segun cuantos linajes celulares pueda generar una célula madre, se define su potencia. Las
células ‘Totipotentes’ son capaces de generar todos los tipos celulares presentes en el embrién y el adulto,
células germinales y estructuras extraembrionarias. Las células ‘Pluripotentes’ pueden dar origen a todos los
tipos celulares del embridn y el adulto y células germinales, pero no son capaces de originar las estructuras
extraembrionarias necesarias para el correcto desarrollo de un individuo. Colina abajo en la topografia de
Waddington, se encuentran las células ‘Multipotentes’, que pueden generar los distintos tipos celulares
dentro de un mismo tejido, y por ultimo , las células ‘Unipotentes’ que sélo pueden originar un tipo celular.
Una vez que una célula se encuentra completamente diferenciada, sélo puede dividirse unas pocas veces,

generando células hijas iguales a si mismas, y su diferenciacion a otro tipo celular no es posible (3).

Célula Totipotente C‘

Célula Pluripotente C
Célula Madre Embrionaria
Célula Multipotente ' ‘ Célula Unipotente

Célula Madre Neonatal Célula Madre Adulta

Cigoto

Diferentes linajes dentro Linaje Especifico
de la misma capa germinal

Figura 1: Esquema jerdrquico de potencialidad.

El desarrollo embrionario comienza con la unidn de las gametas masculina y femenina, evento denominado
fecundacidn, resultando en la formacion del cigoto. Luego de la fecundacion comienza el clivaje, que
comprende una serie de rapidas divisiones mitdticas en que el cigoto se divide en células mas pequenas

denominadas blastdmeros. Al finalizar el clivaje queda establecido el blastocisto, estadio en que sucede la



primer diferenciacién estableciéndose dos tipos celulares: el macizo interno celular (MCI) y el trofoblasto
(Figura 2) (4).
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Figura 2: Esquema del desarrollo embrionario en mamiferos.

En los estadios pre-implantatorios, el embrion esta compuesto por células capaces de generar todos los
tipos celulares del organismo adulto. Esta amplia capacidad de desarrollo es conocida como ‘Pluripotencia
Naive’ (5). Poco antes de que ocurra la implantacion, el MCl se segrega en un disco embrionario bilaminar
compuesto por dos capas epiteliales, el epiblasto (dorsal) y el hipoblasto (ventral). Luego de la implantacion,
las células del epiblasto muestran un potencial mas restringido, denominado ‘Primed’ (del inglés ‘preparar’)
(5). Durante la gastrulacion se forma la banda primitiva a través de la cual migran células del epiblasto hacia
el interior del embridn, mediante un proceso denominado ‘Transicion Epitelio Mesenquimal’ (TEM). Como
consecuencia de este proceso surgen tres capas embrionarias completamente comprometidas, endodermo,
mesodermo y ectodermo, que junto con el trofoblasto generaran todos los tejidos embrionarios vy

extraembrionarios.

La derivacion de Células Madre Embrionarias en murinos (6,7) y luego en humanos (8), permitié establecer
un tipo celular con capacidad de autorrenovacion casi ilimitada y de naturaleza pluripotente, capaz de
diferenciarse y generar derivados de las tres capas embrionarias in vitro (8,9). Debido a esto, las CME se
convirtieron en un modelo novedoso para el estudio del desarrollo embrionario y una herramienta tanto
para andlisis de drogas como para posibles terapias regenerativas. La derivacion de CME implica el
aislamiento del MCl de un blastocisto, que es luego cultivado in vitro en condiciones especificas. La
pluripotencia de las lineas celulares asi generadas dependera del momento en el desarrollo embrionario en
gue se aisla las células del MCI. En ratones por ejemplo, es posible derivar lineas CME tanto en estadios pre
como post-implantatorios (10-14). Actualmente se considera que las verdaderas CME murinas son obtenidas
de la derivacién de estadios pre-implantatorios, las cuales exhiben pluripotencia ‘Naive’in vitro. Las lineas
obtenidas a partir de estadios post-implantatorios muestran pluripotencia ‘Primed’ y son conocidas como
células EpiSC, que aunque son capaces de generar derivados de las tres capas no son capaces de contribuir a

la formacidn de quimeras in vivo como las CME Naive (5).



Las CME constituyen una herramienta Unica para estudiar los mecanismos celulares y moleculares que
definen la especificacién tisular durante el desarrollo embrionario. Es posible estudiar numerosos aspectos
de la embriogénesis mediante el modelo de cuerpos embrioides (CE). Los CE consisten en agregados
celulares tridimensionales formados a partir de colonias de CME, y son capaces de diferenciarse a las tres
capas germinales a través de un conjunto secuencial de eventos que imitan parcialmente la gastrulacion.
Durante los ultimos 20 afios las CME han demostrado ser un gran modelo in vitro que logra recapitular de

manera fiel los eventos que ocurren durante la embriogénesis.



Il. Reprogramacion

En 1962 John Gurdon transfirié el nucleo de células del epitelio intestinal de rana a oocitos enucleados,
obteniendo renacuajos normales (15). Esto no solo hirid el modelo reinante que consideraba Ia
diferenciacién como un hecho terminal e irreversible, sino que consistio en el primer ejemplo de
reprogramacion celular de células somaticas. Utilizando este método, conocido como ‘Transferencia Nuclear
de Células Somaticas’ (SCNT por sus siglas en inglés), ha sido posible clonar distintas especies de mamiferos
(por ejemplo ovinos (16), bovinos (17), caprinos (18),porcinos (19)) poniendo en evidencia que las células

somaticas de mamiferos también pueden ser reprogramadas.

Los experimentos mencionados demostraron que en el citoplasma de los oocitos existen factores capaces de
reprogramar células terminalmente diferenciadas. En el aflo 2006, Kazutoshi Takahashi y Shinya Yamanaka
lograron identificar factores de transcripciéon capaces de reprogramar células somaticas en un método
sencillo de reprogramacion directa que no requiere embriones ni oocitos (20). En su trabajo seleccionaron
24 genes candidatos que codifican para factores inductores de pluripotencia en células somdticas. Estos
factores fueron transfectados en fibroblastos embrionarios murinos (MEF) utilizando un sistema retroviral.
Encontraron que si bien ningun factor era capaz de generar células pluripotentes por si solo, la combinacién
de cuatro de ellos era suficiente. Mediante la induccidn de la expresidn exdgena de Oct3/4 (Octamer-binding
transcription factor 3/4), KIf4 (Kruppel-like factor 4), Sox2 (Sex determining Region Y-box 2) y C-Myc (set
‘OSKM’), lograron generar células madre pluripotentes inducidas (CPI). Luego de la reprogramacion, las
células recuperan la capacidad para auto-renovarse y la pluripotencia, pudiendo asi dar lugar a todos los
tipos celulares de un organismo adulto (20). Las células reprogramadas son similares en multiples aspectos a
las CME, incluyendo la morfologia, la tasa de proliferacidn, la expresién de antigenos de superficie, el estado
epigenético y la actividad de la enzima telomerasa. Ademas, las CPl pueden diferenciarse a cada uno de los
tipos celulares que conforman las tres capas germinales (21).De esta forma, los autores lograron demostrar
gue es posible inducir el estado pluripotente en células somaticas y generar un tipo celular muy similar a las

CME, aunque no idéntico (20, 21).

Considerando el campo de la terapia regenerativa, resulta dificil pensar en la aplicacién a gran escala de CME.
Su obtencidn es muy dificultosa, limitando por lo tanto su disponibilidad. La utilizacién de estas células en
terapias regenerativas se ve limitada debido a problemas de histocompatibilidad como sucede hoy en dia
con los trasplantes de érganos, sin mencionar los problemas éticos que representa la obtencion de estas
células en numerosos paises en el mundo. Dado que la reprogramacion de células somaticas no involucra la
destruccién de embriones y que sdlo se requiere de células adultas diferenciadas (como por ejemplo

fibroblastos, queratinocitos, células de médula ésea o células del epitelio de la mucosa gastrica), esta



tecnologia ha revolucionado el campo de estudio. Las CPl presentan expresion génica, proteica y
modificaciones epigenéticas muy similares a las CME. Estas caracteristicas las equiparan a las CME, y por

ende son vistas como sustitutos accesibles (22).

La reprogramacion de células es el resultado de la remodelacion de la expresidon transcripcional vy
epigenética de una célula somatica hacia un estado tipo-CME. Esto incluye la reactivacion del cromosoma X
en células femeninas, la demetilacién de regiones promotoras de genes encargados de inducir y mantener el
estado pluripotente (por ejemplo Oct4 y Nanog), y el restablecimiento a nivel gendmico de la trimetilacion
de las lisinas 4 y 27 de la histona 3 (H3K4me3 y H3K27me3), marcas epigenéticas caracteristicas de regiones
transcripcionalmente inactivas. Es entonces un proceso gradual que puede demorar varios dias o semanas, y
gue depende de una cascada de activacion de genes de autorrenovacion y pluripotencia e inhibicion del
compromiso a un linaje determinado. En ratén, por ejemplo, se observd que este proceso requiere
mantener los factores de reprogramacion exdgenos activos por aproximadamente diez dias, momento en
gue el genoma se encuentra preparado para la conversion a un estado pluripotente. Esto incluye la
reactivacion de genes enddgenos de pluripotencia (Oct4, Sox2, Nanog, etc). Cuando esto ocurre, las CPI se
tornan independientes de los factores exdgenos usados en la reprogramacién para mantener el estado

pluripotente (23).



lll. Células Madre en Animales Domésticos

Con la introduccién de la tecnologia de reprogramacion directa, se logrd establecer lineas CPI en distintas
especies domésticas (bovinos, equinos, porcinos, caprinos, ovinos) generalmente partiendo de fibroblastos
fetales y utilizando vectores virales para la introduccion de los factores necesarios para la reprogramacion.
Este método, entonces, permitié la derivacidon de células pluripotentes en especies en que la derivacion de
CME aun no ha sido posible. Actualmente se cuenta con gran cantidad y variedad de lineas CPIl en estas
especies, con propiedades de proliferacion y diferenciacion variables, pocas de las cuales cumplen con los

requisitos de CME verdaderas (24).

Dado que las CPl son muy similares a las CME, representan una fuente potencialmente ilimitada de células
pluripotentes individuo-especificas que podrian ser usadas en terapias de reemplazo celular con células
autdlogas, modelado de enfermedades, screening de drogas e investigacion en temas relacionados a la
biologia del desarrollo. Actualmente existen 45 trabajos publicados describiendo generacion de lineas CPl en
animales de granja (17 en porcinos, 8 en bovinos, 6 en equinos, 6 en caprinos, 4 en ovinos, 4 en conejos),
utilizando distintos métodos de transfeccidn y sets de factores de transcripcion. Estos estudios demuestran
gue es posible reprogramar células de animales domésticos empleando factores de transcripcién ya sean
especie-especifico, humanos, murinos o una combinacion de ellos. En la mayoria de los casos el set OSKM
fue suficiente para inducir la reprogramacion, en algunos casos utilizado en combinacidon con otros

elementos para aumentar la eficiencia y la estabilidad de las lineas CPI.

En la mayoria de los casos las células reprogramadas son fibroblastos y se emplea métodos integrativos,
basados en retro- o lentivirus o en transposones piggyback. La caracterizacion de la pluripotencia de las CPI
obtenidas es generalmente determinada por la expresion de marcadores especificos de pluripotencia,

capacidad de diferenciacién in vitro y formacién de teratomas en ratones inmunodeficientes.
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IV. Células Madre en Equinos

Los caballos presentan un enorme valor como animales deportivos y de compaifiia. La salud equina es una de
las principales preocupaciones para la industria, ya que el costo por lesiones y enfermedades en animales
deportivos se estima en 6,5 mil millones de ddlares por afio a nivel mundial (25). Las lesiones articulares y
musculo-esqueléticas son las mas frecuentes y sélo entre el 25 y 50% de los animales lesionados logra volver
a competir (26). Las opciones terapéuticas disponibles actualmente sélo logran proporcionar una solucion a
corto plazo y estan asociadas a una elevada tasa de recurrencia de lesiones (27). Por lo tanto, la necesidad
de desarrollar nuevas terapias para el tratamiento de lesiones musculo esqueléticas en caballos es evidente.
En este marco, las aplicaciones terapéuticas de las células madre proporcionarian una alternativa para

alcanzar terapias regenerativas que permitan la completa restauraciéon del tejido adulto.

En comparacién a otras especies, el campo de las CME equinas se encuentra actualmente poco estudiado.
En 2002 Saito et al lograron aislar la primer linea de células equinas tipo-CME a partir de embriones
criopreservados (28). Mas recientemente, en 2006 y 2007 dos grupos establecieron lineas tipo-CME
partiendo del MCI (29, 30). En ambos casos las células mostraron la morfologia caracteristica de CME y
fueron capaces de generar derivados de las tres capas germinales. A pesar de esto no generaron teratomas
al ser inyectados en ratones inmunodeficientes, y no se ha verificado su contribucion a quimeras. Debido a
diferencias en los métodos de marcacién, falta de controles y la calidad de las imagenes, aun quedan
preguntas por responder y no se ha logrado un consenso sobre qué caracteriza una verdadera linea CME
equina (31). Esta incertidumbre, junto a la dificultad intrinseca de la derivacion de CME y los costos
asociados a la recuperacion de los embriones necesarios, limita el uso de CME en terapias regenerativas.

Mas aun, su aplicacién en estas terapias se ve impedida por problemas de histocompatibilidad.

En este contexto, el desarrollo de CPI equinas resulta particularmente atractivo. Las CPl eluden los
problemas presentados por las CME, dado que su costo de obtencidon es menor, pueden ser expandidas en
gran cantidad in vitro y diferenciadas a distintos tipos celulares, ya sean progenitores o células
terminalmente diferenciadas. El estudio de CPl equinas es un campo emergente que actualmente sélo
cuenta con 6 trabajos a escala mundial. En 2011 Nagy et al derivaron la primer linea CPl equina a partir de
fibroblastos equinos fetales utilizando el set OKSM y un método de transfeccion basado en transposones
(32). Seguidamente, en 2013 Bretonet al y en 2014 Whitworth et al generaron CPl equinas a partir de
fibroblastos adultos con el set OSKM y métodos de transfeccién virales (retro y lentiviral respectivamente)
(33,34). Si bien en todos los casos se estudio la capacidad de pluripotencia y la expresion génica y proteica
de cada linea, las caracteristicas descriptas difieren entre lineas, por lo que no existe un consenso entre las
lineas CPI existentes. Mas aun, debido a la ausencia de verdaderas lineas CME equinas resulta muy

dificultoso establecer marcadores confiables que permitan la correcta validacién de las lineas CPI obtenidas.
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Cabe destacar que no existe en Argentina ninguna linea equina de CPI. Por lo tanto consideramos que es de
suma importancia el desarrollo de nuevas tecnologias que nos permitan explotar las ventajas de la medicina

veterinaria regenerativa en nuestro pais.

V. Hipotesis y Objetivos

Teniendo en cuenta lo previamente expuesto, se evidencia la necesidad de desarrollar fuentes celulares que
permitan el avance de nuevos enfoques terapéuticos basados en tecnologias de medicina regenerativa. Por
lo tanto, el objetivo principal de este trabajo de tesis fue establecer una linea CPl equina, caracterizarla y

validarla.
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RESULTADOS



Reprogramacion

Para generar las CPl se comenzd por la produccién de las particulas lentivirales. Para ello se utilizé células
HEK293T, las cuales fueron transfectadas con el plasmido STEMCCA (portador de la region codificante de los
genes humanos OCT4-KIf4-SOX2-cMyc) y los plasmidos empaquetadores PSPAX2 y VSVG utilizando el
reactivo de transfeccion FUGENE. El virus fue recolectado a las 48 y 72hs post transfeccién y utilizado fresco
sobre los fibroblastos equinos. Luego de tres dias los fibroblastos infectados fueron pasados sobre una capa
nutricia de fibroblastos murinos embrionarios inactivados mitéticamente por irradiacion gamma (MEFi) y se
comenzé a utilizar el medio KO-DMEM 20% KSR, especifico para CPI, con el fin de generar una presién
selectiva sobre aquellas células que habian sido transfectadas exitosamente. Durante los primeros dias de
cultivo en estas condiciones, las células aun conservaban la morfologia caracteristica de los fibroblastos, sin
embargo se comenzd a observar algunos cambios morfoldgicos principalmente en el tamafio de los nucleos
(Figura 3A). El surgimiento de las colonias se observo a partir del dia 8 post-infeccidn. Las colonias de células
pluripotentes se caracterizan por crecer como un conjunto de células compactas de nucleos de gran tamario,
por lo que presentan una relacidon nucleo/citoplasma elevada, y con bordes definidos (Figura 3B).
Aproximadamente al dia 12 post-infeccidon se selecciond las colonias segun su morfologia (Figura 3C). Las
colonias seleccionadas fueron aisladas mecanicamente y cultivadas individualmente en pocillos de una placa
de 24 pocillos con el fin de cultivar cada clon por separado. De los 10° fibroblastos que fueron plaqueados
para ser infectados se logrd aislar en promedio diez colonias, por lo que la eficiencia estimada de la técnica
fue del 0,01%. Es importante remarcar que muchas de estas colonias no progresan, es decir que no logran
ser mantenidas en cultivo luego de varios pasajes ya sea porque pierden su morfologia, su crecimiento se
vuelve inestable (dejan de crecer o crecen descontroladamente) o mueren. Por lo tanto podemos decir que
este valor refleja la eficiencia de reprogramacion parcial. La eficiencia total de esta técnica se estima en

0,001% (20).

Las colonias de células pluripotentes normalmente presentan una tasa de diferenciacion basal que suele ser
baja y estar presente en los bordes de las colonias. Las CPI suelen ser mas inestables durante los primeros
pasajes (Figura 3D) (35). En muchos casos la morfologia de las colonias cambia drasticamente, perdiendo las
caracteristicas de colonia CPI. En algunos casos las colonias perdieron sus bordes definidos (Figura 3E) y/o se
observé que parte de la colonia se desprende (Figura 3F), lo cual reflejaria que en estos casos la
reprogramacion ocurrié de forma incompleta. Estos clones fueron descartados y sélo se utilizd para la
validacion aquellos clones que mantuvieran su morfologia a lo largo de los pasajes en cultivo. También se
tuvo en cuenta que la tasa de crecimiento fuera acorde a la que presentan las células pluripotentes (las

células normalmente deben ser pasadas cada 5-7 dias).
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Figura 3: A.Fibroblastos infectados B. Colonias emergentes dia 8 C. Colonia CPI putativa de morfologia conservada
D. Colonia CPI putativa con morfologia de célula indiferenciada en el centro y bordes diferenciados E. Colonia CPI
putativa de bordes no definidos F. Colonias CPI putativas que perdieron la morfologia de célula indiferenciada y
perdieron parte de la colonia.

Durante el desarrollo de este trabajo se realizd quince ensayos de reprogramacion, de los cuales se logré
aislar noventa clones, muchos de los cuales no prosperaron. Generalmente el 75% de las colonias aisladas en
cada ensayo perdid su morfologia 15 dias post-infeccion. Para realizar los ensayos de validacién, se
selecciond un clon, denominado A5, que mantuvo la morfologia y tasa de crecimiento adecuada durante los

sucesivos pasajes. Este clon fue denominado A5 .
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Validacion

) Ensayo de actividad de Fosfatasa Alcalina

Las células madre indiferenciadas se caracterizan por exhibir una actividad elevada de fosfatasa alcalina, que
disminuye marcadamente a medida que se diferencian. Se compard la actividad de fosfatasa alcalina de
colonias del clon A5 en pasaje 8 y de células de un clon (denominado clon 2) que perdid las caracteristicas
morfoldgicas de CPI (Figura 4). Al analizar la actividad de fosfatasa alcalina de las colonias del clon 2, se
observé una marca muy tenue concentrada en parte de las colonias. En el caso de las colonias del clon A5, Ia
tincion generd una coloracidon mds intensa con una distribucién mas homogénea en las colonias. Esto sugiere

que las células del clon A5 presentan mayor actividad de fosfatasa alcalina.

Figura 4: Ensayos de actividad de fosfatasa alcalina para el clon 2 en pasaje 3 (A,B,C) y el clon A5
en pasaje 8 (D,E,F). A,D: pocillo completo. B,C,E, F: colonias positivas. La barra representa 100 um

)] Expresion de marcadores de pluripotencia

Se estudié la expresién de marcadores de pluripotencia Oct4 y Sox2 en las CPI generadas (Figura 5). Debido a
qgue el plasmido utilizado para inducir la reprogramacién incluye estos genes, se disefié primers de manera
tal que fuese posible distinguir entre el ARNm proveniente de la expresién del plasmido( “ARN viral”) y el
endégeno. Como se puede observar en la Figura 5A, las células del clon A5 en pasaje cuatro han silenciado la
expresion de Oct4 viral y han encendido la expresién de Oct4 equino. Sin embargo, no han silenciado Sox2
viral y tampoco expresan aun la versidén equina. En pasaje once, se mantiene el patron observado para Oct4
y ademas se observa la expresién de Sox2 equino, pero aun no han silenciado Sox2 viral. Como controles de

la técnica se verificd la expresion de estos marcadores en los fibroblastos utilizados para reprogramar vy
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embriones equinos, en estadio de blastocisto temprano. Se observé que los fibroblastos no expresan
ninguno de estos marcadores y que los embriones expresan Oct4 pero no Sox2, lo que podria deberse al
estadio embrionario empleado. A su vez, al analizar la expresidon de fibroblastos infectados, se observd
expresion de Oct4 enddgeno lo que sugiere que su activacion seria un evento temprano en la

reprogramacion.

Los componentes del medio de cultivo CPI varian segun la especie cultivada. La citoquina LIF (Leukemia
Inhibitory Factor) es una citoquina de la familia de la Interleuquina-6 involucrada en la via de sefializacion de
JAK/STAT3, relacionada al mantenimiento de la pluripotencia y la proliferacién (36). Esta citoquina es
suficiente y necesaria para mantener el estado pluripotente en CPl murinas, pero no en CPl humanas. En el
caso de animales domésticos, la mayoria de los protocolos emplean LIF en su medio de cultivo, por lo que se
quiso estudiar el efecto de esta citoquina en CPI equinas. Para ello, las células del clon A5 fueron generadas
y cultivadas en presencia de LIF, y al realizar el tercer pasaje se dividié el cultivo para cultivar las células en
presencia y ausencia de LIF. Luego de dos pasajes en ausencia de LIF se observod que las células perdieron su
morfologia, muerte celular y que las células se desprendian de la placa. Al analizar la expresién de los
marcadores Oct4 y Sox2 (Figura 5B) se observa expresién de Sox2 viral en presencia y ausencia de LIF, pero

las células en ausencia de LIF tienen menor expresion de Oct4 equino.

Oct4 equino

Figura 5: A. Andlisis de expresion de marcadores de pluripotencia Oct4 y Sox2
enddgenos y exdogenos mediante RT-PCR y PCR a punto final, en fibroblastos fetales
equinos pasaje 6, fibroblastos infectados con lentivirus conteniendo el plasmido
STEMCCA, embriones equinos, y células del clon CPI A5 Pasaje 4 y pasaje 11. B. Analisis
de expresion de marcadores de pluripotencia Oct4 y Sox2 enddgenos y exdgenos
mediante RT-PCR y PCR a punto final, en el clon CPI AS Pasaje 4 con LIF y AS pasaje 4 sin
LIF, fibroblastos fetales equinos pasaje 6, fibroblastos infectados con lentivirus
conteniendo el plasmido STEMCCA y embriones equinos.
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Adicionalmente, se analizé el perfil de expresion de marcadores de pluripotencia de siete clones que no
progresaron, es decir que perdieron sus caracteristicas morfoldgicas de células CPI (Figura 6). En este caso se
observa que el perfil difiere en gran medida respecto a lo observado para el clon A5. A diferencia de las
células del clon A5, todos estos clones ya han silenciado Oct4 y Sox2 exégenos en el segundo pasaje, y
algunos (clones 1, 3, 6, 8 y 9) expresan Sox2 equino. A excepcién del clon 7, todos los clones expresan Oct4
endoégeno, como se observé para el clon A5. De esta forma, se observa que estos siete clones presentan un
perfil de expresidn distinto al de las células del clon A5. Considerando que ninguno de estos clones progreso,
es posible que no se hayan sucedido los eventos necesarios en el orden correcto para una reprogramacion

exitosa, resultando en una reprogramacion incompleta.

don 1 2 3 6 7 8 9

Figura 6: Analisis de expresion de marcadores de pluripotencia Oct4 y
Sox2 enddgenos y exdgenos mediante RT-PCR, en siete clones en
pasaje 2 que sufrieron una reprogramacién incompleta.
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Con el fin de evaluar la expresiéon de proteinas caracteristicas de las células pluripotentes se realizd un
ensayo de inmunofluorescencia en las células CPl generadas. Como se menciond previamente, estas células
crecen sobre una capa nutricia de fibroblastos murinos, los cuales al ser células terminalmente diferenciadas

no expresan estos marcadores y, por lo tanto, actian como control negativo dentro de la misma muestra.

Como se observa en la Figura 7A, las células del clon A5 expresan los marcadores Oct4, Sox2 y Nanog. En el
caso de Oct4 y de Sox2 se observa que la marca del anticuerpo correspondiente se encuentra Unicamente en
las células de las colonias, mientras que las células murinas estan marcadas sélo por la tincidon de su ADN por
DAPI. Considerando que se utilizd los genes de Oct4 y Sox2 para inducir la reprogramacion (en ambos casos
la homologia de secuencia equina/humana es superior al 90%), los resultados de las PCR de marcadores de
pluripotencia y que en este ensayo se utilizd células en pasaje 8, no es posible identificar si la expresion de
Sox2 identificada corresponde a la inducida exégenamente. En el caso de Nanog, se observa claramente la
marca concentrada en la colonia, pero también se observa unas células MEFi positivas. Sin embargo,
también se observa células MEFi que son positivas para DAPI y negativas para Nanog, lo cual indica que se
trata de una marca inespecifica, debida probablemente a la concentracion utilizada de anticuerpo primario.
Por otro lado, se realizé una marcacion de OCT4 en embriones equinos en estadio de blastocisto temprano

como control positivo (Figura 7B-C).

En conjunto estos resultados indican que las células del clon A5 expresan los marcadores de pluripotencia

Oct4, Sox2 y Nanog, y que han silenciado la expresion de los transgenes cuya actividad fue reemplazada por

la expresion endoégena.

19



DAPI Superposicion

SOX2
N . - .
B C

Sl

o @
L
e e
*

OCT4

Figura 7: A.Anadlisis del inmunofenotipo indiferenciado de células del clon AS en pasaje 8. Fotomicrografias
representativas de inmunomarcaciones realizadas empleando anticuerpos primarios especificos contra los
marcadores de estado embrionario Oct4, Sox2 y Nanog. Los ntcleos fueron tefiidos con DAPI. B. Embriones
equinos en estadio de blastocisto temprano (Lupa, aumento 6,3X) C.Inmunomarcacion utilizando anticuerpos
primario contra el marcador Oct4 en un embridn equino en estado de blastocisto temprano (Microscopia
Confocal, aumento 20X)
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1) Diferenciacion in vitro

Como se menciono en la introduccién, una de las caracteristicas de las células pluripotentes es la capacidad
de originar derivados de las tres capas embrionarias. Para evaluar esta capacidad se sometié las CPI del clon
A5 a un protocolo de diferenciacién in vitro en presencia de suero fetal bovino como agente diferenciante.
Para ello las colonias fueron cultivadas por 5 dias en suspensién, tiempo en el cual adquieren una
conformacion esférica denominada ‘Cuerpo Embrioide’ (CE) debido a su semejanza a los primeros estadios
del desarrollo embrionario (Figura 8A). Los CE son luego adheridos en placas pre-tratadas con gelatina y
cultivados por dos semanas mas. Como se muestra en la Figura 8B, a dia 6 se observa el CE adherido a la
placa, caracterizado por células compactas, del cual se originan células de morfologia muy distinta a las
colonias de células indiferenciadas. En el dia 9 no se distingue facilmente el CE y se observa gran crecimiento
de las células (Figura 8C). Durante la segunda semana de cultivo se puede distinguir células con distintas
morfologias, caracteristicas de diversos tipos celulares, principalmente células con morfologia mesenquimal

(Figura 8D-F).

Figura 8: Cuerpos embrionarios de células del clon A5 expuestos al protocolo de diferenciacién in vitro A.
CE en suspensién en dia 2 B. CE adherido dia 6. C. CE adherido dia 9. D. Células con morfologia mesenquim-
al E. Células con morfologia neuro-ectodermal F. Célula con morfologia neural.
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Con el fin de analizar la capacidad de generar derivados de las tres capas germinales, se estudio el perfil de
expresion del cultivo de CE al término de veinte dias, a excepciéon de T/Brachyury. Dado que este es un
marcador de mesodermo temprano, presenta maxima expresion entre los dias cuatro y cinco de cultivo
coincidente con la especificacién del mesodermo, por lo que se evalud su expresion al quinto dia de iniciada
la diferenciacién. Como se observa en la Figura 9, se observé expresion de Sox17, marcador de endodermo
(37) y T/Brachyury e Islet-1, marcadores de mesodermo (38,39). Sin embargo, no se pudo observar
expresion de los marcadores de ectodermo Nestina (40) y Pax6 (41) pese a haber observado en el cultivo
células con morfologia tipo-neural. A pesar de esto, los resultados obtenidos indican que las células del clon

A5 poseen capacidad de diferenciarse y generar distintos tipos celulares.

Clon A5
dia20 FEF
AFP Clon A5
- dia5 FEF

Figura 9: Analisis de expresion de marcadores de ectodermo, endodermo
y mesodermo mediante RT-PCR, en CE del clon A5 en dia 5 y 20 del protocolo
de diferenciacion y fibroblastos equinos fetales (FEF) pasaje 6.
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V) Cariotipo

Otro criterio de validacién de CPl generalmente empleado es el analisis de su cariotipo. En estos ensayos se
evalla la aparicién de posibles rearreglos cromosdmicos causados por la induccién de la reprogramacion.
Para analizar el cariotipo de los fibroblastos utilizados en la reprogramacion y de las células del clon A5, se
conté con la colaboracién del Laboratorio de Biotecnologia del ‘Instituto de Investigacion sobre Produccion
Agropecuaria Ambiente y Salud’ de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Lomas de Zamora.
Al analizar el cariotipo de los fibroblastos fetales empleados el mismo reveld que sélo el 28% de las células
presentaba 64 cromosomas, el nUmero cromosdmico caracteristico de equinos (Figura 10A). De las células
restantes, el 64% presentd un nimero cromosomico inferior y el 8% presentd un numero mayor. A su vez, se
analizé el cariotipo de células equinas pertenecientes a una hembra en pie como control del método. En este
caso el cariotipo resulté normal (Figura 10B). Si bien se intentd analizar el cariotipo de las células del clon A5,
esto no fue posible debido a problemas técnicos. A pesar de esto, se considera que probablemente estas
células también posean un cariotipo anormal. Esto explicaria las dificultades experimentadas tanto en la

derivacién de CPI como en la generacidon de CE y en la implementacién del cultivo en suspension.

Figura 10: Analisis del cariotipo mediante bandeo G de A. Fibroblas-
tos embrionarios equinos pasaje 6 B. CPI clon A5 pasaje C. Fibroblas-
tos de equino en pie pasaje 3.
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DISCUSION



Durante los ultimos afos el interés en la medicina regenerativa ha crecido enormemente. Se ha empleado
numerosas estrategias con el fin de hallar el tipo celular mas adecuado para emplear en aplicaciones clinicas,
entre ellas la identificacion y diferenciacion de progenitores tejido especifico o la diferenciacién a distintos
tipos celulares a partir de CME. El surgimiento de las CPI abrid las puertas al desarrollo de células paciente-
especificas, marcando un punto de inflexion en el campo de las terapias regenerativas. De esta forma, el
tratamiento de enfermedades degenerativas mediante terapias de reemplazo celular dejé de ser una utopia,

y comenzé a ser considerado como una posibilidad concreta.

En el presente trabajo de Tesis hemos generado CPIl equinas en nuestro laboratorio a partir de fibroblastos
dérmicos (Figura 3). La induccion de la expresion exdgena de los genes OSKM en células somaticas equinas
genero colonias de células con morfologia caracteristica de células madre. Sin embargo, luego de aislar estas
colonias muchas de ellas sufrieron cambios morfoldgicos, principalmente la pérdida de compactacion y de
bordes definidos en las colonias, diferenciacion y muerte celular. Considerando que sélo el 25% de las
colonias seleccionadas fue capaz de mantener su morfologia inicial, esto indica que el proceso de
reprogramacion no ha culminado al momento de la seleccidon. Es importante remarcar que el criterio
morfoldgico empleado se basé principalmente en la morfologia de lineas CME humanas y murinas. Este
criterio también fue empleado por otros autores para la seleccién de CPl equinas. Nagy et al (32), Breton et
al (33) y Whitworth et al (34) describen sus colonias como compactas, con bordes definidos y elevada
relacidn ndcleo/citoplasma, lo cual concuerda con la morfologia de las colonias descriptas en este trabajo.
Hasta la fecha no se ha reportado el establecimiento de una linea de células madre equinas embrionarias y
solo existen escasos reportes de lineas CPI por lo tanto existe la posibilidad que el criterio de seleccion

basado en la morfologia empleado en el trabajo no haya sido el dptimo.

La elevada actividad de la fosfatasa alcalina se asocia con tipos celulares pluripotentes. Se ha observado que
a medida que se va restringiendo la pluripotencia su actividad decae (42). Los ensayos de actividad de
fosfatasa alcalina realizados en este trabajo mostraron elevada actividad enzimatica para las células del clon
A5, evidenciado por la coloracién intensa (Figura 4). Al ensayar las células de un clon que no progresé en el
cultivo (clon 2), la coloracidon observada fue mucho mas tenue y no uniforme dentro de las colonias,
indicando menor actividad enzimatica. Esto sugiere que las células del clon A5 se encuentran en un estado
mas indiferenciado que el clon 2. Analogamente, las lineas CPl equinas reportadas por otros grupos (32-34)

también presentan actividad elevada de fosfatasa alcalina.

El modelo de cinética de reprogramacion actual considera tres etapas en el proceso. La primera, ‘Iniciacion’,

implica una transicion mesénquimo-epitelial que se traduce en un cambio en el fenotipo y la firma
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transcriptémica celular. La siguiente fase es denominada ‘Maduracion’, caracterizada por la expresion de
ciertos marcadores de pluripotencia como Oct4, Nanog y Sall4. Finalmente, en la ‘Estabilizacion’ se induce la
expresion de marcadores de pluripotencia silenciados anteriormente, como Sox2, Pecam y DppalV.
Adicionalmente, se ha observado que el pasaje de la fase de maduracion a estabilizaciéon requiere que las
células adquieran la capacidad de sustentarse en ausencia de los factores exdgenos. Esto se traduce en
encender una red regulatoria especifica que difiere de la necesaria para mantener el estado de pluripotencia.
En conjunto, si bien se considera una adquisicion secuencial de la pluripotencia, muchas células quedan
bloqueadas en alguna de estas etapas (35). Esto se correlaciona con lo observado en los ensayos de
validacion del clon A5. En primer lugar, al analizar el perfil de expresidon génica (Figura 5A), se observé
expresion de Oct4 enddgeno y silenciamiento de Oct4 exdgeno en pasaje 4. A su vez, en pasaje 11 se
observd expresion tanto de Sox2 enddgeno como del exdgeno. Sorprendentemente, se observd que la
expresion de Oct4 enddgeno pudo ser detectada en los fibroblastos 4 dias post infeccién (previo a la
aparicion de cambios morfoldgicos), por lo que esto constituiria un evento muy temprano en la
reprogramacion. Por otro lado, al analizar la expresién de estos genes en células de siete clones que no
progresaron en cultivo, se observé que todos presentan un perfil de expresidn distinto al de las células del
clon A5 (Figura 6). Mas aun, todos los clones habian silenciado los genes exdgenos y algunos ya expresaban
Sox2 enddgeno. Debido a que las colonias de estos clones no fueron capaces de mantener la morfologia
adecuada en el tiempo, es probable que los eventos de la reprogramacion hayan ocurrido en un orden
incorrecto, causando una reprogramacién incompleta. Esto sugiere que los primeros eventos que ocurren en
la reprogramacion son la expresion de Oct4 enddgeno y el silenciamiento de Oct4 exégeno, mientras que la
expresion de Sox2 enddgeno seria un evento tardio. A su vez, la expresién de ambos Sox2 sugiere que el clon
A5 no ha finalizado el proceso de reprogramacion por completo o bien se encuentra bloqueado.
Similarmente, en los trabajos presentados por Whitwhorth et al y Breton et al se estudié la expresion de
diversos genes, como Oct4, Sox2, Nanog, TERT, Rex1 y Lin 28, para caracterizar el estado pluripotente de sus
lineas de CPI. En ambos casos también se observo expresion persistente de genes inducidos exdgenamente.
En el caso de Whitwhorth et al todos los clones seleccionados expresaban Oct4 exdgeno en pasaje 25 y uno
de ellos también presentaba expresion de Sox2 exdgeno (34). Breton et al, por otro lado, seleccionaron
cuatro clones de los cuales dos presentaban una expresidon persistente de Oct4 exdgeno vy, los otros dos, de
c-Myc exdgeno (33). Estos resultados también sugieren que la reprogramacién no se ha completado o bien
gue ha sido bloqueada. De esta forma, es posible que los métodos de reprogramacion actuales deban ser
modificados para lograr inducir el estado pluripotente en equinos exitosamente. Adicionalmente, al estudiar
la influencia de la citoquina LIF en el cultivo del clon A5, se observé que en ausencia de LIF la expresion de
Oct4 enddgeno disminuyd. Esto, junto a los cambios morfolégicos observados, sugiere que LIF estaria

involucrada en el mantenimiento de la pluripotencia, y en la expresidn sostenida de Oct4. La dependencia de
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LIF para el mantenimiento de la pluripotencia en equinos también fue observada anteriormente. Existen
trabajos que describen la pérdida de la morfologia tipica de célula madre al quitar esta citoquina del medio

de cultivo (32-34).

Al analizar la expresién de marcadores de pluripotencia mediante ensayos de inmunofluorescencia, se
observd expresion de Oct4, Sox2 y Nanog. Sin embargo, dado que se utilizd los genes de Oct4 y Sox2 para
inducir la reprogramacién no es posible identificar si la proteina detectada es la enddgena o la exdgena.
Considerando los resultados de expresidon génica, es probable que en el caso de Oct4 se trate de la proteina
endoégena, ya que se utilizd células en pasaje ocho y se observo silenciamiento de Oct4 exdgeno en pasaje
cuatro. En el caso de Sox2, sin embargo, es posible que se haya detectado ambas proteinas, dado que la
expresion de ARN proveniente del plasmido aln es detectada en células de pasaje once. Para la tincién con
Nanog se observd una marca claramente concentrada en la colonia CPI. Dado que Nanog no fue utilizado en
la induccién de la reprogramacion, esto indica que se logré inducir la expresion de marcadores endégenos
de pluripotencia y, por ende, encender redes de sefnalizacion relacionadas al estado pluripotente. Es
importante remarcar que en el caso de la marcacion con Nanog se observd que algunas células
pertenecientes a la capa nutricia presentaron una marca positiva. Dado que no se cuenta con anticuerpos
primarios especificos que reconozcan las proteinas equinas que se desea marcar, se debid utilizar
anticuerpos comerciales que detectan las proteinas humanas. Debido a esto, y a pesar de la homologia de
secuencias entre ambas especies, no se observé sefial al utilizar concentraciones bajas de anticuerpo
primario (1:400-1:100), por lo que fue necesario emplear la maxima concentracién posible (1:50). Por lo
tanto es probable que la marca observada para los fibroblastos murinos sea inespecifica y se deba a la alta
concentraciéon de anticuerpo primario que fue necesario emplear. Estos resultados coinciden con lo
observado por otros autores que también han realizado inmunomarcaciones para validar sus CPl equinas (32,
34). En estos trabajos se pudo observar expresion de Oct4, Nanog y Sox2 junto a otras proteinas utilizadas
como marcadores de pluripotencia en murinos, como SSEA1, SSEA4, TRA 1-60 y TRA1-80. Se considera que
los marcadores de pluripotencia de CME deberian ser proteinas que sélo se expresen en aquellas células
correspondientes al MCI, sin embargo la expresién de muchos de los marcadores empleados actualmente
varia entre las distintas especies. Por ejemplo, SSEA1 (stage-specific embryonic antigen 1) se expresa en CME
murinas pero no en humanas, Oct4 es especifico del MCI en murinos pero se expresa en MCIl y
trofoectodermo en otras especies (humanos, bovinos, caprinos, porcinos). Nanog es especifico del epiblasto
pluripotente murino, pero define el MCl en embriones humanos y esta ausente en la formacion del epiblasto
y MCI porcino. En equinos en particular se ha reportado expresion de OCT4, SSEA1, SSEA3, SSEA4, TRA-1-60
y TRA-1-81 en MCI y trofoectodermo, y expresion de Nanog en ventanas temporales que coinciden con la

especificacion del epiblasto (42).Estas diferencias probablemente se deban a que existen diferencias en el
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desarrollo embrionario entre las especies, por lo que la expresion génica también difiere. De esta forma, no
es posible analogar marcadores de pluripotencia entre especies, sino que deben ser definidos
especificamente para cada una de ellas. Actualmente aln no existe consenso sobre cual es el perfil de

expresion que define una célula pluripotente equina.

Para realizar los ensayos de diferenciacién in vitro se empled un protocolo basado en la formaciéon de CE y se
los expuso a suero fetal bovino como agente diferenciante. Al término de veinte dias se logrdé distinguir
distintos tipos celulares, principalmente células con morfologia mesenquimal o neural (Figura 8). Dado que
la morfologia de estos tipos celulares dista de aquella de las CPl y de los fibroblastos, esto indicaria que las
células del clon A5 son capaces de generar distintos tipos celulares. Para validar este resultado, se evalud la
expresion de genes caracteristicos de las tres capas germinales mediante ensayos de PCR. Se observé la
expresion génica del marcador de endodermo Sox17 y de los marcadores de mesodermo Islet-1 y
T/Brachyury. Sin embargo, a pesar de haber observado células con morfologia neural no se observo
expresion de los marcadores de neuroectodermo Pax6 y Nestina (Figura 9). Vale aclarar que se experimentd
ciertas dificultades al querer implementar el protocolo de diferenciacion en esta linea de células equinas. Los
CE no siempre se formaban correctamente y en la mayoria de los casos sufrian gran perdida de células
conforme avanzaba el cultivo en suspensién. Aun existe poca informacion sobre los requisitos nutricionales
del medio de cultivos para CPl equinas lo que evidencia la necesidad de poner a punto los protocolos de
diferenciacién in vitro. Los reportes de otros grupos describen protocolos muy variables, con variantes en
sus medios de cultivo (distintos tipos y proporcién de suero) y tiempos de cultivo en suspension (de cinco
dias (32) a seis semanas (34)), sin embargo en todos los casos lograron identificar derivados de las tres capas
germinales. Las dificultades presentadas también pueden ser sintoma de una reprogramacién incompleta lo

gue limitaria la capacidad de estas células de diferenciarse correctamente.

Para generar células CPI se partid de fibroblastos fetales equinos, obtenidos de una muestra de un feto que
habia sido generado por clonacién y cuya gestacion fue interrumpida por un aborto inducido, debido a que
presentaba problemas relacionados con el cierre de la linea media ventral. Esta informacién fue de nuestro
conocimiento una vez que ya se habia obtenido las CPI. Por ello decidimos realizar un analisis de cariotipo de
las células originantes. Este analisis revel6 que el 64% de las células analizadas presenté un numero
cromosdémico menor a 64, el caracteristico de equinos, el 8% presentd un nimero mayor y el 28% restante
resultd normal (Figura 10). Si bien se intentd analizar el cariotipo de las células del clon A5, esto no fue
posible por causas que exceden a nuestro laboratorio, por lo que estamos a la espera de un resultado
definitivo. Sin embargo, consideramos que es altamente probable que estas células también posean un
cariotipo anormal. Esto podria explicar en parte la gran dificultad que presentd la reprogramacién de estas

células y por qué, aunque el clon A5 fue el que mayores cualidades de CPI reunia en comparacién al resto de
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los clones generados, aun presenta deficiencias como la pobre diferenciacién. Actualmente nos
encontramos adaptando las CPl a un cultivo sin capa nutricia para facilitar el analisis del cariotipo y

generando lineas de CPI a partir de fibroblastos adultos con cariotipo normal (Figura 10B).

Durante el transcurso de este trabajo, logramos inducir la formacién de una linea de CPI en una especie para
la cual el campo de estudio es aun muy reciente. Debido a la falta de protocolos establecidos
experimentamos diversos inconvenientes al intentar adaptar protocolos empleados cominmente en otras
especies como humanos o murinos. Pese a esto logramos generar una linea de células CPI partiendo de
fibroblastos fetales equinos mediante la transfeccion de un vector lentiviral con los genes OSKM. La linea
celular aqui estudiada presenta caracteristicas asociadas a las células pluripotentes, tales como su
morfologia, la expresion de marcadores de pluripotencia (tanto ARN como proteinas), elevada actividad de
la enzima fosfatasa alcalina y capacidad de diferenciarse a distintos tipos celulares. De esta forma, y a pesar
de las limitaciones mencionadas, hemos logrado establecer exitosamente lineas de CPl equinas con
caracteristicas similares a las descriptas en la bibliografia. Estas lineas podran, en un futuro cercano, ser
aplicadas en el desarrollo de terapias de medicina regenerativa o bien en investigacién relacionada al
desarrollo embrionario, resultando beneficiosas tanto para la medicina veterinaria como para la

investigacion basica.
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MATERIALES Y METODOS



Células Utilizadas

. Fibroblastos Equinos Fetales (FEF)
Los fibroblastos equinos fetales fueron derivados a partir de una biopsia de un embrién generado por
clonacién cuya gestacion fue interrumpida por un aborto espontdneo. Para ello se colocd la biopsia en una
placa de cultivo con medio DMEM 10% SFB (ver apartado ‘Condiciones de Cultivo’) de forma tal que se
adhiriera. Se mantuvo el cultivo aproximadamente una semana. Los fibroblastos equinos fetales fueron

gentilmente cedidos por Crestview Genetics.

1. HEK293T

Las células HEK293T fueron provistas generosamente por el laboratorio del Dr. Diego Alvarez.

. Fibroblastos Embrionarios Murinos (MEF)
Se obtuvo ratones hembra de 12 a 13 dias de prefiez de la cepa CD1 del Bioterio del Instituto de
Investigaciones Biotecnoldgicas de la Universidad Nacional de San Martin (IIB-UNSAM), los cuales fueron
sacrificados por dislocacion cervical. En un flujo laminar vertical se limpidé el abdomen con etanol 70%, se
ingresod a la cavidad peritoneal y removid los cuernos uterinos, que fueron colocados en una placa de Petriy
lavados con PBS. Luego se separd los fetos de la placenta y de las membranas fetales, se los colocd en una
segunda placa de Petri y lavd con PBS. Seguidamente fueron decapitados y eviscerados bajo lupa
estereoscopica, pasando el tejido remanente a una nueva placa de Petri donde fue lavado con PBS. El tejido
se disgregd primero mecanicamente con hojas de bisturi y luego mediante el agregado de 10 mililitros de
Tripsina-EDTA 0,25% (Gibco) y se incubd durante 40 minutos a 37°C en 5% CO, hasta que el tejido estuviera
completamente disgregado. El tejido procesado fue transferido a un tubo cénico de 50 ml con medio DMEM
10% SFB y se dejé decantar para luego recuperar el sobrenadante. El sobrenadante obtenido fue dividido en
X botellas de cultivo T75 (siendo X=NUmero de Embriones Obtenidos/3), llevando el volumen final a 20 ml
con medio DMEM 10% SFB. Las células obtenidas fueron cultivadas a 37°C en 5% CO, durante 2 a 3 dias
hasta obtener confluencia, para luego ser amplificadas o criopreservadas. Para poder usarlas como capa
nutricia, fue necesario inactivarlas mitéticamente, para lo cual los fibroblastos fetales fueron irradiados con
80 Gy de radiacién gamma, servicio provisto por la empresa CEBIRSA S.A. (Centro de Irradiacién, Fitz Roy
2455, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina). Finalmente, se contd las células irradiadas (MEFi) y se

. s 6 s .
criopreservo de a 1,5x10° células por criotubo.
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Cultivo Celular

I. Condiciones de Cultivo
Los fibroblastos (tanto FEF como MEF) fueron cultivados en medio DMEM alta glucosa (GIBCO)
suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (GIBCO), L-glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales
2mM vy penicilina-estreptomicina 50 U/ml (medio de cultivo ‘DMEM 10% SFB’). Los mismos fueron
mantenidos en cultivo hasta que se alcanzara un 80% de confluencia, luego de lo cual fueron amplificados

y/o criopreservados.

Las células CPl y CPI putativas fueron cultivadas en medio KO-DMEM (Gibco) suplementado con 20% v/v de
KSR (KnockOut Serum Replacement, Gibco), f-mercaptoetanol 55uM (Sigma), L-glutamina 2 mM (Gibco),
aminoacidos no esenciales 2 mM (Gibco), penicilina-estreptomicina 50 U/ml (Gibco), 8 ng/ml de bFGF
(Invitrogen) y 1,000 U/ml LIF (Invitrogen) (medio de cultivo ‘KO-DMEM 20% KSR’). El medio de cultivo se

cambid diariamente.

El cultivo de cuerpos embrioides (CE) fue realizado en placas bacteriolégicas de Petri con medio DMEM alta
glucosa (Gibco) suplementado con 20% v/v de suero fetal bovino HyClone(GE Healthcare Life Sciences), L-
glutamina 2 mM (Gibco), aminoacidos no esenciales 2 mM (Gibco), penicilina-estreptomicina 50 U/ml

(Gibco) (medio de cultivo ‘DMEM 20% HyClone’). El medio de cultivo se cambié dia por medio.

En todos los casos, las células fueron cultivadas a 37°C con 5% CO,.

Il. Criopreservacion de células
Para la criopreservacion de fibroblastos primero se removid el medio de cultivo, se lavé con PBS y se incubd
con Tripsin-EDTA 0,25% (Gibco) por unos minutos a 37 °C en 5% CO, para desprender las células. Luego de
inhibir la enzima con medio DMEM 10% SFB, la suspensién resultante fue transferida a un tubo cénico y se
centrifugd 5 minutos a 1300 rpm. Las células fueron resuspendidas en medio DMEM suplementado 20% SFB
y 10% DMSO (Sigma), que fue agregado lentamente mezclando suavemente, como criopreservante. Los
criotubos (Corning) fueron colocados en un dispositivo Mr. Frosty (ThermoScientific) con isopropanol, el cual
permite un descenso controlado de la temperatura a razén de 1°C por minuto, que estuvo 24hs a -80°C y

luego fueron transferidos a un tanque de nitrégeno liquido.

Para descongelar las células, los viales fueron removidos del tanque de nitrégeno liquido y rapidamente

calentados a 37°C en un bafio térmico. Inmediatamente se transfirié el contenido a un tubo cénico con 10 ml
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de DMEM 10% SFB. Se centrifugd la suspension durante cinco minutos a 1300 rpm, se quitd el sobrenadante

y se resuspendio el pellet en DMEM 10% SFB y se sembré la células en una botella o placa correspondiente.

Ill. Cultivo de células reprogramadas

Las CPI fueron mantenidas en estado indiferenciado cultivandolas sobre una capa nutricia de MEFi.

La capa nutricia fue plaqueada sobre una placa de cultivo pre-tratada con gelatina bovina 0,1% (Sigma)
durante una hora, al cabo de lo cual se descongeld un vial de MEFi, y se plaqued las células repartiendo las
mismas de manera equitativa entre pocillos. Luego se agitd la placa cinco minutos y se dejoé 24 hs a 37°C en

medio DMEM 10% SFB.

Para realizar el pasaje de células CPI, primero se removio el medio de cultivo y se realizé un lavado con PBS,
luego se agrego colagenasa tipo IV 1 mg/ml (Gibco). Se dejé actuar entre cinco y diez minutos a 37°C, o hasta
gue los bordes de las colonias empezaran a separarse de la capa nutricia. Luego se agregd medio KO-DMEM
20% KSR para diluir la enzima, se desprendié por completo las colonias de la placa suavemente con una
pipeta automatica, y se transfirid el volumen total a un tubo cdénico. Finalmente se centrifugd cinco minutos
a 1300 rpm, se resuspendid el pellet suavemente en medio KO-DMEM 20% KSR y se plaqued
equitativamente sobre la capa nutricia de MEFi en medio KO-DMEM 20% KSR cuidando que queden

fragmentos de tamano regular. Las CPl normalmente fueron pasadas cada 5 a 7 dias en una relacién 1:3.

Preparacion de plasmidos

I. Transformacion de bacterias competentes
Se transformé bacterias Escherichia coli competentes mediante shock térmico a 42°C durante 90 segundos
con 25 a 50 ng del plasmido a amplificar. Luego se incubd las bacterias en medio LB liquido (10 g/L de
Peptona de Caseina, 5 g/L de extracto de Levadura, 10 g/L de cloruro de Sodio) sin antibiético durante 30
minutos a 37°C en agitacion. Se plaqued las bacterias en placas de Petri conteniendo LB-agar (medio LB con
15 g/L de agar) ampicilina (0,1 ng/ml), y se las dejé a 37°C durante 16 hs. Finalmente se selecciond algunas

colonias, a partir de las que se realizdé mini-cultivos (50 ml) en LB-ampicilina a 37°C por 16 hs en agitacién.

Il. Midi-Preparacién de plasmidos
A partir de los mini-cultivos en LB-ampicilina se realizé una midi-preparacion con el Midi Prep Kit (Promega),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Partiendo del cultivo, primero se precipitd las bacterias por
centrifugacion a 5000 g por 10 minutos, se las resuspendid y lisd, con las soluciones de resuspension vy lisis

incluidas en el kit, mezclando por inversion y se incubd 3 minutos a temperatura ambiente. Luego se agrego
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la solucion neutralizante, mezcld por inversion y se esperd la formacién de un floculado. A continuacién se
colocé una columna dentro de un tubo cénico de 50 ml, se agregd alli el lisado y se incubd dos minutos a
temperatura ambiente, luego de lo cual se centrifugd por cinco minutos a 1500 g con el fin de clarificar la
suspension. En un nuevo tubo de 50 ml se colocd una ‘Columna de Unién’ (del inglés ‘Binding Column’) a la
gue se agrego el filtrado y se centrifugd nuevamente. Se agregd la solucién de ‘Remocion de Endotoxinas’,
se centrifugd nuevamente y se descarto el filtrado. Después se agregd a la columna la ‘Solucidn Lavado de
Columnas’, se centrifugd dos veces descartando el filtrado en ambos casos y se dejd escurrir la columna en
papel. Finalmente se realizé la elucion, para lo cual se colocé la columna en un nuevo tubo, se agregd agua

libre de nucleasas y se centrifugd cinco minutos a 2000 g.

El filtrado resultante fue colectado, se agregd 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 M (pH=5,2) y 2,5
volimenes de etanol 95 % y se dejo 15 minutos en hielo. Por ultimo, se centrifugd 15 minutos a 14000 rpm,
se lavé con 70 % etanol y se resuspendié el pellet en agua libre de nucleasas. Se determiné la concentracidn

del ADN plasmidico aislado mediante un espectofotometro NanoDrop One (Thermofisher).

Reprogramacion de Fibroblastos Equinos Fetales (FEF)

I. Construcciones Virales
Se utilizé un vector lentiviral pHAGE-STEMCCA (gentilmente donado por el Dr. Gustavo Mostovlasky) en que
se encuentran clonadas las secuencias de los genes humanos Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc, que codifican para
factores de transcripcion cruciales para la determinacidon y mantenimiento del estado pluripotente. Para
generar las particulas virales se realizd una co-transfeccion de este plasmido junto a los vectores
empaquetadores PSPAX2 (Addgene Plasmido #12260) y el vector ENV (Addgene #12259) utilizando FUGENE
(Roche) como agente de transfeccion. Esto fue realizado en células HEK293T plaqueadas sobre placas de
cultivo pre-tratadas con poli-L-lisina (Sigma) durante 30 minutos en una densidad de 7x10° células por
pocillo de 9,5 cm®. En una cabina de bioseguridad vertical, se recolecté el sobrenadante viral 48 y 72 hs post-
transfeccion, este fue clarificado mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura

ambiente. Finalmente, el sobrenadante viral fue utilizado fresco sobre los fibroblastos a reprogramar.

Il. Método de Reprogramacion
Se plaqued FEF (10° células por pocillo de 9,5 cm®)en medio DMEM 10% SFB. Luego de 24hs fueron
infectados con el sobrenadante viral clarificado. Para favorecer la infeccién, junto al sobrenadante viral se
agrego Polybrene (8ng/ul, Sigma) y se centrifugd 40 minutos a 700g. Luego de tres dias las células fueron
transferidas a un co-cultivo sobre una capa nutricia MEFi utilizando TryPle (Gibco), y se cambio el medio por

el de células pluripotentes inducidas (KO-DMEM 20% KSR). En este pasaje las células fueron diluidas 1:5.
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Se estima la aparicion de colonias CPI putativas aproximadamente al dia 8 post infeccion. Las mismas fueron
identificadas morfolégicamente (8,9), aisladas mecanicamente con una aguja bajo microscopio éptico en
una cabina de seguridad bioldgica, disociadas y amplificadas de manera clonogénica en pocillos de 1,9 cm?
sobre una nueva capa nutricia MEFi en medio KO-DMEM 20% KSR. Luego de 3 o 4 pasajes mecanicos, las

células fueron pasadas enzimaticamente utilizando Colagenasa IV (Sigma-Aldrich).

Validacion de las lineas CPI.

I. Ensayo de Actividad de Fosfatasa Alcalina (FA)
Para evaluar la actividad de la enzima fosfatasa alcalina, se utilizé el Kit de Actividad de FA (Sigma). Primero
se prepard una solucidon con Fast Red Violet, Naftol y H,O (proporcién 2:1:1), que vira a un color rojo-
violaceo en presencia de FA activa. Se incubd esta solucidn sobre una placa con CPI por 15 minutos, luego de

lo cual se lavd con PBS y se visualizé la reaccién colorimétrica.

Il. Expresion génica de marcadores de pluripotencia.

Preparacion de ARN total

Se partio de células crecidas a confluencia, que fueron removidas de la placa de cultivo con colagenasa tipo
IV (Gibco), pasadas a un tubo eppendorf y centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. Se realizd la extraccion
de ARN utilizando Trizol (Thermofisher), segin las indicaciones del fabricante. Luego de resuspender las
células en Trizol, se realizé una extraccién con cloroformo (J.T.Baker), se precipitd el ARN con isopropanol
(Sintorgan). Finalmente se lavd con etanol 75% y resuspendié en agua libre de ribonucleasas. Se determind

la concentracion del ARN aislado mediante un espectofotdmetro automatico NanoDrop One (ThermoFisher).

Retrotranscripcion

Para la transcripcidn reversa se utilizé 1 ug de ARN total, oligo dT 500 pg/mly dNTPs 1 mM. Se utilizé la
retrotranscriptasa SuperScript Il (Thermofisher) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.
Brevemente, la preparacion (sin la enzima) fue llevada a 65°C durante 5 minutos en la termocicladora para
lograr la desnaturalizacidon del ARN. Luego, para evitar la renaturalizacion, las muestras fueron colocadas
inmediatamente en hielo durante cinco minutos, seguidamente se agregd FS Buffer y DTT y se llevo 2
minutos a 42°C. Finalmente se agregé 0,5ul de la enzima SuperScript Ill y se colocé nuevamente en la
termocicladora bajo el siguiente programa: 50 minutos a 42°C para que ocurra la retrotranscripcion y 15

minutos a 70 °C para inactivar a la enzima. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.
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PCR

La reaccién de PCR se realizd en un volumen final de 25 ul. Se utilizé la enzima ADN polimerasa TagPol
(Thermofisher) siguiendo las instrucciones del fabricante. Por tubo de PCR se colocé 2,5 ul de Buffer de PCR,
1 ul de MgCl, 50 mM, 0,5 pl de una mezcla de los 4 deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) 10 mM (dATP, dGTP,
dCTP y dTTP) (Thermofisher), 2,5 ul de primer forward 10 uM, 2,5 ul de primer reverse 10 uM, 0,2 ul de la
ADN polimerasa Tag DNA Polimerasa 5 U/ul (Invitrogen) y 2 ul de ADN copia, completando el volumen a

25ul con agua libre de DNAsas.

Se utilizo el siguiente programa de PCR:

1. Desnaturalizacidn inicial y activacion de la polimerasa: 5 minutos a 94°C.
2. Desnaturalizacion del ADN molde: 30 segundos a 94 °C

3. Apareamiento: 30 segundos a 55 °C

4. Extension: 1 minuto a 72 °C

5. Extensién Final: 5 minutos a 72 °C

Los pasos 2 a 4 fueron repetidos en 35 ciclos

En los casos de las muestras de embriones equinos y de diferenciaciones in vitro, se utilizd la enzima ADN
polimerasa HotStar (Quiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cada reaccién se utilizé un
volumen final de 25ul compuestos por 12,5ul de HotStarTaq Master Mix, 1 ul de primer forward 10uM, 1 pl
de primer reverse 10 uM y 2ul de ADN copia para las muestras de embriones y 5ul para las de diferenciacion

in vitro, completando el volumen con agua libre de DNAsas.

Se utilizo el siguiente programa de PCR:

1. Desnaturalizacidn inicial y activacion de la polimerasa: 15 minutos a 95°C.
2. Desnaturalizacion del ADN molde: 30 segundos a 94 °C

3. Apareamiento: 30 segundos a 55 °C

4. Extension: 1 minuto a 72 °C

5. Extension Final: 10 minutos a 72 °C

Los pasos 2 a 4 fueron repetidos en 35 ciclos

Las secuencias de los primers utilizados se encuentran detalladas en la Tabla 1.
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Ill. Caracterizacidon del Inmunofenotipo

En los ensayos de inmunomarcacion se fijo las células con paraformaldehido 4% m/v (Sigma) por 45 minutos
y se realizd tres lavados de 5 minutos cada uno con una solucién 0,1% de seroalbimina bovina (BSA, Sigma)
en PBS. Luego se permeabilizd y bloqued las células con una solucién de BSA 10% triton X-100 0,1% (Sigma)
en PBS durante 45 minutos. Se removid la solucién y se realizé tres lavados con PBS con una solucién 0,1%
BSA en PBS. Para la inmunomarcacion se incubd las células con el anticuerpo primario en una solucién
compuesta por BSA 10% en PBS durante dos horas a temperatura ambiente o 4°C durante una noche. Se
lavd tres veces por cinco minutos con una solucién de BSA 0,1% en PBS. Luego se incubd las células durante
45 minutos con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a fluoréforos en una diluciéon 1:400.
Para tefir los nucleos se utilizd 4-6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI, Sigma) 200 ng/ml, por 15 minutos.
Finalmente se realizd tres lavados con BSA 0,1% en PBS de cinco minutos y se agregd un volumen adecuado
de PBS. Los anticuerpos utilizados se encuentran detallados en las Tablas 2 y 3.

El andlisis de las muestras se realizé utilizando un microscopio invertido de fluorescencia Olympus FV1000

equipado con un laser He-Ne 543 nm, controlado por el software FV10-ASW.

IV. Diferenciacidn in vitro.
Para generar cuerpos embrioides (CE) se traté las colonias de CPI con Colagenasa tipo IV 1 mg/ml (Gibco)
durante tres a cinco minutos para lograr separarlas de la capa nutricia de MEFi. Se colecté las colonias en un
tubo cdnico, se las dejo decantar y se las resuspendié suavemente en medio DMEM 20% HyClone. Luego se
transfirio las colonias a una placa bacterioldgica de petri no adherente y se las cultivé durante cuatro dias en
suspension para permitir la formacién de los CE. El medio de cultivo fue renovado cada 48 hs. En el quinto
dia se adhirid los CE en placas de cultivo pre-tratadas con gelatina bovina 0,1% (Sigma) y se cultivdé quince

dias mas.

V. Evaluacidn del Cariotipo.
Se evalud el cariotipo de los fibroblastos empleados para reprogramar y de las CPl obtenidas, lo cual fue
realizado por el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Investigacion sobre Produccién Agropecuaria

Ambiente y Salud de la Universidad Nacional de Lomas de Zamora (lIPAAS, FCA-UNLZ).
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Tabla 1: Secuencias de oligonucledtidos empleados como primers en las reacciones de PCR

Transcripto Blanco

Primer Forward (sentido)

Primer Reverse (antisentido)

OCT 4 Equino ATTGAGACCCGAGTGAGAGG CTGATCTGCTGCAGTGTGG
SOX 2 Equino CACCCACAGCAAATGACAGC TTTCTGCAAAGCTCCTACCG
GAPDH Equino CATCATCCCTGCTTCTACTGG TCCACGACTGACACGTTAGG
OCT4 Viral TCAAGCCTCAGACAGTGGTTC | TGGAAGCTTAGCCAGGTTCG
SOX2 Viral TGGCTCTCCTCAAGCGTATT CAGCTCCGTCTCCATCATGTTA
Sox17 Equino CATGGTGTGGGCTAAGGACG TGTAGTTGGGATGGTCCTGC
T/Brachyury Equino CGCCTTGGAAAGTCCTGAGT TGCCAGTGGAATTAGAGCCG
Islet-1 Equino CGCCTTGGAAAGTCCTGAGT TGCCAGTGGAATTAGAGCCG
Nestina Equino CCCGAAGCTGGAGCTACATT GGGCTCAGGACAGAAAGCAA
Pax6 Equino CCAGTATAAGCGGGAGTGCC GTAACTGAGCGTGGGCTTCT

Tabla 2: Anticuerpos primarios utilizados en las inmunomarcaciones

Anticuerpo | Especie-Tipo Marca Numero de Catalogo
Oct 3/4 raton-monoclonal Santa Cruz Sc-5279

Sox 2 Cabra-policlonal Santa Cruz SC-17320

Nanog Conejo-monoclonal | Cell Signaling 4903S

Tabla 3: Anticuerpos secundarios utilizados en las inmunomarcaciones

Anticuerpo Fluoréforo Especie Marca Numero de Catdlogo
Anti-IgG cabra Alexa Fluor 488 Burro Invitrogen A11055
Anti-lIgG ratén Alexa Fluor 488 Cabra Invitrogen A11001
Anti-IgG conejo | Alexa Fluor 568 Cabra Invitrogen A11011
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