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Efectos del cultivo hipóxico sobre la reprogramación de fibroblastos humanos a Células 

Madre Pluripotentes Inducidas 

 

 

RESUMEN 

 

Las células somáticas pueden ser reprogramadas a células pluripotentes denominadas Células 

Madre Pluripotentes Inducidas (CMPi) y éstas, a su vez, pueden diferenciarse a cualquier tipo 

celular adulto. Esto es de gran importancia en los campos de la medicina regenerativa, las 

pruebas farmacológicas in vitro y la investigación de trastornos genéticos, dado que pueden 

obtenerse células pluripotentes sin enfrentar la barrera ética de la manipulación de embriones 

y con el valor agregado de ser genéticamente idénticas al donante de células somáticas. Por lo 

tanto, el estudio del proceso de reprogramación se ha vuelto cada vez más importante para 

mejorar los métodos en eficiencia, rapidez y seguridad. Teniendo en cuenta su interacción con 

factores de transcripción implicados en el estado pluripotente de la célula, los factores 

inducibles por hipoxia, HIF por su sigla en inglés, podrían ser de interés en el proceso de 

reprogramación. En el presente trabajo hemos aislado distintos tipos de células somáticas 

humanas, como fibroblastos, queratinocitos y células mononucleares de sangre periférica, los 

hemos cultivado, y hemos intentado reprogramarlos. Además estudiamos distintas condiciones 

de generación de CMPi, utilizando distintos vectores necesarios para la reprogramación, 

moléculas que modifican la estructura de la cromatina como Ácido Valproico y Butirato de 

Sodio, y diferentes protocolos, hasta llegar a un método confiable y reproducible. A partir de 

ello, hemos generado CMPi en condiciones de normoxia e hipoxia, y posteriormente las hemos 

cultivado a largo plazo también en ambas condiciones. Hemos validado la legitimidad bona fide 

de las líneas celulares generadas, evaluando la expresión de genes marcadores de estado 

indiferenciado y por otra parte, la pluripotencia, mediante protocolos de diferenciación in vitro, 

e in vivo, por formación de teratomas. Asimismo, encontramos que ambas líneas exhiben 

características morfológicas y proliferativas, y patrones de metilación del ADN propios de 

células madre pluripotentes. Estudiamos además el comportamiento de las líneas celulares en 
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FGF: fibroblast growth factor 

GP: gag-Pol 

h: humano 

HDAC: histone deacetylase (deacetilasa de histonas) 

HIF: hypoxia inducible factor (factor inducible por hipoxia) 

IGF: insulin growth factor 

IL-2: interleukin 2 

IP: ioduro de propidio 

iPSC: induced pluripotent stem cells 

iROCK: inhibidor de ROCK (Rho-associated protein kinase p160) 

KSR: knock-out serum replacement 

L-Glut: L-glutamina 

MCE: Masa celular externa 

MCI: macizo celular interno 

MCS: multiple cloning site (sitio múltiple de clonado) 

MEF: mouse embryonic fibroblasts (fibroblastos embrionarios de ratón) 

MEFi: fibroblastos embrionarios de ratón irradiados 

MOI: multiplicity of infection (multiplicidad de infección) 

MTA: material transfer agreement 

NaBu: butirato de sodio 

NEAA: non-essential aminoacids (aminoácidos no esenciales) 

NTE: buffer cloruro de sodio, tris, EDTA 

ODD/ODDD: oxygen dependent (degradation) domain (dominio de degradación dependiente 

de oxígeno) 

ORF: open reading frame (marco abierto de lectura) 

ORS: outer root sheath (vaina externa de la raíz) 

p: pasaje 

PBS: phosphate buffered saline (buffer fosfato salino) 

PBSA: buffer fosfato salino albúmina 
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Pen/Strep: penicilina/estreptomicina 

SE: sangre entera 

SFB: suero fetal bovino 

SNC: suero normal de cabra 

TA: temperatura ambiente 

TAD: transactivation domain (dominio de transactivación) 

TGF-beta: transforming growth factor beta 

Tm: triple mutación 

TRF: tetracycline response element 

UV: ultravioleta 

VPA: ácido valproico 

wt: wild type (tipo salvaje) 

YFP: yellow fluorescent protein 
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INTRODUCCIÓN 

 

CÉLULAS MADRE 

Las células madre (CM) se definen como células clonogénicas capaces tanto de auto-renovación 

como de diferenciación a múltiples linajes [1]. La existencia de una CM, como el origen de la 

auto-renovación en tejidos que se auto-perpetúan, fue postulada por primera vez por Regaud, 

basándose en sus estudios sobre la espermatogénesis [2]. Junto con las observaciones de 

Ferrata sobre las células sanguíneas y su sugerencia de una posible célula troncal 

hematopoyética también al comienzo de los años 1900 [3], la comunidad científica llegó a la 

conclusión de que debía existir una célula ancestral con capacidad de auto-renovación. 

Históricamente, el concepto de CM y auto-renovación tisular estuvieron fuertemente asociados 

[2, 4]. 

Tradicionalmente, las CM han sido definidas como células indiferenciadas con varios grados de 

potencial, una medida del número de divisiones posibles y el rango de fenotipos a los que se 

puede diferenciar la célula. Al estudiar el desarrollo embrionario se han identificado células que 

son totipotentes, es decir que una sola célula puede, por sí misma, dar lugar a un organismo 

completo. Sin embargo la totipotencia es temporal y desaparece luego de las primeras 

divisiones del oocito fertilizado [2], para luego encontrar células pluripotentes en el Macizo 

Celular Interno (MCI); éstas pueden dar lugar a todas las células del organismo adulto 

completo, pero no son capaces de dar lugar al trofoblasto, como se describe más adelante. 

Existen varios tipos de CM que se han clasificado a lo largo del tiempo. En primera instancia, las 

CM se pueden dividir en Células Madre Pluripotentes o Células Madre Adultas (CMA). Entre las 

Pluripotentes encontramos a las Células Madre Embrionarias (CME), del MCI del blastocisto; a 

las Células Madre Germinales, provenientes de los esbozos gonadales fetales de 

aproximadamente 2 meses de edad [5]; y a las Células Madre Pluripotentes Inducidas (CMPi), 

que se obtienen a partir de la desdiferenciación de células somáticas. Entre las CMA, derivadas 

a través de procesos de aislamiento específicos de la mayoría de los órganos del cuerpo 

(médula ósea, hígado, páncreas, tejido adiposo, etc.), encontramos a las Células Madre de la 

Médula Ósea -las cuales comprenden a las Células Madre Hematopoyéticas y las Células Madre 



INTRODUCCIÓN 
 

- 6 - 

Mesenquimales (CMM), que fueron las primeras en ser introducidas en la clínica [6]-, las Células 

Madre de sangre de Cordón Umbilical, las Células Madre Progenitoras Endoteliales, y las Células 

Madre Tisulares, las cuales son sólo multipotentes, pudiendo dar lugar a distintos tipos 

celulares del mismo linaje. 

En este trabajo nos enfocaremos en las CME y las CMPi, en ambos casos de origen humano (h). 

 

CÉLULAS MADRE EMBRIONARIAS 

En mamíferos, luego del proceso de fecundación, el cigoto comienza la segmentación, la cual 

involucra varias divisiones celulares. Durante este tiempo, el embrión se traslada desde la 

trompa de Falopio hasta el útero. Una de las innovaciones importantes en la embriogénesis de 

los mamíferos es la formación del trofoblasto, tejido especializado que forma la interfaz trófica 

entre el embrión y la madre, durante el período de segmentación. La placenta representa la 

manifestación última de los tejidos trofoblásticos [7]. Hasta la etapa de 8 células, llamadas 

blastómeras, las células del embrión están agrupadas en forma poco compacta. Sin embargo, 

después de la tercera segmentación, los embriones de los mamíferos placentados entran en 

una fase llamada de compactación, generando que el contacto de las blastómeras entre sí sea 

máximo y formando un cúmulo compacto de células que se mantienen unidas por medio de 

uniones estrechas y comunicantes (tight y gap junctions) y pierden su identidad individual, 

como se observa en la Figura 1. Las células centrales de la mórula constituyen el MCI, y la capa 

circundante de células forma la Masa Celular Externa (MCE). El MCI origina los tejidos del 

embrión propiamente dicho y la MCE forma el trofoblasto, que más tarde contribuirá a formar 

la placenta y los tejidos extraembrionarios. 
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Figura 1. Esquemas de las primeras fases de la segmentación en el embrión humano. Los esquemas de 
los estados de 58 y 107 células representan secciones a través del embrión [7]. 
 

Durante la formación del blastocisto, las blastómeras exteriores se asemejan a un epitelio, 

mientras que agua y sales se acumulan en los espacios entre las blastómeras internas. Este 

proceso se denomina cavitación y el espacio lleno de líquido se llama blastocele. En esta etapa, 

el embrión se conoce como blastocisto, como se observa en la Figura 2. 

 

 

Figura 2. Blastocisto humano. (A) Corte de un blastocisto humano de 107 células en el que se observan 
la masa celular interna y las células trofoblásticas. (B) Representación esquemática de un blastocisto 
humano. Las células de color azul corresponden a la masa celular interna o embrioblasto, y las de color 
verde al trofoblasto. (C) Representación esquemática de un blastocisto en el noveno día de desarrollo 
que muestra a las células trofoblásticas, situadas en el polo embrionario del blastocisto, penetrando en 
la mucosa uterina [8]. 
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Tradicionalmente, las CMEh son aisladas a partir de embriones en etapa de blastocistos, 

donados mediante consentimiento informado por sus progenitores, los cuales no pueden ser 

implantados. Para la obtención de las células pluripotentes se utiliza en la mayoría de los casos 

la técnica de inmunocirugía [9], la cual permite remover selectivamente la capa trofoblástica 

del blastocisto, dejando un MCI intacto para ser cultivado. El aislamiento del MCI también 

puede lograrse mecánicamente por remoción del trofoblasto con agujas 27G o con pipetas, 

bajo lupa estereoscópica. Además, se pueden derivar líneas de CME sin remover el trofoblasto: 

el blastocisto en su totalidad es colocado sobre Fibroblastos Embrionarios de Ratón 

mitóticamente inactivados (MEFi, por su sigla en inglés), éste se adhiere y continúa su 

crecimiento junto con el trofoblasto circundante. Cuando el MCI alcanza el tamaño suficiente, 

es selectivamente extraído y propagado [10]. 

El desarrollo de CMEh fue descripto por primera vez en 1998 [11]. En estos trabajos se describió 

cómo desarrollar y cultivar indefinidamente las células pluripotentes originadas del MCI del 

blastocisto. En la Figura 3 se muestra una colonia de CMEh indiferenciadas en cultivo. Se puede 

observar que la colonia crece como una estructura en dos dimensiones con bordes definidos 

extendiéndose a la periferia, y que las células que la conforman son pequeñas, con una alta 

relación núcleo : citoplasma. Alrededor de la colonia pueden visualizarse células fibroblásticas, 

que componen la capa nutricia de MEFi. 

 

 

Figura 3. Colonia de CMEh, sobre MEFi. Línea HUES-5. Campo claro. Aumento 100X. 
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modelo para el análisis de las señales de diferenciación involucradas en el desarrollo 

embrionario. Por otro lado, las CMEh pueden considerarse una potencial herramienta para el 

estudio de enfermedades y para ensayos de drogas y toxicología [23, 24]. Algunos de los tejidos 

derivados de las tres capas germinales que se pueden derivar en cultivo se ejemplifican en la 

Figura 4 [25] y en la Figura 5, mostrando las distintas y complicadas vías que regulan los 

compromisos de linaje. 

 

 

Figura 4. Derivación y estrategias de diferenciación de CMEh. Luego de su obtención, las CMEh pueden 
ser diferenciadas a varios tipos celulares de los distintos linajes embrionarios, a través de técnicas como 
la formación de cuerpos embrioides, el co-cultivo con células somáticas y el cultivo en andamiajes 
tridimensionales [26]. 
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células de las tres capas germinales, endodermo, mesodermo y ectodermo. La capacidad 

pluripotente se ha demostrado completamente, ya que las CMPi de ratón pueden generar 

ratones a término, mediante la obtención de quimeras por complementación tetraploide de 

blastocistos [30-34]. Las primeras CMPi humanas se generaron en 2007 a partir de fibroblastos 

humanos [35-38], en algunos casos incluso sin el uso del oncogén C-MYC [39], lo cual 

proporciona una forma de obtener células pluripotentes paciente-específico, y en el caso de no 

usar C-MYC, sin la introducción de un conocido oncogén en las células. Un esquema de la 

técnica de generación de CMPi se ilustra en la Figura 6 [40]. 

 

 
Figura 6. Generación de Células Madre Pluripotentes inducidas. Esquema de los pasos involucrados en 
la reprogramación de células somáticas a CMPi [40]. 
 

La obtención y el estudio de CMPi pueden ofrecer conocimientos sobre la biología de la 

reprogramación y el compromiso de linaje, así como proveer células para el modelado de 

enfermedades in vitro para una amplia variedad de patologías [41-50], pruebas farmacológicas 

[51-55] y potenciales tratamientos en medicina regenerativa, al igual que con las CME, pero sin 

las implicancias éticas por la utilización de embriones y evitando complicaciones debido al 

rechazo inmune por alogenicidad. Además se podrían estudiar in vitro cualidades específicas 

del paciente, en miras a terapias personalizadas. Estas aplicaciones se ilustran en la Figura 7 

[36]. Aun así, la aplicación clínica de la tecnología de CMPi todavía se ve obstaculizada por la 

formación de teratomas [56-59], los cuales pueden generarse incluso cuando una población 

relativamente pequeña de células indiferenciadas queda en el implante, sumado al hecho de 

que el control de su diferenciación es sumamente complejo. 
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Figura 7. Posibles aplicaciones de las CMPi. Esquemas de las posibles aplicaciones de CMPi en medicina 

regenerativa y modelos in vitro [36]. 

 

Desde el año 2006, han sido publicados innumerables artículos de investigación sobre la 

generación de CMPi [60-63], especialmente con el objetivo de aumentar la eficiencia de las 

técnicas de reprogramación, ya sea para obtener un mayor número o en cuanto a la velocidad 

de generación o la facilidad de la técnica, utilizando una amplia gama de modificaciones al 

método original, incluyendo el uso de distintas células adultas como punto de partida [60], el 

cambio de las condiciones de cultivo [64, 65], la introducción de moléculas potenciadoras [66-

69] y el uso de diferentes sistemas de introducción de genes [70, 71]. La reprogramación de 

células somáticas se logra por medio de la introducción en la célula de distintos factores de 

transcripción, típicamente OCT4, SOX2, KLF4 y C-MYC, aunque se han utilizados otros como 

Lin28.  La secuencia codificante para estos factores de transcripción ha sido montada sobre 

diferentes vectores para ser introducida en las células, incluyendo a plásmidos retrovirales [28, 

38], en especial lentivirales [37, 72-76]; adenovirales [77, 78] y episomáticos [79, 80], además 

de transposones [80]. También se ha logrado la reprogramación mediante la introducción de las 

proteínas [81] o de ARN mensajeros de dichos factores [82] , además de ciertas moléculas 

pequeñas que parecen inducir un estado de pluripotencia [83]. En la Figura 8 se muestran los 
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distintos pasos de la reprogramación en los cuales se pueden introducir distintas variantes en la 

metodología [84]. 

 
Figura 8. Proceso de derivación de CMPi, incluyendo los distintos niveles donde la técnica puede 
variarse. Esquema de los pasos involucrados en la generación de CMPi, en los cuales puede introducirse 
variaciones de las técnicas o condiciones [84]. 
 

Sin embargo, todavía no se conocen completamente los mecanismos por los cuales los 

transgenes introducidos logran la desdiferenciación de una célula adulta. Se ha reportado que 

durante el proceso de reprogramación ocurre remodelado de la cromatina y posterior 

modificación de la expresión génica [85-88], así como reparación del ADN [89] y ajustes de la 

regulación del ciclo celular [90-93]. Varias vías celulares parecen estar implicadas; por lo tanto 

existe la posibilidad de manipular tales vías para modificar la eficiencia de reprogramación. Un 

factor que puede resultar fundamental en el proceso de generación de CMPi es la 

concentración de oxígeno en la cual se lleva a cabo la reprogramación, como se ha demostrado 

de forma preliminar en células de ratón [65] y humanas [64, 94]. 
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la función de las células madre, el mantenimiento de la pluripotencia, la diferenciación y la 

reprogramación. 

La habilidad de comprender los mecanismos que regulan la reprogramación y las condiciones 

en las que se desarrolla, podrán asistir en la generación de CMPi más rápida y eficientemente, 

además de influir en la calidad y seguridad de las líneas resultantes. Si pudiéramos comprender 

a qué nivel la concentración de oxígeno regula y modifica el proceso, aportaremos valiosa 

información para la tecnología y su futura aplicación en medicina y farmacología. 
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cultivo celular T75 tratada con SFB, como se describe en [120] y fueron cultivadas en medio 

DMEM SFB 20%. En todos los casos se realizó incubación en incubadoras de cultivo celular y el 

medio de cultivo fue cambiado cada 48 horas. Luego de que los fibroblastos crecieran lo 

suficiente para cubrir la superficie de la placa de cultivo, irradiando desde las secciones de 

tejido, éstas fueron transferidas a una nueva botella tratada con SFB y la monocapa restante de 

fibroblastos fue pasada con Tripsina/EDTA para expansión y congelamiento de células del 

nuevo cultivo celular primario establecido, llamado HFF-FM. 

El Laboratorio de Biología del Desarrollo Celular de FLENI contaba con el cultivo primario de 

fibroblastos HF. El laboratorio Cellular Reprogramming Laboratory de Michigan State University 

contaba con los cultivos primarios de fibroblastos JC-G, JC-S, HDNF y IN10. Todas establecidas 

con anterioridad. 

Todos los cultivos de fibroblastos utilizados en este estudio se mantuvieron en placas de cultivo 

celular como monocapas, en medio DMEM SFB 20%. Los cultivos fueron expandidos por 

disociación con Tripsina/EDTA y replaqueados en una proporción 1:3 en nuevas placas. Las 

células se mantuvieron en incubadora de cultivo celular. 

 

Obtención y Cultivo de Queratinocitos Humanos 

Para la obtención y cultivo de queratinocitos, se procedió basándose en antecedentes de 

cultivo descriptos en la bibliografía, como se detalla en [121]. Se utilizó un sistema de reactivos 

libre de componentes animales. 
 

Obtención de Queratinocitos de Epidermis (a partir de cuero cabelludo) 

Con previo consentimiento informado, y con un protocolo previamente aprobado por el Comité 

de Ética de FLENI, una muestra de cuero cabelludo de un paciente de 70 años de edad, fue 

disgregada en secciones con bisturíes, agitando con vórtex y pipeteando repetidamente con tip 

de pipeta automática de 1000 µl. Se separaron la sección epidérmica y dérmica con pelo de la 

sección subcutánea con tejido adiposo. Luego se trató la epidermis y dermis con Recombinant 

Trypsin/EDTA Solution (Invitrogen) durante 1 hora en incubadora de cultivo celular, tras lo cual 

se realizó una centrifugación a 300 xg y se plaquearon los remanentes de tejido y las células en 

suspensión de la sección de "epidermis y dermis con pelo" en placas de cultivo con tratamiento 
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agregó medio de cultivo fresco, sin remover el medio ya presente. Al día 4 se cambió al sistema 

de medio para queratinocitos EpiLife. 

A pesar de lo reportado, no se observó crecimiento celular a partir de los folículos pilosos. 

 

Obtención y Cultivo de Células Mononucleares de Sangre Periférica 

Para el aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP), con previo 

consentimiento informado, y con un protocolo previamente aprobado por el Comité de Ética de 

FLENI, se realizó la extracción de 10 ml de sangre de vena periférica de una donante sana de 

sexo femenino de 30 años de edad, y de un donante sano de sexo masculino de 40 años de 

edad. Se mezcló la sangre entera (SE) con PBS libre de Ca2+, relación 1:1, y se sembró la mezcla 

SE-PBS cuidadosamente sobre Ficoll (Histopaque-1077, Sigma Aldrich) relación 1,5:1 Sangre-

PBS:Ficoll. A continuación se realizó una centrifugación a 300 xg a 22ºC por 30 minutos, sin 

freno en desaceleración. Esto resulta en una clara separación entre los diferentes componentes 

de la sangre -de abajo hacia arriba-: los glóbulos rojos, luego el Ficoll, una interfase consistente 

de CMSP y un sobrenadante de plaquetas y plasma. La interfase de CMSP, con el aspecto de 

una nube blanca, se colectó usando una pipeta Pasteur estéril, con cuidado de no levantar el 

Ficoll subyacente. Las CMSP se resuspendieron en una solución buffer de PBS (sin Ca2+ ni Mg2+) 

+ 2nM EDTA + 0.5% SFB. Se centrifugó a 300 xg por 10 minutos, se descartó el sobrenadante, y 

las CMSP se resuspendieron nuevamente en la solución buffer de PBS. Se centrifugó a 230 xg 

por 10 minutos, se descartó el sobrenadante (x2), y finalmente se resuspendieron las células en 

medio de cultivo RPMI SFB 15% + Concanavalina A (ConA) 10 µg/ml, y se colocaron en una placa 

de cultivo. La ConA es una lectina que actúa como mitógeno sobre linfocitos T, activándolos y 

consecuentemente estimulando su proliferación, lo cual permite la transducción por las 

partículas virales de reprogramación y la expresión de los transgenes. Los linfocitos 

permanecen en suspensión y los monocitos/macrófagos pueden adherirse. Fueron los linfocitos 

el tipo celular blanco elegido para reprogramar en este caso. En algunos casos las células fueron 

tratadas con 300 IU/ml de Interleuquina 2 (IL-2) humana recombinante (R&D Systems) y 

anticuerpos anti-CD3 solubles 10 ng/ml (R&D Systems, MAB100), antes de intentar la 

reprogramación, de acuerdo a [122], a fin de activar los clones y generar una alta tasa de 
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duplicación celular. En otros casos, durante el protocolo de reprogramación, se realizaron 

selecciones de poblaciones celulares, como se detalla en la sección Protocolo de Generación de 

CMPi a partir de CMSP. 

 

Normoxia e Hipoxia 

Los cultivos normóxicos fueron realizados a niveles atmosféricos de O2. Para todas las instancias 

de hipoxia, las células fueron cultivadas en una incubadora de cultivo celular de hipoxia, con 5% 

de O2 y 5% de CO2, en ambiente humidificado y 37° C. 

 

Congelación de Células 

Luego de levantar la monocapa celular con las enzimas correspondientes, Tripsina/EDTA para 

MEF, HFF-FM y HEK-293T, y Colagenasa IV o Dispasa para CM, se centrifugó la suspensión 

celular a 300 xg durante 5 minutos y se descartó el sobrenadante. Luego se resuspendió la 

suspensión celular en un volumen final de medio de congelación (DMEM SFB 20% [DMEM 

suplementado con NEAA 1%, Pen/Strep 1%, L-Glut 2 mM, SFB 20%], dimetilsulfóxido (DMSO) 

(Sigma) 10%) igual al volumen total a congelar, aproximadamente 3-4 x 106 células por 

criotubo. El medio de congelación fue agregado a las células de forma lenta y mezclando 

suavemente. Se alicuotó la suspensión celular a razón de 1-1,8 ml por criotubo, rápidamente se 

los guardó en un contenedor de isopropanol a -80° C por 24 horas, permitiendo el descenso 

inicial de la temperatura a razón de 1° C/minuto, y finalmente se los almacenó a -140° C en un 

tanque conteniendo nitrógeno líquido. 

 

Condicionamiento de Medio 

Para el condicionamiento de medio a utilizar durante el cultivo de CM sobre Matrigel, 25 ml de 

DMEM/F12 suplementado con NEAA 1%, Pen/Strep 1%, L-Glut 2 mM, Knock-Out Serum 

Replacement (KSR) (Gibco) 5% y 2 ng/ml bFGF fueron incubados durante 24 horas en placas de 

cultivo de 100 mm de diámetro conteniendo una monocapa conformada por 3 x 106 MEFi. El 

medio condicionado fue luego congelado a -20º C. Luego del descongelamiento para su uso, el 
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(Invitrogen, A1110501) durante 20 minutos, obteniéndose una suspensión unicelular; dicha 

suspensión fue dividida y plaqueada en nuevas placas tratadas con Matrigel, con la adición de 

inhibidor de ROCK a una concentración final de 10 µM, y las células fueron crecidas hasta 

confluencia en medio condicionado. 

Para inducir la diferenciación, las colonias de CM fueron disociadas de la capa nutricia mediante 

tratamiento con Colagenasa IV 1 mg/ml. Las colonias fueron luego transferidas a placas de Petri 

no-adherentes con DMEM suplementado con 20% de SFB, además de los suplementos antes 

mencionados (DMEM 20%), utilizado como medio de diferenciación. Las colonias se incubaron 

en suspensión durante 7 días. Durante este período las células se agrupan en agregados 

llamados cuerpos embrioides (CE), los cuales son luego transferidos a microplacas de 24 

pocillos tratadas con gelatina bovina 0.1 %, donde los CE se adhieren y son cultivados durante 7 

días adicionales. 

 

Aislamiento de ARN, Síntesis de ADNc y PCR Cuantitativa en Tiempo Real 

El proceso de aislamiento de ARN, síntesis de ADNc y PCR Cuantitativa en Tiempo Real se define 

en su totalidad como RT-qPCR. ARN total fue extraído de los cultivos celulares con Trizol 

(Invitrogen) según recomendaciones del fabricante. El ADNc fue sintetizado a partir de 1 µg 

total de ARN con 13,33 ng/µl de random primers (Invitrogen), 0,67 mM de dNTP (Invitrogen) y 

Transcriptasa Reversa de MMLV (Promega), según las instrucciones del fabricante. En todos los 

casos, las muestras de ADNc se diluyeron 1/10, y la PCR Cuantitativa en Tiempo Real (qPCR) se 

realizó a una temperatura de annealing de 60° C. Todas las reacciones se mantuvieron dentro 

del rango lineal de amplificación. La detección y amplificación por qPCR se realizó en un equipo 

StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems) y el análisis se realizó con el 

programa StepOne v2.1. Todas las reacciones se llevaron a cabo utilizando el reactivo de qPCR 

Sybr Green ER Super Mix (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante en un volumen 

de reacción final de 20 µl. Un análisis de la curva de melting se realizó inmediatamente después 

de la amplificación a una tasa lineal de transición de temperatura de 0,3° C/s de 70 a 89° C con 

adquisición de fluorescencia continua, para confirmar la amplificación de amplicones 

individuales. Se muestra una lista de secuencias de los primers y el tamaño de los amplicones 
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cámara con atmósfera de CO2 y sacrificados por dislocación cervical. Los tumores fueron 

removidos quirúrgicamente después de la eutanasia y fijados en formaldehído al 4% en PBS. 

Posteriormente las muestras fueron embebidas en parafina y secciones de 4 mm fueron teñidas 

con tinción de Hematoxilina-Eosina (hematoxilina activada y solución acuosa de eosina 0.5%, 

Biopur, Argentina), según las instrucciones del fabricante y montadas en portaobjetos para 

observación, análisis y fotografía bajo un microscopio de luz directa Nikon Eclipse E400 

equipado con una cámara digital Nikon Coolpix S4. El armado de los preparados fue realizado 

por el Dr. Marcelo Schultz y la Dra. Naomi Arakaki del Instituto FLENI, Buenos Aires. La 

identificación de tejidos derivados de las tres capas germinales fue realizada por el médico 

patólogo Dr. Gustavo Sevlever, del Instituto FLENI, Buenos Aires. Todos los procedimientos con 

animales se realizaron bajo lineamientos éticos locales y el protocolo fue aprobado por la 

Comisión Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Ver apartado de Normas 

Éticas. 

 

Western Blot 

Se extrajo proteína total de células cultivadas en Matrigel durante 2 pasajes, en buffer de 

extracción de proteínas RIPA helado (Sigma-Aldrich, R0278) suplementado con tabletas 

cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics). Los lisados se centrifugaron a 

14.300 xg a 4° C por 10 minutos, y se descartó el pellet. La concentración de proteínas se 

determinó utilizando el kit Bicinchoninic Acid Protein Assay (Pierce). Las muestras se 

mantuvieron siempre en hielo o a 4° C durante todo el experimento. Se agregó Buffer de Carga 

5X (0,32 M de Tris 0,32 M pH 6.8, 10% de SDS, 0,025% de Azul de Bromofenol, 50% de glicerol, 

5% de 2-Mercaptoetanol) a las muestras de proteínas, las cuales fueron luego calentadas a 100° 

C por 5 minutos y cantidades iguales de proteína (60 µg por carril) fueron sembradas, junto con 

un marcador de peso molecular Li-Cor Odyssey Protein Molecular Weight Marker (Li Cor, 928-

40000) y corridas electroforéticamente durante 2 horas a 100 V en geles de poliacrilamida-SDS 

8%.  Luego se realizó una transferencia a una membrana de PVDF Immobilon-FL (Millipore, 

IPFL00010, tamaño de poro 0,45 µm) por electroblotting en buffer de transferencia con 20% de 
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Ensayo de Azul de Tripán para Viabilidad Celular  

Para el ensayo de exclusión de Azul de Tripán, las células fueron sembradas en placas de 6 

pocillos a una densidad de 1 x 105 células/pocillo y cultivadas en normoxia o hipoxia durante 48 

horas (día 2). En el día 2 tanto las células adherentes como las células no adheridas se 

recolectaron y se tiñeron con una solución de Azul de Tripán 0,4% (concentración final de Azul 

de Tripán 0.08%) durante 5 minutos a TA. Las células teñidas de azul (muertas) y las células sin 

tinción (vivas) fueron contaron en un hemocitómetro (cámara de Neubauer). Los conteos se 

realizaron al menos 4 veces para cada experimento independiente y se calculó un promedio 

para cada uno de 3 experimentos independientes. Se calcularon los porcentajes de células 

viables como la media del total del número de células vivas contadas, dividido por la media del 

número total de células contadas, multiplicado por 100. 

 

Ensayo de Proliferación Celular 

Para determinar la densidad celular de los cultivos a un tiempo inicial y un tiempo final, se 

utilizó el kit CyQUANT Cell Proliferation Assay (Invitrogen) en cultivos celulares cultivados sobre 

Matrigel. El colorante CyQUANT se une al ADN, por lo tanto se construyó una curva estándar de 

emisión fluorescente en función de la concentración de complejo ADN-CyQUANT, según las 

instrucciones del fabricante. En su segundo pasaje sobre Matrigel, una cantidad igual de células 

de cada línea, contadas en hemocitómetro, fue plaqueada en pocillos placa de 6 pocillos y se 

mantuvo en normoxia o en hipoxia. Después de 3 días de cultivo, se removió el medio de 

cultivo y se lavaron las células con PBS, el cual fue luego removido totalmente y las placas 

fueron colocadas a -80°C durante 2 horas, para luego ser descongeladas a TA. Una vez que los 

cultivos llegaron a TA, las células fueron lisadas y tratadas con RNasa A para deshacerse del 

ARN. A continuación se agregó la solución de colorante CyQUANT a cada muestra y se incubó 

durante 5 minutos a TA, para luego medir fluorescencia con filtros para 485 nm de excitación y 

emisión de 538 nm, en un fluorómetro de microplacas Fluoroskan Ascent FL 2.6 (Thermo 

Scientific) y usando el programa Ascent Software v2.6 (Thermo Scientific). Basándose en la 

curva estándar de ADN-fluorescencia construida anteriormente, se calculó el contenido de ADN 
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en cada caso, lo cual es indicativo del nivel de proliferación de los cultivos después del plazo de 

3 días, teniendo en cuenta una cantidad igual de células de partida. 

 

Análisis de la Apoptosis por Citometría de Flujo a través de doble tinción con Anexina V / 

Ioduro de Propidio 

La Anexina V (AnV) es un indicador de la presencia de fosfatidilserina expuesta en la membrana 

plasmática, un evento encontrado principalmente en procesos apoptóticos. La AnV se une a la 

fosfatidilserina, y cuando se la marca con una molécula fluorescente puede utilizarse para 

estudios de citometría de flujo. Se utilizó el kit FITC-Annexin V Apoptosis Detection I (BD 

Bioscience) para medir muerte celular y apoptosis, según instrucciones del fabricante. 

Brevemente, CM cultivadas sobre Matrigel en normoxia o hipoxia se lavaron con PBS y se 

incubaron con Tripsina/EDTA durante 5-10 minutos en incubadora de cultivo celular en 

normoxia o hipoxia, según las condiciones de cada experimento, a fin de obtener una 

suspensión unicelular. Luego se transfirieron las células a un tubo, se lavaron con PBS y se 

resuspendieron en Binding Buffer (0,01 M de HEPES pH 7,4, 0,14 M de NaCl y 2,5 mM de CaCl2). 

Se agregó FITC-AnV / Ioduro de Propidio (IP) a cada muestra conteniendo 1 x 105 células, se 

agitaron dichas muestras en vórtex y se incubaron durante 15 minutos a TA en oscuridad. Se 

agregó Binding Buffer a cada tubo e inmediatamente las muestras fueron analizadas por 

citometría de flujo. También se analizaron células sin tinción como control negativo. La 

citometría de flujo se llevó a cabo como se describió anteriormente para la cuantificación de 

Nanog. Se consideraron las células positivas para AnV y negativas para IP como apoptóticas 

tempranas, las células positivas para IP y negativas para AnV como necróticas y las células 

positivas para ambos marcadores como apoptóticas tardías. 

 

Cariotipado 

Las células fueron cultivadas en las condiciones anteriormente descritas, según el tipo de célula. 

Brevemente, para una placa de cultivo de 10 cm de diámetro y cuando el cultivo celular alcanzó 

una tasa de crecimiento exponencial, se agregó colchicina 0,1 mg/ml (Sigma-Aldrich) y se 

incubó por 1.5-3 horas. Los tiempos exactos se determinaron caso por caso, según los tiempos 
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generación de partículas virales se realizó como se describió anteriormente, en este caso en 

placas de cultivo de 100 mm de diámetro, y la transducción fue realizada con 2 ml de 

sobrenadante fresco sin concentrar. Luego (día 1), las células fueron tratadas durante 11 días 

con el antibiótico G418 50 mg/ml para seleccionar las células que fueron transducidas 

exitosamente. El día 4 las células fueron pasadas en una relación 1:3. A continuación (a partir 

del día 11) se dejaron transcurrir 6 días de recuperación sin ningún antibiótico, para permitir 

que las células seleccionadas se dividan. Finalmente se realizó un tratamiento con Doxiciclina 1 

µg/ml de 13 días (a partir del día 17). Los pocillos Control sólo fueron transducidos con el 

plásmido correspondiente, sin recibir el tratamiento con Doxiciclina. Se contó el número total 

de células remanentes en cada pocillo al cabo de 30 días (el último día de tratamiento con 

Doxiciclina). A lo largo de todo el proceso, las células fueron pasadas según fue necesario 

cuando la confluencia alcanzó 80-90%. En todos los casos, se pasaron ambas condiciones, 

Control y Doxiciclina. 

 

Análisis Estadístico 

Todos los resultados se expresan como Media ± Error Estándar. En todos los casos se 

consideraron estadísticamente significativos valores p por debajo de 0,05. Se utilizó la prueba t 

de Student para determinar diferencias significativas entre las medias, excepto para el estudio 

de expresión del transgen STEMCCA, donde se aplicó una ANOVA de una vía, seguida de 

comparaciones múltiples de Dunnett; y para el estudio de eficiencia de reprogramación con el 

vector OKSIM bajo distintos Protocolos, la citometría de flujo de la expresión de NANOG 

durante la reprogramación; y el análisis de viabilidad de exclusión de azul de Tripán, donde se 

utilizó una ANOVA de dos vías, seguida de comparaciones múltiples de Fisher. 

 

Normas Éticas 

El Comité de Ética de FLENI revisó y aprobó todos los procedimientos que involucraban células 

humanas, utilizados en el presente estudio, incluyendo los protocolos de derivación de células y 

extracción y manipulación de material humano. Para los análisis de formación de teratomas, los 

experimentos se realizaron de acuerdo a normas éticas locales y en estricta conformidad con la 
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guía para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals) del National Institutes of Health, de los EE.UU. El protocolo fue aprobado y 

supervisado por la CICUAL de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de 

Buenos Aires. Se hicieron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento. 

 

Detección de Micoplasma 

Como regla general se controló cada semana, la presencia de Micoplasma sp en todas las líneas 

celulares y cultivos primarios utilizados, dado que este microorganismo afecta 

considerablemente las propiedades y comportamiento de las CM. Para ello se realizó una 

extracción de ADN genómico de las células a analizar, seguida de una reacción de PCR con 

primers específicos para un gen característico de Micoplasma sp. Sólo se utilizaron células libres 

de micoplasma para todos los experimentos. 
 

Extracción de ADN genómico 

Se realizó la extracción de ADN genómico, utilizando el kit Wizard Genomic DNA Purification Kit 

(Promega). Brevemente, se cosecharon las células a controlar a partir de una placa de cultivo de 

10 cm de diámetro, removiendo el medio, lavando con PBS y levantándolas de la placa con una 

espátula de plástico, transfiriendo luego una décima parte de la suspensión a un tubo 

eppendorf. Se centrifugó a 14.000 xg durante 10 segundos, se removió el sobrenadante y se 

resuspendió el pellet celular en PBS. El lavado se repitió 2 veces y finalmente se resuspendieron 

las células en Solución de Lisis de Núcleos, homogeneizado con pipeta automática. Luego se 

agregaron Solución de ARNasa al lisado y se homogeneizó nuevamente. Se incubó a 37° C 

durante 30 minutos y luego se enfrió a TA. A continuación se agregó Solución de Precipitación 

de Proteínas, mezclando con vórtex. Se dejó enfriar en hielo durante 5 minutos y se centrifugó 

a 14.000 xg durante 4 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo conteniendo 

isopropanol a TA, mezclando suavemente por inversión. Se centrifugó a 14.000 xg durante 1 

minuto y se descartó el sobrenadante, agregando luego etanol 70% a TA. Se mezcló 

suavemente por inversión y se centrifugó a 14.000 xg durante 1 minuto. Se removió el etanol y 

se dejó secar el pellet al aire por 30 minutos. Al cabo de este tiempo se rehidrató el ADN 

genómico en Solución de Rehidratación de ADN, incubando durante 1 hora a 65° C. 
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Figura 12. Fibroblastos humanos de prepucio HFF FM. Se muestran imágenes de microscopía de 
contraste de fases de fibroblastos HFF-FM en el pasaje 0, antes de ser transferido y congelado por 
primera vez. Barras de escala: 200 µm. 
 
 
Los siguientes cultivos primarios fueron derivados durante el curso de este trabajo, pero no 

fueron utilizados para reprogramación. 

2. HF-PM: Obtenidas a partir de una muestra de piel de brazo de una donante sana, de 36 

años de edad, sexo femenino. 

3. HF21F: Obtenidas a partir de una muestra de piel de tórax anterior de una donante con 

cardiomiopatía, de 69 años de edad, sexo femenino. 

4. HF21M: Obtenidas a partir de una muestra de piel de tórax anterior de un donante 

sano, de 26 años de edad, sexo masculino. 

 

OBTENCIÓN DE QUERATINOCITOS 

Se intentó la obtención tanto de queratinocitos de epidermis, como queratinocitos de bulbos 

pilosos. Como se detalla a continuación y por las razones que se describen, en ningún caso se 

intentó generar CMPi a partir de los queratinocitos obtenidos. 

 

OBTENCIÓN DE QUERATINOCITOS EPIDÉRMICOS 

En el caso de los queratinocitos de epidermis, se obtuvieron células en cultivo a partir de la 

Muestra #1, que consistió de una muestra de cuero cabelludo, y a partir de la Muestra #4, que 

consistió de una muestra de cuero cabelludo (biopsia por punch) de un paciente de sexo y edad 
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desconocidos; pero en ambos casos fue difícil su cultivo y amplificación, pudiéndose sólo 

amplificar las células durante 2 pasajes. Los queratinocitos obtenidos se observan en las Figuras 

13 y 15. En el Día 15, justo antes del primer pasaje (del pasaje 0 al pasaje 1) y congelación para 

stock, se realizó una tinción para citoqueratinas sobre las células obtenidas a partir de la 

Muestra #1. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14. Distintas citoqueratinas 

están presentes en diferentes epitelios, componiendo parte del citoesqueleto de los 

queratinocitos. Se encontró que las células derivadas son en efecto células queratinocíticas, 

debido a la presencia de estas proteínas. Sin embargo, la dificultad en su pasaje y expansión 

impuso una gran dificultad para obtener un número suficiente de células para reprogramar, 

razón por la cual se continuó en este trabajo con la reprogramación de fibroblastos 

subdérmicos. 

Para ambas muestras, las células del pasaje 2 se adhirieron, pero durante los siguientes días se 

fueron despegando de la matriz, hasta no encontrarse más células en adherencia. Se llegó a la 

conclusión de que estas células deberían ser transducidas en pasaje 0 ó 1, preferentemente en 

0, dado que habría más actividad proliferativa. 

Las Muestras #2 y #3 no fueron capaces de generar células adheridas en cultivo. Ambas fueron 

muestras de cuero cabelludo de pacientes de sexo y edad desconocidos. Los cultivos se 

mantuvieron durante 30 días, antes de ser descartados. 
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Figura 13. Queratinocitos de epidermis. Muestra #1. Se muestra una imagen de microscopía de 
contraste de fases correspondiente a queratinocitos en pasaje 0, a distintos tiempos post-plaqueo del 
tejido obtenido, antes de ser transferido y congelado por primera vez. Barras de escala: 200 µm. 
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Figura 14. Detección de citoquinas mediante inmunofluorescencia en queratinocitos de epidermis 15 
días post-plaqueo. Muestra #1. Se muestra una imagen de microscopía de contraste de fases (Fase), una 
tinción con DAPI y la citoqueratina (CK) correspondiente. Barras de escala: 200 µm. 
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Figura 15. Queratinocitos de epidermis. Muestra #4. Se muestran imágenes de microscopía de 
contraste de fases de queratinocitos en pasaje 0, a distintos tiempos post-plaqueo del tejido obtenido, 
antes de ser transferido y congelado por primera vez. Barras de escala: 200 µm. 

 

 

OBTENCIÓN DE QUERATINOCITOS DE FOLÍCULOS PILOSOS 

Se obtuvieron alrededor de 100 pelos de distintas zonas del cuerpo, mediante extracción con 

pinza de depilar, como se describe en la sección de Materiales y Métodos, y se los procesó 

como se detalló anteriormente. En ninguno de los casos, ni de las variantes del protocolo, se 

obtuvieron células adheridas. Los cultivos fueron mantenidos por más de 30 días, antes de ser 

descartados. En la Figura 16 se muestran los pelos en cultivo. 

 

 
Figura 16. Pelos en cultivo. Se muestran imágenes de microscopía de contraste de fases de pelos en 
cultivo, luego de ser extraídos y tratados. Se observa parte de la Vaina Externa de la Raíz (ORS, por su 
sigla en inglés, Outer Root Sheath) adherida a la placa de cultivo. Barras de escala: 200 µm. 
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OBTENCIÓN DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFÉRICA 

A partir de sangre periférica y mediante centrifugación en Ficoll-Hypaque, se obtuvieron células 

mononucleares en cultivo. Está reportado que un cultivo mitóticamente activo aporta más 

células capaces de ser reprogramadas [122], dado que una eficiente transducción precisa de un 

cultivo en división [135-137]. Por esta razón, posteriormente, en algunos casos las células 

fueron tratadas con IL-2 y anticuerpos anti-CD3, previo a la reprogramación, a fin de activar e 

incentivar la proliferación de clones linfocitarios, obteniendo un cultivo enriquecido en 

linfocitos. La preparación de CMSP/linfocitos se repitió 15 veces y se intentaron generar líneas 

de CMPi a partir de ellos, pero no se obtuvieron colonias en ningún intento, por lo cual todavía 

no hemos podido establecer líneas de CMPi a partir de CMSP, como se describe más adelante. 

En un caso, se observaron formaciones que podrían haber sido pre-CMPi, pero ninguna de ellas 

progresó hasta la formación de una colonia. Estas formaciones se muestran en la Figura 18. En 

las Figuras 17 y 18 se observan los cultivos de CMSP y linfocitos obtenidos. Los cultivos se 

mantuvieron durante 30 días, antes de ser descartados. 

 

 
Figura 17. Células Mononucleares de Sangre Periférica en cultivo. Se muestran imágenes de 
microscopía de campo claro de CMSP en cultivo, en el día 0, correspondiente al plaqueo post-extracción 
y procesamiento. CMSP: Células Mononucleares de Sangre Periférica. Barras de escala: 200 µm. 
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la MSU en Michigan, EE.UU., la cual fue de invaluable ayuda para obtener las habilidades 

necesarias para llevar la técnica a cabo. El fin de dicha pasantía fue adquirir estas habilidades y 

volver a la Argentina, no solamente con el conocimiento, sino también con la experiencia para 

generar un protocolo confiable y reproducible para la generación de CMPi, mediante 

transducción con diferentes vectores  [73]. Finalmente, luego de adquirir dicha experiencia, 

especialmente en cuanto a sortear los pequeños detalles del protocolo a los que el investigador 

se enfrenta al generar CMPi, como la identificación, selección y pasaje inicial de colonias 

jóvenes, o la manipulación inicial, se logró establecer líneas de CMPi a partir de las colonias 

generadas. A continuación se describen los intentos realizados y las líneas que se establecieron. 

 

GENERACIÓN INICIAL DE CMPi EN EL CELLULAR REPROGRAMMING LABORATORY: 

En primera instancia, se investigó la infectividad de los vectores virales a fin de encontrar la 

técnica más eficiente de generación de CMPi con el vector lentiviral OKSIM en cuanto a 

concentración y volumen de vector a utilizar, a través de la cuantificación de la 

inmunofluorescencia de POU5F1, uno de los genes codificados en este vector lentiviral, luego 

de la transducción. El vector lentiviral OKSIM lleva los genes POU5F1, KLF4, SOX2 y C-MYC, que 

serán expresados luego de la transducción a una célula eucariota [123]. Los plásmidos para la 

generación de las partículas lentivirales por transfección, fueron generosamente 

proporcionados por el Dr. Steve Suhr y el Dr. José Cibelli del CRL, junto con los plásmidos helper 

psPAX y VSV-G, necesarios para la formación de la partícula. Se estudiaron muestras del vector 

lentiviral generado y concentrado mediante ultracentrifugación en la University of Michigan 

(UofM); vector fresco producido por transfección con el plásmido OKSIM y los plásmidos helper 

en células HEK-293T para este experimento, ya sea sin concentrar o concentrado por 

ultracentifugación, y en distintos volúmenes. Los resultados se muestran en la Tabla 11. Se 

encontró que la realización de un paso de spinfection aumentó dramáticamente el porcentaje 

de células transducidas por el vector, por lo cual este paso no debería ser salteado nunca en el 

protocolo final. Además, se observó que el vector lentiviral fresco fue más efectivo sin 

concentrar, mientras que sea utilizado en un volumen mayor de 1 ml, aumentando también el 

porcentaje de células transducidas. Es posible que la concentración de otros factores o incluso 
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de componentes del medio de cultivo durante la ultracentrifugación afecten los resultados. 

Además el virus producido por la UofM estaba cerca de los 12 meses de antigüedad, por lo cual 

quizás había perdido su infectividad, siendo posible que un virus nuevo concentrado por 

especialistas en virología haya sido más eficiente incluso que el sobrenadante fresco sin 

cocentrar. Lo que estos resultados nos indican es que es posible utilizar sobrenadante fresco sin 

concentrar en ultracentrífuga, obteniendo resultados de infectividad aceptables. 

 

Tabla 11. Infectividad del vector lentiviral OKSIM. 
 

 
Sin Spinfection (%) Spinfection (%) 

Control (sin vector lentiviral) 0 0 

UofM 0.77 1.14 
SM Concentrado 1.99 5.45 
SM No Concentrado 1 ml 1.85 44.79 
SM No Concentrado 4 ml 4.27 53.33 

UofM: Vector producido por la University of Michigan. SM: Vector fresco producido para el 
experimento. 
 

Asimismo, se probó un protocolo de concentración viral nuevo para el laboratorio CRL, la 

concentración por precipitación con PEG, tal como se describe en el compendio Current 

Protocols in Molecular Biology, Unidad 9.12 Protocolo Alternativo 1 [138]. Se realizó un análisis 

de la infectividad del virus por inmunofluorescencia de POU5F1 post-transducción, y se 

encontró que la concentración con PEG pareció aumentar la eficiencia de transducción, en 

comparación con la utilización de sobrenadante viral fresco sin concentrar, tal como se muestra 

en la Figura 19. 

En síntesis, con el fin de generar el protocolo final de generación de CMPi, evaluamos 

diferentes alternativas para la transducción, utilizando sobrenadante conteniendo las partículas 

lentivirales fresco, congelado, sin concentrar o concentrado por distintos métodos. La 

conclusión obtenida fue que es posible concentrar el vector lentiviral por medios alternativos a 

la ultracentrifugación. 
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Figura 19. Infectividad del vector lentiviral OKSIM concentrado por precipitación con PEG. Se muestran 
imágenes de microscopía de contraste de fases y fluorescencia de POU5F1 en fibroblastos JC-G, 24 horas 
post-transducción. Volumen de sobrenadante fresco sin concentrar: 2,5 ml. Volumen de sobrenadante 
concentrado con PEG: 50 µl en 2,5 ml de medio de cultivo. Barras de escala: 200 µm. 
 

 

Luego de haber comprobado la infectividad del vector OKSIM, se procedió a intentar la 

reprogramación de cultivos primarios con dicho vector, a fin de obtener experiencia en la 

técnica e investigar distintas condiciones de reprogramación y sus consecuencias sobre la 

eficiencia de reprogramación. Luego de la generación exitosa de varias líneas de CMPi, se 

estudió si las líneas obtenidas mantenían las propiedades fundamentales de CMP. Para ello se 

estudió la auto-renovación manteniendo el estado pluripotente y la pluripotencia. El estudio 

del estado pluripotente se realizó mediante el análisis por inmunofluorescencia de la presencia 

de marcadores del dicho estadío.  Por otra parte, para el análisis de la pluripotencia, se estudió 

su capacidad de diferenciación a los tres linajes embrionarios, tanto mediante un protocolo in 

vitro y posterior análisis de marcadores, como mediante la obtención in vivo de teratomas por 

inyección subcutánea en ratones inmunosuprimidos y posterior análisis histológico.  
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Figura 22. Colonias de CMPi iPSCRL3, en cultivo. Se muestran imágenes de microscopía de contraste de 
fases de colonias de CMPi iPSCRL3 en cultivo, a distintos tiempos post-transducción. Barras de escala: 
200 µm. 

 

 

La línea de CMPi iPSCRL3 fue caracterizada de forma preliminar, mostrando expresión de 

marcadores de pluripotencia evaluados por inmunofluorescencia, durante el pasaje 6. Además, 

con el propósito de estudiar la pluripotencia, también por inmunofluorescencia, al ser 

diferenciada durante el pasaje 13, la línea mostró expresión de marcadores de las tres capas 

germinales. Los resultados se pueden observar en las Figuras 23 y 24. 
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Figura 23. Presencia de marcadores de pluripotencia evaluados por inmunofluorescencia en CMPi 
iPSCRL3. Se muestran imágenes de microscopía de contraste de fases y de inmunofluorescencia de 
tinción de DAPI y de marcadores, en colonias indiferenciadas de CMPi iPSCRL3 en cultivo. Barras de 
escala: 200 µm. 

 

 

 
Figura 24. Presencia de marcadores de las tres capas germinales evaluados por inmunofluorescencia 
en CE obtenidos por diferenciación de CMPi iPSCRL3. Se muestran imágenes de microscopía de 
contraste de fases de CE obtenidos a partir de CMPi en pasaje 11 (arriba) e imágenes de microscopía de 
contraste de fases e inmunofluorescencia de marcadores de las tres capas germinales y tinción de DAPI 
sobre CE derivados de CMPi en pasaje 13 (abajo). CE: cuerpo embrioide. p: pasaje. AFP: marcador del 
linaje endodérmico. MYH, VIM: marcadores del linaje mesodérmico. GFAP, PAX6, TUJ1: marcadores del 
linaje ectodérmico. Barras de escala: 200 µm. 
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A continuación y a fin de cuantificar cuál de los Protocolos fue más efectivo utilizando el vector 

OKSIM, se investigó la eficiencia de generación de CMPi, bajo los tres distintos Protocolos 

estudiados. Se incluyeron los resultados de las generaciones de CMPi mencionadas 

anteriormente y se realizaron 4 repeticiones más a fin de tener un tamaño muestra apropiado. 

Los resultados se muestran en la Figura 25. 

 

 
Figura 25. Eficiencia de generación de CMPi. p0: Colonias generadas al Día 14 post-transducción (pasaje 
0). p5: Colonias transferidas subsistentes luego de 5 pasajes. Se representa la media ± SEM de 2-5 
experimentos independientes, según el protocolo. * = p < 0.05, con respecto al Protocolo 1 
(DMEM/F12), diferencia significativa para el efecto Protocolo, por ANOVA de 2 vías. Los Protocolos 
Protocolo 1 (DMEM/F12) + NaBu y Protocolo 1 (DMEM SFB 20%) + NaBu, no resultaron 
significativamente distintos. 
 

 

A partir de lo observado en la Figura 25, se concluyó que a pesar de obtenerse una gran 

cantidad de colonias al no usar NaBu, muchas de estas colonias no progresan más allá de unos 

pocos pasajes (menos de 5). La utilización de NaBu, a pesar de disminuir la eficiencia inicial de 

formación de colonias de CMPi, probablemente debido a su efecto inhibitorio de la división 

celular, permite obtener más colonias con posibilidades de ser establecidas como líneas de 

CMPi, ya que las colonias formadas exhibieron una morfología más similar a la de CME, y 
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mantuvieron características de CME a lo largo de los pasajes (después del pasaje 1 y hasta el 

pasaje 5). Es posible que el efecto de la relajación de la cromatina producido por el NaBu sea en 

parte responsable de la activación de la transcripción de genes endógenos del estado 

pluripotente, luego de la transducción y de la expresión de genes exógenos, y que esto sea lo 

que permite la generación de colonias bona fide. Al no haberse encontrado diferencias 

significativas entre los tratamientos con NaBu (DMEM/F12 versus DMEM SFB 20%), se tiende a 

favorecer el uso de DMEM/F12 por su amplia utilización en el cultivo de células madre. En 

conclusión, el Protocolo final involucrará el uso de DMEM/F12 como medio de cultivo y la 

utilización de NaBu. 

Una vez de vuelta en los laboratorios de Buenos Aires, y habiendo obtenido el plásmido OKSIM 

mediante la firma de un Material Transfer Agreement, se intentó la producción del vector 

lentiviral y la generación de CMPi con dicho vector, sin éxito. Se evaluó la infectividad del 

sobrenadante de transfección generado, encontrándose que la infectividad sobre fibroblastos 

HFF-FM era muy baja o nula, en todos los casos, como se muestra en la Figura 26. No se 

obtuvieron colonias en ningún intento. 
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Figura 26. Infectividad del vector lentiviral OKSIM en los laboratorios de Buenos Aires. Evaluación de la 
eficiencia de transducción. Se muestran imágenes de inmunofluorescencia de POU5F1, y de DAPI, 24 
horas post-transducción. Barras de escala: 200 µm. 

 
 

Por los problemas encontrados al tratar de generar CMPi con el vector OKSIM en Buenos Aires, 

se decidió continuar con el vector STEMCCA, ya disponible en los laboratorios del Instituto 

FLENI y del Departamento de Química Biológica de la UBA. El cassette lentiviral EF1a-

hSTEMCCA-loxP (STEMCCA) lleva los genes POU5F1, KLF4, SOX2 y C-MYC, que son expresados 

luego de la transducción a una célula eucariota; y el cassette lentiviral EF1-hSTEMCCA-RedLight-

loxp (STEMCCA RedLight) lleva los mismos genes excepto C-MYC, en cuyo lugar está la proteína 

fluorescente roja mCherry [73]. Los plásmidos para la generación de las partículas lentivirales 

por transfección, fueron generosamente proporcionados por el Dr. Gustavo Mostoslavsky, 

junto con los plásmidos helper (Tat, Rev, Gag/Pol y VSV-G), necesarios para la formación de 

dichas partículas. Está reportado que la expresión de este vector es silenciada luego de la 

reprogramación [73], como se detalla más adelante. Durante intentos previos utilizando el 

vector STEMCCA o STEMCCA-RedLight se habían podido generar colonias de CMPi, pero no 

establecer líneas. Ahora, utilizando la experiencia obtenida en el laboratorio CRL en USA con el 
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Tabla 12. Protocolo de generación de CMPi STEMCCA-RedLight Intento 0 
 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 Día 6 

Transducción 
1 de 

fibroblastos 
HFF-FM sobre 

gelatina 
bovina en 

medio DMEM 
SFB 20%. 

Transducción 
2 de 

fibroblastos 
HFF-FM sobre 

gelatina 
bovina en 

medio DMEM 
SFB 20%. 

Remoción 
medio DMEM 
SFB 20% con 

virus y 
reemplazo 
con medio 
DMEM SFB 

20% sin virus 

Remoción 
medio DMEM 

SFB 20% y 
reemplazo 
por medio 

DMEM/F12 
KSR 20% + 

VPA 0.75 mM. 

Continúa con 
medio 

DMEM/F12 
KSR 20% + 

VPA, cambio 
todos los días. 

Continúa con 
medio 

DMEM/F12 
KSR 20% + 

VPA, cambio 
todos los días. 

Plaqueo de 
MEFi 1,5 x 
106/p100. 

Pasaje de las 
células 

transducidas 
a MEFi. 

Utilización de 
medio 

DMEM/F12 
KSR 10%, Día 

6 en adelante. 

 

Día 21 

Pasar colonias mecánicamente con espátula y 
tipos, pasando cada una a 1 pocillo individual de 

placa multipocillo de 12 pocillos. 

 

 

 
Figura 27. Progreso del cultivo celular para la generación de CMPi a partir de fibroblastos FH, Intento 
0, desde el día 2 hasta el día 7 post-transducción con el vector STEMCCA-RedLight. Se muestran 
imágenes de microscopía de contraste de fases y de fluorescencia de la proteína roja fluorescente 
mCherry. Barras de escala: 200 µm. 
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Figura 28. Progreso de las colonias de CMPi iPS1.5 desde el día 2 hasta el día 21 post-transducción con 
el vector STEMCCA-RedLight. (A) Imágenes de contraste de fases y de fluorescencia de mCherry de una 
monocapa de células HEK-293T productora de vector lentiviral y de fibroblastos HFF-FM transducidos, 
desde el día 2 hasta el día 6 post-transducción. Control: Sin transducción. Barras de escala: 200 µm. (B) 
Imágenes de contraste de fases de colonias selectas desde el día 13 hasta el día 21 post-transducción. 
Barras de escala: 200 µm. 
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Luego de varios pasajes, se caracterizó la línea de CMPi iPS1.5 y se encontró que las colonias 

expresaban marcadores de pluripotencia y poseían alta actividad de fosfatasa alcalina. Los 

resultados se muestran en las Figuras 29 y 30. Además las células fueron capaces de 

diferenciarse in vitro, generando células de las tres capas germinales, como se observa en la 

Figura 31, demostrando ser pluripotente. 

 

 
Figura 29. Expresión de marcadores del estado pluripotente en colonias de la línea de CMPi iPS1.5. Se 
muestran imágenes de microscopía de contraste de fases y de fluorescencia de expresión de 
marcadores del estado pluripotente en colonias de CMPi en el día 21 post-transducción. Barras de 
escala: 200 µm. 
 

 
Figura 30. Actividad de fosfatasa alcalina en colonias de la línea de CMPi iPS1.5. Se muestran imágenes 
de microscopía de contraste de fases de inmunohistoquímica para fosfatasa alcalina en colonias de CMPi 
en el día 21 post-transducción. Barras de escala: 200 µm. 
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Figura 31. Expresión de marcadores de las tres capas germinales en CMPi iPS1.5 diferenciadas. Se 
muestran imágenes de microscopía de contraste de fases y de fluorescencia de marcadores de las tres 
capas germinales en CE derivados de CMPi por diferenciación durante 14 días, a partir del día 21 post-
transducción. GATA-4: marcador del linaje endodérmico. ANP: marcador del linaje mesodérmico. PAX6: 
marcador del linaje ectodérmico. Barras de escala: 200 µm. 

 

 

A partir de la colonia 11, la cual fue aislada, pasada individualmente y amplificada, se estableció 

la línea de CMPi iPS1.5.  En la Figura 32 puede observarse una colonia de 51 días post-

transducción (pasaje 5) de la línea establecida de CMPi iPS1.5. La línea expresó los marcadores 

de pluripotencia POU5F1 y NANOG, en un ensayo preliminar realizado por única vez por RT-PCR 

en Tiempo Real, como se muestra en la Figura 33. Como se muestra más adelante, sobre las 

líneas que fueron seleccionadas para continuar este trabajo, se realizaron las determinaciones 

por RT-qPCR en al menos tres réplicas biológicas. En todos los casos en los que se incluyó una 

condición de hipoxia, se utilizó el gen de housekeeping HPRT1 para normalizar los niveles de 

expresión, ya que éste no se ve afectado por la hipoxia. En todos los otros casos donde no hubo 

una condición de hipoxia, se utilizó el gen de housekeeping más ampliamente utilizado, GAPDH. 
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Tabla 13. Protocolo de generación de CMPi STEMCCA y STEMCCA-RedLight Intento 2 
 

Día 0 Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 Día 5 

Transducción 1 
de fibroblastos 
HFF-FM sobre 

gelatina bovina 
en medio 

DMEM SFB 
20%. 

Transducción 2 
de fibroblastos 
HFF-FM sobre 

gelatina bovina 
en medio 

DMEM SFB 
20%. 

Remoción 
medio DMEM 
SFB 20% con 

virus y 
reemplazo con 
medio DMEM 
SFB 20% sin 

virus 

Remoción 
medio DMEM 

SFB 20% y 
reemplazo por 

medio 
DMEM/F12 

KSR 20% + VPA 
0.75 mM. 

Continúa con 
medio 

DMEM/F12 
KSR 20% + 

VPA, cambio 
todos los 

días. 

Continúa con 
medio 

DMEM/F12 
KSR 20% + 

VPA, cambio 
todos los 

días. 

 

Día 8 Día 9   Día 21 

Continúa con 
medio 

DMEM/F12 
KSR 20% + 

VPA, cambio 
todos los días. 

Plaqueo de 
MEFi 2 x 

106/p100. 

Pasaje de las 
células 

transducidas 
a MEFi. 

Utilización de 
medio 

DMEM/F12 
KSR 10%, Día 

6 en 
adelante. 

 

Pasar colonias 
mecánicamente con 

espátula y tipos, pasando 
cada una a 1 pocillo 
individual de placa 

multipocillo de 12 pocillos. 

 

 

En la Figura 34 puede observarse el progreso del cultivo de fibroblastos HFF-FM transducidos 

con los vectores STEMCCA o STEMCCA-RedLight. Se dedujo que la transducción con el vector 

lentiviral STEMCCA-RedLight fue exitosa, dado que se observó fluorescencia de mCherry en los 

fibroblastos transducidos. Sin embargo, no se observaron colonias en los cultivos en ninguno de 

los dos casos, hasta el día 21 post-transducción, momento en el cual dichos cultivos fueron 

descartados. En conclusión, en este intento, si bien la transducción fue exitosa, no se obtuvo 

reprogramación. 
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Tabla 14. Protocolo de generación de CMPi STEMCCA y STEMCCA-RedLight Intento 5 
 

Día 0 Día 1 
Día 
2 

Día 
3 

Día 
4 Día 5 

Extracción 10 ml Sangre Entera -
-> Gradiente Ficoll --> CMSP. 

___________________________ 
Transducción 1 de 

PBMC/linfocitos en suspensión 
Medio RPMI SFB 15% + ConA. 

Remoción Medio RPMI 
SFB 15% + ConA con 

virus y reemplazo con 
Medio RPMI SFB 15% + 
ConA sin virus. Cambio 

de medio por 
centrifugación a 300 xg 

durante 5 minutos. 

Continuar con Medio 
RPMI SFB 15% + 
ConA sin virus, 
cambio día por 

medio. 

Transducción 2 
de 

PBMC/linfocitos 
en suspensión. 

Medio RPMI 
SFB 15% + 

ConA. 

 

Día 6 Día 7 

Remoción Medio RPMI 
SFB 15% + ConA con 

virus y reemplazo con 
Medio RPMI SFB 15% + 

ConA sin virus. Re-
plaqueo de las células 

transducidas en 2 placas: 
2 p100 MEFi 2,5 x 106. 

Reemplazar 
Medio RPMI 
SFB 15% + 
ConA por 

medio 
DMEM/F12 KSR 

10%, cambio 
todos los días. 

 

 

En la Figura 36 pueden observarse las CMSP en los primeros días post-transducción. No se 

observó formación de colonias hasta el día 21 post-transducción, momento en el cual dichos 

cultivos fueron descartados. 
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Figura 39. Colonias de células pluripotentes. Se muestran imágenes representativas de microscopía de 
contraste de fases de las líneas de CMEh control WA-09, cultivada en normoxia; y líneas de CMPi iPSC-
FN2.1 e iPSC-FH2.1, cultivadas en normoxia o hipoxia respectivamente, por un período a largo plazo (por 
lo menos 5 pasajes, aproximadamente 3-4 semanas). Barras de escala: 200 µm. 
 

 

Se comprobó que las líneas de fibroblastos reprogramadas en normoxia e hipoxia son líneas 

de CMPi bona fide 

Las líneas de CMPi establecidas, las cuales fueron amplificadas durante por lo menos 5 pasajes, 

exhibieron características morfológicas clásicas de CM pluripotentes, similares a las de la línea 

control de CMEh WA-09; las células eran pequeñas, con una relación núcleo : citoplasma baja y 

organizadas en colonias con bordes definidos, que crecieron como estructuras 

tridimensionales, como se muestra en la Figura 39. Además, como se muestra en la Figura 40, la 

expresión de los marcadores del estado pluripotente POU5F1, NANOG y C-MYC en las líneas de 

CMPi establecidas, fue inducida cuando las células fueron reprogramadas, en comparación con 

los fibroblastos sin reprogramar. Esta expresión se midió para ambas líneas de CMPi, tanto en 

condiciones de cultivo normóxico como en cultivo hipóxico, mediante RT-qPCR. Observamos 

que la expresión de estos factores del estado pluripotente en condiciones de cultivo hipóxico 

mostró una ligera tendencia a disminuir, en comparación con el cultivo normóxico. La expresión 

de varios marcadores del estado pluripotente, incluyendo NANOG, POU5F1, SOX2, SSEA-4, 

TRA1-60, TRA-1-81 y C-MYC, fue estudiada también por inmunofluorescencia y se muestra en la 

Figura 41. Tanto las líneas establecidas en normoxia como la línea establecida en hipoxia 

exhibieron una expresión clara de estas proteínas, cuando fueron cultivadas tanto en normoxia 

como en hipoxia, de manera comparable con las CMEh y a diferencia de los fibroblastos de los 

que derivan. 
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Figura 40. Análisis de la expresión de marcadores del estado pluripotente Estudio por RT-qPCR de la 
expresión de los marcadores POU5F1, NANOG y C-MYC sobre fibroblastos HFF-FM (control), CMEh 
control WA-09 y colonias de CMPi establecidas a largo plazo iPS6.1, iPSC-FN2.1 e iPSC-FH2.1, cultivados 
en normoxia o hipoxia durante 72 horas. Se grafica en barras la Expresión Relativa vs. control 
representando la media ± SEM de tres experimentos independientes. Todas las inducciones son 
estadísticamente significativas con respecto a los fibroblastos HFF-FM en la misma condición de O2, con 
p < 0.05. Se utilizó la expresión del gen de housekeeping HPRT1 para normalizar los niveles de expresión. 
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Figura 41A. Imágenes representativas de contraste de fases e inmunofluorescencia de marcadores del 
estado pluripotente. Estudio en CMEh control WA-09 y colonias de CMPi establecidas a largo plazo 
iPS6.1, posteriormente cultivadas en normoxia o hipoxia crónica. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. 
Barras de escala: 200 µm. 
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Figura 41B. Imágenes representativas de contraste de fases e inmunofluorescencia de marcadores del 
estado pluripotente. Estudio en líneas de CMPi establecidas a largo plazo iPSC-FN2.1 e iPSC-FH2.1, 
posteriormente cultivadas en normoxia o hipoxia crónica. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. Barras 
de escala: 200 µm. 
 

 

En CMPi, a diferencia de células terminalmente diferenciadas, las regiones promotoras de los 

genes de pluripotencia se encuentran principalmente demetiladas. Para evaluar si la 

reprogramación al estado pluripotente revirtió el estado de metilación, decidimos estudiar la 
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metilación del promotor de gen POU5F1, dado que éste es uno de los genes tradicionales del 

estado pluripotente y un parámetro establecido del cambio del estado de metilación del ADN 

durante la desdiferenciación [87]. Para ello utilizamos la técnica de tratamiento del ADN con 

bisulfito de sodio, la cual genera la desaminación de las citosinas, convirtiéndolas a uracilos, 

excepto en el caso de estar metiladas, en cuyo caso permanecen como citosinas. Luego de 

dicha conversión, las islas CpG del promotor en estudio son amplificadas por PCR y 

secuenciadas, lo cual permite identificar citosinas, las cuales han de ser solamente citosinas 

metiladas en la secuencia original pre-conversión, ya que solamente éstas permanecen como 

tales luego del tratamiento con bisulfito de sodio y amplificación. Como se muestra en la Figura 

42, encontramos que, a un nivel global, el promotor de POU5F1 se encuentra demetilado en 

varias islas CpG en las líneas establecidas de CMPi y CMEh control, en comparación con los 

fibroblastos de origen, en los cuales el promotor está ampliamente metilado. Esto indica un 

estado heterocromatínico inactivo de este promotor de un gen del estado indiferenciado en 

células terminalmente diferenciadas, como lo son los fibroblastos; y, contrariamente, un estado 

eucromatínico transcripcionalmente activo en las CMEh y en las CMPi. Más aún, es un ejemplo 

de cómo la reprogramación de fibroblastos a CMPi remodela la epigenética del promotor en 

estudio, apoyando la ocurrencia de una profunda remodelación de la expresión génica cuando 

una célula atraviesa una reprogramación nuclear al estado pluripotente. Vale la pena destacar 

que no se observaron diferencias entre las células reprogramadas en normoxia e hipoxia. 
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Figura 42. Niveles de demetilación del promotor de POU5F1 en las líneas estudiadas. Estudio en la 
línea de fibroblastos HFF-FM, CMEh control WA-09 y líneas de CMPi establecidas a largo plazo iPS6.1, 
iPSC-FN2.1 e iPSC-FH2.1. Se utilizó la técnica del bisulfito de sodio, La secuenciación del promotor en 
islas CpG permitió identificar las citosinas remanentes, las cuales eran citosinas metiladas en la 
secuencia original. Cada rectángulo representa una isla CpG y cada sección delimitada por una línea 
negra representa un amplicón de PCR. Los números indican las posiciones de las base en relación con el 
sitio de inicio de transcripción. Niveles de demetilación de CMPi iPS6.1 realizados por el Dr. Carlos 
Luzzani. 
 

 

Se ha reportado que los transgenes insertados en el ADN cromosómico por el vector lentiviral 

STEMCCA se silencian luego del evento de reprogramación [73]. Asimismo, este silenciamiento 

es necesario para que la línea pueda diferenciarse ante los estímulos adecuados. Sin embargo, 

dicho silenciamiento depende de varios factores como la posición donde se insertó el transgen 

en el genoma, la naturaleza del transgen y el estado transcripcional y metabólico de la célula. 

Para estudiar la expresión endógena de los genes POU5F1, KLF4, SOX2 y C-MYC necesitábamos 

la seguridad de que la expresión de dichos genes exógenos llevados por el vector había sido 

silenciada; por lo tanto podríamos medir solamente la expresión endógena a partir del cDNA 

extraído a partir de mRNA total. Para poder diferenciar la expresión de los genes endógenos 

respecto de los exógenos aportados por el vector, una qPCR fue realizada como se describió 

anteriormente, sobre cDNA generado a partir de la extracción de ARN de líneas de CMPi 

establecidas entre los pasajes 17 y 23, y del plásmido STEMCCA como control positivo, 

utilizando los primers específicos Sox2-bdg-cMyc y Oct4-bdg-Klf4 que reconocen las secuencias 

unidas por puentes bdg de SOX2 y C-MYC y de POU5F1 y KLF4, únicamente contenidas en el 

mRNA derivado del vector. Esto permite la amplificación del ADNc generado únicamente a 

partir de la expresión exógena de estos genes. Como puede verse en la Figura 43, encontramos 
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que en todos los casos el transgen estaba silenciado ya que no hubo expresión detectable de 

los transgenes, al realizar un estudio por RT-qPCR sobre cDNA de líneas de CMPi establecidas. 

Por lo tanto, las mediciones de los genes incluidos en el vector STEMCCA (SOX2, POU5F1 y C-

MYC) a lo largo de esta investigación, fueron de su expresión endógena. 

 

 

 
Figura 43. Análisis de la expresión de los transgenes insertados por el vector lentiviral STEMCCA. 
Estudio por RT-qPCR sobre CMEh WA-09 y líneas establecidas de CMPi iPS6.1, iPSC-FN2.1 e iPSC-FH2.1. 
El plásmido del vector STEMCCA se utilizó como control positivo de la reacción de PCR. Se representa la 
Expresión Relativa vs control en barras representando la media ± SEM de tres experimentos 
independientes. La represión de la expresión génica para CMEh y las líneas de CMPi es significativa con p 
< 0.05. Se utilizó la expresión del gen de housekeeping GAPDH para normalizar los niveles de expresión. 
 

 

Finalmente, con el propósito de estudiar si durante el proceso de reprogramación ocurrieron 

grandes rearreglos cromosómicos que pudieran ser perjudiciales para futuras aplicaciones, se 

analizó el cariotipo de las líneas generadas. Se encontró que todas las líneas celulares 

generadas y estudiadas poseían un cariotipo humano normal sin ninguna anomalía genética 

detectable por bandeo G, introducida por el proceso de reprogramación, ya sea en normoxia o 

en hipoxia. El armado y análisis de los preparados fue realizado por la Lic. Diana Radakoff del 

Instituto GENOS. Los cariogramas se muestran en la Figura 44. 

En conclusión no se encuentran diferencias perceptibles en el estado pluripotente entre las 

líneas de CMPi generadas en normoxia y entre éstas y una línea generada en hipoxia. 
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Figura 44. Cariogramas de las líneas estudiadas. Se muestran los cariogramas de fibroblastos HFF-FM, y 
líneas CMEh WA-09, CMPi iPS6.1, iPSC-FN2.1 y iPSC-FH2.1. Los cariotipos son cariotipos humanos 
normales de 46 cromosomas. Las células fueron cultivadas en normoxia antes del análisis. 
 

 

La expresión de los marcadores del estado pluripotente que se inducen durante la 

reprogramación disminuye durante la diferenciación de las CMPi correspondientes. Con el 

propósito de estudiar la pluripotencia de las líneas generadas, las líneas de CM fueron inducidas 

a atravesar una diferenciación espontánea, a través del cultivo de CE en SFB en normoxia y, 

como se muestra en la Figura 45, la expresión de POU5F1, SOX2 y NANOG disminuyó entre el 

día 0 (estado indiferenciado) y el día 21 del proceso de diferenciación. Además, la expresión de 
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marcadores de linaje de las capas germinales fue inducida durante la diferenciación, cuando las 

células se cultivaron en normoxia o hipoxia durante un período a largo plazo, como puede verse 

en la Figura 46. Los marcadores de endodermo temprano SOX17, de endodermo tardío AFP, de 

mesodermo temprano MESP-1, de mesodermo tardío NKX2.5, ectodermo temprano PAX6 y de 

ectodermo tardío GFAP fueron inducidos de una expresión basal en el día 0 a un aumento de la 

expresión en el día 7 a día 21, dependiendo de la cinética de cada gen. La variación interna de 

estos experimentos fue considerable como se esperaba, debido a la naturaleza enormemente 

heterogénea del método de diferenciación espontánea, en el cual el compromiso de linaje es 

arbitrario. Por lo tanto, pudimos observar resultados con un amplio desvío entre normoxia e 

hipoxia, e incluso dentro de la misma condición, entre diferentes líneas. Sin embargo, las 

experiencias demostraron que todas las líneas celulares fueron capaces de diferenciarse in vitro 

a las tres capas germinales, a un tiempo u otro, probando su pluripotencia. También se observó 

la presencia de proteínas marcadoras de diferenciación por inmunofluorescencia en CE en el día 

21, como se muestra en la Figura 47. Los marcadores AFP, GATA-4 (endodermo), NKX2.5, PAX6, 

NESTINA (ectodermo) se expresaron en el día 21 post-diferenciación, tanto cuando se cultivó 

las células en normoxia o hipoxia. 

 
 

 
Figura 45. Análisis de la expresión de marcadores del estado pluripotente durante la diferenciación de 
células madre pluripotentes. Estudio por RT-qPCR de la expresión de los marcadores POU5F1, SOX2 y 
NANOG durante la diferenciación de CMEh control WA-09 y líneas de CMPi establecidas a largo plazo 
iPS6.1, iPSC-FN2.1 e iPSC-FH2.1, cultivadas en normoxia. D0: día 0 de diferenciación (control), D21: día 
21 post-inducción de la diferenciación. Se grafica las Veces de Inducción vs. control en barras 
representando la media ± SEM de tres experimentos independientes. La represión es significativa con p 
< 0.05, para todos los genes y todas las líneas, dentro en la misma línea. Se utilizó la expresión del gen 
de housekeeping HPRT1 para normalizar los niveles de expresión. 
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Figura 46A. Análisis de la expresión de marcadores de linaje de las tres capas germinales durante la 
diferenciación de células madre pluripotentes. Estudio por RT-qPCR de la expresión de los marcadores 
de endodermo SOX17 y AFP, marcadores de mesodermo MESP-1 y NKX2.1 y marcadores de ectodermo 
PAX6 y GFAP, en CE derivados de CMEh control WA-09 y de líneas de CMPi establecidas a largo plazo 
iPSC-FN2.1 e iPSC-FH2.1, cultivadas en normoxia o hipoxia durante un período de tiempo a largo plazo. 
D0: día 0 de diferenciación (estado indiferenciado, control), D7: día 7 post-inducción de la 
diferenciación, D21: día 21 post-inducción de la diferenciación. Se grafica las Veces de Inducción vs. 
control en barras representando la media ± SEM de tres experimentos independientes. * = p < 0.05. Se 
utilizó la expresión del gen de housekeeping HPRT1 para normalizar los niveles de expresión. 
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Figura 47A. Expresión de marcadores de linaje de las tres capas germinales por inmunofluorescencia. 
Imágenes representativas de contraste de fases e inmunofluorescencia de los marcadores de 
endodermo AFP y GATA-4, el marcador de mesodermo NKX2.5 y los marcadores de ectodermo PAX6, 
GFAP y NES en CE derivados de CMEh control WA-09 y líneas de CMPi establecidas a largo plazo iPS6.1, 
cultivadas en normoxia o hipoxia durante un período a largo plazo. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. 
Barras de escala: 200 µm. 
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Figura 47B. Expresión de marcadores de linaje de las tres capas germinales por inmunofluorescencia. 
Imágenes representativas de contraste de fases e inmunofluorescencia de los marcadores de 
endodermo AFP y GATA-4, el marcador de mesodermo NKX2.5 y los marcadores de ectodermo PAX6, 
GFAP y NES en CE derivados de líneas de CMPi establecidas a largo plazo iPS-FN2.1 e iPSC-FH2.1, 
cultivadas en normoxia o hipoxia durante un período a largo plazo. Los núcleos fueron teñidos con DAPI. 
Barras de escala: 200 µm. 
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Finalmente, las líneas de CMPi establecidas también mostraron pluripotencia in vivo, siendo 

capaces de generar teratomas en ratones inmunosuprimidos, siendo ésta la prueba máxima 

para estudiar pluripotencia en CMEh. Imágenes representativas de los tumores formados se 

muestran en la Figura 48. Los teratomas generados poseían células derivadas de las tres capas 

germinales, que fueron asignadas a diferentes tejidos y estructuras histológicas, como se 

muestra y describe en la Figura 49. 

 

 
Figura 48. Formación de teratomas en ratones inmunosuprimidos inyectados con células madre 
pluripotentes. Se muestran imágenes representativas de los individuos, luego de ser sacrificados, 
mostrando la formación tumoral formada; y los tumores luego de ser disecados y antes de ser 
embebidos en parafina para su análisis histológico. 
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Modulación de la expresión de genes de pluripotencia por cultivo hipóxico. Los marcadores 

del estado pluripotente se inducen a tiempos de cultivo hipóxico a largo plazo. 

Una vez comprobado que nuestro modelo de hipoxia respondía aumentando los niveles y 

actividad de los factores HIF, nuestro siguiente objetivo fue investigar si el cultivo hipóxico 

modulaba la expresión de marcadores del estado pluripotente y si había diferencias entre las 

distintas líneas celulares. La hipótesis propuesta es que las líneas generadas en normoxia o 

hipoxia podrían presentar diferencias intrínsecas en la señalización del estímulo y por esta 

razón podrían responder diferente entre sí al estímulo de hipoxia, además de responder 

diferente según si el estímulo es crónico o agudo. Las líneas de CMPi establecidas a largo plazo, 

fueron cultivadas en hipoxia y se tomaron muestras a las 0, 8, 24 y 48 horas (hipoxia aguda) y 

luego de 5 pasajes en hipoxia (hipoxia crónica o a largo plazo). Los resultados se muestran en la 

Figura 53. El marcador NANOG pareció disminuir en hipoxia aguda, pero luego aumentó en los 

cultivos a largo plazo en hipoxia crónica (p5). Lo mismo parece suceder con C-MYC, pero no con 

POU5F1. Este último marcador no mostró variaciones estadísticamente significativas a lo largo 

de la experiencia. También parece haber una resistencia a la disminución de la expresión de 

NANOG y C-MYC en las primeras horas de hipoxia para las líneas iPS6.1 e iPSC-FH2.1. Dado que 

las disminuciones en la expresión génica de NANOG y C-MYC no se dieron en todas las líneas de 

CMPi estudiadas, no se puede afirmar que la exposición aguda a hipoxia es responsable de este 

efecto, pero se observa una tendencia, que en los casos de la línea control WA-09 y la línea de 

CMPi iPSC-FN2.1 es significativa. Se llegó a la conclusión de que si la hipoxia genera la 

estabilización o aumento de la expresión de marcadores del estado pluripotente, este estado es 

alcanzado luego de varios pasajes en cultivo hipóxico, y no con una exposición aguda. 
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Figura 53. Análisis de la expresión de genes del estado pluripotente en líneas de CMPi expuestas a 
hipoxia. Estudio por RT-qPCR de la expresión de los marcadores POU5F1, NANOG y C-MYC en CMEh 
control WA-09 y líneas de CMPi establecidas a largo plazo iPS6.1, iPSC-FN2.1 e iPSC-FH2.1, luego de 0 
(control), 8, 24 y 48 horas post-inducción de hipoxia, y luego de cultivo en hipoxia crónica durante al 
menos 5 pasajes (p5). Se grafica las Veces de Inducción vs. control en barras representando la media ± 
SEM de tres experimentos independientes. * = p < 0.05. Se utilizó la expresión del gen de housekeeping 
HPRT1 para normalizar los niveles de expresión. 
 

 



RESULTADOS 

- 113 - 

Efectos del cultivo hipóxico sobre la generación de CMPi 

Los experimentos descriptos anteriormente fueron realizados en líneas de CMPi ya 

establecidas, y luego cultivadas bajo diferentes condiciones. Los antecedentes bibliográficos 

sobre los efectos de la hipoxia sobre el cultivo de CME son también mayormente basados en 

estudios sobre líneas establecidas [98, 103]. Es importante estudiar los efectos sobre la 

generación de CMPi, porque podrían no ser iguales que los efectos sobre el cultivo de líneas de 

CM pluripotentes ya establecidas y que llevan muchísimos pasajes en cultivo. Los siguiente 

experimentos se realizaron analizando los cultivos a 21 días post-transducción para estudiar la 

eficiencia del proceso de reprogramación a un dado punto final; y se evaluaron también los 

efectos de la hipoxia durante la generación de CMPi, ya que los antecedentes sobre los efectos 

de la hipoxia en la generación de CMPi fueron realizados en todos los casos a un punto final [64, 

94, 148]. 

 

Efectos del cultivo hipóxico sobre la eficiencia de reprogramación. La hipoxia aumenta la 

eficiencia de reprogramación, pero las colonias formadas son más pequeñas 

A fin de evaluar los efectos de la hipoxia sobre la eficiencia de reprogramación transdujimos 

fibroblastos HFF-FM con el vector STEMCCA, en normoxia o hipoxia y calculamos la eficiencia 

de generación de CMPi mediante el recuento de la cantidad de colonias positivas para actividad 

de FA, en el día 21 post-transducción. El número de colonias generadas se vio aumentado en 

hipoxia, como puede verse en la Figura 54. Sin embargo, el tamaño de las colonias fue más 

pequeño para las CMPi generadas en condiciones de hipoxia, rindiendo un área cubierta por 

células reprogramadas significativamente menor en esta condición. La cuantificación se realizó 

con el programa ImageJ, utilizando el comando Analizar Partículas con un Tamaño de 50-

Infinito y una Circularidad de 0,20-1,00. Las imágenes, de las cuales se muestran imágenes 

representativas en la Figura 54, fueron analizadas por contraste y luminosidad, permitiendo 

identificar el borde de las colonias por contraste y color de las formaciones sobre la superficie 

de la placa de cultivo. Es posible que la hipoxia aporte las condiciones para la reprogramación 

de una mayor cantidad de células somáticas iniciales, pero no permita su proliferación o 

crecimiento, una vez establecido el evento de reprogramación. 
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Figura 54. Eficiencia de reprogramación y área total de colonias. Determinación por recuento de 
colonias positivas para actividad FA y medición del área total de colonias en el día 21 post-transducción 
con el vector STEMCCA. Las barras representan la media ± SEM de cinco experimentos independientes. 
* = p < 0.05. El área total se representa en unidades arbitrarias. Los paneles son imágenes 
representativas de colonias positivas para actividad de FA en pocillos de placa de 12 pocillos. 
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Figura 57. Análisis por citometría de flujo de la expresión de NANOG, en normoxia o hipoxia, a lo largo 
de la reprogramación. (a) Se muestran histogramas representativos, representando cell scatter vs la 
distribución de la señal fluorescente de NANOG. (b) Se grafica el porcentaje de células NANOG+ a los 
tiempos indicados post-transducción. * = p < 0.05. Las barras representan la media + SEM de 5 
experimentos independientes. 
 

 

Con anterioridad, se observó que si bien se generaba mayor número de colonias de CMPi al 

reprogramar fibroblastos en hipoxia, eran menos las que persistían a largo plazo. Además se 

observó que las colonias generadas en hipoxia eran más pequeñas en tamaño y con menor 

cantidad de células. Por todo ello se pensó que es probable que la hipoxia estuviera 

permitiendo la reprogramación de una mayor cantidad de células iniciales, pudiendo estar 

afectada la supervivencia y la proliferación celular. Con el fin de evaluar la viabilidad de las 

líneas en estudio establecidas a largo plazo, cuando se las cultivó bajo normoxia o hipoxia, se 

analizó su capacidad de exclusión del colorante Trypan Blue, para calcular un porcentaje de 

viabilidad, después de 48 horas en normoxia o hipoxia. El Trypan Blue sólo se excluye de células 

viables, mientras que las células muertas no son capaces de expulsar este colorante. Como se 

muestra en la Figura 58, hubo diferencias mínimas entre las líneas celulares estudiadas, pero no 

se encontraron diferencias significativas entre el cultivo normóxico y el cultivo hipóxico, dentro 

de la misma línea celular. Sabiendo que no hay diferencias de viabilidad entre dichas 

condiciones, lo cual podría afectar otros resultados, y con la finalidad de determinar la tasa de 

proliferación de nuestros cultivos de líneas de CMPi establecidas a largo plazo -después de al 
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menos 5 pasajes en cultivo en cada condición- cuantificamos el contenido de ADN en el día 3 de 

cultivo, partiendo de un número fijo de células iniciales (día 0). Como se observa en la Figura 

59, encontramos que las líneas de CM estudiadas exhibieron una mayor tasa de proliferación en 

condiciones hipóxicas que en normoxia; este efecto no se observó en los fibroblastos HFF-FM. 

Finalmente, analizamos los niveles de apoptosis en las líneas celulares en estudio, a través de 

un análisis con Anexina V (AnV) / Ioduro de Propidio (IP), seguido por citometría de flujo. La 

AnV es un indicador de la presencia de fosfatidilserina expuesta en la cara externa de la 

membrana plasmática, un evento encontrado principalmente en procesos apoptóticos y 

necróticos. La AnV se une a la fosfatidilserina, y cuando se la marca con una molécula 

fluorescente puede utilizarse para estudios de citometría de flujo. El IP es un colorante que sólo 

ingresa a células necróticas o apoptóticas tardías, dado que la membrana plasmática íntegra es 

impermeable al mismo. Cultivamos las líneas celulares por 48 horas en normoxia o hipoxia, 

luego de lo cual se realizó la tinción para Anexina V, y con IP, y luego la citometría de flujo. Este 

análisis no reveló ninguna diferencia significativa entre las dos condiciones, para ninguna línea 

celular, como puede verse en la Figura 60, tanto para apoptosis como para necrosis. 

En conclusión, dado que no existieron diferencias significativas entre o dentro de las líneas 

estudiadas, tanto en normoxia como en hipoxia, para la viabilidad y los niveles de 

apoptosis/necrosis, pero se encontró que cada línea de CM es más proliferativa en hipoxia que 

en normoxia, se concluyó que no es posible que el menor tamaño y cantidad de células en las 

colonias de CMPi generadas en hipoxia, se deba a los niveles de proliferación intrínsecos de la 

línea o generados por la hipoxia. El hecho de que las colonias de CMPi generadas hayan sido 

más pequeñas ha de estar relacionado con otro factor. Es importante remarcar que los estudios 

de proliferación fueron realizados sobre líneas ya establecidas, dada la imposibilidad de evaluar 

dicha propiedad en células componentes de las colonias a medida que surgen, ya que el mero 

tiempo en cultivo es tiempo en el que las colonias cambian y se desarrollan. Pero es posible que 

los niveles proliferativos de las células que componen una colonia en los primeros días de 

formación, por ejemplo entre los días 1 y 21, no sea similar ni comparable a la proliferación de 

la línea establecida a partir de dicha colonia, como se evaluó en este estudio. Es posible que, de 

hecho, ocurra un cambio en las propiedades proliferativas durante la maduración de colonias 



RESULTADOS 

- 122 - 

jóvenes a colonias establecidas. Células somáticas, como los fibroblastos utilizados en este 

estudio, no parecen ver su proliferación afectada por los niveles de oxígeno, o al menos esta no 

aumenta. 

 

 

 
Figura 58. Viabilidad celular de las líneas de células madre. Se grafica el porcentaje de células viables, 
sobre el total de células contadas, por exclusión de Trypan Blue, a las 48 horas post-inducción de hipoxia 
en la línea de CMEh control WA-09 y las líneas de CMPi establecidas a largo plazo iPS6.1, iPSC-FN2.1 e 
iPSC-FH2.1. Este colorante sólo es excluido por células viables. Las barras representan la media ± SEM de 
tres experimentos independientes. No se encontraron diferencias significativas dentro de cada línea.  
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Figura 59. Tasa de proliferación de las líneas en estudio. Análisis de la cuantificación de ADN en el día 3 
de cultivo en normoxia o hipoxia, con un número fijo inicial de las células, en la línea de HFF-FM y las 
líneas de CMPi establecidas a largo plazo. Las barras representan la media ± SEM de tres experimentos 
independientes. * = p < 0.05. 
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Figura 60A. Análisis de los niveles de apoptosis en las líneas de células madre estudiadas. Análisis por 
citometría de flujo de tinción de Anexina V (AnV) y con Ioduro de Propidio (IP), a las 0 horas (Normoxia) 
y 48 horas después de la inducción de hipoxia (Hipoxia) en la línea de CMEh control WA-09 y las líneas 
de CMPi establecidas a largo plazo. Células apoptóticas tempranas: IP-, AnV +; Células necróticas: IP +, 
AnV-; Células apoptóticas tardías: IP +, AnV +. (a) Se muestran histogramas representativos, 
representando señal fluorescente de la tinción con IP vs señal fluorescente de Anexina V. (b) Se grafica 
el porcentaje de células en apoptosis (vivas) o necrosis + apoptosis tardía (muertas), en barras 
representando la media ± SEM de dos experimentos independientes. No se encontraron diferencias 
significativas. 
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Figura 60B. Análisis de los niveles de apoptosis en las líneas de células madre estudiadas. Se muestran 
histogramas representativos adicionales, graficando distintas variables, como forward/side cell scatter, 
conteo, señal de AnV y señal de IP. 
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Figura 63. Transducción de fibroblastos JC-G y fibroblastos IN10, con los vectores YHIF10 y YHIF20, en 
presencia de Doxiciclina. (a) Se grafica el número de células remanentes luego de 30 días de cultivo en 
Doxiciclina. Dox: Condición con Doxiciclina 1 µg/ml. (b) Se muestran imágenes representativas de 
contraste de fases, en ausencia (Control) y presencia de Doxiciclina. PT: post-transducción. YHIF10: 
Células transducidas con el vector YHIF10. YHIF20: Células transducidas con el vector YHIF20. Barras de 
escala: 200 µm. 

 

 

Para comprobar que la expresión de las proteínas YFP-HIF disminuye con el tratamiento con 

Dox, como se espera en un sistema TetOff, y a fin de relacionar el rescate de la alta muerte 

celular por este antibiótico, realizamos una tinción para HIF-1 y HIF-2 en las células tratadas con 
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DISCUSIÓN 

El desarrollo de las CMPi revolucionó el campo de las células madre, entre otras razones, por la 

posibilidad que presentan de generar células pluripotentes paciente-específicas para su 

diferenciación y posterior tratamiento de diversas patologías mediante el aporte de células o 

tejidos funcionales, como enfermedades cardiovasculares [15-19], enfermedades 

neurodegenerativas y lesiones neurológicas [20], diabetes [21] y enfermedades de la sangre 

[22]. Además, el cultivo de estas células provee un modelo para el análisis de las señales de 

diferenciación involucradas en el desarrollo embrionario y una herramienta para el estudio in 

vitro de enfermedades y para ensayos de drogas y toxicología [23, 24]. En este trabajo nos 

propusimos obtener CMPi humanas y estudiar el efecto de la hipoxia, tanto sobre la eficiencia 

en su obtención como en las propiedades de las células generadas. En primera instancia, nos 

enfocamos en la obtención de cultivos celulares primarios a partir de tejidos frescos. En 

particular, a pesar de haber podido obtener células queratinocíticas, se observó que las 

posibilidades de expandir el número de queratinocitos a través de pasajes en cultivo fueron 

bajas o nulas, lo cual no aporta las condiciones necesarias para la generación de CMPi, para lo 

cual se precisa un número mínimo de células en división. Además, el fin último del presente 

proyecto era la generación de CMPi reproducible y en repetidas instancias a partir del mismo 

cultivo celular, a fin de estudiar el proceso en sí y las líneas generadas, por lo cual era necesario 

un cultivo primario de células somáticas proliferativo y expandible, que no resultó ser el caso de 

los queratinocitos obtenidos con el método y condiciones utilizadas. Por esta misma razón no 

se llegó a la instancia de reprogramación con queratinocitos, no sólo por imposibilidad, sino 

también porque el cultivo celular no cumplía con las características necesarias para el presente 

estudio. Con respecto a las CMSP, se logró obtener un alto número de células, pero las 

reprogramaciones no fueron exitosas, incluso cuando se utilizaron moléculas para estimular la 

división de los clones linfocitarios, haciéndolos receptivos de transducción. Es posible que sea 

necesario un protocolo más específico para generar las condiciones apropiadas para la 

reprogramación de este tipo celular. En el pasado, los protocolos de obtención de 

queratinocitos más exitosos solían utilizar una batería de medios y reactivos comerciales que 

soportan la derivación de este tipo celular más específicamente [121]. Por otro lado, la 
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obtención de fibroblastos fue no solamente simple, sino que también generó un gran número 

de células capaces de ser expandidas en cultivo por varios pasajes, al menos hasta el pasaje 15. 

Además, los fibroblastos primarios obtenidos fueron reprogramados a CMPi en numerosas 

instancias, proveyendo un modelo confiable y consistente para el estudio de las condiciones de 

generación de estas células pluripotentes, de la eficiencia del proceso y de las líneas celulares 

obtenidas. Las pruebas realizadas en cuanto a las condiciones de reprogramación y moléculas 

utilizadas a fin de mejorar el proceso fueron suficientes para establecer un protocolo 

consistente de generación de CMPi, el cual puede utilizarse para dichas investigaciones. 

 

Los resultados sobre los efectos de la hipoxia sobre la reprogramación al estado pluripotente 

son insuficientes o contradictorios. Por ejemplo, el popular estudio de Yoshida et. al. [65] es un 

modelo de reportero de un único gen realizado en células de ratón. En el estudio de Iida et. al. 

[64] se reporta la formación de mayor número de colonias en hipoxia, al comparar con 

normoxia, pero la expresión de NANOG en particular no cambia, o lo hace de forma 

dependiente de la línea en estudio; en el trabajo de Shimada et. al. [94] sólo se reporta una 

formación de colonias de CMPi en hipoxia acelerada en el tiempo, pero no un aumento de la 

eficiencia en dicha condición; los trabajos de Mathieu et. al. [102, 115] son mecanísticos o 

hablan de una re-entrada en la pluripotencia de células ya derivadas de CME o CMPi; en Bae et. 

al. [147] se habla del proceso contrario a la reprogramación, indicando que la hipoxia 

aumentaría la eficiencia del proceso de generación de células de retina a partir de CMPi; y en 

Hasegawa et. al. [148] se habla de la manutención de CMPi en cultivo, y cómo la hipoxia 

apoyaría el mantenimiento del estado pluripotente. Por ello nos pareció necesario aportar más 

información al estudio de los efectos de la hipoxia sobre la generación de CMPi. 

De acuerdo con estudios previos realizados tanto en células de ratón [65] como en células 

humanas [64, 115], en este trabajo mostramos que al final del proceso de reprogramación se 

observó una mayor eficiencia de reprogramación bajo condiciones hipóxicas, aunque esto no se 

tradujo en una diferencia funcional entre las líneas de CMPi establecidas bajo dichas 

condiciones, ya que todas las líneas obtenidas poseían propiedades similares y cumplían con 

iguales condiciones de pluripotencia. Los datos mostraron que una línea de CMPi generada en 
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hipoxia al 5% O2 tuvo morfología de colonias y características funcionales similares a una línea 

control de CMEh generada en normoxia. Además dichas CMPi exhibieron similar metilación del 

promotor de POU5F1 y pluripotencia in vitro e in vivo, que la línea de CMEh control y líneas de 

CMPi generadas en normoxia. 

Sin embargo, si bien las líneas obtenidas en ambas condiciones, normoxia e hipoxia, se 

asemejaban en todos esos aspectos mencionados, presentaron diferentes características en la 

expresión de marcadores del estado pluripotente. Se observaron diferencias en particular a lo 

largo del proceso de reprogramación estudiado por citometría de flujo, en colonias de CMPi 

jóvenes, y en colonias de CMPi establecidas por un período de tiempo correspondiente a al 

menos 5 pasajes en cultivo. Nuestros datos sugieren que colonias de CMPi jóvenes, 

recientemente generadas, exhiben igual o menor expresión de estos marcadores de 

pluripotencia, en particular una expresión más baja en los casos de los genes NANOG y C-MYC, 

cuando son generadas en hipoxia en comparación con sus pares generados en normoxia. 

Algunos estudios previos no han mostrado diferencias significativas en la expresión de 

marcadores del estado pluripotente en CMEh cuando éstas fueron cultivadas en hipoxia o en 

normoxia [104]. Además, en ciertos trabajos anteriores sobre la generación de CMPi no hubo 

diferencias significativas o hubo una fuerte dependencia de línea en la expresión de 

marcadores del estado pluripotente al generar CMPi en normoxia o hipoxia [64], pero esto fue 

evaluado a un punto final luego de la generación de las líneas. En nuestro estudio se observó 

una disminución en la expresión de marcadores del estado pluripotente, destacando que esta 

disminución se observó en colonias de CMPi jóvenes y en colonias recién establecidas 

expuestas a hipoxia aguda. La mayoría de los estudios previos sobre eficiencia de 

reprogramación ha medido solamente la cantidad de colonias generadas y la expresión de 

marcadores en líneas ya establecidas a largo plazo. Nuestros datos para líneas de CMPi 

establecidas a largo plazo -generadas en hipoxia, amplificadas durante por lo menos 5 pasajes y 

posteriormente cultivadas en hipoxia crónica durante al menos 5 pasajes- mostraron en 

contraste, un aumento en la expresión de marcadores del estado pluripotente, en comparación 

con nuestros datos para colonias jóvenes o colonias establecidas en hipoxia aguda. Esto se 

condice con el trabajo de Yoshida et al. [65] y ciertos antecedente sobre el cultivo de CMEh 
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bajo bajas tensiones de O2 [98, 105, 107, 108]. Es claro que la literatura es, al menos, 

contradictoria con respecto al comportamiento de marcadores del estado pluripotente en CMPi 

generadas en hipoxia. Es posible que estas diferencias reportadas a lo largo de la literatura, se 

deban tanto a la variabilidad intrínseca entre líneas, como a los diferentes protocolos utilizados 

y a distintas formas de medir dichos parámetros. El cultivo de células madre requiere de mucho 

trabajo y es, a veces también, muy dependiente del operador. Finalmente, esto podría indicar 

que el efecto no es tan contundente si la variabilidad entre líneas es mayor que la diferencia 

entre tratamientos o es difícil de detectar de acuerdo a las condiciones de análisis. 

Finalmente, también encontramos que las colonias de CMPi generadas bajo hipoxia son mucho 

más pequeñas en tamaño, según lo determinado por el área que cubren. Esto también se 

condice con resultados anteriores para el cultivo de CMEh, en los cuales las colonias cultivadas 

en hipoxia son de menor tamaño [98, 101, 105]. 

La inducción de hipoxia en fibroblastos adultos comprometidos podría no permitir una 

inducción de la expresión de marcadores del estado pluripotente endógenos o un aumento de 

la tasa de proliferación en colonias de CMPi jóvenes. Esto fue evidenciado por el pequeño 

tamaño de las colonias generadas bajo hipoxia y la menor expresión de marcadores del estado 

pluripotente NANOG y C-MYC en muestras de CMPi generadas recientemente, como se observó 

tanto en el número de células que expresaban los marcadores por citometría de flujo y en los 

niveles de expresión generales estudiados por In-Cell Western Blot. Pero a medida que la 

reprogramación progresa y las colonias se van estableciendo, la hipoxia podría estar induciendo 

la expresión de genes del estado pluripotente, como se describió anteriormente en la literatura, 

generando una mayor tasa de proliferación, como se observó en las líneas establecidas 

cultivadas bajo hipoxia crónica. Esto podría ser una posible consecuencia de un cambio desde 

una baja expresión de marcadores del estado pluripotente a una alta expresión cuando las 

células maduran en esta condición de bajo oxígeno. Con respecto a los niveles de proliferación, 

los estudios previos en CMEh son contradictorios encontrándose casos en los que la 

proliferación aumenta en hipoxia, y casos en los que disminuye [98, 108]. Pero si, de hecho, las 

tasas de proliferación son homogéneamente más altas entre diferentes líneas de CMPi cuando 

se establecen a largo plazo, en comparación con colonias de CMPi jóvenes, esto estaría de 
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